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Plantejament / Approach

L’estimulacié de regions cerebrals del sistema del refor¢ [1] es considera com una
experiéncia reforgcadora intensa que produeix patrons conductuals similars als
desencadenats per refor¢cadors primaris com ara els aliments i 'aigua [2]. En animals, la
prova més directa que aquesta estimulacié produeix reforcament apetitiu és que els
individus son capagos d’autoadministrar-se-la mitjangcant I'anomenada conducta
d’autoestimulacié eléctrica intracranial (AEIC). A més de les seves propietats
relacionades amb el reforg, 'AEIC ha demostrat ser capa¢ de modular els processos
d’aprenentatge i memoria avaluats en diferents paradigmes, tant de memoria implicita
[3—-6] com de memodria explicita [7—11] en rates. L’'AEIC és una técnica sense efectes
secundaris coneguts que, com hem demostrat repetidament al nostre laboratori, a més
de facilitar 'aprenentatge i la memoria en subjectes sans, és capag de revertir els déficits
de memoria causats per la lesié de diferents arees del cervell [5, 12, 13].

Malgrat que I'estimulacié electrica de regions cerebrals (DBS, de I'anglés Deep Brain
Stimulation) s’ha estat utilitzant amb finalitats terapeutiques en humans des de la década
dels anys 60, principalment per tractar simptomes motors en la malaltia de Parkinson,
no va ser fins 'any 2008 que 'equip d’Andrés Lozano de la Universitat de Toronto la va
comengar a provar per a tractar problemes d’aprenentatge i memoria; arrel d’un
descobriment fortuit en qué, al tractar un pacient amb obesitat morbida, van veure que
I'estimulacid cerebral de I'hipotalem evocava memories autobiografiques detallades i
facilitava una tasca de memoria associativa. En els Ultims anys, la DBS ha experimentat
un gran progrés i és ampliament utilitzada per eliminar o pal-liar simptomes neurologics
i/o cognitius en diferents malalties neurodegeneratives i trastorns psicopatologics. La
DBS ha resultat efectiva pel tractament de la malaltia de Parkinson [14], depressid major,
trastorn obsessiu compulsiu (TOC) i altres trastorns neuropsiquiatrics [15-20].
Actualment la DBS s’esta aplicant també amb éxit a malalts d’Alzheimer [21-23], en
especial pels seus potencials efectes positius sobre la memoria. El corrent estimulant
utilitzat per a la DBS és d’ona quadrada, principalment perqué permet controlar amb
major precisio que la sinusoidal la durada del pols i l'interval entre polsos [24]. Tenint en
compte que els estudis de I'administracio de DBS en diferents regions diana del cervell
per a millorar la memoria en humans sén molt recents i poc explorats, creiem necessari
seguir fent estudis en animals per poder aprofundir en el coneixement del substrat neural
i els mecanismes implicats en aquest tractament, aixi com [l'establiment de les
condicions més apropiades per obtenir millora cognitiva. Per aquesta rao, la finalitat
principal d’aquest treball consisteix en aprofundir en I'estudi de I'AEIC en la rata,
administrada a I'hipotalem lateral (HL), en les fibres del feix prosencefalic medial (FPM),
com a tractament potenciador de la memodria i, en especial, en I'is de parametres i

formes d’administraci6 més propers a les condicions aplicades a la clinica. Aquest
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enfocament, encaminat a I'aproximacié de les condicions d’aplicacié del tractament
entre la recerca basica i la clinica, augmenta el valor translacional dels resultats
obtinguts al nostre laboratori utilitzant AEIC en la rata.

El treball experimental esta dividit en dos blocs, el primer bloc de quatre experiments
(Experiments | a IV) pretén reproduir o replicar els resultats de potenciacio de la memoria
obtinguts amb I'AEIC d’ona sinusoidal amb I'administracié del mateix tractament pero
d'ona quadrada'. Aquest primer bloc esta motivat, per una part, per la manca
d’experiments realitzats amb corrent eléctric d’'ona quadrada en la rata, ja que la major
part dels treballs amb AEIC realitzats al nostre laboratori s’han dut a terme mitjancant
estimulacié eléctrica amb corrent d’ona sinusoidal. A més a més, en els pocs
experiments amb ona quadrada realitzats al nostre laboratori malgrat que s’ha observat
certa facilitacié de la memoria, els resultats obtinguts no sén concloents, no obtenint la
facilitacio esperada [25] ni amb la mateixa consisténcia i regularitat que amb ona
sinusoidal. Per altra part, aquest objectiu parteix de que el corrent d’'ona quadrada és el
més utilitzat per la DBS en humans. Aixi, aquest conjunt d’experiments exploren els
parametres del corrent d’'ona quadrada de I'AEIC que permetin facilitar 'aprenentatge i

la memoria, en particular d’'una tasca de discriminacio visual simultania (DVS).

En el segon bloc d’experiments hem volgut estudiar diferents condicions d’aplicacié de
'AEIC, investigant la importancia de la contingéncia del tractament amb les tasques
d’aprenentatge o situacions concretes d’entrenament, la major durada del tractament i
si depén o no de que el tractament sigui autoadministrat o administrat remotament.
Concretament, a I'Experiment V s’ha procurat un model d’administracié de les sessions
d'AEIC que s’aproximi a 'administracié de la DBS en pacients, pel fet de ser distribuit al
llarg del dia i caracteritzat principalment per ser aplicat de manera no contingent a cap
entrenament en concret. El principal objectiu d’aquest Experiment V ha estat estudiar la
importancia de la contingéncia entre 'AEIC i 'entrenament a la tasca d’aprenentatge,
valorant l'efectivitat d’'un tractament d’AEIC no contingent sobre la capacitat
d’aprenentatge dels subjectes, avaluada en diferents tipus de tasques. A nivell
metodolodgic, els animals s’han sotmés diariament a dues tasques d’aprenentatge molt
diferents entre si, una emocional de caracter implicit, I'evitacié activa de dos sentits
(EV2) que implica principalment 'amigdala, i una altra de tipus espacial explicit, el
laberint aquatic de Morris (LAM), que implica majoritariament I'hipocamp (HPC).

El segon experiment d’aquest bloc, 'Experiment VI, s’ha centrat en I'estudi de la pauta

d'administracié del tractament. A diferéncia de la forma d’administracié de la DBS en

1 En els nostres treballs hem administrat corrent amb ona rectangular i quadrada. En estudis de DBS en
humans i en experimentacié animal també trobem aquestes dues configuracions diferents. A fi de clarificar,
en endavant usarem el terme ona quadrada referint-nos indistintament als dos tipus.
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pacients, persistent, regular i distribuida al llarg del temps, en models animals
I'administracio de I'estimulacid cerebral sol ser puntual i de curta durada; habitualment
els animals experimentals reben una sola sessi6 d’entre 10 minuts i 4 hores, podent-se
repetir diariament durant una setmana [11, 26-30]. Per tant, I'objectiu d’aquest
experiment ha estat estudiar els efectes de 'AEIC administrada post-entrenament sobre
una tasca espacial durant un periode superior a I'habitual (2 setmanes). Aixo ha suposat
reduir el nombre d’assaigs per sessié per tal d’evitar un possible efecte sostre de
'aprenentatge i, al perllongar el periode del tractament i de I'entrenament, ha permés
fer un estudi dels possibles efectes de I'AEIC sobre la neurogénesi (NG). Diversos
estudis previs han mostrat que tant I'aprenentatge espacial com el tractament d'AEIC
estan relacionats positivament amb la NG al gir dentat (GD) de I'HPC [31-35]. Pero, fins
on sabem, no s'han fet treballs estudiant la facilitaci6 de I'aprenentatge espacial
mitjancant tractament d'AEIC i la relacié d'aquesta facilitacié amb la NG. Per tant, el
segon objectiu d’aquest experiment ha estat fer un estudi de NG, activacié neuronal i
integracio funcional de les noves neurones generades al llarg del procés experimental,
analitzant també a nivell molecular possibles canvis en ['activitat de ['enzim

acetilcolinesterasa (AChE) en diferents regions cerebrals.

En el tercer i ultim experiment d’aquest segon bloc (Experiment VII) hem volgut
comparar dues formes d’administraci6 de [I'estimulacié eléctrica cerebral:
autoadministrada (AEIC) i per administracié remota, per elucidar si 'autoadministracio
és una variable rellevant o critica en els resultats de potenciaci6 de la memoria
mitjancant AEIC obtinguts fins al moment. Aquest experiment ha tingut, per tant,
I'objectiu de comparar les dues formes d’administracio de I'estimulacié del FPM sobre
un aprenentatge espacial al LAM i la seva retencid, donat que hi ha molt pocs estudis
que hagin abordat aquesta comparacio [36, 37]. L'AEIC ja ha mostrat la seva capacitat
per facilitar la memoria en aquesta tasca [9, 11], mentre que ens manca evidéncia dels
efectes de I'administracioé remota d’un tractament similar i en la mateixa regié cerebral
que I'AEIC, pero administrat per I'experimentador en les condicions en qué apliquem
I'AEIC al nostre laboratori. En aquest segon cas, seria un tractament més comparable a
la DBS en humans. Diversos estudis han mostrat que I'AEIC del FPM ha produit
activacié neuronal en arees relacionades amb la memoria [35, 38, 39], aquest efecte
s’ha evidenciat per I'expressié de la proteina c-Fos, que és un marcador d’'activitat
cel-lular. Per tant, en aquest ultim experiment hem realitzat un estudi dels efectes dels
dos tipus d’administracio, AEIC i DBS, en l'activacié neuronal d’arees relacionades amb
la memoria, el reforg i 'arousal, aixi com d’arees motores, tenint en compte que ambdods

tipus de tractament es diferencien principalment pel fet que els animals que reben DBS
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no han de realitzar una activitat motora durant el tractament, a diferéncia dels que reben
AEIC.

En resum, la present tesi doctoral es compon de set experiments distribuits en dos blocs
i ha tingut com objectiu general estudiar si I'AEIC administrada al FPM facilita la memoria
en rates Wistar en diferents situacions experimentals que pretenen aproximar-se a
aquelles que s’usen a la clinica: 1) aplicant estimulaci6 amb corrent eléctric d’'ona
quadrada, 2) aplicant el tractament amb ona sinusoidal no contingent amb
'aprenentatge, 3) incrementant la durada del tractament i 4) comparant els efectes d’un

tractament autoadministrat (AEIC) i un tractament d’administracié remota (DBS).

Les técniques d’estimulacié cerebral mitjangant implantacié quirdrgica d’eléctrodes en
arees del cervell es consideren invasives i en la majoria de casos s’'usen com a ultim
recurs en pacients resistents a altres tractaments. Creiem i confiem que en un futur,
meétodes alternatius d’estimulaciéo cerebral menys invasius i que permetin una
localitzacid6 més precisa de I'efecte, com son l'optogenética, la terapia genética amb
vectors virals d’estimulacié o l'estimulacid magnética transcranial, substituiran les
actuals técniques d’'implantacié d’eléctrodes. No obstant, els nostres treballs d’AEIC
tenen per objectiu general seguir aportant coneixement en relacié a les condicions
conductuals i als mecanismes implicats en la potenciacié de I'aprenentatge i la memoria

per estimulaci6 eléctrica de les arees cerebrals del reforg.
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Stimulation of reward-related brain regions [1] is considered an intense reinforcing
experience that produces behavioural patterns similar to those triggered by primary
reinforcers like food and water [2]. The most evident prove that this stimulation produces
appetitive reward is that animals can self-administer it in the so-called intracranial
electrical self-stimulation (ICSS). Besides its features related to reward, ICSS has shown
to be able to modulate learning and memory cognitive processes in different paradigms,
of both implicit [3—6] and explicit memory [7—11] in rats. ICSS is a treatment without
known side effects that, as we have repeatedly shown in our laboratory, in addition to
facilitate learning and memory it is able to revert memory impairments caused by
damage in different brain areas [5, 12, 13].

Although deep brain stimulation (DBS) of different brain regions is being used for
therapeutic purposes in humans since the 60’s, mainly to alleviate Parkinson’s disease
motor symptoms, it has not been until 2008 that Andrés Lozano’s team at Toronto
University started to use it for memory and learning issues. Following an incidental
discovery while treating a patient suffering morbid obesity, they found that electrical
stimulation of the hypothalamus evoked detailed autobiographic memories and
facilitated an associative memory task. In the last years, DBS has experienced a great
progress and currently it is widely used to heal or alleviate neurological and/or cognitive
symptoms in different neurodegenerative and psychopathological disorders. DBS has
been an effective treatment for patients with Parkinson disease [14], major depression,
obsessive-compulsive disorder and other neuropsychiatric disorders [15-20].

Currently, DBS is also being successfully used in Alzheimer’s patients [21-23], mainly
for its potential positive effects on memory. The electrical current typically used for DBS
has a square waveform, especially because the pulse width and inter-pulse intervals can
be controlled more precisely [24]. Whereas DBS studies of its administration in different
brain target regions to improve memory in humans are very recent and little explored,
we believe it necessary to continue doing research in laboratory animals to delve into
the knowledge of the neural substrate and underlying mechanisms of this treatment. As
well as establishing the appropriate conditions to obtain cognitive improvement.

For this reason, the main objective of this thesis consists in deepen the study of ICSS in
rats, administered at the lateral hypothalamus in the medial forebrain bundle fibres, as a
treatment to enhance memory and, especially, in the use of parameters and methods of
administration closer to the conditions applied in clinical practice. This approach, aimed
at approximating treatment application conditions between basic and clinical research,
increases the translational value of the results obtained in our laboratory, using ICSS in

rats.



Plantejament / Approach

The experimental studies are divided into two sets of experiments, the first set of four
experiments (Experiment | to IV) intended to reproduce or replicate the results of memory
enhancement obtained with sinusoidal waveform ICSS, administering the same
treatment but with a square waveform. On the one hand, we based the aim of this first
set of experiments on the lack of evidence of this kind of facilitation coming from
experiments carried out applying square wave electrical current in rats, since most of the
research with ICSS carried out in our laboratory has been done with sine wave electrical
stimulation. Furthermore, a few experiments of our laboratory have tested the square
wave current and found certain memory facilitation produced by ICSS, but the results
were not conclusive, not showing the expected facilitative effects [25], nor with the same
consistency and regularity that sine wave ICSS showed. On the other hand, this objective
is based on the evidence that square wave electrical current is the most used for DBS in
humans. Thus, this set of experiments explored the ICSS square waveform parameters
that could produce learning and memory facilitative effects, concretely on a simultaneous
visual discrimination task.

The second set of experiments aimed to test different conditions of ICSS administration,
studying the contingency of the treatment to memory tasks or specific training situations,
treatment duration, and whether it depends or not in self-administration or remote
administration. Specifically, the Experiment V searched an ICSS model of administration
to approach DBS in clinical practice, since ICSS is distributed along the day and mainly
not contingently administered to any specific training task. The main objective of this
Experiment V was to study the importance of contingency between ICSS and training on
the learning task, testing the effectiveness of ICSS non-contingent to learning on animals
learning skills, evaluated on different types of tasks. Methodologically, rats were daily
subjected to two very different memory tasks, one emotional and implicit, two-way active
avoidance, that involves mainly the amygdala, and another one related to explicit and
spatial memory in the Morris water maze, that involves mainly the hippocampus.

The second experiment of this second set, Experiment VI, focused on the study of
treatment administration pattern. Unlike DBS, treatment pattern in human patients is
persistent and regularly administered over time; in animal models, electrical brain
stimulation use to be one-time administered and of short duration; usually experimental
animals receive a single session of around 10 minutes to 4 hours, that can be repeated
daily for one week [11, 26—-30]. Thus, this experiment had the aim of testing the effects
of ICSS administered post-training on a spatial task during a higher period than usual (2
weeks). This meant reducing the number of trials per session to prevent a roof effect on
learning and, while prolonging the treatment and training period, has permitted to study

the potential effects of ICSS on neurogenesis (NG). Several previous studies have
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shown that spatial learning and ICSS are positively related to NG in the dentate gyrus of
the hippocampus [31-35]. But, as far as we know, there is no research studying the
facilitative effects of ICSS on spatial learning and the relationship of these effects with
NG. Therefore, the second aim of this experiment has been to study NG, neuronal
activation and functional integration of new neurons generated during the experimental
process. We also analysed, at a molecular level, the possible changes of
acetylcholinesterase enzyme activity in different brain regions.

The third and last experiment of this second set (Experiment VII) aimed to compare two
different administration modalities of electrical brain stimulation: self-administered and
by remote administration, to elucidate whether the self-administration is a critical variable
in the results of memory potentiation by ICSS obtained until the present day. Thus, this
experiment aims to compare the effects of the two forms of ICSS administration in the
MFB on spatial memory in the Morris water maze and its retention, given there is little
research addressing this comparison [36, 37]. ICSS has shown its ability to facilitate
memory in this spatial memory task [9, 11], while there is a lack of evidence about the
effects of remote administration of a similar treatment and in the same cerebral region
than ICSS but administered by the researcher, with the specific conditions that we apply
ICSS in our laboratory. In this second case, it would be more comparable to DBS in
humans. Several studies have shown that ICSS in the medial forebrain bundle can
produce neuronal activation in areas related to memory [35, 38, 39], this effect has been
shown by the expression of the c-Fos protein, a cellular activity marker. Thus, in this last
experiment we studied the effects of two types of administration, ICSS and DBS, on the
neuronal activation of areas related to memory, arousal and reward, as well as motor
areas; considering that both types of treatment are different, mainly, by the fact that
animals that receive DBS do not have to carry out a motor activity during treatment,

unlike the ones that receive ICSS.

In summary, the present doctoral thesis is composed of seven experiments divided into
two sets. It has the general aim of studying whether ICSS administered in the medial
forebrain bundle facilitates memory in Wistar rats, in different experimental situations
that pretend to approach those used in clinical practice: 1) applying ICSS with square
wave electrical current, 2) applying ICSS treatment non contingent to training, 3)
increasing the extension of the ICSS treatment and 4) comparing the effects of a self-

administered treatment (ICSS) and a remote administered treatment (DBS).

Brain stimulation techniques, by means of surgical implantation of electrodes in brain

areas, are considered invasive and, in most cases, they are used as a last resort for
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patients resistant to other treatments. We expect and hope that in a near future,
alternative and less invasive brain stimulation methods with a higher target accuracy,
like for example, optogenetic techniques, genetic therapy by viral vectors or transcranial
magnetic stimulation, will replace the current techniques of electrodes implantation.
However, our research in ICSS has the general objective to keep providing knowledge
regarding the behavioural conditions and mechanisms implicated in learning and

memory potentiation, by electrical stimulation of reward brain areas.
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1. SUBSTRAT NERVIOS DEL REFORC
1.1 INTRODUCCIO

L’any 1954, James Olds i Peter Milner realitzaven un treball per tal d’'investigar el sistema
reticular activador ascendent del cervell de les rates i analitzar els efectes de
I'estimulacio eléctrica d’aquest sistema en la motivacid. En un dels animals, I'eléctrode
va quedar implantat en una area no prevista en I'estudi i van trobar que si s’estimulaven
eléctricament certes arees del cervell, les rates estaven disposades a prémer una
palanca continuament per obtenir I'estimulacié reforgant, instaurant-se aixi el que
anomenem conducta d’autoestimulacié eléctrica intracranial (AEIC). Aquest
descobriment va permetre verificar I'existéncia d'un correlat fisic del reforg, les

estructures cerebrals relacionades amb les experiéncies reforgants.

El sistema o substrat nerviés del refor¢ (SNR) és un conjunt d’estructures del sistema
nervios central que poden ser activades per reforgadors naturals (p.e. menjar, beure,
activitat sexual, drogues...), generant conductes apetitives [40]. Aquestes estructures
associades amb el reforg activen la transmissid de varis neurotransmissors, perd son
les vies dopaminérgiques les majorment implicades, ja que s’ha demostrat que quan ens
exposem a un estimul reforgant o quan fem una prediccié del valor reforgcant d’aquest
estimul [41-46], el cervell respon incrementant [l'alliberament, principalment, de
dopamina (DA) [47].

1.2 AUTOESTIMULACIO ELECTRICA INTRACRANIAL

La conducta d’AEIC es desencadena per I'activacio de sistemes neurals relacionats amb
el reforg, aixi, les rates estan disposades a autoestimular-se de manera continuada per
obtenir l'activacié d’aquestes regions, podent arribar a morir d’esgotament, inanicié i
manca de son si no se’ls retira I'estimulacié. Ignoren reforgadors naturals com el menjar,
inclus en estat de privacioé [48], i estan disposades a rebre xocs eléctrics a les potes per
poder accedir a I'estimulacié [49]. Per tant, I'estimulacié directa del SNR es considera
un reforcador fins i tot més poderds que els reforgadors primaris. L'AEIC no produeix
addiccio i s’extingeix amb facilitat [1]. Les respostes evocades per 'AEIC depenen de la
ubicacié de l'eléctrode al cervell, dels parametres del corrent eléctric i de I'entorn
experimental en el qual s’administra. La regié on s’implanta I'eléctrode rep polsos de
corrent molt débils, produint un increment en les descarregues neuronals al voltant de
'extrem distal de l'eléctrode, i els efectes produits per I'estimulacié es poden inferir a

partir de 'observacio de la conducta dels animals. La conducta d’AEIC es pot obtenir en
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diferents espécies de vertebrats [50] i també en humans [51], no obstant, la major part
dels estudis s’han dut a terme en ratolins i rates.

Olds i els seus col-laboradors van fer un estudi extensiu del substrat nervios del reforg i
van veure que obtenien els resultats maxims en termes de persisténcia i taxa de
resposta si s'implantava I'eléctrode a I'area septal, 'HL [1] i I'area tegmental ventral
(ATV) [52]. Una area critica per obtenir AEIC és I'HL; estudis de lesié de la mateixa
eépoca van mostrar que les lesions electrolitiques de I'HL suprimien la conducta de
menjar [53] i de beure [54], mentre que I'estimulacio eléctrica d’aquesta area produia
una conducta d’ingesta vorag [55], a més de la conducta de prémer la palanca per
obtenir I'estimulacié [1] (Fig.1). Aquests resultats, en conjunt, van suggerir que I'HL i
altres arees associades no només eren critiques per la conducta d’ingesta (menjar i
beure) sind que també estaven relacionades amb processos de reforcament [56, 57].

a Estimulacio eléctrica b Estimulacio eléctrica c Regions que donen lioc a 'AEIC
del prosencéfal de I'hipotalem lateral

F 30,000 -

15,000 -

n® pressions de palanca (acumulatiu)

! b ! b — .- ’) AM
8 6 8 6 g8 6 8 6 w \\__ B
Temps (hores)

Temps (hores)

Fig. 1 L’estimulacio eléctrica de diferents arees del prosenceéfal i de I'HL produeix reforcament.
Les rates presenten conducta d’AEIC quan s’estimulen diferents arees del prosenceéfal basal (a), pero
només l'autoestimulacio eléctrica de I'HL és insaciable (b). Arees de I'hipotalem i el prosencéfal (ombrejat)
que produeixen conducta d’AEIC en ser estimulades (c). CC, cos callés; HPC, hipocamp; S, septum; FX,
fornix; TH, talem; TEG, tegmentum; CB, cerebel; C, caudat; HTH, hipotalem; AM, amigdala; CORT,
cortex. Adaptat d’Olds (1958) i Garret & Wise (2016).

Des que es va posar de manifest per primera vegada, 'AEIC ha estat una eina basica
per estudiar el substrat nerviés del refor¢ en el cervell dels animals. En l'actualitat,
s’utilitza principalment com un assaig de prova per avaluar I'impacte de I'abus de
drogues [58—61] i també s’ha aplicat per analitzar processos emocionals [62, 63] i, com

veurem en la present tesi, d’aprenentatge i memoria [7, 9, 11, 27, 64].

1.3 NEUROANATOMIA

En aquest apartat farem referéncia al principal sistema neuroanatdmic proposat com a

substrat de la conducta d’AEIC, amb l'objectiu de comprendre el substrat nervids
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directament estimulat en els experiments que composen aquesta tesi, aixi com les arees

connectades.

L’estimulacié reforgcant del cervell es considera un fenomen complex que implica
diferents sistemes [65-67]. Els resultats de diversos estudis han permeés identificar 4
sistemes que podrien considerar-se substrats independents del reforg: 1) un circuit del
romboencéfal relacionat amb la conducta reflexa oral gustativa, 2) el sistema locomotor
mesolimbic-estriatopalidal-mesencefalic, 3) un circuit originat al CPF i 4) el sistema del
feix prosencefalic medial (FPM). Aprofundirem en aquest ultim per ser el més important

i extensament estudiat, i el que hem estimulat en el present treball.

El FPM és una via neural formada per un conjunt d’axons situats longitudinalment al llarg
d’'un eix rostrocaudal des del mesencéfal fins el prosencéfal i que passa per I'HL. Inclou
axons llargs descendents i ascendents, i axons curts que connecten regions adjacents
a nivell de 'area preodptica i 'HL.

Els axons ascendents son majoritariament dopaminérgics, noradrenérgics i
serotoninérgics [68] i connecten estructures del tronc de I'encéfal amb el diencefal i
telencéfal. Les neurones noradrenérgiques connecten majoritariament estructures de
'hemisferi contralateral i les dopaminérgiques mantenen una posicié basicament
ipsilateral [69].

Els axons descendents s’originen principalment a I'area septal, 'HPC, la banda diagonal
de broca i les cél-lules circumdants dels illots de Calleja [66] i, en menor mesura, al
NAcc, neoestriat, cortex orbitofrontal, nucli dorsomedial de I'hipotalem, cortex piriforme
i olfactori, nucli del llit de I'estria terminal, substancia innominata, i nuclis dorsomedial i
paraventricular del talem [70, 71]. La major part de les fibres descendents convergeixen
a 'HL i area preoptica de I'hipotalem [66] projectant també cap a 'ATV [69] i en menor
mesura cap al locus coeruleus, substancia gris central, nuclis mesencefalic del nervi
trigémin, nucli del tracte solitari i als centres autdbnoms preganglionars del bulb raquidi i

la medul-la espinal.

Alguns autors han suggerit que el circuit anatomic critic dels efectes reforcants de 'AEIC
del FPM és el constituit per 'HL, 'ATV i I'estriat ventral. Els axons eferents del sistema
mesolimbic dopaminérgic connecten el mesencéfal amb el NAcc, estructura
considerada com l'objectiu d’aquest circuit [72]. L’estimulacié de 'HL i de 'ATV al llarg
del FPM és on la conducta presenta més estabilitat i major nombre de respostes per
unitat de temps [49, 73]. Aixi doncs, s’ha proposat com a responsable de 'AEIC el

sistema mesolimbic dopaminérgic (Fig.2).
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Fig. 2 Esquema de les vies ascendents del FPM de I’encéfal de la rata. Adaptat de Nieuwenhuys et
al. (1982) i Stellar & Stellar (1985).

La via mesolimbica dopaminérgica juga un paper primordial en el sistema del reforg
connectant ’ATV, una de les principals arees dopaminérgiques del cervell, amb el NAcc,
una area localitzada a I'estriat ventral i fortament associada amb el reforg i la motivacio.
Una altra via dopaminérgica important, és la via mesocortical que va des de I'ATV cap
al cortex cerebral i que també forma part del sistema del refor¢. Per tant, podem
considerar que el SNR esta format majoritariament per les principals vies
dopaminérgiques del cervell (sobretot la via mesolimbica) i estructures com I'ATV i el
NAcc connectades per aquestes vies dopaminérgiques.

Estudis optogenétics més recents suggereixen que l'activacié directa de les neurones
del sistema mesolimbic dopaminérgic és suficient per mantenir 'AEIC [74, 75]. Els
models actuals del substrat de 'AEIC del FPM i 'ATV suggereixen una primera etapa
protagonitzada per les neurones mieliniques descendents activades directament per
I'eléctrode, lligada a una segona que inclou neurones mesolimbiques dopaminérgiques

originades a 'ATV.

Mentre que I'estimulacio eléctrica activa conjunts de fibres, fent que s’obrin canals idnics
presents a les membranes de totes les neurones, I'estimulacié optogenética permet
activar només fibres que s’originen en un grup de cél-lules d’interés i que projecten cap
a una area determinada. En lactualitat, els estudis optogenétics han comencat a
dilucidar quines de les nombroses fibres que s’originen o que passen per I'HL
contribueixen a la funcié reforgant o motivacional. Per exemple, I'activacié directa de
neurones de I'HL que expressen transportadors de vesicules de GABA produeix una
ingesta vora¢ i conducta d’autoestimulacié optica [76], similar a I'observada per
estimulacié eléctrica de I'HL [56, 57]. En canvi, I'estimulacié optogenética de les
neurones de I'HL que expressen el transportador de Glutamat tipus 2 provoca efectes
conductuals totalment oposats [77]. Malgrat que I'optogenética pot activar o inhibir

neurones de I'HL i circuits associats de manera molt més focalitzada que I'estimulacio
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eléctrica classica, encara no és capa¢ de modular una unica cél-lula per poder registrar

amb precisi6 la dinamica de la xarxa neuronal de I'HL vinculada a I'AEIC.

1.4 NEUROQUIMICA

Diversos estudis han suggerit que la DA esta implicada en els efectes reforcants produits
per I'estimulacio eléctrica del FPM [78-81]. Com ja hem introduit en I'apartat anterior,
les estructures del mesencéfal on es troben els cossos cel-lulars dopaminérgics i les
seves projeccions cap al telencéfal son les principals zones on es poden obtenir nivells
estables d’AEIC [66, 82]. L'estimulacié eléctrica reforgant del FPM incrementa els nivells
de DA al NAcc tant si els animals s’autoadministren el corrent estimulant [83] com si és
I'experimentador el que 'administra [84]. Sembla haver-hi una dissociacio en els efectes
de I'AEIC en funcid dels receptors presents a les neurones dopaminérgiques. Els
receptors D1 i D2 del NAcc semblen necessaris per obtenir els efectes reforgants de
'AEIC a I'ATV [85, 86] perd no queda clar si ambdds tenen la mateixa funcié. Singh i
col-laboradors van analitzar la relacié dels sistemes de refor¢ cerebrals amb els
receptors de DA i van trobat que si s’administrava un agonista del receptor D2 al NAcc
desapareixia la conducta d’AEIC mentre que es trobaven efectes oposats quan
s’administrava un agonista del receptor D1 [87]. L'administracié d’antagonistes dels

mateixos receptors va corroborar aquests efectes [88].

Al llarg del temps, han sorgit diverses hipotesis explicatives de la relacié de la DA amb
el refor¢ i amb processos d’atencid, aprenentatge i memoria. Inicialment, es creia que
els sistemes dopaminérgics intervenien de manera directa en el plaer produit per
reforcadors primaris com el menjar, el sexe, les drogues i els reforcadors condicionats
[89-91]. Altres autors van hipotetitzar que l'alliberament de DA al shell del NAcc
produida per reforgadors naturals depenia d’'un aprenentatge d’habituacid, en canvi, les
drogues d’abus provocarien un alliberament de DA constant i impermeable a I'efecte
d’habituacio. Aixo produiria una associacio entre el reforg i els estimuls relacionats amb
la droga mantenint la conducta de craving i 'addiccio [92]. Tambeé es va veure un impacte
de les condicions ambientals sobre els efectes dels reforgcadors [93], certes condicions
ambientals podrien produir canvis en el sistema de la DA en subjectes que presenten
dominancia social i aquests canvis estarien associats a diferéncies en la vulnerabilitat
dels subjectes als efectes del reforg [94].

Les hipodtesis actuals apunten a una relacié de l'alliberament de DA amb l'error de
prediccié del reforg, és a dir, els individus poden fer representacions neurals que els
permetin esperar recompenses d’acord amb I'experiéncia prévia i adaptar la conducta

en relacid a aquesta experiéncia quan apareix el refor¢ [95, 96]. Les neurones
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dopaminérgiques podrien detectar errors en la prediccié del reforg, assenyalant que una
consequiéncia apetitiva pot ser diferent a I'esperada en un moment donat [97]. Es
produiria un alliberament de DA quan el subjecte fa un error de prediccié positiu, una
depressio dopaminérgica si I'error de prediccio és negatiu, mentre que un refor¢ que és
tal com s’esperava no produiria alliberant [98—101]. No obstant, aquesta hipotesi no és
tancada ni definitiva, ja que els estimuls considerats salients o que sén nous per un
individu en concret, també serien una variable a tenir en compte per avaluar I'activitat
dopaminérgica cerebral.

Com hem vist, la DA és un neurotransmissor critic pels efectes reforgants de I'AEIC,
perd diversos estudis dels anys 90 van trobar evidéncies de la implicacié d’altres
sistemes de neurotransmissio en els efectes reforgants d’aquest tractament, com és el
glutamatérgic [102]. El glutamat es relaciona amb processos de refor¢ cerebral [103—
105], per exemple, 'AEIC de I'HL incrementaria els nivells de glutamat a 'ATV [106],
proposant les aferéncies glutamatérgiques cap a 'ATV com un possible primer estadi
dels efectes de I'estimulacio refor¢cant de HL. Actualment aquesta implicacié no queda
clara, ja que, tal com hem indicat en el punt anterior, estudis optogenétics contradiuen
aquest punt [77].

Per altra banda, s’ha pogut delimitar una poblacié homogénia de neurones gabaérgiques
al FPM que presenten periodes refractaris que entren dins del rang determinat per les
fibres directament estimulades per 'AEIC en aquest feix [107, 108]. També s’ha vist que
'AEIC del FPM incrementa I'expressio de la proteina c-Fos en diferents grups de
ceél-lules gabaérgiques del tronc de l'encéfal [109, 110]. Per tant, les neurones
gabaeérgiques del FPM es trobarien situades en una posicio critica per modular I'activitat

de les neurones dopaminérgiques implicades en el reforg [111].

L’acetilcolina (ACh) també és un neurotransmissor relacionat amb els efectes reforgants
de I'AEIC del FPM [112—-114]. Diversos treballs han mostrat que la infusié d’antagonistes
colinérgics a 'ATV [113, 115] i a 'HL [116], i la infusié d’agonistes colinérgics al nucli
tegmental pedunculoponti (on els receptors muscarinics sén inhibitoris) [112], inhibeix o
blogueja els efectes reforgants de 'AEIC.

Les orexines son neuropéptids amb dues possibles formes moleculars, orexina-A i
orexina-B, sintetitzades per neurones de l'hipotalem i que també es consideren
implicades en el reforg. Les fibres orexinérgiques projecten des de 'HL cap a I’'ATV [117,
118] i a ATV innerven neurones dopaminérgiques i no dopaminérgiques [119].

Una de les técniques usades per estudiar la participacié de I'orexina-A en el refor¢ ha
estat 'AEIC. Per exemple, si una droga és capag de potenciar els efectes reforgants de

I’AEIC, la seva administracio disminuiria el llindar d’estimulacio. No obstant, els resultats
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dels estudis d’AEIC implicant les orexines son escassos i contradictoris. Mentre que
'administracié directa o intracerebroventricular d’orexina-A a I'ATV mostra un
increments del llindar de I'AEIC [120], sembla que I'administracié intra-insular o
intraperitoneal no n’afectaria el llindar ni la ratio [121, 122]. Per altra banda, els estudis
d’AEIC també han permés estudiar altres sistemes que podrien involucrar el sistema
orexinérgic en el reforg. Concretament, I'increment del llindar provocat per la infusio
d’orexina-A es pot inhibir amb I'administracié d’'un antagonista del factor alliberador de
corticotropina [120] suggerint que els efectes de I'orexina-A en el llindar d’AEIC estarien
relacionats amb el processament de I'estrés. A més, I'orexina-A també pot contrarestar
els efectes antireforgants sobre 'AEIC de I'HL produits per la dinorfina, un neuropéptid
que és alliberat a I'ATV junt amb I'orexina-A [123].

La figura 3 mostra les principals projeccions cap al NAcc i I'ATV i els diferents

neurotransmissors implicats.

PR @
Hippocampus

Fig. 3 Esquema simplificat del sistema mesolimbic dopaminérgic del cervell de la rata. Es mostren
les principals entrades cap al NAcc i I'ATV. Projeccions dopaminérgiques (vermell); glutamatérgiques
(blau); gabaérgiques (taronja) i orexinergiques (verd). Abreviatures: AMG, amigdala; BNST, nucli del llit de
I'estria terminal; LDTg, nucli tegmental laterodorsal; LH, hipotalem lateral; PFC, cortex prefrontal; VP, pal-lid
ventral.

Finalment, també s’ha trobat certa implicacié dels opiacis en I'efecte de 'AEIC. Phillips
i LePiane [124, 125] van trobar que I'administracioé directa de morfina o de metencefalina
en varies localitzacions al llarg del FPM era molt refor¢cant per si mateixa i s’ha vist que
'AEIC del FPM proporciona una linia base conductual estable per avaluar la
dependéncia a la morfina i a substancies opiacies relacionades [58]. Estudis més actuals
també han mostrat la influencia de la morfina en la conducta d’AEIC [126]. A més,
I'efecte reforgant de 'AEIC de I’'HL produit per 'administracié d’agonistes dopaminérgics

pot ser potenciat per la coadministracié de morfina [127] i aquest efecte mostrat per
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I'administracié d’opiacis pot ser revertit mitjan¢ant I'administracio dels seus antagonistes
[128].

2. AEIC | APRENENTATGE | MEMORIA
2.1 FACILITACIO DE L’APRENENTATGE | LA MEMORIA

El fenomen de 'AEIC en rates ha estat estudiat ampliament i diversos treballs han
mostrat de manera consistent que aquesta estimulacio reforgant és capag¢ de facilitar
processos d’aprenentatge i memoria. Els primers estudis en aquest sentit van ser els de
Routtenberg [129—-131], mostrant que tant I'estimulacié com la lesié de la major part de
les localitzacions on es pot generar la conducta d’AEIC era capa¢ de modular els
processos d’adquisicio i retencié de I'aprenentatge. Estudis del nostre laboratori i altres,
també han trobat que I'estimulacié eléctrica reforgant del cervell és capag de facilitar de
manera consistent tant I'adquisici6 com la retenci6 de la memoria en diferents
paradigmes experimentals, tant de memoria implicita [5, 6, 64, 132—-134] com de
memoria explicita [7, 9, 11]. La interaccio funcional entre el substrat nervids del reforg i
els processos de consolidacié de la memoria depenen de diferents variables que poden
modificar I'efecte de I'AEIC, com son 1) el tipus de tasca d’aprenentatge, 2) les
caracteristiques i parametres del corrent eléctric administrat, 3) el moment
d’administracié del tractament i 4) el tipus d’administracié (autoadministrada o per
administracié remota).

Donat que per respondre a I'objectiu general d’apropar el model animal de facilitacié de
la memoria per AEIC al tractament de DBS emprat a la clinica, en els experiments que
composen la present tesi doctoral es modifiquen algunes d’aquestes variables, en els

seguents apartats es tracta amb major detall cadascuna d’elles.

2.1.1 Tipus de tasca

Els efectes facilitadors de I'aprenentatge i la memoria produits per I'AEIC del FPM han
estat avaluats en una gran diversitat de tasques d’aprenentatge i, com veurem a I'apartat
2.1.3, depenen del moment d’administracié del tractament [135, 136] aixi com de la

dificultat de la tasca.

Pel que fa a les tasques de memoria implicita, experiments previs del nostre laboratori
ens han permés constatar que 'AEIC de I'HL és capag de facilitar 'adquisicié d’'una
tasca d’EV2. Aquests efectes s’han vist tant en I'adquisicio [12, 137] com en la retencié
a curt termini [6, 38, 64] i a llarg termini [6, 12, 137], a més de facilitar la reconsolidacio
de la memoria quan '’AEIC s’administrava immediatament després de la reactivacio de

la mateixa [136]. La tasca de DVS, que implica un aprenentatge associatiu implicit,
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també s’ha vist facilitada per 'AEIC en els estudis de Garcia-Brito i col-laboradors, de
forma que els animals que havien rebut el tractament cometien menys errors i

presentaven millor retencio de la tasca de DVS al LAM que els controls [27].

Pel que fa a les tasques de memodria explicita, I'aplicacié de 'AEIC també ha permés
facilitar I'adquisicié i retencié de diferents tasques de tipus espacial com sén la prova
d’'alternanga espacial retardada al laberint en T [7, 8] i la tasca d’aprenentatge espacial
al LAM [9, 11].

L’AEIC també ha estat capag de facilitar el reversal espacial o aprenentatge invertit. El
reversal permet avaluar si els animals poden modificar un aprenentatge inicial per
adaptar-lo a unes noves condicions; per tant, és una forma d’avaluar la flexibilitat
cognitiva. En el cas del LAM, les sessions de reversal posteriors a I'adquisicié de
'aprenentatge es basen en reubicar la plataforma en un altre quadrant del laberint
(normalment l'oposat), de forma que els animals han d'usar les estratégies
al-locéntriques desenvolupades per tal de trobar la nova ubicacié de la plataforma [138].
Estudis previs del nostre laboratori han posat de manifest que I'AEIC pot facilitar el
reversal en tasques espacials de memoria explicita al LAM [10] i al laberinten T [7], pero
que té efectes contraris en una tasca implicita de DVS, on el tractament d’AEIC hauria

estimuls s’havia canviat [27].

2.1.2 Caracteristiques del corrent eléctric estimulant

a) Tipus d’ona

El tipus d’'ona aplicada per estimular eléctricament el cervell dels animals és una variable
a tenir en compte. A la clinica d’humans s’han provat diferents tipus d’ona eléctrica
(Fig.4a), perod la que s’aplica més habitualment és I'ona quadrada (Fig.4b), resultant de
modificar una ona sinusoidal verdadera. Sol ser una ona de gran amplitud, amb una fase
d’estimulacio de curta durada, seguida d’'una fase de recarrega de baixa amplitud i llarga
durada. Aquesta configuracié d’ona ha mostrat ser efectiva per pal-liar diversos
problemes motors [14, 139, 140], psiquiatrics [141] i neurologics [142]. El principal criteri
per triar un tipus d’ona o els seus parametres és la seva capacitat per generar una
resposta neural (potencials d’accié i alliberament de neurotransmissors) minimitzant el

risc de produir danys en els teixits circumdants al lloc d'implantacio de I'electrode [143].
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Fig. 4 Formes d’ona per estimulacié cerebral. (a) Diferents tipus d’'ona provades en estudis de DBS, (b)
Model d’ona rectangular on s’indiquen les diferents fases de I'estimul. El pols d’estimulacié va seguit d’'un
interval interfase de corrent 0 i de 0.1ms de durada, seguida d’una fase de recarrega de 5ms. (Adaptat de
Foutz & Mclintyre, 2010)

En els primers estudis d’estimulaci6 eléctrica cerebral en animals, el tipus d’'ona eléctrica
que s’usava era sinusoidal pura no modificada [1, 3, 4, 83, 130-132, 144] i en el nostre
laboratori hem seguit aplicant estimulacié eléctrica cerebral amb aquest tipus d’ona
perqué s’ha mostrat efectiva tant per a generar la conducta d’AEIC de forma persistent
com per a facilitar la memoria [5, 6, 11, 12, 27, 64, 136], sense danys colaterals o lesions

del teixit cerebral.

El corrent d’'ona sinusoidal presenta avantatges respecte de I'ona quadrada. En una
simulacié de patch-clamp de membrana es va veure que la forma sinusoidal requeria
menys energia que I'ona quadrada, depenent de 'amplada del pols d’estimulacio [24].
En un estudi comparatiu de diferents tipus d’'ona es va trobar que les formes d'ona
optimes eren la triangular, Gaussiana i sinusoidal, indicant que els components d’alta
frequéncia de I'estimul eren menys eficients per excitar les neurones que els de baixa
frequéncia. A més, I'ona sinusoidal va tornar a mostrar un requeriment menor d’energia
que la resta de formes estudiades [145]. Per altra banda, el corrent d’'ona quadrada
suposa una estimulacio eléctrica sostinguda en el temps, a mida que s’'incrementa la
durada del pols el corrent s’expandeix i pot augmentar el risc d’efectes adversos com

estereotipies i/o convulsions, aquest risc és menor amb corrent d’ona sinusoidal.

No obstant al llarg del temps I'ona sinusoidal va anar perdent protagonisme i es van
comengar a provar altres tipus d’'ona, considerant 1) la seva capacitat selectiva per
activar solament una area o conjunt de neurones objectiu, 2) la seva eficiéncia i eficacia,
3) els efectes secundaris que pogués produir i 4) els efectes en la millora de
'aprenentatge i la memoria.

El corrent eléctric amb ona quadrada tant en animals com en humans permet un major
control de la durada del pols i del tren, aixi com de la quantitat d’estimulaci6. Estudis
paramétrics han trobat que els polsos de curta durada incrementaven la selectivitat
espacial de [l'estimulacié [146], augmentant alhora l'efectivitat de la DBS [24].

Addicionalment, aplicar determinats parametres d’estimulacié permet reduir els efectes
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secundaris de la DBS [143]. Al nostre laboratori també hem provat el corrent amb ona
quadrada per aplicar 'AEIC al nucli basal de Meynert (polsos monofasics de 0.5ms de
durada amb trens de 500ms de durada i 1Hz de freqiéncia) [147] i a 'HL (polsos
monofasics de 20ms de durada amb trens de 300ms de durada i 50Hz de frequéncia)
[9], mostrant certs efectes facilitadors de la memoria. En un treball no publicat on
estudiavem l'efecte d’un bloquejador de les orexines sobre la conducta d’AEIC, vam
utilitzar corrent d’ona quadrada amb polsos bifasics de 0.1ms amb trens de 300ms de
durada i 100Hz de freqléncia per a obtenir 'AEIC [148]. En aquells experiments vam
observar una conducta d’AEIC qualitativament diferent a la produida pel corrent d’'ona
sinusoidal; els subjectes mostraven una resposta monotona possiblement deguda a un
nivell menor de motivacié o de l'activacié d’altres vies del refor¢. Malgrat tot, tenim
poques evidencies de facilitacidé de la memoria per AEIC amb corrent d’ona quadrada i

dels efectes diferencials sobre la conducta produits pels diferents tipus d’ona [9].

b) Quantitat de trens i intensitat del corrent

La quantitat de trens administrats sembla ser també un parametre important en la
facilitacio de I'adquisicié i la retencio de I'aprenentatge per AEIC. Un minim de 30 trens
serien suficients per obtenir efectes, tal com va mostrar un estudi de facilitacié de la
retencio per AEIC [149], on es van veure efectes facilitadors amb una AEIC de 30s de
durada equivalent a 30 trens d’AEIC. Aixi mateix, una AEIC de I'HL de 30s aplicada
després dels assaigs d’evitacid es va mostrar efectiva per facilitar la retencié de
'aprenentatge [135]. També es va trobar una correlacié positiva i estadisticament
significativa entre la quantitat de trens i el nivell de facilitacié assolit. Concretament, la
facilitacio més potent s’observava en tractaments de 2500 trens al 100% de la intensitat
optima d’estimulacié per cada subjecte, essent necessari un nivell minim d’estimulacio
de 500 trens per poder obtenir efectes facilitadors. Al 80% de la intensitat optima del
subjecte calien 2500 i 4500 trens per poder obtenir efectes facilitadors sobre I'adquisicio
del condicionament d’EV2 [150, 151]. En un estudi en que es quantificava I'administracio
per temps i no per nombre destimuls es van trobar efectes de facilitacidé de
I'aprenentatge i la retencié amb un tractament d’AEIC de 15 minuts diaris [152].

La intensitat del corrent eléctric també és una variable important, perd, degut a qué la
intensitat necessaria per obtenir la conducta d’AEIC depén d’altres variables com el tipus
i la frequéncia de I'ona, és dificil delimitar de manera general quines son les intensitats
optimes. Els rangs d’intensitat que s’han mostrat efectives per facilitar tasques
d’aprenentatge i memoria amb corrent d’ona sinusoidal poden anar des de 10uA [153]

a 350uA [136], depenent també del diametre de I'eléctrode. En un estudi paramétric
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d’estimulaci6 eléctrica cerebral per facilitar la memoria en un model animal de deméncia
[154] es va trobar que els millors efectes es trobaven en unes intensitats entre 100 i
200pA. En canvi, amb una intensitat de 500uA ja es trobava empitjorament de
I'adquisicié de la memoria i cap efecte sobre la consolidacio i recuperacio, a més d’'una

reduccio en l'activacio neuronal al GD de 'HPC.

c¢) Freqiuéncia i durada del pols

En estudis amb animals s’han provat diverses frequéncies per trobar aquelles que
permetessin facilitar la memoria; per exemple, Lee i col-laboradors van trobar que una
estimulacié de baixa freqtiéncia (7.7Hz) sobre el septum medial millorava la memoria
espacial en animals amb dany cerebral per traumatisme cranioencefalic, mentre que
una estimulacio d’alta frequéncia (100Hz) no millorava el rendiment [155]. En canvi, un
estudi més recent on es van realitzar proves amb diferents frequéncies (10, 60 i 130Hz)
va mostrar millores en la memoria espacial a una freqiéncia de 60Hz [28]. La majoria
dels estudis del nostre laboratori han trobat efectes de facilitaci6 de la memoria
estimulant I'HL a una freqtieéncia de 50Hz [5, 6, 11, 27, 133]. Estudis més recents, amb
ratolins com a model animal d’Alzheimer, han trobat efectes positius sobre la memoaria
amb una frequéncia alta de 130Hz [156, 157] estimulant el cortex entorrinal. En rates,
models de dany cerebral traumatic han permeés millorar els simptomes d’aprenentatge i
memoria amb una estimulacié de 200Hz aplicada al fornix [158]. Aquests resultats
aparentment contradictoris semblen indicar que els efectes de la DBS no depenen d’un
unic factor si no que podrien dependre de la interaccid de diversos factors, tant dels
parametres del corrent eléctric i 'ona, com de I'area estimulada i/o de I'espécie de desti.
La durada del pols implica una estimulaci6 més o menys sostinguda al llarg del temps.
En els primers estudis d’estimulacio eléctrica, 'amplada dels polsos d’ona quadrada es
trobaven en un rang entre 0.5 i 2ms. Posteriorment es va poder constatar que I'amplada
optima de la despolaritzacié neuronal es troba entre 0.1 i 0.2ms [159, 160]. Polsos
excessivament amples podien no ser eficients, aplicant la major part de I'energia durant
el periode refractari posterior a la despolaritzacio. El canvi progressiu d'us de I'ona
sinusoidal cap a ona quadrada a una frequéncia de 60Hz, amb polsos quadrats breus
(0.1 6 0.2ms de durada) va suposar una reduccié molt important en els efectes adversos
de l'estimulacio [161, 162]. Aixi, un estudi recent en pacients amb depressié major on
es feia una comparacié entre polsos de 0.3ms i de 1.5ms va mostrar que la disminucio
en la durada del pols reduia significativament els efectes cognitius adversos i preservava

I'eficacia de I'estimulacio [163].
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2.1.3 Moment d’administracié
El moment en qué s’administra el tractament respecte al procés cognitiu en curs afecta
aquest procés, de manera similar al que s’ha observat amb altres tractament moduladors

de la memoria [164].

a) Contingent

Administracié post-entrenament

Els primers estudis de Huston i col-laboradors [134, 135] sobre facilitacié de la memoria
per estimulacié reforgant del cervell ja van mostrar les propietats d’aquesta estimulacio
quan s’aplicava immediatament post-entrenament. Segons la teoria del reforcament de
Huston (Fig.5) una resposta operant deixa una traga de memoria immediata. Un
reforcador aplicat durant aquest periode prolongara aquesta traga fins a establir una
memoria de curt termini, i un reforgador aplicat durant el periode labil de la memoria de

curt termini podria facilitar la memoria de llarg termini.

Fig. 5 Representacié grafica de la teoria del reforgament de Huston. (R1) Estimul refor¢ant aplicat a
I'inici de la fase de memoria immediata i just abans d'iniciar-se la formacié de la memoria de curt termini.
(Rz) Estimul reforgant aplicat poc abans de desaparéixer la memoria immediata i a l'inici de la fase de
formacioé de la memodria de curt termini. (Rs) Estimul reforgant aplicat poc abans de finalitzar la fase de
formacio de la memoria de curt termini i a I'inici de la formacié de la memoria de llarg termini. Adaptat de
Huston et al. (1977).

Actualment sabem que aquesta teoria no explica tots els efectes que I'AEIC pot tenir
sobre I'aprenentatge, ja que estudis posteriors han mostrat que I'estimulacioé cerebral
aplicada 30 dies després de I'aprenentatge és capag¢ de facilitar la persisténcia de la
memoria a llarg termini malgrat la no contingéncia entre entrenament i tractament [165].
Prenent en consideracié els treballs existents, ha quedat demostrat de manera
consistent que I'estimulacié electrica del FPM a nivell de 'HL quan s’aplica post-
entrenament pot facilitar tant 'adquisicié com la consolidacié de la memoria de diverses
tasques d’aprenentatge [3, 4, 6, 7, 10, 11, 166, 167].
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Administracié pre-entrenament

Malgrat que la major part d’experiments que han estudiat els efectes de I'AEIC per
facilitar I'aprenentatge i la memoria aplicaven el tractament post-entrenament, alguns
treballs també I'han aplicat préviament a la tasca d’aprenentatge.

Al nostre laboratori s’han realitzat estudis on el tractament d’AEIC s’aplicava préviament
a l'aprenentatge i de manera contingent, 'AEIC va mostrar efectes facilitadors de
I'adquisicié d’un condicionament distribuit d’EV2 [132] i va mantenir la facilitacié durant
10 dies amb la mateixa eficacia que quan s’administrava post-entrenament. En canvi,
Coulombe i White no van trobar cap efecte aplicant una unica sessi6 d’AEIC
immediatament abans d’un condicionament classic apetitiu [3]. Tot i semblar-ho, no seria
precis considerar aquests resultats com a contradictoris ja que s’aplicaven dissenys

experimentals diferents.

b) No-Contingent

Com ja hem explicat anteriorment, en un estudi pioner d’estimulacié eléctrica de 'HL es
va considerar la contingéncia entre tractament i entrenament com una variable important
per facilitar 'aprenentatge, mentre la traga de memoria es troba en un periode labil i es
pot consolidar com a memoria de llarg termini [135]. L’efecte de I'estimulacio eléctrica
cerebral en I'aprenentatge, es va considerar que estava relacionat inversament amb la
demora amb qué s’administrava I'estimulacio en relacié a la sessié d’entrenament [3, 4,
166]. Els mateixos autors van trobar que la contingéncia entre estimuls o entre estimuls
i respostes durant 'aprenentatge també eren rellevants per I'efecte facilitador de 'AEIC
post-entrenament.

En canvi, estudis posteriors d’estimulacio eléctrica de I'HL en rates van mostrar que una
estimulacié primerenca no-contingent amb I'entrenament millorava I'execucié d’una
tasca avaluada 28 dies més tard [168, 169]. Aixi mateix, un tractament continuat durant
10 dies previament a la realitzacioé d’'una tasca d’aprenentatge espacial i operant, podia
facilitar-ne I'adquisicié [152] i inclus reduir I'efecte negatiu produit per I'estrés cronic en
I'aprenentatge [170]. A més, aquest protocol de tractament continuat i no contingent
produia canvis sinaptics en diferents arees cerebrals relacionades amb la memoria [8,
37, 170-173] que es mantenien en el temps fins a 60 dies després de finalitzar el
tractament [174]. Al nostre laboratori, també hem trobat evidéncies que mostren com un
tractament d’AEIC post-entrenament no contingent amb I'aprenentatge és capag de
facilitar el manteniment d'una memoria préviament facilitada en una tasca de memoria
implicita I’EV2 [165].
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2.1.4 Autoadministracié (AEIC) i administracié remota (DBS)

Una altra variable important de l'estimulacié eléctrica cerebral és la manera com
s’administra el tractament, si és autoadministrat pel propi subjecte, com a 'AEIC, o si és
administrat de manera remota per I'experimentador o altres dispositius mecanics, com
a la DBS. En un estudi pioner on es van comparar aquestes dues variants
d’administracié es va veure que, quan I'electrode estava localitzat a I'HL, els dos tipus
d’estimulacié post-entrenament eren capagos de facilitar la retencio, perd que requerien
diferents quantitats de trens; 1000 trens d’AEIC i 30 de DBS. En canvi, si s'invertien les
quantitats d’AEIC i DBS no hi havia facilitacio [36]. Els autors van concloure que un nivell
optim d’arousal podria ser la clau per la facilitacio, partint del fet que un animal que rep
AEIC pot regular la quantitat de tractament i, per tant, el propi nivell d’arousal. Una altra
hipotesi explicativa que es va proposar és que ambdues variants d’administracio
activarien substrats neurals de reforcament diferents, amb uns requeriments diferents
per ser capacos de produir canvis en el sistema nervids i, per tant, facilitacié cognitiva.

Estudis posteriors van mostrar que el tractament d’estimulacié eléctrica intracranial a
I'HL tant si era administrat per I'experimentador com autoadministrat [6, 27, 64, 132, 133,
135, 136, 149, 153] era capac¢ de facilitar I'aprenentatge i la memoria de diverses
tasques d’aprenentatge. En canvi, Shankaranayana Rao i col-laboradors van trobar que
'estimulacio remota administrada per I'experimentador i 'AEIC no provocaven els
mateixos canvis estructurals a 'HPC [37], indicant efectes diferents de cada tractament.
Aixi doncs, no queda clar si ambdues formes d’administracié son equivalents, ja que hi
ha dades contradictories.

La taula 1 de la pagina seguent mostra un resum de treballs d’estimulacio eléctrica
cerebral per estudiar processos de memoria en rosegadors, des de I'any 2005 fins a

I'actualitat.
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1 hora

Estructura Espécie/ Parametres Tasca de Moment Canvis Referéncia
estimulada Model d’estimulacié memoria d’aplicacio/ conductuals
contingéncia i neuronals
- FPM (HL) Rata Unilateral, ona Espacial: Contingent, post- Facilitacio de Ruiz-Medina
E quadrada, 50Hz, LAM entrenament I'aprenentatge i la et al. (2008)
% trens de 0.3s, memoria espacial
E intensitats entre 50 i amb poc entrenament
2 250pA
§ FPM (HL) Rata Unilateral, ona Espacial: Contingent, post- Facilitacio de Soriano-Mas et
-§ sinusoidal, 50 Hz, Radial maze, entrenament I'expressio flexible de la  al. (2005)
< trens de 0.3s, T maze resposta al-locéntrica
intensitats entre 10 i
250pA
FPM Rata Bilateral, 130Hz, Espacial: Pre-adquisicio, no Modulacié del reforg, Thiele et al.
(model de polsos de 100ps, laberint aquatic contingent la motivacid i els (2018)
Depressi6 250pA de mitjana, en doble H sistemes de memoria
major) continu durant 10d
CA1 (HPC) Rata Bilateral, 20-100Hz, Espacial: En I'adquisicio Memoria espacial Berger et al.
i100ps damplada 99 (2011)
del pols, trens de to-sample
1.5-3s
Séptum medial Rata Unilateral, 7.7Hz, Espacial: Pre-adquisicio, Memoria de treball Lee et al.
(model de 1.0ms amplada del E:sg: de contingent. 1 minut  espacial. Incrementde  (2015)
dany pols, trens de 3 abans de la forga theta
cerebral segons, 80pA I'adquisicio hipocampal
traumatic) d'intensitat
m Septum medial Rata Unilateral, 60Hz, Espacial: Pre-adquisicio, no Increment de BDNF i Jeong et al.
a polsos de 120 ps, LAM contingent, millora de la memoria (2017)
% 100pA d'intensitat contingent post- espacial en el grup
‘,E, adquisicio, pre-adquisicio.
:l:_;, contingent pre-test Neurogenesi
g hipocampal.
k]
E Escorca Ratoli Bilateral, 130Hz, Espacial: Durant I'adquisicié Memoria espacial. Stone et al.,
32 entorrinal 90ps d'amplada del ~ LAM Neurogénesi (2011)
pols, S0uA hipocampal
d'intensitat
Fibres Rata Unilateral, 7.7Hz, Espacial: Durant I'adquisici6 i Memoria espacial. McNaughton
septohipocampals polsos de 500ps LAM retencié Es recuperen ritmes et al. (2006)
d'amplada theta hipocampals
Fornix Rata Bilateral, 100Hz, Espacial: Pre-adquisicié no Millora de la memoria Hescham et
polsos de 100ps, LAM contingent espacial independent al. (2017)
100pA d'intensitat, de la neurogénesi
durant 4 hores
Nucli anterior Rata Bilateral, 130Hz, Espacial: Pre-adquisicié no Memoria espacial. Hamani et al.
del talem 90ps d’'amplada del gg':r?';(tj(;hed- contingent Neurogénesi (2011)
pols, continu durant to-sample hipocampal

Taula 1 Resum de publicacions que han usat la DBS per facilitar la memoria en rosegadors. La taula
s’ordena segons la manera en que s’administra el tractament i I'area estimulada, a la part superior les arees
relacionades amb el reforg i a continuacio les relacionades amb la memoria i estructures de connexié. Inclou
I'espécie i/o model utilitzat, si I'estimulacié és bilateral o unilateral i el tipus d’ona aplicada (en el cas dels
tractaments per estimulacié remota tots els treballs s’han realitzat amb corrent d’'ona quadrada). Els
parametres d’estimulacié: durada del tractament, amplitud del corrent, frequiéncia d’estimulacio, amplada
del pols, durada dels trens també s’inclouen si la publicacié ho especifica. Aixi com el tipus de tasca de
memoria, a quina fase de I'estudi s’aplica I'estimulacié i quins efectes conductuals i neuronals s’observen.
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2.2 MECANISMES IMPLICATS

Diverses evidéncies experimentals demostren que I'AEIC del FPM té la capacitat
d’activar diferents sistemes i arees cerebrals associades a processos d’aprenentatge i
memoria, a meés, sabem que el SNR esta relacionat amb els sistemes d’activacio
general. Partint d’aquestes premisses, alguns autors han suggerit que un factor
important per la modulacié de la memodria a través de 'AEIC podria ser l'increment de
I'activacio general del sistema nerviés (arousal) durant el periode de processament de
lainformacié [153, 175, 176] i, en especial, de regions de diferents sistemes de memoria.
Per conéixer més a fons aquesta relacié entre reforg i memoria s’han fet estudis a nivell
molecular que passarem a detallar a continuacio, descrivint en primer lloc els sistemes
activats per 'AEIC i a continuacio alguns dels mecanismes moleculars que podrien estar

implicats en el seu efecte potenciador sobre els processos d’aprenentatge i memoria.

2.2.1. Sistemes neuroanatomics activats per I’AEIC

c-Fos és un proto-oncogen que pertany a un grup de gens d’expressio primerenca.
S’expressa en algunes neurones un cop s’han despolaritzat i el producte resultant de la
seva expressid és la proteina c-Fos, que es pot identificar mitjangant técniques
immunohistoquimiques i permet inferir si les neurones han estat actives [177]. c-Fos
també esta relacionat amb la plasticitat sinaptica i els processos de consolidacié de la
memoria en zones relacionades amb la memoria com I'HPC i I'amigdala. Diversos
estudis han mostrat la capacitat de 'AEIC per incrementar I'expressio de c-Fos [34, 35,
39, 178].

Estudis pioners en I'analisi de I'expressié de la proteina c-Fos, produida per 'AEIC del
FPM, van trobar que I'estimulacio reforcant del FPM a l'algada de I'HL incrementava
limmunoreactivitat en diverses arees com son: I'area preodptica (principalment la zona
lateral), el séptum lateral i amb menor mesura el septum medial, el nucli del llit de I'estria
terminal, el rafe dorsal, els nuclis parabraquials, 'ATV i 'amigdala central i basolateral
[179-181]. Aquestes arees ja havien estat detectades per autoradiografia, perd amb
immunohistoquimica es van poder detectar altres arees també activades per 'AEIC,
principalment la substancia innominata, el NAcc, el pal-lid ventral i diversos nuclis
hipotalamics i estructures del tronc de I'encefal. Aquests resultats van ser confirmats
parcialment en estudis posteriors [178, 182]. Arvanitogiannis i col-laboradors van trobar
que l'estimulacio del cortex prefrontal (CPF) podia produir efectes similars a I'activacio
del FPM; aixi, van trobar activacié en neurones del cortex prelimbic i cingulat, al NAcc,

area preoptica lateral, substancia innominata, HL i ATV anterior [183]. Addicionalment,

29



Marc tedric i antecedents experimentals

'AEIC s’ha mostrat capa¢ de produir induccido de l'expressié de c-Fos en arees
relacionades amb la memoria espacial hipocamp-dependent, com son CA3, la capa
granular del GD [35] i el cortex retrosplenial [39]; aixi com a I'amigdala [38], area
relacionada amb memoria emocional. Per tant, sembla ser que I'administracié d’AEIC al

FPM pot activar gran quantitat de regions cerebrals que realitzen funcions diverses.

2.2.2. Expressi6 génica

Els gens d’expressio primerenca sén un component important de la cascada molecular
relacionada amb la plasticitat sinaptica i la formacié de la memoria a llarg termini. Com
ja hem indicat a I'apartat anterior, 'AEIC de I'HL és capag d’estimular I'expressio del gen
d’expressio primerenca c-Fos en neurones de diverses arees cerebrals. Altres estudis
també han trobat que I'AEIC del FPM a I'HL pot activar I'expressié de Nurr1, un altre
d’aquest tipus de gens que, al mateix temps, és un factor de transcripcié d’altres gens
relacionats amb aprenentatge i memoria [38]. Arc, un gen efector d’expressio
primerenca i relacionat amb la dinamica de polimeritzacié de la proteina actina, és
considerat com un marcador de processos de plasticitat sinaptica durant la consolidacié
de la memoria [184]. L'expressio d’aquest gen també es va veure activada per 'AEIC de
'HL a CA1 i al GD de 'HPC [185] i al stratum oriens i el radiatum de I'area CA1 [178].
Aquesta expressié es dona especialment a les regions per on s’estén l'arboritzacié
dendritica de les neurones piramidals a CA1, podent contribuir als canvis morfologics
observats en estudis posteriors [11] i considerant-se molt rellevant en processos de
plasticitat associats a I'aprenentatge i la memoria [173, 186].

Al treball d’Huguet i col-laboradors, on es mostrava que I'AEIC podia induir I'expressié
de c-Fos a 'HPC, es va realitzar una analisi de microarrays amb posterior comprovacio
per PCR (de l'anglés polymerase chain reaction) per estudiar I'efecte de 'AEIC en
I'expressio génica a ’'HPC i es va trobar que 'AEIC modulava I'expressio de 62 gens de
I'HPC passats 30 minuts [35]. Gran part de les proteines codificades per aquests gens,
com per exemple la Pde1a, formen part dels senyals de transduccié intracel-lular;
mentre altres com ara la Hspa1a estan relacionades amb I'anti-apoptosi. Deu d’aquests
gens han estat préviament relacionats amb la memoria o la plasticitat neural, incloent
CART, Adcyap1, Sgk, Ret i Fos.

Aquest conjunt de resultats reforcen la hipotesi que I'AEIC, en les mateixes condicions i
parametres que els usats per facilitar la memoria, modula I'expressié a 'HPC d'un
conjunt de gens implicats en vies de senyalitzacio intracel-lular i relacionats amb

aprenentatge i memoria. A més, també s’ha comprovat que el mateix tractament d’AEIC
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pot modular alguns mecanismes de plasticitat sinaptica a llarg termini, com explicarem

a continuacio.

2.2.3. Neuroadaptacions i plasticitat sinaptica

L’arousal produit per I'AEIC del FPM sembla ser capag¢ de produir canvis morfologic a
llarg termini en les neurones. L’arboritzacié de neurones del CPF, de CA3 i del cortex
motor [8, 170-172] s’ha vist incrementada en animals sotmesos a AEIC. A més, s’han
pogut constatar augments en la longitud de les dendrites [187] i en el nombre
d’excrescéncies de les dendrites apicals de CA3, possiblement degut a una facilitacio
de la transmissié sinaptica a la via de les fibres molsoses [173, 174] de 'HPC. Aquests
mateixos autor suggereixen que els canvis morfoldgics en les neurones piramidals de
CA3 podrien estar relacionats amb I'experiéncia d’aprenentatge associada a I'AEIC,
augmentant la capacitat cognitiva i atencional dels animals [8, 152, 170]. Per tant, es
van proposar aquestes neurones de CA3 com el principal substrat per la modificacié
sinaptica associada a la plasticitat de I'HPC [186] i es creu que aquests canvis podrien
ser deguts a la induccié de potenciacié de llarg termini provocada pel tractament d’AEIC,
mantenint-se fins a 60 dies després de finalitzar el tractament [174]. Estudis recents del
nostre laboratori han mostrat que I'AEIC post-entrenament no només facilitava
'aprenentatge i la memoria en una tasca de memoria espacial al LAM siné que
addicionalment incrementava la mida i complexitat de I'arboritzacié dendritica de 'area
CA1 de I'HPC [11], afegint les neurones d’aquesta area de I'HPC com a potencial
substrat de I'efecte de I'AEIC sobre I'aprenentatge i la memoria. A més, es va trobar un
increment en les fibres molsoses de I'area stratum oriens de CA2 i CA3 promogut per
I'AEIC en una tasca de memodria implicita [188]. En conclusio, 'AEIC sembla capag de
produir canvis estructurals a zones relacionades amb la memoria, que perduren a llarg

termini.

2.2.4. Neurogeénesi

Els efectes de 'AEIC en la modulacié de I'expressio génica i la plasticitat sinaptica no
son els unics observats en estudis d’estimulacié del FPM. S’han trobat evidéncies que
el tractament amb AEIC pot produir un increment en els nivells de NG al GD de I'HPC.
En un estudi en qué s’administrava una hora d’AEIC al FPM durant 3 dies consecutius,
es va observar un augment significatiu del nombre de cél-lules del GD [34]. A més, eren
neurones que maduraven i posteriorment s’integraven en circuits funcionals, intervenint
en els processos relacionats amb I'adquisicié d’'un aprenentatge espacial al LAM. S’han

trobat resultats similars amb estimulacié eléctrica aplicada per I'experimentador en altres
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regions cerebrals, com I'escorga entorrinal [189], el fornix [29], el nucli anterior del talem
[190-192] i el septum medial [28, 193]. Malgrat que no es coneixen els mecanismes pels
quals I'AEIC incrementa la NG, s’ha suggerit que hi ha factors neurotrofics alliberats a

I’'HPC que hi poden estar implicats [194].

3. ESTIMULACIO ELECTRICA CEREBRAL EN HUMANS: DBS
3.1 INTRODUCCIO

La DBS és una técnica que es basa en la insercido estereotaxica d’eléctrodes
d’estimulacié en estructures intracerebrals especifiques, i consisteix en I'aplicacié de
polsos electrics per influir en I'activitat eléctrica de la zona d’'implantacié o area diana.
Aquesta estimulacio afecta els patrons de descarrega neuronal de manera focalitzada
en les arees estimulades i es pot expandir cap a altres arees més allunyades. Des que
es va comengar a aplicar en humans a finals dels anys 80, les opcions de la DBS cronica
s’han anat incrementant per tractar trastorns del moviment com la malaltia de Parkinson,
tremolor essencial i distonia [14, 142, 195, 196]. Alguns estudis han mostrat resultats
esperangadors aplicant la DBS en diferents regions cerebrals en pacients que no
responen als tractaments convencionals, permetent considerar-la com una modalitat de
tractament potencialment efectiu per pallliar els simptomes en trastorns
neuropsiquiatrics com és la depressio major, el TOC, I'epilépsia del |0bul temporal o la

sindrome de Tourette [197].

3.2 DBS PER MODULAR CAPACITATS COGNITIVES

Com ja hem dit anteriorment, en els seus inicis la DBS en humans s’aplicava unicament
per pal-liar simptomes motors, perd progressivament ha anat sorgint la preocupacio pels
simptomes cognitius d’aquesta malaltia. Estudis recents han provat la DBS amb
diferents parametres per tal de millorar aquests simptomes fins ara no tractats [198,
199]. En pacients afectats de depressié major resistent al tractament farmacologic, la
DBS també ha resultat ser efectiva per millorar aspectes cognitius [200] com I'atencio,
I'aprenentatge, la memoria, funcions executives i percepcio visual.

Un conjunt de trastorns neuropsiquiatrics susceptibles de ser tractats amb DBS soén les
demeéncies, la més prevalent és la malaltia d’Alzheimer. Actualment les terapies
farmacologiques son tractaments simptomatics i inclouen la memantina (N-methyl-D-
aspartate receptor antagonist) per Alzheimer sever i alguns inhibidors de 'AChE per
Alzheimer moderat o lleu [201]. Aquests tractaments solen tenir efectes secundaris i no

son prou efectius, cosa que ha impulsat la investigacio cap a terapies no
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farmacologiques com la DBS per pal-liar els déficits cognitius causats per aquesta
malaltia, principalment els déficits de memoria.

Aixi, alguns estudis ja han comencat a aplicar la DBS en estructures directament
relacionades amb la memoria. Tant el fornix com I'escorga entorrinal sén estructures
connectades amb I'HPC. El nucli basal de Meynert té projeccions importants cap al
neocortex incloent arees d’associacié superiors, visual primaria i secundaria, auditiva, i
somatosensorial perd també cap a 'HPC. S’han pogut constatar efectes beneficiosos
quan s’aplicava la DBS al fornix [21, 22, 202, 203], al cortex entorrinal [204] i al nucli

basal de Meynert [205, 206]. A la taula 2 es presenta un recull d’estudis on s’ha aplicat

la DBS en humans per millorar la memoria.

Estructura  Trastorn Parametres d’estimulacié Tasca de memoria Efectes Referéncia
Fornix Obesitat Bilateral, ona quadrada, 3-5V, Tests neuropsicologics de Millores significatives en el Hamani et
morbida 130Hz i 60ps d’amplada del memoria explicita i implicita test d’aprenentatge verbal al. (2008)
n=1 pols, continua durant 3 California i en el test
setmanes d’aprenentatge espacial
associatiu
Malaltia Bilateral, ona quadrada, 3.0- ADAS-cog, MMSE, test de Possibles millores i/o Laxton et al.
d’Alzheimer 3.5V, 130Hz, i 90us d’amplada memoria explicita, verbal. alentiment de I'empitjorament (2010)
n=6 del pols, continu durant 12 coghnitiu als 6 i 12 mesos,
mesos canvis en el metabolisme de
la glucosa
Malaltia Bilateral, ona quadrada, 2.5V, ADAS-cog, MMSE, test de Empitjorament dels resultats Fontaine et
d’Alzheimer 130Hz i 210ps d’amplada del record selectiu lliure i amb cognitius després de 6 al. (2013)
n=1 pols, continu durant 12 mesos senyals. Tests de memoria mesos, als 12 mesos de DBS
explicita cronica s’estabilitzen.
Epilepsia Bilateral, ona quadrada, 8mA, MMSE, Test de memoria Millora en el record verbal Koubeissi et
n=11 tren de 5 Hz, 200us d’amplada explicita verbal al. (2013)
del pols, continu durant 4 hores
Cortex Epilépsia Bilateral, ona rectangular, 0.5 a Tasca de memoria virtual, Millora de la memoria i Suthana et
entorrinal n=7 1.5 mA, 50-130Hz i 300-450us explicita espacial restabliment de la fase theta al. (2011)
d’amplada del pols, cicles de 5s
on i 5s off
Nucli Demeéncia senil Unilateral, 3V, 50 Hz i 210ps Increment en el metabolisme Turnbull et
basal en pacients d’amplada del pols, cicles entre de la glucosa cerebral, no hi al. (1985)
de tipus Alzheimer 15s on i 12 minuts off al llarg del ha efectes clinics
Meynert n=1 dia i de la nit, repetidament
durant 9 mesos
Malaltia de NBM: bilateral, ona quadrada, Tests neuropsicologics, p.e. L’estimulacié bilateral Freund et al.
Parkinson 1V, 20Hz i 120ps d’amplada del dibuix del rellotge, subtest combinada produeix millores (2009)
n=1 pols WAIS de memoria de treball, en I'atencid, concentracio,
NST: bilateral, ona quadrada, aprenentatge verbal auditiu, alerta, orientacio i
3.5-4.2V, 130 Hz i 60ps etc. espontaneitat
d’amplada del pols
Hipocamp Epilepsia Bilateral, 4-6mA, un Unic pols, Test de reconeixement L’estimulacié bilateral Lacruz et al.
n=12 1ms d’amplada de pols computeritzat s’associa a una disminucié (2010)

marcada en els resultats de

memoria

Taula 2 Recull d’estudis de DBS en humans per millorar la memoria, la taula esta organitzada per
estructures d’'implantacié. Es mostra la n de subjectes d’estudi, parametres d’estimulacio, durada del
tractament, tasca de memoria aplicada i I'efecte de la intervencié. NBM: nucli basal de Meynert; NST: nucli
subtalamic; ADAS-cog: Alzheimer’'s Disease Assessment Scale-cognitive subscale; MMSE: mini-mental
state examination; WAIS: Wechsler adult intelligence scale.
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3.3 DBS DEL FPM | AREES RELACIONADES

El FPM ha estat un target important en estudis de DBS en diversos trastorns
neuropsiquiatrics. Donat que aquest feix esta relacionat amb la conducta reforcant,
també s’han estudiat els seus efectes en pacients amb trastorns de I'estat d’anim com
la depressio [207, 208], pero la manca de consens en quins soén els circuits implicats en
aquests trastorns ha fet que les arees estimulades per pal-liar-ne els simptomes siguin
molt diverses, activant el NAcc, el cortex cingulat, i I'estriat ventral [17, 209-212]. A
continuacio es descriuen les principals psicopatologies i trastorns de conducta en qué

I’'administracié de DBS al FPM i arees associades ha resultat efectiva.

3.3.1 DBS del FPM en I’addiccié

En models animals, I'estimulacié del shell [213] del NAcc ha mostrat efectes en la
reduccié de simptomes associats a 'abus de substancies. El mecanisme proposat és
I'activacié d’interneurones inhibitdries que modulen l'activitat del shell. Aixi doncs, en
assaigs clinics també s’ha contemplat la DBS com una opci6 terapéutica per tractar
I'abus de substancies [214, 215] i les principals regions estimulades han estat el nucli

subtalamic i el NAcc, aportant efectes beneficiosos.

3.3.2 DBS del FPM en el TOC

ElI TOC, caracteritzat per pensaments intrusius i accions repetitives incontrolables també
ha estat tractat de manera efectiva amb DBS. Els resultats de diversos assaigs clinics
en humans indiquen que la modulacié dels circuits subjacents al TOC, el circuit
subcortical frontal que engloba les projeccions dels cortex cingulat anterior, orbitofrontal
i dorsolateral cap al NAcc i que segueix cap al pal-lid, la substancia negrai el talem [216]
pot produir la millora d’alguns simptomes, probablement degut a lincrement en
I'alliberament de DA a l'estriat [217]. Concretament, la DBS del NAcc [218, 219] ha
resultat efectiva per millorar els simptomes de pacients amb TOC, aixi com I'estimulacio

de l'estriat ventral [220] i el nucli subtalamic [221].

3.3.3 DBS del FPM en la depressié major

La depressié major és un trastorn de I'estat d’anim que produeix un sentiment persistent
de tristesa, pérdua d’interés i, en casos greus, ideacio suicida. En models animals de
simptomes depressius, les zones farget de la DBS han estat diverses, el CPF
ventromedial [222], el cortex prelimbic [223], I'habénula lateral [224], el NAcc [225] i

I'ATV [226]. Mentre que en assaigs clinics en humans I'area més estimulada és el cortex
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cingulat [227], I'estimulacié de I'ATV encara no s’ha provat, malgrat que en estudis en

models animals ha mostrat efectes beneficiosos.

En rates, I'estimulacié eléctrica de 'ATV va permetre millorar els simptomes depressius
fenotipics dels animals i I'efecte es va mantenir almenys durant 4 setmanes [226]. En un
estudi en qué s’estimulava la branca superior del FPM van trobar efectes rapids i cronics
amb baixa intensitat d’estimulacio [228] suggerint que si s’activava eléctricament el FPM
s’estimulaven al mateix temps la resta de targets provats anteriorment i que pertanyen

a la cascada molecular implicada en la malaltia.

Un simptoma tipic de la depressid major és I'anhedodnia i sembla ser deguda a la
desregulacié de la via que va del NAcc a 'ATV [229]. Estudis de DBS en ratolins van
demostrar que l'activacio del FPM produia activacié dels cortex prelimbic i infralimbic,
del NAcc i del talem dorsolateral, arees clau implicades en el circuits neurals de la
depressio major. Aquests estudis aporten dades que permetrien obrir una nova via
d’investigacio per tractar la depressié major mitjangant DBS del FPM. En humans s’ha
aplicat la DBS al NAcc per pal-liar els simptomes de la depressiéo major resistent als
tractaments classics [208, 209] i s’ha vist que el tractament pot resultar efectiu per
millorar la qualitat de vida dels pacients durant un periode d’'un any de DBS i tenir efectes
a llarg termini, fins a 4 anys [17].

Molt recentment, Park i col-laboradors han desenvolupat un protocol d’aplicacié de la
DBS per tractar 'anoréxia nerviosa mitjangant implantacié d’eléctrodes al shell medial
del NAcc [230], un estudi pioner no publicat de I'Hospital del Mar de Barcelona ja I'ha
comengat a aplicar amb éxit en alguns pacients. Aquest tractament, perd, no pretén
incrementar la ingesta de menjar de manera directa sind incidir en els trastorns associats

a la malaltia com sén la depressio i I'ansietat.

4. AVALUACIO DE LA MEMORIA EXPLICITA
4.1 INTRODUCCIO

La memodria explicita o declarativa suposa emmagatzemar informacié conceptual
(memoria semantica) i experiéncies vitals (memoria episodica) al cervell [231]. Aquest
tipus de memoria es pot adquirir en pocs assaigs i és flexible, ja que es pot expressar
en diverses situacions i de maneres diferents a I'aprenentatge original. L’aprenentatge

que ens permet orientar-nos en I'espai en seria un exemple.

Les principals estructures implicades en I'adquisicid6 de la memoria explicita sén el
sistema hipocampal i altres estructures del I0bul temporal medial, perd s’emmagatzema

definitivament en diferents arees de I'escorga cerebral constituint-se en memadries de
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llarg termini. En un estudi classic amb neuroimatge es va veure una activacio especifica
de 'HPC mentre el subjecte recorria els carrers en un joc de realitat virtual [232] indicant
una clara participacioé d’aquest area cerebral en la memoria explicita.

Els primers estudis en animals sobre memoria explicita es van fer en ocells, amb
paradigmes d’acumulacié de menjar, els animals mostraven la seva capacitat per
recordar quan i on havien trobat un aliment en particular [233]. Estudis més modern es
van basar en el paradigma de preferéncia per la novetat [234, 235]. Altres tipus de
paradigmes han permeés estudiar la memoria explicita, com per exemple els estudis
olfactoris d’Eichenbaum i col-laboradors [236]. També s’han usat diverses tasques de
memoria en laberints radials i en T i al laberint aquatic de Morris, aquest ultim ha estat

un dels més utilitzats per estudiar la memoria espacial relacional.

Com en altres malalties neurodegeneratives, en pacients amb deméncia tipus Alzheimer
també s’ha trobat que la memoria explicita es veu afectada [237—241], principalment en
els estadis inicials. Aquests coneixements han motivat I'estudi d’aquest tipus de
memoria en animals per conéixer les bases neuroanatomiques i buscar tractaments

efectius extrapolables a humans.

4.2 LABERINT AQUATIC DE MORRIS

4.2.1 Introduccié

El laberint aquatic de Morris (LAM) va ser dissenyat I'any 1981 per Richard G. Morris
per estudiar i avaluar I'aprenentatge i la memoria espacial en rates de laboratori, i s’ha
convertit en un instrument molt usat en neurociéncia de la conducta. Al llarg dels anys
s’han fet diverses adaptacions del laberint i s’ha usat per estudiar els efectes del consum
de substancies d’abus, I'envelliment i les lesions del sistema nervids en I'aprenentatge i
la memoria en rosegadors. Tot i que el procediment basic és relativament simple també
s’ha usat en estudis complexes de neurobiologia i neurofarmacologia de I'aprenentatge
i la memoria espacial, i també en la validaci6 de models animals de trastorns
neurocognitius.

El LAM és una piscina circular de 180-200cm de diametre i 60-80cm d’algcada, plena
d’aigua a una temperatura que oscil-la entre 18 i 27°C en funcio del tipus d’animal (rates
o ratolins). A l'interior de la piscina s’ubica una plataforma submergida perqué I'animal
la localitzi i pugui fugir. Per localitzar-la, el subjecte disposa de senyals contextuals o
punts de referéncia. Els senyals contextuals poden ser molt variats, objectes o petites
llums properes a la plataforma, conjunts d’objectes ubicats al voltant de la circumferéncia
de la piscina [242, 243]; i en la majoria dels experiments, altres objectes localitzats a

I’habitacié on es troba la plataforma.
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La proximitat del senyal a la plataforma és un factor important a tenir en compte a I'hora
de dissenyar el procediment experimental, sobretot per evitar possibles fendbmens

d’emmascarament quan es treballa amb més d’un senyal contextual.

El LAM pot també usar-se com a tasca no espacial. En el procediment no espacial més
tipic la plataforma és visible i pot portar un senyal acoblat, de manera que els animals
resolen la tasca sense fer Us, necessariament, de la informacié que l'entorn els
proporciona. Aquest procediment s’usa principalment per estudiar déficits visuals
provocats per substancies, o per detectar variables confusionistes que poden afectar al

laberint classic [244].

4.2.2 Procediment estandard

El protocol d’entrenament basic és el de memodria espacial relacional, amb una
plataforma submergida en una ubicacio fixa respecte dels senyals contextuals de la sala.
En els assaigs d’aprenentatge s’introdueix I'animal a l'aigua de cara a la paret de la
piscina des de diferents punts d’entrada Nord (N), Sud (S), Est (E) i Oest (O). Per sobre
i al centre de la piscina es troba una camera de video de circuit tancat connectada a un
ordinador amb software especific [245, 246]. Progressivament s’observen laténcies de
fugida més baixes i trajectdries més directes cap a la plataforma. La majoria d’estudis
conductuals s’estructuren en tres fases d’aprenentatge: habituacio al laberint, adquisicio
i retenci6 de la resposta.

A la fase d’habituacié s’introdueix I'animal a la piscina i se’l deixa nedar lliurement
durant 60-120s. S’executen aixi un o diversos assaigs amb la plataforma en posicid
submergida perd sense els senyals contextuals presents. Aixi els animals es
familiaritzen amb la situacié experimental i es poden pal-liar els efectes dels estimuls
nous en les respostes emocionals [247]. En finalitzar I'assaig, I'animal és guiat
manualment cap a la plataforma submergida on se’l manté durant 15-30s.

A la fase d’adquisicié s’introdueix I'animal a l'aigua de la mateixa manera que en
I’habituacio i se’l deixa nedar lliurement durant uns 60-120s perqué busqui la plataforma.
En aquests assaigs els senyals que li permeten orientar-se en I'espai hi son presents.
Es considera que el subjecte ha trobat la plataforma quan es manté a sobre de la
plataforma durant 5 6 10s. En el cas de no trobar-la, 'animal és guiat manualment per
I'experimentador cap a la plataforma, se I'ajuda a pujar si no ho fa per si sol i se’l manté
alla durant 15-30s. A continuacio, es retira I'animal de la plataforma i se’l deixa
descansar uns minuts a la seva gabia habitual abans d’iniciar el seguent assaig.
Habitualment, es deixa un interval entre assaigs de 90-120s de durada per descansar.

Aquest procediment es repeteix en els diferents assaigs i sessions d’entrenament. La
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capacitat de I'animal per trobar la plataforma depén de I's que fa dels senyals que
envolten la piscina.

Després d’aquesta fase d’adquisicié, que pot durar diversos dies, es fa un test de
retencio en el qual es retira la plataforma de la piscina. Es sol fer entre 24 i 72h després
de I'adquisicio i consta d’'un Unic assaig on es permet nedar a I'animal, habitualment
durant 60s i s’enregistren diferents variables. Es considera una prova de preferéncia
espacial en la qual, si 'animal ha aprés a localitzar la plataforma en base als senyals
distals al laberint, mostrara una trajectoria centrada en I'emplagament previ de la
plataforma.

Addicionalment, es poden afegir altres fases, com I'aprenentatge invers o reversal, que
té com objectiu avaluar la flexibilitat cognitiva dels animals, modificant la ubicacio
habitual de la plataforma cap a un altre quadrant de la piscina, normalment al quadrant

oposat en relacio als mateixos senyals contextuals.

4.2.3 Variables analitzades

La principal variable analitzada al LAM espacial durant la fase d’adquisici6 és la laténcia
(temps que l'animal tarda a trobar i pujar a la plataforma), és una variable facilment
quantificable i poc sensible als canvis de I'entorn [248].

Per tal de minimitzar I'efecte de factors aliens que poguessin afectar I'execucio dels
animals al laberint, també s’enregistren altres variables de control. Per exemple, a la
fase d’adquisicié es mesura 1) la velocitat, com a mesura de la capacitat motora dels
animals que podria alterar la latencia, 2) el temps en parets, com a mesura de la
tigmotaxi, un indicador d’ansietat [249-251] i 3) la distancia recorreguda, que en una
situacio normal ha de covariar amb la laténcia i la velocitat.

Durant el test de retencié hi ha certs canvis en les variables analitzades ja que en aquest
assaig els animals no disposen de la plataforma per fugir. Hi ha una gran diversitat de
variables disponibles pel test de retencio, perd les més habitualment analitzades soén: el
temps al quadrant target, el temps a l'annulus del target, els creuaments del target i
l'error de Whishaw. Aquesta darrera variable indica si els animals segueixen una
trajectoria de natacio més o menys directa cap a la plataforma; el corredor de Whishaw
és una franja virtual d’'amplada preestablerta dins de la qual els animals que neden de

manera directa cap a la plataforma mostren valors més elevats [252].

4.2.4 Estratégies de natacio
L’estudi de les estratégies de natacié dels animals al LAM aporta informacié valuosa. La

idiosincrasia dels animals, la dificultat del procediment i variables ambientals no
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controlades poden afectar I'execucio dels animals a la tasca. A continuacié s’indiquen

les possibles estratégies de natacid descrites.

Durant els assaigs d’entrenament les rates poden usar principalment 3 tipus d’estratégia
per arribar a la plataforma [253]. Poden aprendre una seqiéncia de moviments que els
portara fins a la plataforma (estratégia praxica); poden aproximar-se a la plataforma
usant senyals proximals (estratégia taxica), o poden navegar cap a la plataforma usant
la informacié sobre la localitzacié de la plataforma proporcionada per la configuracio
espacial de senyals distals (estratégia espacial o mapeig). A més de visuals, els senyals
poden ser també olfactius. Les rates Sprague-Dawley sén capaces de seguir traces
d’olor per localitzar la plataforma en un LAM [254]. S’ha demostrat que un animal podria
aplicar tant estratégies praxiques com senyals espacials per localitzar la plataforma

inclus quan les posicions de sortida de I'animal fossin aleatories [255].

Recentment, s’ha considerat una classificacio diferent —encara que compatible amb
I'anterior—, amb dos tipus d’estratégies principals: una de tipus espacial (al-locéntrica)
i una no espacial (egocéntrica). Un animal que aplica una estratégia al-locéntrica pot
nedar directament cap a la plataforma, fer una focalitzacié directa cap a la plataforma o
fer una cerca directa a partir de la ubicacié que fa el propi subjecte. En canvi, els animals
que apliquen una estratégia egocéntrica neden en cercles, es mouen de manera
dispersa fent un escaneig, neden a prop de les parets fent tigmotaxi o fan una cerca
aleatoria [256]. Les estratégies descrites anteriorment sén dirigides a trobar la
plataforma, no obstant, en animals amb dificultats d’aprenentatge i en models
d’Alzheimer poden apareixer estratégies o conductes aberrants de natacio no dirigides,

com son la tigmotaxi, la flotacié passiva o nedar en espiral [257].

4.2.5 Substrat nerviés implicat

L’'HPC és una estructura clarament implicada en el processament de la informacio
espacial i contextual. Els estudis en rates han mostrat que 'HPC conté les anomenades
cél-lules de lloc que s’activen especialment quan I'animal esta en un lloc i ambient
concrets [258, 259]. La troballa d’aquestes cél-lules va donar lloc a la teoria del mapa
cognitiu [260], considerant 'HPC com I'estructura clau a través de la qual es formaria un
mapa cognitiu per permetre a l'individu moure’s en I'entorn, fent una representacio
espacial valorant les distancies i relacions entre estimuls. Estudis en humans amb un
simulador virtual del LAM [261] que tenien lesions a I'HPC, també han mostrat la
implicacié d’aquesta estructura en I'orientacié espacial.

Els estudis de memodria al LAM resulten molt utils per valorar els efectes de les lesions

de I'HPC [261, 262]. Les rates amb lesions hipocampals presenten dificultats en
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I'adquisicio i la retencio de la tasca amb plataforma submergida perd no amb plataforma
visible. A més, poden trobar la plataforma si esta associada a un senyal visible sempre
a la mateixa distancia i en la mateixa direccio [262]. Els estudis de lesié també han
aportat molta informacié en relacié a les estructures implicades en la memoria explicita
espacial relacional. Animals amb lesions del fornix-fimbria presenten dificultats a la tasca
de cerca al-locéntrica perd poden aprendre a localitzar la plataforma si és visible [263].
El bloqueig dopaminérgic del NAcc [264] o el cerebel [265] provoca dificultats al LAM i
les lesions del nucli caudat han demostrat que aquesta estructura de l'estriat esta
implicada en el processament dels senyals espacials egocéntrics i no dels al-locéntrics
[266].

També s’ha constatat la implicacié d’altres estructures en I'aprenentatge espacial, les
cél-lules de direccionament del cap que es troben al cortex parietal [267] estarien
relacionades amb el processament de senyals proximals mentre que I'HPC n’estaria
amb els distals [268]. EI CPF és una altra estructura que s’ha proposat com a implicada
en el processament d’'informacié espacial, sembla ser que els animals amb lesions en
aquesta escorcga tenen dificultats en I'adquisicio de la tasca espacial al LAM [269] i en
la planificaci6 de la sequéncia de moviments necessaria per trobar la plataforma
amagada [269, 270].

5. AVALUACIO DE LA MEMORIA IMPLICITA
5.1 INTRODUCCIO

La memoria implicita, també anomenada procedimental o no declarativa, és un tipus de
memoria no conscient que suposa canvis en la realitzacié d’'una tasca com a
conseqliéncia d’una experiéncia prévia [271]. Nedar, anar en bicicleta o fer tasques
manuals com cordar-se les sabates no requereixen atencié continuada ni tampoc un
esforg conscient. En proves de memoria implicita no és necessari que el subjecte sigui
conscient d’estar recordant un esdeveniment concret, es prenen mesures indirectes
(p.e. canvis en la velocitat d’execuci6 d’una tasca) o altres mesures conductuals per tal
de valorar els resultats [271].

El condicionament classic i 'aprenentatge no associatiu (habituacio i sensibilitzacio) sén
formes de memoria implicita filogenéticament molt antigues presents en invertebrats
[272]. En animals més desenvolupats s’ha estudiat el condicionament classic de
respostes motores i el condicionament del tancament de la parpella [273] perd un dels
principals paradigmes de memoria implicita estudiats és el condicionament de la por,

que implica memoria emocional i depén basicament de 'amigdala [274].
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En el primer estudi del bloc Il d’aquesta tesi vam usar 'EV2 com a tasca per avaluar els
efectes de I'AEIC sobre la memoria implicita, ja que ha estat ampliament usada al nostre
laboratori i existeix un model replicat de facilitacio de 'AEIC en aquesta tasca. A més de
la seva importancia adaptativa, la memoria implicita també es veu afectada en diverses
patologies neurodegeneratives com la malaltia d’Alzheimer [275, 276] i Parkinson [277—
279]. Una altra tasca que vam utilitzar en la present tesi doctoral per estudiar la memoria
implicita és la discriminacié visual simultania, aplicada en un LAM no espacial on
s’avalua la capacitat dels animals per discriminar entre dos estimuls i realitzar un

aprenentatge associatiu.

5.2 EVITACIO ACTIVA DE DOS SENTITS

5.2.1 Introduccié

La conducta d’evitacié activa ha despertat molt interés en els tedrics del camp de la
conducta i 'aprenentatge. Ja a inicis dels anys 40 es van comengar a realitzar estudis
sobre condicionament d’evitacio, i actualment es considera molt rellevant perqué
relaciona emocions i memoria, i per la implicacié de I'amigdala en el seu procés
d’aprenentatge [280]. En les tasques d’evitacid activa, I'animal ha de realitzar una
resposta especifica, habitualment correr, per evitar un xoc eléctric. Es poden distingir
entre dos tipus de tasques d’evitacié activa, d’'un sentit i de dos sentits. A la tasca
d’evitacioé activa d’un sentit, 'animal evita el xoc corrent des d’un lloc on pot aparéixer el
Xoc cap a un altra lloc que sempre és segur. La tasca de dos sentits (EV2) se sol dur a
terme a la shuttle-box i, per evitar el xoc, 'animal ha de tornar al lloc del qual préviament
havia fugit. L'EV2 es considera més complexa que I'evitacioé passiva o la d’'un sentit
implicant un major nombre de regions cerebrals [281].

La shuttle-box classica consisteix en una caixa amb dos compartiment separats per una
barrera, per sobre de la qual els subjectes poden passar d’'un compartiment a I'altre.
S’han fet adaptacions que, enlloc d’una barrera, tenen una porta o no hi ha cap tipus de
separacio entre compartiments. La shuttle-box s’ubica en una caixa d’insonoritzaci6 i té
unes dimensions aproximades de 60x20x30cm. Esta equipada amb un llum i/o un
altaveu que es poden utilitzar per proporcionar els senyals d’avis (llum o so) que
actuaran com a estimul condicionat (EC), permetent a I'animal evitar el xoc o estimul
incondicionat (El), les barres metal-liques ubicades al terra de la gabia produeixen la

descarrega electrica (xoc) [282].
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5.2.2 Procediment estandard

Alatasca d’EV2, 'animal ha d’aprendre a fer una resposta per evitar un estimul aversiu.
La presentacié de I'estimul aversiu (xoc) sol anar precedida per un senyal d’avis (llum o
s0) que indica el moment en qué s’ha de realitzar la resposta. Inicialment, el subjecte
s’escapa de I'estimulacié aversiva, pero les associacions repetides entre el senyal d’avis
(EC) i l'estimul aversiu (EI) permeten que respongui al senyal i pugui evitar I'estimul
aversiu quan encara no ha aparegut. L’animal ha d’aprendre a canviar de compartiment
despres de l'aparicid del senyal d’avis i just abans de l'aparicid del xoc eléctric a les
potes. El xoc pot aparéixer a qualsevol dels dos compartiments, perd sempre en el que
es troba situat I'animal en finalitzar el senyal d’avis, quedant reforgada la resposta de
canviar de compartiment [282].

El protocol sol implicar 3 fases, una primera fase d’habituacié en qué es permet a
I'animal deambular i explorar l'interior de la shuttle-box durant un temps preestablert per
'experimentador, sense la preséncia ni de 'EC ni de I'El. Alguns autors apliquen
protocols més elaborats per habituar els animals a les caracteristiques de l'aparell,
aquesta pre-habituacié pot durar fins a 10 minuts i se sol aplicar 2 dies consecutius
préviament a I'adquisicié [283].

La segona fase o d’adquisicié és de més llarga durada i consisteix en un nombre fix
d’emparellaments EC-El, en els quals I'EC és un to i/o una llum de curta durada
(generalment uns 3s). Tan bon punt 'EC desapareix, s’administra un El (xoc) que pot
variar en intensitat (entre 0.5 i 2mA) fins que I'animal travessa la linia mitja o fins un
temps maxim (normalment d’entre 10 i 30s de durada). Si I'animal creua cap a l'altra
costat de la gabia mentre esta present 'EC (evitacio activa), el xoc no apareix: aixo
actuaria com un reforg. Cada sessié s’inicia amb un assaig previ d’habituacié d’entre 3 i
5 minuts d’exploracié lliure de la gabia, sense cap estimul, amb un interval entre assaigs
que pot variar entre 10 i 50s. El protocol d’interval entre assaigs ha de ser aleatori per
assegurar que l'Unica associacié que s’estableix sigui entre 'EC i I'El sense altres
elements predictius com la regularitat d’aparicié de 'EC o un compartiment determinat
de la gabia. Les sessions d’adquisicié de llarga durada, amb un alt nombre d’assaigs
generalment milloren I'execuci6 de la tasca.

La retencié és la tercera fase, sol ser una Uunica sessi®6 amb les mateixes
caracteristiques que els assaigs d’adquisicio per tal d’avaluar el nivell de record de la
resposta condicionada. L’interval de temps entre la fase d’adquisicio i la de retencio
dependra del procediment préviament estipulat pels experimentadors, segons si es vol

estudiar memoria a més curt o més llarg termini.
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5.2.3 Variables analitzades

La variable d’estudi a la fase d’adquisicié és el nombre d’evitacions o nombre d’assaigs
en els que els animals eviten el xoc eléctric canviant de compartiment. Aquesta variable
indica el nivell d’adquisicié de la tasca quan ja han aprés a fer 'associacié entre EC i El.
Tant a la fase d’habituacié, com a la d’adquisicié i al test de retencio, també s’enregistra
la variable nombre de creuaments, en aquest cas sense la preséncia de cap estimul,

com a variable de mesura de I'activitat motora dels subjectes.

A més de les indicades anteriorment, també es pot quantificar el nombre de fugides
(creuaments durant I'El) com a resposta al xoc eléctric; habitualment els animals
cometen més fugides a I'inici i, a mesura que van establint associacions, van reduint-les
per incrementar les respostes d’evitacid. Sovint és util enregistrar la laténcia de resposta
tant en les respostes d’evitacié o resposta correcta com a cada assaig erroni, tant si
realitzen fugida com si es queden en freezing (manca de moviment per por).

Altres variables addicionals que es poden enregistrar s’obtenen mitjancant la gravacio
amb una camera de video. Per exemple, el nombre de reaccions a 'EC (rearing, turning,

freezing, moviments dins del compartiment o vocalitzacions).

La resposta de fugida durant la presentacié de I'El es pot analitzar qualitativament i es
diferencia en direccional ('animal necessita el contacte amb la paret per desplagar-se)
0 no direccional [283]. El tipus i nombre de reaccions a 'EC es poden dividir en 3 grups
1) reaccions de freezing, 2) respostes preparatories excloent els casos en qué la
resposta preparatoria va seguida de la reaccié d’evitacié i 3) reaccio d’atencioé cap a
'EC, evidenciada per una dissipacié del freezing, iniciacié de respostes preparatories o

interrupcio d’altres activitats prévies [284].

5.2.4 Substrat nervids implicat

Al llarg dels anys s’ha pogut delimitar de manera acurada el substrat neural de les
respostes defensives implicades en 'EV2. La principal estructura cerebral implicada és
'amigdala, amb rols dissociats dels diferents nuclis que la componen.

L’amigdala lateral (LA) rep la informacié sensorial dels ECs des del cortex i el talem.
Aquesta informacio es processa a través de I'amigdala basolateral (BLA) i s’uneix a les
projeccions de I'amigdala central (CeA) per anar cap als nuclis efectors del tronc de
I'encéfal. Algunes regions diana de la CeA sén responsables de la conducta de freezing
i altres reaccions defensives innates davant d'amenaces apreses [285—-288]. Per altra
banda, els ECs aversius presents a la tasca d’EV2 també poden evocar conductes

defensives, com ara la fugida i I'evitacio, que permeten als subjectes incidir en I'impacte
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rebut per les amenaces ambientals [289, 290]. Aquestes conductes evocades pels ECs
només depenen de la LA i la BLA i no requereixen la participacié de la CeA [291, 292].
L’estriat dorsal s’ha proposat com l'estructura on es produiria I'associacio entre I'estimul
reforcador i la resposta d’evitacid [293] i sembla ser que també estaria implicat en la
conducta d’'EV2 com han demostrat diversos estudis [294—296], depenent dels nivells
de DA presents en l'estriat [297]. Pel que fa a l'estriat ventral, les projeccions
d'informacié des de la BLA cap al NAcc serien necessaries per les respostes
conductuals en 'EV2 [298] com ja s’havia proposat préviament [299]. No obstant, les
lesions d’aquest nucli produirien una millora en I'adquisicio i retencié de la tasca d’'EV2

[300], indicant una major codificacié de I'associacié estimul-resposta en I'estriat dorsal.

5.3 DISCRIMINACIO VISUAL SIMULTANIA (DVS) AL LAM

5.3.1 Introduccié

La tasca de discriminacio visual al LAM també va ser desenvolupada per Richard G.
Morris, és una tasca no espacial i de memoria implicita destinada a avaluar la capacitat
de les rates per discriminar estimuls visuals [245]. A la configuracio original, es posaven
dos senyals contextuals al voltant de la piscina amb patrons visuals diferents, un dels
quals estava associat a la plataforma de fugida (senyal correcte) i I'altre no (senyal
incorrecte), els animals havien d’aprendre a aproximar-se a la plataforma basant-se en
el patrd del senyal associat a aquesta i no en la seva localitzacié espacial. Les
caracteristiques d’aquesta variant del LAM so6n similars a les del LAM de tipus espacial
i presenta els mateixos avantatges, ja que no requereix que els animals estiguin privats
per tenir motivacio per resoldre la tasca, ni es veu influenciada per estimuls olfactoris. A

meés, permet analitzar els nivells d’ansietat dels animals i les estratégies de natacié [27].

Al llarg del temps, diversos investigadors han modificat la configuracié del laberint
aquatic de discriminacio visual original de Morris [301-304] per tal d’avaluar la DVS en
rosegadors. Alguns estudis han usat plafons externs a la piscina amb diferents patrons,

un dels quals sempre esta associat a la plataforma [27, 305, 306].

5.3.2 Procediment estandard

A la tasca de DVS es presenten els senyals al mateix temps i la ubicacioé de cadascun
d’ells es modifica a cada assaig, de manera que I'animal ha d’aprendre a associar el
senyal amb la plataforma segons el patré visual del senyal. Aquesta configuracié del
LAM implica un control acurat de la resta d’estimuls de la sala, amb la disposicié d’'una
cortina al voltant de la piscina per impedir que els animals tinguin cap altra senyal extern

diferent dels disposats ad hoc, que pugui emmascarar els resultats o facilitar la tasca. A
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més, cal aplicar un protocol de rotacid de la ubicacié dels senyals que sigui
pseudoaleatori (veure Annex 1).

La resta de procediments es realitza de manera idéntica a 'aplicat al LAM de tipus
espacial descrit a 'apartat 4.2.2, distribuit igualment en les fases d’habituacio, adquisicio
i retencid. Addicionalment es pot afegir una fase de reversal. A la tasca de DVS, el
reversal implica invertir 'associacio inicial establerta entre el senyal i la plataforma, el
que previament havia estat el senyal correcte associat a la plataforma passa a ser el
senyal associat a I'error i viceversa. A la figura 6 es mostra una configuracio de la tasca

de DVS amb plafons de linies horitzontals i verticals blanques i negres.

En un estudi pioner del nostre laboratori, es va aplicar una configuracié del LAM amb
dos plafons quadrats, cadascun amb un patré de linies diferent. Un dels senyals amb
linies verticals i I'altre amb linies horitzontals [27]. Per tal d’evitar el risc que els animals
adquirissin un aprenentatge espacial i associessin una configuracioé espacial especifica
dels dos senyals i la plataforma, en aquella versié de memoria implicita es modificava la
ubicacié dels senyals i la plataforma a cada assaig. A la prova de retencio, I'animal
s’introduia a la piscina amb els senyals visuals pero sense la plataforma per tal d’avaluar

I'adquisicié durant les sessions d’aprenentatge.

Cortina
negra

Senyal
correcte i

Plataforma
(target) Laberint
Aquati
Annulus quatic
del target
Zona
Quadrant diarar
target
Senyal

incorrecte

Fig. 6 Configuracié del laberint aquatic de Morris per una tasca de discriminacié visual simultania
de memoria implicita. Es mostren els punts cardinals d’entrada, el senyal 1 (correcte) associat a la
plataforma i el senyal 2 (incorrecte) no associat.

5.3.3 Variable analitzades
La principal variable d’estudi de la tasca de DVS, per valorar el nivell d’'aprenentatge a
les sessions d’adquisicid, és la laténcia. En aquesta versié es pot analitzar una segona

variable d’estudi important, el nombre d’errors, ja que els animals tenen un 50% de
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probabilitats de trobar la plataforma a partir dels senyals presents a I'entorn. Aquesta
variable, no només ens permet valorar el nivell d’'aprenentatge de I'associacié siné
també la capacitat de discriminacio visual dels patrons visuals presents en els senyals
contextuals. Sembla ser que en aquest tipus de tasca usant senyals amb linies verticals
i horitzontals, la latencia no seria un indicador suficient per detectar I'aprenentatge en
animals amb lesions a I'estriat [303].

La resta de variables analitzades al LAM espacial també sén susceptibles de ser
analitzades a la tasca de DVS, amb especial rellevancia de 'error de Whishaw, que

indicaria una correcta associacio entre el senyal correcte i la plataforma.

5.3.4 Estrategies de natacio

Amb la present configuracié del LAM, els animals han de formar una associaci6 entre el
senyal correcte i la plataforma per trobar-la i resoldre la tasca; pero la distancia fisica
entre aquest senyal i la plataforma pot dificultar la tasca [301], de manera que els
animals poden arriba a desenvolupar diferents estratégies per tal d’assolir el seu
objectiu. Whishaw i Petrie van trobar que els animals aplicaven dues estratégies, 1)
dirigint-se cap al senyal incorrecte i modificant la trajectoria cap al senyal correcte per
trobar la plataforma i 2) buscar la plataforma a la zona associada al senyal correcte i en

no trobar-la desistir en la cerca i seguir nedant de manera erratica.

En un estudi recent del nostre laboratori [27] es van identificar dos tipus de trajectories
dels animals. Quan els animals havien aprés a associar el senyal correcte amb la
plataforma aplicaven una estratégia directa. En canvi, aquells animals que no arribaven
a fer 'associacio senyal correcte-plataforma aplicaven una estratégia d’assaig-error de
manera que tenien un 50% de possibilitats de trobar la plataforma en el primer intent
perd eren susceptibles de cometre més errors que aquells que aplicaven una estratégia

directa.

5.3.5 Substrat nerviés implicat

El CPF sembla ser una estructura implicada en el processament de la tasca de
discriminacié visual al LAM. Aquesta estructura esta relacionada amb els processos
d’atencid, a més, les dificultats en la inversio de 'aprenentatge i el fet de cometre errors
perseveratius seria degut a una disfuncio del CPF. Les demandes d’atenci6 de la tasca
resulten en un alliberament d’ACh en el CPF medial [307, 308]. En aquest sentit, Hagan
i col-laboradors van mostrar que el bloqueig dels receptors muscarinics colinérgics
dificultaven la tasca de discriminacié visual especialment en la capacitat dels animals

per triar un dels senyals, produint una major perseveracido en cometre errors [309].
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Resultats similars es van veure al prosencéfal basal, una implicacio insuficient del
sistema colinérgic d’aquesta zona impedia I'execucié de la tasca de DVS [310],

possiblement a causa de les demandes d’atencié involucrades en aquesta tasca.
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Hipotesi i objectius

1. HIPOTESI GENERAL

L’AEIC del FPM a nivell de I'HL és capag de facilitar 'aprenentatge i la memoria —tant
implicita com explicita— en rates. Les dades obtingudes fins al moment ens permeten
plantejar la hipotesi que I'estimulacié del FPM mitjangant AEIC afavoriria mecanismes
de plasticitat sinaptica i/o neurogénesi similars als produits pel propi aprenentatge, en
estructures implicades en aquests processos cognitius o en la seva modulacio.

En humans, la DBS administrada en regions relacionades amb I'aprenentatge i la
memoria també s’ha mostrat efectiva per pal-liar el deteriorament mnésic, compartint
alguns mecanismes de plasticitat activats per 'AEIC. En general, les condicions
d’administracio de la DBS en humans sén metodologicament diferents a les utilitzades
en els models animals amb AEIC. Per tant, si aquests plantejaments sén certs, hauriem
d’esperar que, tant 'administracié de 'AEIC al FPM en condicions similars a les de la
clinica d’humans, com I'administracié de la DBS també al FPM, resultessin capaces de

facilitar la memoria en la rata.

2. OBJECTIUS

2.1 Objectiu general

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar I'efecte de 'AEIC del FPM a
nivell de I'HL sobre la facilitacié de I'aprenentatge i la memodria, variant algunes de les
condicions d’administracié del tractament fins al moment més utilitzades en models
animals, amb la intencié de fer-les més analogues a les usades en els tractaments de

DBS a la clinica d’humans.

2.2 Objectius especifics

A. Condicions d’aplicacié de 'AEIC

1. Estudiar els efectes de 'AEIC amb ona quadrada sobre una tasca de discriminacié
visual simultania, buscant els valors del corrent estimulant (freqiéncia, durada del pols
i durada del tren) que resultin eficagos per facilitar la memoria.

2. Estudiar els efectes d’'un tractament d’AEIC administrat de manera no-contingent amb
I'entrenament, sobre dos tipus de tasques de memoria diferents, I'evitacio activa de dos
sentits (EV2, de memoria implicita) i 'aprenentatge espacial al laberint aquatic de Morris
(LAM, de memodria explicita).

3. Estudiar I'eficacia d’'una administracié d’AEIC de llarga durada sobre un aprenentatge

espacial d’alta dificultat.
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4. Comparar els efectes de I'estimulacio eléctrica cerebral del FPM, quan és
autoadministrada (AEIC) i quan és administrada per I'experimentador (administracio

remota).

B. Mecanismes implicats en I'efecte facilitador de 'AEIC sobre la memoria

5. Avaluar la capacitat de 'AEIC per promoure la neurogénesi i la seva integracio
funcional al gir dentat de I'hipocamp.

6. Estudiar els efectes de I'estimulacioé del FPM, sigui autoadministrada o administrada
per I'experimentador, sobre 'activacio neuronal (expressio de c-Fos) en diferents arees
cerebrals relacionades amb la conducta motora, I'arousal, el reforg i la memoria.

7. Avaluar els efectes de I'AEIC sobre l'activitat de 'AChE en arees colinérgiques

relacionades amb I'aprenentatge i la memoria.
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1. PLANTEJAMENT GENERAL

L’AEIC aplicada post-entrenament ha demostrat ser capag de facilitar tant I'adquisicio
com la retencid de la memoria quan s’administra amb ona sinusoidal [5-7, 11].
Actualment, la DBS a la clinica d’humans [21, 202, 204] i I'estimulacié eléctrica cerebral
en laboratoris d’experimentacié animal [28, 29, 155, 311, 312], destinada a facilitar
processos de memoria, s’utilitza majoritariament amb corrent d’ona quadrada. Pero en
I’dnic estudi del nostre laboratori en el que es va utilitzar una ona quadrada monofasica
amb l'objectiu de facilitar la memoria, no es van trobar els efectes de facilitacio amb la
mateixa consisténcia i regularitat que s’havia vist amb ona sinusoidal [9].

Per tant, l'objectiu general d’aquest bloc d’experiments va ser fer un estudi
d’administracié d’un tractament d’AEIC amb ona quadrada, cercant la configuracié de
parametres d’estimulacié capag¢ de produir un efecte facilitador de la memoria, de
caracteristiques similars als observats al nostre laboratori amb AEIC d’ona sinusoidal.
Desgraciadament, no vam poder partir dels parametres utilitzats a I'estudi de Ruiz-
Medina [9], donat que un estudi posterior (no publicat) va trobar que I’AEIC aplicada amb
aquells parametres d’ona produia lesions al teixit neural. Aixi doncs, per tal d’assolir el
nostre objectiu vam triar uns parametres especifics, basant-nos en la bibliografia existent
i en la configuracio de I'ona sinusoidal administrada al nostre laboratori.

Les variables que vam modificar van ser 1) la freqiéncia, 2) la durada dels polsos de
'ona i 3) la durada dels trens. En els Experiments | i Il vam aplicar uns parametres
especifics intentant reproduir les configuracions aplicades en altres treballs amb corrent
d’'ona quadrada, amb estimulacié d’alta freqtiéncia i polsos de curta durada. L’objectiu
va ser obtenir els efectes esperats i minimitzar, al mateix temps, els efectes adversos
sobre el teixit. En els Experiments Il i IV vam buscar aquells parametres que
configuressin una ona quadrada més similar a la usada en experiments previs del nostre
laboratori amb ona sinusoidal, amb estimulacié de baixa freqiéncia i polsos de més
llarga durada. A la taula 3 es fa una comparativa dels diferents parametres aplicats en

els experiments successius d’aquest bloc.
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Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4 ) ;
Garcia-Brito, 2018
(n=7) (n=6) (n=11) (n=10)

Tipus d’ona quadrada quadrada quadrada quadrada sinusoidal
Freqiiéncia (Hz) 100 200 33 50 50
Dura.d'a del pols 0.1 05 30 20 _

(milisegons)

Durada del tren 300 300 300 200 300

(milisegons)

Nombre de polsos 30 60 10 10 15
bifasics x tren
Rang diintensitats 350 a 800 140 a 200 65 a 150 50 a 250 20 a 250
(microAmpers)

Taula 3 Descripcio de les caracteristiques de I'ona aplicada a cada experiment i els diferents
parametres de I'ona i del tren d’estimulacidé. La columna ombrejada mostra els parametres d’AEIC
aplicats en un experiment idéntic perd amb corrent electric d’'ona sinusoidal [27].

Per altra banda, els estudis d’AEIC post-entrenament per facilitar processos
d’aprenentatge i memoria explicita s’han dut a terme amb tasques realitzades al LAM
espacial o al laberint en T; per exemple, I'estudi de Ruiz-Medina [9] amb AEIC d’ona
quadrada es va realitzar en un LAM espacial. Es per aquest motiu que vam voler utilitzar
un procediment comparable, amb el mateix laberint perd adaptant-lo a una tasca de
memoria implicita, la DVS.

En general, per veure efectes de 'AEIC sobre la memoria implicita s’han usat tasques
d’aprenentatge aversiu i d’evitacid, perd recentment, al nostre laboratori es va realitzar
un estudi pioner on s’analitzaven els efectes de '’AEIC en una tasca de memoria implicita
de DVS al LAM [27]. Aquell treball va mostrar efectes de facilitacié de I'aprenentatge i la
memoria, administrant el tractament post-entrenament i amb corrent d’ona sinusoidal.
Per tant, vam intentar replicar aquells resultats amb el mateix tipus de tasca i
procediment pero aplicant el corrent eléctric amb ona quadrada, modificant solament la
variable tipus d’'ona i els seus parametres especifics per intentar fer-lo més comparable

a les caracteristiques usades en la DBS.

58



Treballs experimentals Bloc | / Experiment |

2. EXPERIMENT |

2.1 Introduccié

L’objectiu d’aquest primer experiment va ser establir uns parametres d’'ona quadrada
que permetessin trobar un efecte facilitador del tractament amb AEIC. La tria dels
parametres d’estimulacié adequats és complexa, cal activar una area especifica del
cervell per obtenir els efectes esperats minimitzant els efectes adversos, pero hi ha molts
graus de llibertat donat que es poden fer moltes combinacions de durada del pols,
frequéncia, durada del tren i interval entre polsos. Existeix també la dificultat de
determinar amb exactitud quines neurones son activades i quines inhibides mitjangant
I'estimulacio eléctrica cerebral i fins a quin punt s’expandeix a arees contigles [313].
La DBS amb polsos de curta durada sembla incrementar I'efectivitat dels tractaments,
amb un bon equilibri entre efectes beneficiosos i efectes adversos [314], també és
coneguda la participacié dels astrocits en els efectes amb estimulacié d’alta frequiéncia,
contribuint a la potenciacio a llarg termini i, per tant, als efectes duradors de la DBS.
Diversos estudis on s’administrava DBS d’alta freqliéncia amb polsos de curta durada
van mostrar-se efectius per tractar la depressié major [228, 315-319]. Aquests efectes
podrien estar associat a un alliberament fasic de DA que milloraria alguns simptomes
de la depressio major, com s’ha vist amb I'administracié de DBS al FPM amb polsos de
curta durada (0.08ms) i alta frequiéncia (120Hz) [81]. Per altra banda, estudis en malalts
d’Alzheimer van mostrar millores en la memoria si se’ls aplicava DBS al fornix amb uns
parametres d’ona similars (0.09ms i 130Hz) [21, 22]. Aixi mateix, un estudi parameétric
amb un model animal d’Alzheimer va trobar que la DBS era més efectiva amb una
configuracié d’ona amb polsos de 0.1ms i 100Hz [30].

Prenent aquests estudis en consideracid, en aquest primer experiment vam aplicar una
estimulacié eléctrica amb ona quadrada, carrega equilibrada (bifasica), polsos de curta
durada (0.1ms) i d’alta freqtiéncia (100Hz); parametres que ja s’havien mostrat efectius

per obtenir la conducta d’AEIC i que no provocaven lesions en el teixit neural [148].

2.2 Material i procediment

2.2.1 Benestar animal

El procediment experimental d’aquest primer treball, aixi com la resta d’experiments que
composen aquesta tesi es van dur a terme d’acord amb les directives del Consell de la
Comunitat Europea per la cura i Us d’animals de laboratori amb l'autoritzacié del
Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya amb

numero de protocol 4465. Tots els procediments es van realitzar seguint les bones
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practiques de laboratori (GLP), garantint el benestar i I'estat de salut general dels
subjectes experimentals d’acord amb la directiva de la CEE i directrius que especifica la
llei publicada al DOGC 24-7.8.1997.

2.2.2 Subjectes

Es van utilitzar un total de 18 rates (Rattus norvegicus) albines mascles de la soca Wistar
procedents del nostre laboratori, de 92.64 dies (DE=1.27) d’edat i un pes mitja de
351.21g (DE=19.91) al'inici de I'experiment. Tres dies abans de la cirurgia estereotaxica
els subjectes es van aillar i mantenir en gabies individuals de plastic de mida
homologada (50x22x14cm), cobertes amb una reixa metal-lica i amb un llit d’encenalls.
Els animals es van mantenir en condicions controlades i constants de temperatura (20-
22°C) i humitat (40-70%) sota un cicle de 12 hores de llum (8-20h) i 12 hores de foscor
(20-8h) controlat artificialment. Durant tot I'experiment els subjectes van seguir un régim
alimentari (Rat-chow pellets, Scientific Animal Food & Engineering, Augy, France) i
d’aigua ad libitum. El treball experimental es va dur a terme diariament durant la primera
meitat del cicle de llum. Es va seguir un protocol diari de manipulacié estandarditzat
(handling) dels animals de 5-10 minuts de durada, tant préviament a la cirurgia
estereotaxica com 72h després de la mateixa i immediatament abans de cada sessio
d’entrenament. Amb aquesta manipulacio es pretenia reduir la reactivitat emocional dels

animals durant la manipulacié experimental.

2.2.3 Cirurgia estereotaxica

Els animals van ser sotmesos a anestésia general amb Clorhidrat de Ketamina
(150mg/kg, i.p. Imalgéne® Merial, Lyon, France) i Xilacina (0.08 mg/kg i.p. Rompun® 23
mg/ml). A continuacié se’ls va implantar un eléctrode monopolar d’acer inoxidable de
150um de diametre a I'HL, en les fibres del FPM. La implantacié es va fer cronica i
unilateral (hemisferi dret). Les coordenades estereotaxiques utilitzades van ser AP
-1.8mm posterior a bregma, ML +2.0mm lateral a la linia medial sagital i DV -8.5mm de
profunditat a partir de la superficie cranial [320] (Fig.7). La durada de la intervenci6 de
cadascun dels animals va ser aproximadament de 50 minuts. Es van seguir els
procediments convencionals de cirurgia aséptica utilitzant un aparell estereotaxic digital
adaptat per ser usat en rates (David Kopf Instruments, USA, model 1504). L’eléctrode
d’estimulacié estava soldat a un connector de material plastic que es va fixar en la
posicié d’implantaci6 amb resina acrilica autopolimeritzable (Vertex Self-curing,

Dentimex, Nederland) sobre 3 cargols ancorats a la superficie del crani. L’eléctrode de
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referéncia va consistir en un fil de coure soldat a un dels 3 cargols i un dels borns del
connector de plastic.

Al realitzar la incisié i els punts de sutura, es va administrar de manera topica anestésia
local amb lidocaina. Durant la intervencié es va mantenir estable la temperatura corporal
dels subjectes mitjangant un coixinet térmic, aixi mateix, se’ls van mantenir els ulls
hidratats durant la intervencié i al finalitzar, mitjangant aplicacié de gel lubricant ocular

d’us veterinari Lubrithal (Dechra, Barcelona, Espafia).

Figure 48

Interaural 7.20 mm Bregma -1.80 mm

Fig. 7 Tall coronal del cervell de la rata. S’indica la trajectoria de pas i implantacié de I'eléctrode d’AEIC
al FPM, a l'algada de I'HL. Adaptat de I'atles estereotaxic de Paxinos i Watson (6a edicio).

2.2.4 Aparells
a) Aparells d’AEIC

La conducta d’AEIC es va dur a terme en una caixa operant Skinner convencional
(25x20x20cm) formada per una paret de plastic transparent (davantera) i tres de
metacrilat opaques (Campden Instruments, Ltd.). La palanca d’AEIC de 2x2cm es
trobava situada en una de les parets laterals a una algcada de 3cm sobre el nivell del
terra de la caixa.

L’equip d’estimulacié va consistir en un generador de corrent eléctric estimulant d’'ona
quadrada amb un modul amplificador de sortida eléctricament aillat (Cibertec CS-20).
Com a mesura pel control visual del corrent administrat als subjectes, es va utilitzar un
oscil-loscopi Hameg (HM 412-5). La configuracio del corrent eléctric va consistir en trens
d’estimulacié de 300ms de durada, cada tren estava format per 30 polsos bifasics d’'ona
quadrada, un pols positiu seguit d’un pols negatiu, de 0.1ms de durada cada pols doble
i 100Hz de frequéncia (Fig.8). Tots els parametres del corrent estimulant, excepte la

intensitat (veure taula 3), es van mantenir fixos durant tot I'experiment.
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Fig. 8 Parametres del corrent eléctric d’ona quadrada aplicats a I’'Experiment I. En vermell es mostra
un tren complet de 300ms amb el nombre total de polsos, en verd es detalla la durada i distribucio real
(polsos de 0.1ms amb un interval entre polsos de 0.9ms) en una fraccié de 50ms.

b) LAM

La tasca de DVS es va realitzar en un LAM. Aquest aparell va consistir en una piscina
circular elevada de 2m de diametre i 60cm d’algada, plena d’aigua fins a una algada de
45cm. La temperatura de l'aigua es va mantenir a 22+2°C. La piscina estava situada al
centre d’'una sala en semipenombra, sobre una plataforma metal-lica de 40cm d’alcada
i envoltada de cortines negres penjades des d’un fals sostre fins a la base de la piscina,
formant un recinte de 2.4m de diametre. Per aquest experiment, vam implementar una
versio adaptada de la tasca de dues plataformes de Packard i McGaugh [303] amb dos
senyals contextuals, que es van penjar del fals sostre amb dos fils de nylon®
imperceptibles. Aquests fils van permetre mantenir els senyals en suspensié durant les
sessions d’entrenament just al centre de la zona associada al quadrant virtual de la
piscina, 45cm per sobre del nivell de I'aigua. Els dos senyals van consistir en panells de
40cm? amb patrons de linies blanques i negres, un d’ells amb linies verticals i I'altre amb

linies horitzontals. Tal com es pot observar a la figura 9, el senyal correcte estava
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associat a la plataforma (farget) i el senyal incorrecte a la zona d’error, és a dir, on no hi
havia la plataforma. Per 'aprenentatge de la tasca de DVS (sessions d’adquisicid) es va
situar una plataforma de Plexiglas (11cm de diametre) submergida 1cm per sota de la
superficie de l'aigua, al centre d’'un dels quatre quadrants en qué es va subdividir la

piscina a partir de dues linies imaginaries que es creuaven al punt central d’aquesta.

Cortina

Senyal )
correcte | | || | negra
Plataforma
(target)

Laberint
Annulus Aite
del targst

Zona

Quadrant d'error

target

4= _ Senyal
incorrecte

Fig. 9 Representacioé de la configuracié del LAM utilitzada per la tasca de DVS. La zona d’error esta
associada al senyal incorrecte (linies horitzontals), marcada en la imatge amb una creu vermella. La
plataforma submergida (target) representa I'execucié correcta i esta associada al senyal correcte (linies
verticals).

Degut a les caracteristiques dels aparells, I'espai de treball i proposit de I'experiment, es
van fer diverses modificacions al model original de Packard i McGaugh [303]. En el seu
model, els senyals eren pilotes de goma amb linies blanques i negres properes a
cadascuna de les dues plataformes. En el nostre cas, un configuracié d’aquest tipus
suposava una dificultat practica, ja que el nostre sistema de videotracking estava
preparat per tal d’activar la gravacié sempre que un objecte en moviment (p.e. una rata)
es trobés a I'area interior de la piscina. Per tant, vam situar els senyals a I'exterior del
perimetre de la piscina, immediatament davant de la plataforma, assumint una linia
perpendicular des de la tangent de la corba més propera de la piscina. Les cortines
negres van permetre una focalitzacio total en els dos senyals rellevants per la tasca.
Damunt del fals sostre, 175cm sobre el centre de la piscina es va situar una camera de
video (Smart Video Tracking System, Versi6 2.5, Panlab) amb una lent d’angle ample.
Les gravacions dels trajectes de natacié dels animals es van enregistrar en un ordinador

ubicat a la mateixa sala.
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2.2.5 Conducta d’AEIC
a) Assignacio a grups experimentals
Després de 7 dies de recuperacié de la cirurgia estereotaxica, els subjectes van ser

distribuits aleatoriament en 2 grups experimentals, un dels grups va rebre el tractament
d’AEIC post-entrenament (AEIC, n=9) i I'altre no el va rebre (SHAM, n=9).

b) Modelament de la conducta d’AEIC

En els animals assignats al grup de tractament, es va modelar la conducta d’AEIC per
tal d’adquirir una resposta continuada de prémer la palanca. Per assolir aquest objectiu
es va realitzar un modelament per aproximacions successives, de manera que
I'experimentador aplicava un tren d’estimulacié cada vegada que 'animal s’aproximava
a la palanca, amb l'objectiu final de que arribés a prémer la palanca per si sol per
autoadministrar-se el tractament. Una vegada es va haver instaurat la conducta d’AEIC
sense la intervencido de I'experimentador, es va procedir a determinar quina era la
intensitat minima de corrent amb qué 'animal mantenia una resposta estable. A partir
d’aqui, es va deixar que I'animal s’autoadministrés fins a 500 trens de corrent estimulant

per tal de garantir un bon aprenentatge de la resposta.

c) Cerca de la intensitat optima (CIO)

A continuacio, tots els subjectes van realitzar una sessié6 de CIO amb I'objectiu de
determinar la intensitat del corrent eléctric estimulant que produia la major taxa de
resposta. Aquesta intensitat, anomenada optima (lIO), va ser la utilitzada a la fase de
tractament d’AEIC. La CIO es va iniciar a la intensitat minima que generava resposta
d’AEIC i es va mantenir durant 2 minuts, aplicant un increment de 10pA cada 2 minuts.
A mida que s’incrementava la intensitat, la taxa de resposta augmentava fins un punt en
que s’estancava o decreixia. Quan s’enregistrava un decrement de la taxa de resposta,

la ClO es donava per finalitzada.

d) Tractament amb AEIC

Immediatament després de finalitzar cada sessié d’adquisicié de la tasca de DVS
(descrita al punt 2.2.6), els subjectes del grup AEIC van rebre el tractament d’AEIC a la
caixa de Skinner. El tractament va consistir en 2500 trens de corrent estimulant a la 10
establerta durant la sessié de CIO. Els subjectes del grup SHAM també els vam situar
en una caixa de Skinner durant 45 minuts (temps mitja de durada del tractament d’AEIC)

després de cada sessio d’adquisicio, perd sense rebre tractament.
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2.2.6 Procediment de la tasca de DVS

a) Adquisicié de I’'aprenentatge

Tres dies després de les sessions de modelament i ClO, totes les rates van ser
entrenades per la tasca de DVS. L’adquisicié d’aquesta tasca va consistir en 5 sessions
(1 sessi6 diaria) de 6 assaigs cadascuna. La durada de l'interval entre assaigs va ser de
120s. Cada sessio es va iniciar des d’'una de quatre posicions possibles, N, E, S i O,
seguint un programa pseudoaleatori i cada assaig va consistir en un trajecte de natacio
des de I'extrem de la piscina fins a la plataforma. Quan la rata no trobava la plataforma
en els 90s que durava I'assaig, era guiada manualment perqué hi pugés. Passats 15s la
rata es retirava de la piscina. Quan trobava la plataforma per si mateixa, igualment es
deixava durant 15s per tal de facilitar I'associacié del senyal correcte amb la ubicacié de
la plataforma. Cada vegada que I'animal entrava a I'area associada al senyal incorrecte
s’enregistrava un error. La posicié dels dos senyals es va manipular de tal manera que
cada 10 assaigs el senyal correcte fos més a prop, més lluny o a la mateixa distancia
que el senyal incorrecte en relacié al punt d’inici. Aixi, el senyal correcte es va canviar
de posicié després de cada assaig entre els quadrants restants. El protocol de
localitzacio dels senyals i la plataforma que es va seguir per les sessions d’adquisicio i

test de retencio es mostra a I'annex1.

b) Test de retencio

Per obtenir evidéncies de la retencié de I'aprenentatge, vam sotmetre a cada rata a un
unic assaig de 60s de durada, 72 hores despres de la darrera sessié d’adquisicio. Aquest
assaig va consistir en introduir I'animal a la piscina des del punt d’inici E, amb els dos
senyals presents pero sense la plataforma, i enregistrar-ne la conducta. Vam analitzar
si el subjecte tenia preferéncia per alguna area en concret (correcta o incorrecta) o si,
pel contrari, es desplagava de manera aleatoria per la piscina. Un cop finalitzat el test
de retencid, i amb I'animal encara a l'interior de la piscina, es col-locava la plataforma,
es guiava I'animal perqué hi pugés i es retirava de la piscina. A continuacié es mostra
un esquema del disseny experimental i el procediment conductual que es va utilitzar en

el present experiment i els segients d’aquest bloc (Experiments Il, Il i IV) (Fig.10).
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Fig. 10 Diagrama del procediment experimental dels Experiments | a IV. Només es mostra una de
les sis possibles configuracions de localitzacié de la plataforma i els senyals en els quadrants. El test de
retencié es va realitzar amb els senyals presents perd sense la plataforma. Les imatges de la part superior
indiquen els grups, AEIC que rep tractament i SHAM que no el rep. ll-lustracions adaptades d’A. Mackey.

2.2.7 Histologia

Per valorar histoldgicament la implantacié dels eléctrodes, en acabar I'experiment els
animals es van sacrificar mitjangant perfusio transcardiaca amb un buffer fosfat 0.1M
(PB; pH=7.4) amb 4% de paraformaldehid. Els cervells es van extreure i es van deixar
en postfixacid durant 2 hores, canviant-los a continuacioé a una solucio crioprotectora.
Quatre dies després es van congelar i tallar en un criostat (Cryocut 1800 amb microtom
2020, Jung) a 40pm. Els teixits es van tenyir amb violeta de cresil i les seccions coronals

es van examinar al microscopi per determinar la localitzacié de I'eléctrode.

2.2.8 Analisi estadistica

Les analisis principals es van dur a terme considerant la variable independent tractament
com a qualitativa (amb dues categories) i les variables dependents com a quantitatives.
Aquestes ultimes eren (1) latencia: temps que els subjectes necessitaven per trobar i
pujar a la plataforma (el valor maxim era 90s), i (2) nombre d’errors: nombre d’entrades
a l'area associada al senyal incorrecte. Les comparacions entre grups en les sessions
d’adquisicié es van fer amb un model lineal general (MLG) de mesures repetides amb
I'objectiu d’estudiar la laténcia, el nombre d’errors i les variables de control percentatge
de temps en parets (mesura de tigmotaxi), distancia (distancia total nedada en cm) i
velocitat (en cm/s) al llarg de les 5 sessions de la fase d’adquisicié. Per I'analisi del test
de retencié es van realitzar proves t-test de mostres independents per comparar
I'execucié dels subjectes al total de I'assaig (60s) i per la primera meitat de I'assaig (30s)

en relacié a les variables nombre d’errors, temps al quadrant target (percentatge de
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temps al quadrant on es localitzava la plataforma durant I'adquisicio) TQ30 i TQ60,
creuaments del target (nombre de vegades que la rata passava pel punt on es
localitzava la plataforma durant I'adquisicié) CT30 i CT60, temps a I'annulus del target
(percentatge de temps en una zona virtual circular, concéntrica al voltant de la
plataforma) TA30 i TA60, distancia al target (distancia mitjana des de la ubicaci6 de
'animal a la plataforma, al llarg de la sessié) DT30 i DT60, error de Wishaw (desviacio
respecte del trajecte directe cap a la plataforma) EW30 i EW60, aixi com les variables
de control esmentades préviament per les sessions d’adquisicié. Es va fer una test chi-
quadrat per determinar si els grups presentaven diferéncies en les estratégies de
natacio. Addicionalment, es va dur a terme una analisi de correlacions bivariades Rho
de Spearman per estudiar la relacié entre els parametres de I'AEIC i la conducta dels
animals a la tasca de DVS. El nivell de significacio per tots els tests es va establir en
a=0.05 i tot el processament de dades es va realitzar mitjangant el paquet estadistic
SPSS v23 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

2.3 Resultats
2.3.1 Subjectes

Es va dur a terme un control regular del pes dels subjectes com a indicador de canvis
de salut que podrien haver afectat 'execucié de la tasca. L’analisi de la variancia va
mostrar que els grups partien de pesos similars a l'inici de 'experiment i no es van veure
diferéncies entre grups en I'evolucio del pes al llarg de I'experiment. Es van excloure un
total de quatre subjectes. Concretament, una rata va presentar estereotipies molt
marcades i, tot i haver fet el modelament de la conducta no va ser possible iniciar el
tractament d’AEIC post-entrenament de la primera sessio. Un altre subjecte va presentar
problemes oftalmologics que li impedien dur a terme la tasca de discriminaci6 visual, un
altre va perdre I'eléctrode durant la cinquena sessié de tractament d’AEIC i un altre el
vam retirar de I'experiment per fallades técniques en el sistema de videotracking que
podrien haver esbiaixat els resultats. La mostra final va constar de 14 subjectes (SHAM:
n=7, AEIC: n=7).

2.3.2 Parametres d’AEIC

A la taula 4 es descriuen els rangs, valors mitjans i les desviacions estandard de les
variables del tractament amb AEIC, aixi com algunes observacions de la conducta dels

animals durant el tractament.
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Intensitat d’estimulacié (pA) Durada del tractament (minuts) Efectes conductuals
Rang: 350 a 800 Rang: 35 a 85 Convulsions (n=1)
Mitjana: 535.71 (197.303) Mitjana: 64.57 (20.239) Sobreactivacié (n=3)

Taula 4 Parametres i efectes conductuals de les sessions d’AEIC. Es representen els valors mitjans
(xDE) dels parametres d’AEIC del subjectes que han rebut tractament i els efectes sobre la conducta
associats al tractament. Entre paréntesi es mostra el nombre de subjectes que han mostrat la conducta.

2.3.3 Sessions d’adquisicio de la tasca de DVS

Com a indicador de I'evolucié de I'aprenentatge, a la Fig.11A es mostren les laténcies
dels grups AEIC i SHAM al llarg de les cinc sessions d’adquisicid. L’estudi estadistic va
mostrar una evolucié decreixent significativa tant del grup AEIC com del SHAM al llarg
de les sessions [F1,12=17.397, P=.001]. Aquesta evolucié no va dependre del grup, ja
que la interacci6 GRUP x SESSIO no va resultar significativa [F.45=0.386, P=.818].
L’analisi d’efectes simples va mostrar que no hi havia diferéncies entre grups en cap de

les sessions d’adquisicio.
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Fig. 11 Efectes de I’AEIC en les sessions d’adquisicié de la tasca de DVS. (A) Mitjana de les latencies
(xSE) per les 5 sessions de la fase d’adquisicid. (B) Mitjana del nombre d’errors (+SE) comesos durant les
sessions d’adquisicio.

Tampoc vam trobar diferéncies entre els grups AEIC i SHAM en la mitjana del nombre
d’errors comesos a les sessions d’adquisicid, el factor GRUP i la interacci6 GRUP x
SESSIO no van ser significatius ([F112=0.019, P=.892]; [F44=0.064, P=.992],
respectivament), aixi com el factor intragrup SESSIO [F445=0.922, P=.459] (Fig.11B). En
relacidé a les variables de control, no es van observar diferéncies estadisticament

significatives en les variables distancia, velocitat, ni percentatge de temps en parets.
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2.3.4 Test de retencio

Les proves t-test de la sessio de retencié no van mostrar diferéncies significatives entre
els grups AEIC i SHAM en el percentatge de temps al quadrant target [t12=0.122,
P=.905], ni en els creuaments del target [t12=1.732, P=.109], considerant la totalitat del
temps de la sessio. A la primera meitat del test, els subjectes SHAM estaven més temps
al quadrant target del que seria esperat per atzar [t=2.541, P=.044] (Fig.12A) i van fer
significativament més creuaments del target que els del grup AEIC [t1.=2.828, P=.030]
(Fig.12B). Per altra banda, vam trobar diferéncies en la variable de control temps en
parets, en els primers 30 segons del test de retencio els subjectes del grup AEIC van fer
significativament més tigmotaxi que els SHAM [t1,=-2.344, P=.037] (Fig.12C).
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60 _

-
o
I

50 | *

o
o

g
o

% de temps
o
'S
1

Mitjana de creuaments

o
o

o
o

T T
TQs0 AEIC SHAW

50- Temps en parets

@ AEIC
*
40 = SHAM
30

20+

%de temps

10

T T
TP30 TP60

Fig. 12 Efectes de I’AEIC al test de retenci6 de la tasca de DVS. (A) TQ30i TQ60 (+SE), (B) CT30 (xSE).
(C) TP30 i TP60 (+SE). Abreviatures: TQ, percentatge de temps al quadrant target; CT, nombre de
creuaments del target; TP, percentatge de temps nedant prop de les parets. La linia discontinua de la grafica
A representa el nivell d’atzar. *P<0.05

2.3.5 Trajectories de natacié

Una analisi qualitativa de les estratégies de natacié que els animals aplicaven per trobar
la plataforma va mostrar que alguns subjectes triaven una estratégia de natacié directa
(Fig.13A) des del punt de sortida cap al senyal associat a la plataforma, mentre que
altres aplicaven una estratégia d’assaig-error (Fig.13B) triant un dels dos senyals

indistintament i anant cap a l'altre en segona opcio. El test chi-quadrat no va mostrar
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diferéncies entre grups en quant a les estratégies (X%.12 = 2,444, P=0.295) pero si una
preferéncia global dels animals per I'estratégia assaig-error. La taula de la figura 13C

mostra els percentatge de subjectes per grup que van triar una estratégia o l'altra.

ESTRATEGIA
GRUP ‘ Assaig-Error Directa n/a
SHAM ‘ 57.1% (4) 28.6% (2) 14.3% (1)
AEIC ‘ 71.4% (5) 0% (0) 28.6% (2)

Fig.13 Estratégies de natacio durant I'adquisicio de la tasca de DVS. Imatges d'una estratégia directa
i d’'una estratégia assaig-error. El quadrant inferior esquerra es correspon amb la ubicacié de la plataforma;
el cercle concéntric extern és I'annulus del target i el cercle intern és el target (plataforma). (A) animal
SHAM; (B) animal AEIC; (C) percentatge d’animals per grup i estratégia de natacid. n/a: no aplica. La
freqliéncia es mostra entre parentesi a continuacio dels percentatges.

2.3.6 Analisi de correlacions

Els valors de la intensitat d’estimulacio, necessaria per obtenir la conducta d’AEIC, i de
la durada del tractament en aquest experiment es mostren a la taula 4 de 'apartat 2.3.2.
L’estudi de correlacions va posar de manifest una correlacié negativa entre aquests
parametres i la conducta dels animals al test de retencio. En particular, tant la intensitat
d’estimulacié eléctrica (Fig.14A) com la durada del tractament (Fig.14B) van
correlacionar significativament amb el percentatge de temps al quadrant target
([rs=-.0879**, P=.009]; [rs=-.0775%, P=.041], respectivament).
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Fig. 14 Analisi correlacional entre variables d’AEIC i conducta. Les grafiques mostren les correlacions

significatives entre les variables del tractament amb AEIC (intensitat d’estimulacié i durada del tractament)
i la variable conductual temps al quadrant target del test de retencio.
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2.3.7 Histologia

La valoracié histologica de la implantacié dels eléctrodes va mostrar que estaven
localitzats entre les coordenades AP -1.72 mm i -2.52 mm en referéncia a bregma. Es
va observar gliosi en el teixit on I'extrem distal de I'eléctrode exercia I'estimulacié, pero
no es va trobar cap lesidé que pogués ser criticament responsable dels resultats

obtinguts.

2.4 Discussid

Els resultats del present estudi no van mostrar efectes de 'AEIC en 'aprenentatge
durant la fase d’adquisicio. Ambdds grups van aprendre la tasca de DVS per igual i
tampoc vam trobar diferéncies en el nombre d’errors comesos, com es va veure en un
estudi previ amb el mateix disseny i procediment experimental administrant AEIC d’ona
sinusoidal [27]. Una analisi qualitativa de les trajectories de natacié dels subjectes en
finalitzar la fase d’adquisicié ens va aportar dades interessants per entendre aquesta
manca de diferéncies, podria ser que els animals haguessin tingut dificultats per
discriminar entre ambdds senyals o bé que haguessin triat per atzar una estratégia
menys efectiva. Un nombre més elevat de subjectes va implementar una estratégia
assaig-error per trobar la plataforma respecte de 'estratégia directa, aixd hauria pogut
dificultar 'assoliment de la tasca requerint més temps per trobar la plataforma. Aquestes
dades concorden parcialment amb I'estudi de Garcia-Brito i col-laboradors [27] on els
subjectes del grup SHAM també van triar majoritariament I'estratégia assaig-error, en
aquell estudi el tractament semblava facilitar que els animals triessin una estratégia
directa.

Les variables analitzades al test de retencié tampoc van mostrar facilitacié de la memoaria
al grup autoestimulat, inclis arribant a aparéixer una possible interferéncia del
tractament en I'adquisici6 i retencié de I'aprenentatge de la tasca de DVS. Aixi mateix,
els resultats de les correlacions entre els parametres d’estimulacio i la conducta van
mostrar que una major intensitat d’estimulacié podria estar relacionada amb una pitjor
execucio dels subjectes al test de retencio, aquesta dada juntament amb la millor
execucid en aquesta sessio per part del subjectes SHAM respecte del grup AEIC
indicarien una interferéncia del tractament en la memodria, probablement relacionada
amb una intensitat massa elevada del corrent estimulant. En un estudi d’AEIC del FPM
amb ona quadrada monofasica es van trobar efectes positius sobre la memoria amb una
intensitat mitjana de 127pA [9] i, en general, els efectes facilitadors de I'estimulacio
eléctrica cerebral en estudis de memoria s’han trobat amb intensitats no superiors a
250uA de mitjana [7, 26, 28, 29, 155, 189, 321]. En aquest sentit, s’ha vist que els efectes
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de l'estimulacio eléctrica cerebral en la memoria depenen de la densitat del corrent, és
a dir, de la combinacié de la frequéncia i la intensitat. Una alta freqléncia requereix
intensitats menors perqué l'estimulacid sigui efectiva [30]. Intensitats d’estimulacio
elevades tenen efectes inhibitoris i s’administren per tractar simptomes motors en
models animals [322]. Per sobre de 300pA no s’han mostrat efectives per millorar les
capacitats cognitives en models animals de simptomes depressius [323]. El motiu pel
qual les intensitats elevades no resultarien efectives no queda clar, pero, tenint en
compte els mecanismes de la DBS ampliament acceptats [324, 325] és probable que un
corrent d’intensitat elevada podria modular vies neuronals diferents o expandir-se cap a
estructures anatomiques adjacents i produir efectes inhibitoris. La taula 3 de I'apartat 1
mostra una comparativa entre els parametres d’AEIC on es poden observar els valors

d’intensitat anormalment elevats en el present experiment.

Experiments previs no publicats del nostre laboratori [148] van mostrar que els subjectes
que rebien un tractament d’AEIC amb ona quadrada, amb els mateixos parametres que
els del present experiment, no presentaven signes d’arousal periféric com els observats
en animals autoestimulats amb ona sinusoidal. Aixo indicaria diferéncies importants en
I'efecte de 'AEIC d’ona quadrada amb aquests parametres, probablement involucrant
altres arees cerebrals i no produint un efecte tant reforgant com amb ona sinusoidal.

Una altra explicacio plausible i compatible amb I'anterior del perqué I'AEIC pot interferir
en la tasca de DVS al LAM estaria relacionada amb l'ansietat, un dels principals
simptomes de l'estrés agut. En el present experiment, vam veure com I'AEIC causava
major tigmotaxi i menor nombre de creuaments del target, per tant, creiem que el
tractament hauria tingut uns efectes ansiogénics que podrien haver dificultat la tasca
associativa de DVS. Els nostres resultats concorden amb els de Warner i col-laboradors
[326], en els seus experiments van trobar que els animals exposats a un estrés agut
presentaven pitjor execucioé en una tasca espacial al LAM, probablement degut a una
afectacié hipocampal, a déficits de memoria deguts a 'estrés [327] o al fet d’haver triat
una estratégia menys eficient [328]. En rosegadors, I'estrés agut sembla activar I'eix
hipotalem-pituitaria-adrenal fent que s’alliberin glucocorticoides com la corticosterona
(hormona de l'estrés). L’estrés agut produeix un increment de corticosterona en sang
[329] i tant I'estrés agut com l'administracié de glucocorticoides afecten la memoria
espacial [330]. La tasca de DVS és un tasca de memoria implicita i no espacial, no
obstant, el fet de produir-se un aprenentatge associatiu entre estimuls implica I'activacio
de 'HPC. Per tant, la DVS pot veure’s afectada per I'ansietat de la mateixa manera que

una tasca espacial.
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En conclusio, 'AEIC amb els parametres de corrent eléctric aplicats en aquest
experiment no va semblar efectiva per facilitar els processos d’aprenentatge i memoria
avaluats amb la tasca de DVS. El fet que es necessités una intensitat d’estimulacié molt
elevada per obtenir la conducta d’AEIC podria haver interferit en la retencié de la tasca
apresa. Per tant, en 'Experiment Il d’aquest primer bloc vam buscar uns parametres del
corrent eléctric estimulant que ens permetessin reduir la intensitat d’estimulacio

necessaria per obtenir la conducta d’AEIC.
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3. EXPERIMENT II

3.1 Introduccié

L’AEIC post-entrenament administrada en el primer experiment d’aquest bloc, no va
produir un efecte facilitador de la tasca de DVS, fins i tot semblava interferir en la seva
retencio. Els subjectes del grup AEIC van tendir a fer laténcies superiors respecte dels
SHAM i van cometre el mateix nombre d’errors. A partir dels resultats obtinguts vam
concloure que una intensitat d’estimulaci6 massa elevada podria haver dificultat
I'aprenentatge i interferit amb la memoria en el test de retencid. Per aquest motiu, vam
realitzar aquest segon experiment amb uns parametres d’estimulacié eléctrica que
permetessin obtenir la conducta d’AEIC amb una intensitat d’estimulaciéo més baixa. Aixi

doncs, vam augmentar la freqiiéncia i la durada del pols.

3.2 Material i procediment

En aquest segon experiment es van utilitzar un total de 14 rates de la soca Wistar de
94.31 dies (DE=3.47) d’edat i un pes mitja de 355.85g (DE=18.22) a [inici de
I'experiment. Tot alld referent a ética i benestar animal, tipus i procedéncia dels animals,
procediments quirdrgics i coordenades d’implantacié dels eléctrodes, adquisicio de la
conducta d’AEIC, aparells, analisi estadistica de les dades, modelament, assignacié a
grups experimentals, tractament d’AEIC (excepte els parametres del corrent eléctric),
adquisicié de I'aprenentatge, test de retencié i analisi histoldgica es va realitzar de
manera idéntica a I'Experiment |. Els Experiments | i Il del bloc | es van solapar
parcialment en el temps, permetent-nos usar els mateixos subjectes del grup SHAM per

ambdos experiments.

Parametres del corrent eléctric

D’acord amb el nostre objectiu vam aplicar uns parametres que permetessin obtenir la
conducta d’AEIC amb intensitats més baixes que en [I'experiment anterior.
Concretament, vam augmentar la durada i frequéncia dels polsos de manera que cada
estimulacié consistia en un tren de 300ms a una freqtiencia de 200Hz, format per 60
polsos dobles d’'ona quadrada (1 pols positiu seguit d’1 pols negatiu) de 0.5ms de durada
cada pols doble (Fig.15). Tots els parametres del corrent estimulant, excepte la intensitat

es van mantenir fixos al llarg de tot I'experiment.
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Fig. 15 Parametres del corrent eléctric amb ona quadrada de I’Experiment Il. Tren d’AEIC complet
de 300ms amb la distribucio real dels polsos en 1s.

3.3 Resultats
3.3.1 Subjectes

Un control regular del pes dels subjectes va permetre controlar els canvis en la salut que
podrien haver afectat I'aprenentatge. L’analisi t-fest de comparacié de mitjanes va
indicar que els grups partien de pesos estadisticament iguals a l'inici de I'experiment.
En canvi, vam trobar diferéncies de pes entre l'inici i el final de I'experiment, les rates
del grup AEIC havien guanyat significativament més pes que les del grup SHAM
[t11=-9.801, P<.0001]. Al llarg de I'estudi es va excloure un subjecte que presentava
problemes oftalmologics que li impedien dur a terme la tasca de discriminacio visual. La
mostra final va constar de 13 subjectes (SHAM: n=7, AEIC: n= 6).

3.3.2 Parametres d’AEIC
A la taula 5 es descriuen els rangs, valors mitjans i les desviacions estandard de les
variables d’AEIC, aixi com algunes observacions de la conducta dels animals durant el

tractament.

Intensitat d’estimulacié (uA) Durada del tractament (minuts) Efectes conductuals
Rang: 140 a 200 Rang: 50 a 150 Aturades (n=4)
Mitjana: 173.3 (23.381) Mitjana: 90.67 (38.852) Sobreactivacié (n=1)

Taula 5 Parametres i efectes conductuals de les sessions d’AEIC. Es representen els valors mitjans
(xDE) dels parametres d’AEIC del subjectes que van rebre tractament i els efectes sobre la conducta
associats al tractament. Entre paréntesi es mostra el nombre de subjectes que van mostrar la conducta.
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3.3.3 Sessions d’adquisicié de la tasca de DVS

L’estudi de I'evolucié de les latencies com a index de I'aprenentatge (MLG de mesures
repetides) va mostrar una tendéncia lineal decreixent al llarg de les 5 sessions
d’adquisicié [F1,11=16.771, P=.002], similar pels dos grups experimentals [factor
interacci6 GRUP x SESSIO n.s.]. Com s’observa a la Fig.16A, ambdds grups van
presentar un nivell d’aprenentatge similar al llarg de les sessions. L’analisi d’efectes
simples va mostrar que no hi havia diferéncies entre les laténcies dels dos grups en cap
de les sessions. Pel que fa al nombre d’errors comesos en les sessions d’adquisicio,
malgrat que ni el factor GRUP [F1.11=1.255, P=.286] ni la interacci6 GRUP x SESSIO
[F1,11=0.679, P=.427] van resultar significatius, es va veure un efecte del GRUP
considerant les 4 primeres sessions [F1,11=5.007, P=.047] (Fig.16B), en el sentit que el
grup AEIC cometia menys errors que el SHAM. En relacié a les variables de control,
tampoc es van trobar diferéncies estadisticament significatives en la distancia mitjana
recorreguda i la velocitat de natacio, pero els subjectes del grup AEIC van tendir a passar
més temps en parets que els del grup SHAM [F1,11=4.275, P=.063] (Fig16C).
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Fig. 16 Efectes de I’AEIC en les sessions d’adquisicié. (A) laténcia mitjana (+SE) per les 5 sessions,
(B) mitjana del nombre d’errors (xSE) comesos durant les sessions i (C) percentatge de temps en parets
com a mesura de tigmotaxi. La significacio del factor GRUP es mostra en un paréntesi horitzontal.
*P<.05.

77



Bloc | / Experiment I Treballs experimentals

3.3.4 Test de retencié

Els resultats de les analisis t-test de la sessio de retencié no van mostrar diferéncies
significatives entre els grups AEIC i SHAM en el temps al quadrant target [t11=0.755,
P=.466], ni en els creuaments del target [t11=0.186, P=.855]. En canvi, contrariament a
I'esperat i considerant la primera meitat del test retencid, els subjectes SHAM van tendir
a estar més temps al quadrant target [t11=2.145, P=.055] i s’hi van estar significativament
més temps del que seria esperat per atzar [(s=2.541, P=.044] (Fig.17A). També van
estar significativament més temps a l'annulus del target [t11=2.428, P=.034] que els del
grup AEIC (Fig.17B).

A Temps en el quadrant target B Temps en I'annulus del target (TA30)
60 25
mm AEIC
*

50+ . 3 SHAV 20

40 »
@ E“ 15
I e e 5
2 ©
N © 10

20 2

10 54

0- T T 0- T

TQ30 TQ60 AEIC SHAM

Fig. 17 Efectes de I’AEIC al test de retencio de la tasca de DVS. (A) TQ30i TQ60 (+SE), (B) TA30 (+SE).
Abreviatures: TQ, percentatge de temps al quadrant target, TA, percentatge de temps en I'annulus del
target. La linia discontinua de la grafica A representa el nivell d’atzar. *P<0.05

3.3.5 Trajectories de natacié

Tal com vam veure a I'Experiment [, 'analisi qualitativa de les estratégies de nataci6 va
posar de manifest que alguns subjectes triaven una estratégia de natacié directa
(Fig.18A), mentre que altres aplicaven una estratégia d’assaig-error (Fig.18B). Un test
de chi-quadrat no va mostrar diferéncies entre grups pel que fa a les estratégies
(X?2,11=2.270, P=.321). La taula de la figura 18C mostra el percentatge de subjectes per
grup que triaven una estratégia o l'altra. En el global dels dos grups I'estratégia assaig-

error va ser la triada majoritariament.

C
ESTRATEGIA
GRUP | Assaig-Error  Directa n/a
SHAM | 57.1% (4) 28.6% (2) 14.3% (1)
AEIC | 66.7% (4) 0% (0) 33.3% (2)

Fig. 18 Estratégies de natacié durant 'adquisicié de la tasca de DVS. Imatges d’una estratégia directa
i d’'una estratégia assaig-error. El quadrant inferior esquerra es correspon amb la ubicacié de la plataforma;
el cercle concentric extern és I'annulus del target i el cercle intern és el target (plataforma). (A) animal SHAM,;
(B) animal AEIC; (C) percentatge d’animals per grup i estratégia de natacié. n/a: no aplica. La freqiiéncia es
mostra entre paréntesi a continuacio dels percentatges.

78



Treballs experimentals Bloc | / Experiment Il

3.3.6 Analisi de correlacions

La intensitat d’estimulacié necessaria per obtenir la conducta d’AEIC en aquest segon
experiment i la durada del tractament es descriuen a lapartat 3.2.2. L’estudi
correlacional entre aquests parametres d’estimulacio i la conducta dels animals a la
tasca de DVS va mostrar una alta correlacio positiva i significativa entre la durada del
tractamenti el temps al quadrant target del test de retencié [rs=0.943**, P=.005] (Fig.19).
No es van trobar correlacions significatives destacables entre la intensitat del tractament

i la resta de variables d’estudi i de control.

Temps en quadrant target

T T

T T T
50 75 100 125

Durada del tractament

Fig. 19 Estudi de correlacions entre variables d’AEIC i conducta. Representacio grafica de la durada
del tractament i el seu correlat amb el percentatge de temps al quadrant target al test de retencié.

3.3.7 Histologia

La valoracié histologica de la implantacié dels eléctrodes va mostrar que estaven
localitzats entre les coordenades AP -1.92 mm i -2.76 mm en referéncia a bregma,
d’acord amb I'atles estereotaxic [320]. No es va observar cap lesioé en aquest teixit ni en

estructures adjacents.

3.4 Discussio

En aquest segon experiment, 'AEIC no va semblar haver estat efica¢ per facilitar
'aprenentatge durant les sessions d’adquisicié si tenim en compte les laténcies. Per
aquesta variable, els resultats van ser molt similars a I'experiment anterior. No obstant,
vam trobar que en les quatre primeres sessions d’adquisicid hi havia una evolucio
significativa dels animals autoestimulats a cometre menys errors que els SHAM. Aquests
resultats concorden parcialment amb els de Garcia-Brito i col-laboradors [27], en el seu
treball van trobar diferéncies entre grups en el nombre d’errors comesos durant
'adquisicid de l'aprenentatge. Aixi mateix, en un estudi de DVS al LAM en qué es

lesionava el nucli caudat de les rates tampoc es van observar diferéncies entre grups
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amb lesidé i sham en les laténcies per trobar la plataforma, siné en el nombre d’errors
[303]. Una possible explicacié del perqué aquests efectes en I'adquisicid no es van
manifestar a la retencio podria ser I'aparicié d’'un estat d’estrés agut o ansietat en els
animals. Els subjectes del grup AEIC semblaven presentar respostes conductuals
d’ansietat, ja que van mostrar una tendéncia a fer més tigmotaxi que els SHAM. El
possible efecte ansiogénic del tractament hauria dificultat el record de la tasca apresa
com es va observar al test de retencid, semblava que els subjectes SHAM recordaven

millor que els autoestimulats la ubicacié aproximada de la plataforma.

Una variable a destacar en aquest estudi va ser la diferéncia significativa en I'evolucié
dels pesos dels animals al llarg de I'experiment. Tal com ja van introduir diversos estudis
pioners d’estimulacio eléctrica cerebral, I'estimulacié del FPM a nivell de 'HL no només
esta relacionada amb el reforg siné també amb respostes homeostatiques d’ingesta
d’aliments [331]. En estudis de lesions electrolitiques de I'HL es va veure que les lesions
suprimien la conducta de menjar [53] mentre que I'estimulacio eléctrica d’aquesta area
desencadenava una ingesta vorag en rates [331, 332] i altres espécies [55, 333, 334],
inclus en humans [335]. Un estudi recent de DBS al NAcc per tractar pacients amb TOC
[336] va trobar que 5 dels 18 pacients havien experimentat un augment de pes
significatiu des de l'inici del tractament. Es possible que 'AEIC, amb la configuracié de
parametres del present treball, hagués produit un increment en la ingesta d’aliment i
consequentment en el pes dels animals autoestimulats, perd no ho podem afirmar de
manera categorica ja que no vam fer un control exhaustiu de les quantitats d’aliment

ingerit al llarg del procés experimental.

Per altra banda, alguns estudis neurofisioldgics van indicar que la implantacié d’un
electrode a I'HL podia produir respostes diferents en funcié de la zona especifica
d’'implantacio (central o periférica) en aquest nucli. Els subjectes estimulats en una zona
meés periférica van presentar conducta d’ingesta i major motivacio que aquells estimulats
en una zona més central [337], suggerint que les vies activades per la conducta d’'ingesta
estaven anatdmicament dissociades de les del refor¢. Malgrat que les vies considerades
responsables de 'AEIC semblen ser diferents a les activades per 'administracié remota
de l'estimulacié eléctrica cerebral [338] també es van trobar efectes d’augment de la
ingesta i conseqlient augment de pes en animals autoestimulats [339]. Si 'augment de
pes corporal dels animals que van rebre AEIC era degut a la ingesta, i si aquest augment
estava relacionat amb al lloc d'implantacio de I'eléctrode o els parametres d’ona aplicats,
no queda clar. Probablement la hipotesi més plausible sigui que els parametres d’ona
del corrent eléctric estimulant estiguin implicats en aquest efecte, ja que en la majoria

de treballs amb AEIC del FPM no es van reportar aquestes diferéncies entre grups en
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el pes corporal, tant si el tractament s’aplicava amb ona quadrada [9] com sinusoidal [6,
12, 27, 133, 136].

La DBS d’alta frequéncia (>100Hz) es va mostrar efectiva per millorar la memoria en
models animals d’Alzheimer [156, 157], facilitant la memodria de reconeixement i
restablint els déficits de memoria espacial depenent de 'HPC. Un tractament de DBS
d’alta frequéncia al fornix també va resultar efectiu en models animals de dany cerebral
traumatic [158] per facilitar els déficits d’aprenentatge i memoria associats, per tant, en
aquest experiment vam seguir aplicant una AEIC d’alta freqiiéncia com en I'experiment
anterior. Tal com ens haviem plantejat a I'inici d’aquest experiment, incrementant la
freqiéncia vam poder reduir la intensitat d’estimulacié necessaria per tal que els
subjectes realitzessin la conducta d’AEIC. Tot i aixi, no vam obtenir els resultats
previstos, probablement per un efecte diferent a I'esperat sobre vies neurals
relacionades amb la ingesta, o bé per un efecte ansiogénic del tractament.
L’administracié de DBS al fornix a 100 i 50Hz de freqiiéncia d’estimulacié es va mostrar
efectiva per facilitar la memoria en models animals de la malaltia d’Alzheimer [30], i quan
s’administrava al cortex entorrinal a 50Hz produia una millora en la memoria espacial
[204]. A més, els estudis que van aplicar DBS del FPM o arees directament relacionades
amb el sistema del reforg utilitzaven frequencies de 130Hz [200, 321]. Un estudi de DBS
administrada al FPM en un model animal de depressid, a una freqiéncia de 130Hz [316],
ja va trobar efectes ansiogénics del tractament. Aixi doncs, i si tenim en compte que la
freqléncia de 200Hz és bastant superior a les utilitzades en els experiments comentats
anteriorment, creiem que el corrent d’alta freqiéncia administrat en el present
experiment podria haver estat responsable dels efectes d’ansietat observats en els
animals autoestimulats, i de la manca d’efectes de facilitacié de la memoria.

Aixi doncs, per I'Experiment Ill vam modificar els parametres del corrent eléctric
administrat, mantenint la durada dels trens perd canviant a un paradigma d’estimulacio
de baixa freqiéncia amb polsos de llarga durada, amb l'objectiu d’assimilar-lo a
'administrat al nostre laboratori amb corrent d’ona sinusoidal. Al mateix temps, amb
aquests parametres d'ona, també buscavem obtenir la conducta d’AEIC amb una

intensitat d’estimulacié moderada.
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4. EXPERIMENT Il

4.1. Introduccié

Malgrat els canvis de configuracio dels parametres del corrent per I'AEIC aplicats a
'experiment anterior, tampoc vam trobar efectes facilitadors del tractament en
I'adquisicio de I'aprenentatge ni en la seva retencid. Els subjectes que van rebre AEIC
van presentar certa tendéncia a cometre menys errors que els SHAM pero igualment
vam trobar indicis d’'una interferéncia de 'AEIC en la retencio de la tasca de DVS. Donat
que pels dos experiments previs haviem aplicat uns parametres d’ona d’alta freqtiéncia
amb polsos de curta durada, en aquest, vam decidir aplicar polsos de més llarga durada
i reduir la frequéncia d’estimulacio per tal de trobar efectes de facilitacié de la memoria.
Per fer aquests canvis, ens vam basar en experiment del nostre laboratori que havien
trobat efectes amb ona sinusoidal de 50Hz de freqléncia i polsos d'una durada
aproximada de 20-30ms [9, 11, 12, 64, 133]. Altres estudis també van trobar efectes
positius sobre la memoria amb freqliéncies inclus més baixes (7.7Hz) [155, 340]. Aixi,
vam aplicar unes condicions d’AEIC, amb corrent de baixa frequéncia i polsos de llarga
durada perd mantenint la mateixa durada del tren que permetessin igualment obtenir la

conducta d’AEIC amb una intensitat d’estimulacid moderada.

4.2 Material i procediment

En aquest tercer experiment vam utilitzar un total de 23 rates de la soca Wistar, de 92.32
dies (DE=2.67) d’edat i un pes mitja de 344.05g (DE=17.47) a l'inici de I'experiment. Tot
allo referent a ética i benestar animal, tipus i procedéncia dels animals, procediments
quirurgics i coordenades d’'implantacié dels eléctrodes, adquisici6 de la conducta,
aparells, analisi estadistica de les dades, modelament, assignacié a grups
experimentals, tractament d’AEIC (excepte els parametres del corrent eléctric),
adquisicié de I'aprenentatge, test de retencio i analisi histoldgica es van realitzar de

manera idéntica als experiments anteriors.

Parametres del corrent eléctric

D’acord amb el nostre objectiu, la configuracié dels parametres del corrent eléctric del
present experiment va quedar de la segient manera: cada estimulacioé era un tren de
300ms de durada, a una frequéncia de 33Hz, format per 10 polsos bifasics d’ona
quadrada (1pols positiu seguit d'1 pols negatiu) de 30ms de durada cada pols doble
(Fig.20). Tots els parametres del corrent estimulant excepte la intensitat es van mantenir

fixos al llarg de I'experiment.
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Fig. 20 Parametres del corrent eléctric amb ona quadrada de I’Experiment lll. Representacio grafica
d’un tren d’AEIC complet de 300ms amb la distribucio real dels polsos en 1s.

4.3 Resultats
4.3.1 Subjectes

L’analisi estadistica va indicar que els grups partien de pesos similars a 'inici de I'estudi
i no vam trobar diferéncies significatives entre els grups en I'evolucié del pes corporal al
llarg de les diferents fases experimentals. En el decurs de I'experiment vam excloure 4
subjectes que presentaven estereotipies molt marcades que els impedien modelar i/o
executar la conducta d’AEIC. La mostra final va constar de 19 subjectes (SHAM: n=8,
AEIC: n=11).

4.3.2 Parametres d’AEIC

La taula 6 mostra els rangs, valors mitjans i les desviacions estandard de les variables

d’AEIC, aixi com algunes observacions de la conducta dels animals durant el tractament.

Intensitat d’estimulacié (uA) Durada del tractament (minuts) Efectes conductuals

Aturades (n=3)
Rang: 65 a 150 Rang: 25 a 88

Convulsions (n=2)
Mitjana: 106.82 (24.421) Mitjana: 53.09 (19.455)

Estereotipies (n=4)

Taula 6 Parametres i efectes conductuals de les sessions d’AEIC. Es representen els valors mitjans
(xDE) dels parametres d’AEIC del subjectes que van rebre tractament i els efectes sobre la conducta
associats al tractament. Entre paréntesi es mostra el nombre de subjectes que van mostrar la conducta.
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4.3.3 Sessions d’adquisicié de la tasca de DVS

L’estudi de mesures repetides de l'evolucid de les laténcies, com a index
d’aprenentatge, va mostrar una tendéncia lineal decreixent dels grups al llarg de les 5
sessions d’adquisicié [F1,17=12.427, P=.003]. Aquesta evolucié no va dependre del grup
(factor interacci6 GRUP x SESSIO n.s.] i, com s’observa a la Fig.21A, ambdds grups
van presentar un nivell d’aprenentatge similar al llarg de les sessions. El factor SESSIO
va resultar significatiu [F4,63=5.203, P=.001] perd no es van trobar diferéncies en el factor
GRUP [F117=0.612, P=.445]. L’'analisi d’efectes simples va mostrar diferéncies
estadisticament significatives entre les laténcies dels dos grups en la primera sessi6
d’adquisicié (P=.002). No hi van haver diferéncies entre grups en la mitjana del nombre
d’errors comesos a les sessions d’adquisicio, els factor GRUP i SESSIO [F117=0.149,
P=.704; F46=0.707, P=.590 respectivament], i la interacci6 GRUP x SESSIO
[F468=0.488, P=.744] no van resultar significatius (Fig.21B).

En relacié a les variables de control, no vam trobar diferéncies significatives en el temps
en parets i la distancia mitjana recorreguda. Per la velocitat de natacid, el factor SESSIO
era significatiu [F465=3.930, P=0.006], pero no ho van ser el GRUP ni la interaccié GRUP
x SESSIO [F1.17=1.426, P=.249; F,6s=1.820, P=.135 respectivament]. L’analisi d’efectes

simples va mostrar diferéncies significatives a la tercera sessi6 (P=.037) (Fig.21C).

90 1.5
. & AEIC
80 -8 SHAM )
n 2
s S 1.0
S 70 s 1
1 3
.g 60 g
8 S 0.5
= 50 :E.
- =
40
OT T T T T 1 0.0 T T T T 1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Sessié Sessi6
80
0
E 754 *
L
0 70
o
=
g 654
[
°
E 60+
B
OT T T T T 1
1 2 3 4 5

Sessio

Fig. 21 Efectes de I’AEIC en les sessions d’adquisicio de I'aprenentatge. (A) Mitjana de laténcies (+SE)
a les 5 sessions d’adquisicio. (B) Mitjana del nombre d’errors (+SE) comesos durant les sessions per cada
grup i sessiod. (C) Velocitat mitjana de natacié per cada grup i sessi6. *P<0.05
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4.3.4 Test de retencio

Els resultats de les proves t-test de la sessid de retencié no van mostrar diferéncies
significatives entre els grups en el temps al quadrant target, tant per la sessié global
[t17=0.839, P=.413] com per la primera meitat [ti7=-0.099, P=.922]. En canvi,
contrariament a I'esperat i considerant el test de retencié en global, els subjectes SHAM
van estar més temps al quadrant target respecte de l'atzar [t;=2.742, P=.029] (Fig.22A)
indicant que aquest grup recordava on era la plataforma i el grup AEIC no. El subjectes
del grup AEIC van estar significativament més temps a l'annulus del target que els
subjectes SHAM, durant els primers 30 segons del test de retencio [t19=-2.235, P=.039]
(Fig.22B) i van recorrer significativament més distancia que els SHAM [t7=-2.360,
P=.032] en els primers 30 segons del test [t19=-3.073, P=.007] (Fig.22C). En la resta de

variables d’estudi i control no vam trobar diferéncies significatives entre grups.

Temps en el quadrant target Temps en I'annulus del target (TA30) Distancia recorreguda (t30)
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Fig. 22 Efectes de I’AEIC sobre la memoria al test de retencié. (A) TQ30 i TQ60: percentatge de temps
al quadrant target a la primera meitat del test i global (+SE); (B) TA30: percentatge de temps a I'annulus
del target a la primera meitat del test (+SE); (C) Distancia recorreguda a la primera meitat del test de
retencio (+SE). La linia discontinua de la grafica A representa el nivell d’atzar. *P<0.05. **P<0.01

4.3.5 Trajectories de natacio

A diferéncia dels experiments previs, I'analisi qualitativa de les estratégies de natacié no
va indicar una preferéncia per una estrategia directa (Fig.23A) o una estratégia d’assaig-
error (Fig.23B). El test de chi-quadrat no va posar de manifest diferéncies entre grups
pel que fa a les estratégies observades (X%,17=0.012, P=.994). La taula de la figura 23C

mostra els percentatge de subjectes per grup que van triar una estratégia o l'altra.

C

ESTRATEGIA

GRUP ‘ Assaig-Error  Directa n/a
SHAM ‘ 37.5% (3) 25.0% (2) 37.5% (3)
AEIC ‘ 36.4% (4) 27.3% (3) 36.4% (4)

Fig. 23 Estratégies de natacio durant la fase d’adquisicié. Imatges d’'una estratégia directa (A) i d’'una
estratégia assaig-error (B). El quadrant inferior esquerra correspon amb la ubicacié de la plataforma; el
cercle concentric extern és I'annulus del targeti el cercle intern és el target (plataforma). (A) animal del grup
AEIC; (B) animal del grup SHAM; (C) percentatge d’animals per grup i estratégia de natacié. n/a: no aplica.
La freqlieéncia es mostra entre paréntesi a continuacié dels percentatges.
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4.3.6 Histologia

La valoracio6 histoldgica de la implantacié dels eléctrodes va mostrar que es localitzaven
entre les coordenades AP -1.56 mm i -3.24 mm en referéncia a bregma, d’acord amb

I'atles estereotaxic [320]. No es va observar cap lesi6 al teixit.

4.3.7 Analisi de correlacions

La intensitat d’estimulacié necessaria per obtenir la conducta d’AEIC en aquest tercer
experiment i la durada del tractament es descriuen a lapartat 4.3.2. L’'estudi
correlacional entre la durada del tractament i el percentatge de temps al quadrant target
al test de retencidé va mostrar una alta correlacié positiva i significativa. Aquestes
correlacions es van trobar tant pel global del test [rs=.886**, P<.0001] (Fig.24A) com per
la primera meitat [rs=.919**, P<.0001] (Fig.24B).

g
\

drant target (min) t50

idrant target (min) t30
\
\

Fig. 24 Representacioé grafica de correlacions entre variables d’AEIC i conducta. Correlacio entre la
durada del tractament amb AEIC i el percentatge de temps que els animals estaven al quadrant target durant
el test de retencid. (A) test de retencié global (t60); (B) primera meitat del test de retencié (t30).

4.4 Discussio

En aquest tercer experiment tampoc vam veure efectes del tractament en I'adquisicié de
la tasca de DVS; tots els animals, tant del grup AEIC com SHAM van aprendre per igual.
A diferéncia del que vam veure a I'experiment anterior, en aquest no es van observar
diferéncies en el nombre d’errors al llarg de les sessions d’adquisici. Per altra banda,
els animals autoestimulats van nedar més lentament que els SHAM, aix0 podria indicar
certs efectes ansiolitics del tractament a diferéencia del que haviem vist en els
experiments anteriors, o bé, podria ser degut al fet que els animals autoestimulats ja
havien comengat la fase d’adquisicid presentant laténcies significativament inferiors a

les del grup SHAM, és a dir, sabien on era la plataforma i per aquest motiu presentaven
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nivells menors d’ansietat. Al test de retencio els subjectes del grups AEIC van passar
meés temps a l'annulus del target i van nedar més distancia que els SHAM. Les
diferéncies en la distancia recorreguda podrien ser degudes a I'efecte de I'AEIC sobre
I'activitat motora per un arousal anormalment incrementat, o bé, a una major motivacio
per trobar la plataforma. Aquesta ultima opcié sembla la més plausible, ja que un major
temps en I'annulus indicaria major record de la ubicacio de la plataforma, per tant, els
animals haurien buscat amb més interés que els que no ho recordaven tan bé. A més,
considerar que els animals autoestimulats presentaven un arousal anormalment elevat
no encaixaria amb els resultats de la fase d’adquisicid, on vam veure que aquests
animals nedaven més lentament que els SHAM malgrat no mostrar diferéncies en
'aprenentatge. No obstant, no podem considerar que al test de retencié trobéssim
efectes de 'AEIC en la memoria perqué els resultats de I'estudi del temps al quadrant
target van indicar que els animals del grup AEIC no recordaven on era plataforma mentre

que els del grup SHAM si que ho recordaven, considerant el global del test de retencio.

A diferéncia del que haviem observat als Experiments | i I, en el present treball vam
veure que tant els subjectes AEIC com els SHAM havien implementat per igual les
estratégies assaig-error i directa, aquesta dada podria indicar que I'AEIC ja no tenia
efectes ansiogénics en els animals. A favor d’aquesta hipotesi, podem dir que a més de
no mostrar preferéncia per una o altra estratégia, els animals d’ambdds grups no van
mostrar diferéncies en la conducta de tigmotaxi i els autoestimulats van nedar més
lentament durant la fase d’adquisicio.

L’estudi de correlacions ens va mostrar que els subjectes que tardaven més a finalitzar
el tractament van estar significativament més temps al quadrant target durant la sessi6
de retencié que els que van fer el tractament de manera més rapida i continuada.
Aquests resultats concorden amb els obtinguts en I'experiment anterior indicant un
possible efecte de la durada del tractament sobre la retencid. No obstant, i tal com vam
veure també a I'experiment anterior, I'estudi del temps que els animals estaven al
quadrant target va indicar que els que havien rebut AEIC no recordaven la ubicacié de
la plataforma.

L’AEIC, tot i haver mostrat ser capag¢ de produir canvis plastics al cervell similars als
produits per I'aprenentatge [8, 37, 171, 172, 187], també pot produir efectes no desitjats
com per exemple convulsions generalitzades o focalitzades [341] i moviments
estereotipats [65, 342, 343]. En el present experiment alguns animals van presentar
estereotipies motores que els van impedir desenvolupar la conducta d’AEIC. En el
moment de rebre I'estimulacio eléctrica desplacaven el cap i les extremitats anteriors

cap al costat contralateral a la implantacio de I'eléctrode, impedint-los prémer la palanca
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i/o formar una associacio entre I'estimulacio i la palanca. No obstant, fora de la gabia de
Skinner on van rebre 'AEIC els animals van mostrar una conducta normal i un estat de
salut general optim. Es molt probable que, tot i haver reduit la freqiiéncia del polsos
eléctrics, una durada excessiva d’aquests hagués estat la causa dels efectes adversos

observats en alguns animals.

Els estudis parametrics de DBS on es modifica la durada dels polsos de I'ona eléctrica
s’han realitzat majoritariament en pacients amb Parkinson per tractar tremolors i
problemes motors [140, 344, 345] i en altres trastorns neuroldgics amb afectacié motora
[346, 347]. Una dada a destacar és que quan s’incrementa I'amplada del pols es
requereix menys intensitat per activar un volum similar de teixit pero, paral-lelament,
poden incrementar-se els efectes perjudicials de la DBS [348]. Per exemple, una
estimulacié eléctrica amb polsos de 60us de durada pot reduir les convulsions en
pacients amb epilépsia, perd només si es deixa un interval minim de 60s entre polsos,
en canvi, si 'estimulacio és continua pot provocar convulsions [349].

Donat que els treballs de DBS destinats a pal-liar simptomes motors activen arees
cerebrals diferents, els parametres d’ona efectius son dificilment comparables amb els
que son efectius en altres trastorns neuropsiquiatrics. Els estudis en que es va trobar
que la DBS era capac¢ de millorar simptomes motors, la durada dels polsos es trobava
en un rang entre 60 i 120us [140, 344, 345], mentre que per tractar el TOC de manera
efectiva els polsos solien ser de més llarga durada (210us) [220]. Inclus el tractament
de la depressido major va requerir polsos més llargs per millorar I'estat d’anim quan
s’estimulava el cortex cingulat subcallés, amb una durada del pols entre 270 i 450us
[350].

Les estereotipies observades en alguns animals del present experiment que van rebre
AEIC podrien ser degudes a una expansié del corrent cap a arees motores adjacents.
La capsula interna és anatomicament molt propera al FPM, formant part del tracte
corticospinal que transmet informacié descendent des del cortex motor primari (CM1)
cap a les neurones motores caudals ubicades a la banya ventral de la medul-la espinal
[351]. De fet, en un estudi d’estimulacié del FPM a I'ATV ja es van trobar efectes
d’activacié neuronal amb polsos de curta durada (20-60us) i a mida que s’incrementava
la durada (fins a 120us) es reduien i desapareixien els efectes [352].

Una limitacioé important per poder validar els resultats d’aquest estudi és que els grups
experimentals no van iniciar la fase d’adquisicié en les mateixes condicions, els animals
del grup AEIC van fer laténcies significativament menors que els del grup SHAM a la

primera sessi6é d’adquisicio. Aquestes diferéncies van desapareixer a partir de la segona
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sessio i podrien ser degudes al fet que els animals del grup AEIC van rebre estimulacié
eléctrica durant les sessions de modelament i ClO prévies a l'inici de la fase d’adquisicio,
a diferéncia dels subjectes del grup SHAM que no les van rebre. No obstant, en els dos
estudis anteriors d’aquest bloc la fase de modelament i CIO es va realitzar de manera
idéntica i no es va observar aquest efecte.

En resum, aquest tercer experiment del bloc | va mostrar que els parametres de I'AEIC
administrada no semblaven ser efectius per facilitar la retencié de la tasca de DVS al
LAM. A més, ens vam trobar amb tres limitacions, 1) el tractament podria haver produit
efectes adversos sobre el sistema motor, 2) els animals van partir de laténcies
significativament diferents a l'inici de I'experiment i 3) els resultats del test de retencié
van ser contradictoris. Per tant, no podem concloure que els subjectes que van rebre
'AEIC presentessin retencid de l'aprenentatge adquirit durant la fase d’adquisicio.
Addicionalment, vam trobar una correlacié positiva entre la durada del tractament i la
retencié de la tasca, perd no podem afirmar que un tractament administrat de manera
meés rapida o més lenta pot influir en la retencié de I'aprenentatge. Caldria fer nous
estudis paramétrics controlant la durada del tractament per obtenir més informacié de la
relacio d’aquesta variable amb els efectes de I'AEIC sobre la memoria, per exemple,
aplicant un interval de temps de corrent 0 entre polsos. Al mateix temps, aplicar aquest
interval probablement permetria reduir els possible efectes adversos dels polsos de

llarga durada administrats de manera continuada.
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5. EXPERIMENT IV

5.1 Introduccié

Tot i els canvis de configuracié dels parametres del corrent eléctric de 'AEIC realitzats
a I'experiment anterior, no vam trobar facilitacié en I'adquisicié de I'aprenentatge ni en
la retencio. Només el grup SHAM es va estar un percentatge de temps superior a 'atzar
al quadrant target durant el test de retencié. A més, el tractament hauria pogut produir
efectes adversos en els animals i dificultar 'execucié de la tasca. Per tant, I'objectiu
d’aquest quart experiment va ser configurar un corrent electric amb caracteristiques
encara més similars a les de 'AEIC d’ona sinusoidal aplicada habitualment al nostre
laboratori, que ja havia mostrat efectes de facilitacié de I'aprenentatge i la memoria. Al

mateix temps, vam procurar evitar els efectes adversos de I'estimulacio.

5.2 Material i procediment

En aquest quart experiment vam utilitzar un total de 18 rates de la soca Wistar, de 91.12
dies (DE=1.80) d’edat i un pes mitja de 347.65g (DE=25.91) a l'inici de I'estudi. Tot allo
referent a ética i benestar animal, tipus i procedéncia dels animals, procediments
quirurgics i coordenades d’implantacio dels eléctrodes, adquisicid6 de la conducta
d’AEIC, aparells, analisi estadistica de les dades, modelament, assignacié a grups
experimentals, tractament d’AEIC (excepte els parametres del corrent eléctric),
adquisicié de I'aprenentatge, test de retencié i analisi histoldgica es van realitzar de
manera idéntica als experiments previs. Els Experiments Il i IV d’aquest bloc es van
solapar parcialment en el temps permetent-nos usar els mateixos subjectes del grup
SHAM per ambdos treballs.

Parametres del corrent eléctric

Per configurar els parametres d’ona del corrent eléctric vam reduir la durada dels polsos
i augmentar la freqiéncia d’estimulacié respecte de I'experiment anterior. Per evitar
efectes no desitjats o danys en el teixit neural, vam reduir la durada dels trens de 300ms
a 200ms, de manera que cada estimulacié consistia en un tren de 200ms, a 50Hz de
frequéncia, format per 10 polsos dobles d’ona quadrada (1 pols positiu seguit d'1 pols
negatiu) de 20ms de durada cada pols doble (Fig.25). Excepte la intensitat, tots els

parametres del corrent estimulant es van mantenir fixos al llarg de I'experiment.
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Fig. 25 Parametres del corrent eléctric amb ona rectangular de I’'Experiment IV. Representacio grafica
d’un tren d’AEIC complet de 200ms de durada amb la distribucio real dels polsos en 1s.

5.3 Resultats

5.3.1 Subjectes

L’analisi estadistica va mostrar que els grups partien de pesos similars a l'inici de
I'experiment i no vam trobar diferéncies entre els grups en I'evolucié del pes al llarg de
les diferents fases experimentals. Es va excloure de I'experiment un subjecte del grup
SHAM degut a una pérdua de pes progressiva que podria haver afectat els resultats. La
mostra final va constar de 17 subjectes (SHAM: n=8, AEIC: n=9).

5.3.2 Parametres d’AEIC

La taula 7 mostra els rangs, valors mitjans i les desviacions estandard de les variables

d’AEIC, aixi com algunes observacions de la conducta dels animals durant el tractament.

Intensitat d’estimulacié (pA) Durada del tractament (minuts) Efectes conductuals

Aturades (n=3)
Rang: 50 a 250 Rang: 30 a 51

Mitjana: 112.22 (60.782) Mitjana: 37.67 (8.544)

Sobreactivacié (n=2)

Convulsions (n=4)

Taula 7 Parametres i efectes conductuals de les sessions d’AEIC. Es representen els valors mitjans
(xDE) dels parametres d’AEIC del subjectes que van rebre tractament i els efectes sobre la conducta
associats al tractament. Entre paréntesi es mostra el nombre de subjectes que van mostrar la conducta.

5.3.3 Sessions d’adquisicié de la tasca de DVS

L’analisi de mesures repetides de [l'evolucid6 de les laténcies, com a index
d’aprenentatge, va mostrar una tendéncia lineal decreixent dels dos grups al llarg de les
5 sessions d’adquisicio [F1,15=30.367, P<.0001]. Aquesta evolucié no va dependre del

grup (factor interacci6 GRUP x SESSIO n.s.] de manera que, com s’observa a la figura
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26A, ambdéds grups van presentar un nivell d’aprenentatge similar al llarg de les
sessions. L’analisi d’efectes simples no va mostrar diferéncies entre les laténcies dels
dos grups en cap de les sessions. Tampoc hi havia diferéncies entre els grups AEIC i
SHAM en la mitjana del nombre d’errors comesos a les sessions d’adquisicié (Fig.26B)
donat que, ni el factor GRUP ni la interaccié GRUP x SESSIO van resultar significatius
[F115=0.212, P=.652; F460=0.577, P=.680 respectivament]. En relaci6 a les variables de
control, tampoc es van trobar diferéncies estadisticament significatives en la distancia

mitjana recorreguda, velocitat de natacio i temps en parets.
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Fig. 26 Efectes de I’AEIC en les sessions d’adquisicié. (A) Mitjana de les laténcies (+SE) i (B) mitjana
del nombre d’errors (+SE) comesos durant les cinc sessions d’adquisicié.

5.3.4 Test de retencioé

Tot i que no es van observar diferéncies significatives entre grups en el temps al
quadrant target, una analisi de comparacié de mitjanes va indicar que el temps que el
grup AEIC estava al quadrant target era superior al que hi hauria estat per atzar, tant a
la primera meitat del test (TQ30) com al global (TQ60) [ts=4.399, P=.002; ts=3.077,
P=.015, respectivament]. En canvi, pel grup SHAM aquest efecte només es va veure al
global del test [ts=2.742, P=.029] (Fig.27A). Els resultats de les proves t-test van mostrar
diferéncies significatives entre els grups AEIC i SHAM en I'error de Whishaw al global
de la sessio (EW60) [t17=-2.360, P=.032] i als primers 30 segons (EW30) [t17=-2.586,
P=.021]. Els subjectes que van rebre tractament feien una cerca més acurada que els
del grup SHAM (Fig.27B). Aixi mateix, pel grup AEIC el temps mitja que van passar a
'annulus del target durant els primers 30 segons del test de retencié (TA30) va ser
significativament superior al del grup SHAM [t17=-2.198, P=.044] (Fig.27C). També vam
trobar diferéncies entre grups a la variable de control temps en parets (TP60), els
subjectes del grup AEIC van fer menys tigmotaxi que els del grup SHAM [t17=2.411,
P=.029] (Fig.27D). A la resta de variables d’estudi i control no es van trobar diferéncies

entre grups.

93



Bloc | / Experiment IV Treballs experimentals

A Temps en el quadrant target B Error de Whishaw
16
* - AEIC
L 14
* * 5~ 3 SHAM
TE 12
£ o *
2 I - 8§38 10-
2 o3 8
[ Q<
° g2 64
B <
£z,
: o
B 2]
T T 0- T T
TQ60 WE30 WE60
C Temps en I'annulus del target (TA30) D Temps en parets (TP60)
20+ 60~
* *
50
151
» » 404
3 o
£ £
£ 104 2
3 3
® =
5
0

T T
AEIC SHAM AEIC SHAM

Fig. 27 Efectes de I’AEIC sobre la memoria al test de retencié. (A) Percentatge de temps al quadrant
target, primers 30 segons i global del test (+SE); (B) Error de Whishaw, primers 30 segons i global del test
(xSE); (C) Percentatge de temps a I'annulus del target, primers 30 segons del test (+SE); (D) Percentatge
de temps en parets en el global del test (+SE). Abreviatures: TQ, Temps al quadrant target; WE, error de
Whishaw; TA, temps a I'annulus del target; TP, temps en parets. La linia discontinua de la grafica A indica
el nivell d’atzar. *P<0.05; **P<0.01

5.3.5 Trajectories de natacio

L’analisi qualitativa de les trajectories de natacioé va mostrar que alguns subjectes triaven
una estratégia de natacié directa (Fig.28A) mentre que altres aplicaven una estratégia
d’assaig-error (Fig.28B). Un test de chi-quadrat no va mostrar diferéncies entre grups
pel que fa a les estratégies (X%,15=1.480; P=.477). La taula de la figura 28C mostra els

percentatge de subjectes per grup que triaven una estratégia o I'altra.

C
ESTRATEGIA
GRUP | Assaig-Error Directa n/a
SHAM 37.5% (3) 25.0% (2)  37.5% (3)
AEIC 66.7% (6) 11.1% (1)  22.2% (2)

Fig. 28 Estratégies de natacié durant I’adquisicié. Imatges d’una estratégia directa i d’'una estratégia
assaig-error. El quadrant inferior esquerra es correspon amb la ubicacié de la plataforma, el cercle
conceéntric extern és l'annulus del target i el cercle intern és el farget (plataforma). (A) animal SHAM; (B)
animal AEIC; (C) percentatge d’animals per grup i estratégia de natacié. n/a: no aplica. La frequéncia es
mostra entre paréntesi a continuacio dels percentatges.
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5.3.6 Histologia

La valoracié histologica de la implantacié dels eléctrodes va mostrar que tots ells es
localitzaven entre les coordenades AP -1.80 mm i -3.12 mm en referéncia a bregma
d’acord amb I'atles estereotaxic [320]. No es va observar cap lesio en el teixit ni en

estructures adjacents.

5.3.7 Analisi de correlacions

La intensitat d’estimulacié necessaria per obtenir la conducta d’AEIC en aquest quart
experiment i la durada del tractament es descriuen a lapartat 5.3.2. L’'estudi
correlacional entre aquests parametres d’estimulacio i la conducta dels animals a la
tasca de DVS va mostrar una correlacié positiva i significativa entre la durada del
tractament i el percentatge de temps al quadrant target durant el test de retencio
[rs=0.761*, P=.017] (Fig.29).
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Fig. 29 Estudi de correlacions entre parametres d’AEIC i conducta. Grafica de correlacié entre la
durada de tractament amb AEIC i el percentatge de temps al quadrant target al test de retencié.

5.4 Discussio

En aquest quart i Ultim experiment del primer bloc no vam veure efectes del tractament
en I'adquisicio de la tasca de DVS. Tots els animals, tant del grup AEIC com SHAM van
aprendre la tasca per igual. Tampoc es van observar diferéncies en el nombre d’errors
al llarg de les sessions d’adquisicié. En canvi, els animals que van rebre AEIC van
mostrar un grau de record millor al test de retencid, evidenciant de nou els efectes
facilitadors de 'AEIC a la tasca de DVS al LAM [27]. Els nostres resultats concorden
amb els de Garcia-Brito [353] en qué es realitzava un experiment idéntic perd aplicant
AEIC amb ona sinusoidal, en aquell cas, tampoc es van veure efectes del tractament en

I'adquisicio pero si al test de retencio.
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A diferéncia dels Experiments | i I, en aquest experiment i 'anterior (Experiments Ill i
IV) 'analisi qualitativa de les trajectories de natacié semblava indicar que els animals
d’ambdds grups eren capacgos d’implementar una o altra estratégia, per tant no sembla
que el fet d’haver rebut o no tractament hagués pogut influir en la tria d’'una estratégia
en concret, a diferéncia del que van trobar Garcia-Brito i col-laboradors en un experiment
idéntic perd amb AEIC d’ona sinusoidal [27]. Al grup AEIC hi havia un nombre major
d’animals que hauria mostrat una estratégia assaig-error respecte del grup SHAM,
aquesta dada podria explicar el perqué no vam trobar diferéncies entre els grups a la
fase d’adquisicié pero si a la de retencié. El tractament podria haver estat efectiu, perd
la tria equivocada d’'una estratégia menys eficient hauria dificultat la localitzacié de la
plataforma fent que no s’observessin les diferéncies fins a la fase de retencié.

Tal com ja haviem vist als experiments previs Il i lll, en el present experiment vam tornar
a trobar una correlacio positiva entre la durada de la sessié d’AEIC i el temps que els
animals estaven al quadrant target durant el test de retencié. Aquests resultats indicarien
que els animals que es van autoadministrar I'estimulacié de manera més lenta van tenir
més facilitat per recordar la ubicacié de la plataforma a la fase de retencié. Es probable
que el fet d’autoadministrar-se I'estimulacié més lentament deixi un marge de temps
suficient per l'activacié i expressié dels mecanismes de plasticitat implicats a nivell
cel-lular, com I'activacié de gens d’expressié primerenca que facilitarien la consolidacio
de la memoria.

En conclusid, en el present experiment I'AEIC va mostrar un efecte de facilitacio de la
memoria a la tasca de DVS al LAM. No obstant, aquest efecte només es va veure al test
de retencié i no a les sessions d’adquisicio, probablement degut a que alguns subjectes
haurien triar una estratégia de cerca assaig-error que podria haver augmentat la laténcia
per trobar la plataforma. A més, els animals que es van administrar 'AEIC de manera
meés lenta semblaven tenir millor record de la ubicacié de la plataforma al test de

retencio.
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1. EXPERIMENT V

1.1 Introduccié

El moment d’administracio de I'AEIC en relacio a 'entrenament és una variable important
que determina no només l'eficacia del tractament, sind quin procés o aspecte cognitiu
pot estar afectant. L'AEIC s’ha mostrat efectiva per facilitar la memoria en rates quan
s’administra post-entrenament i de forma contingent a I'adquisicié de I'aprenentatge [5—
7, 11], suggerint un paper modulador en la consolidacié de la memoria. Ara bé, també
s’ha constatat la seva capacitat per potenciar la memoria quan s’aplica pre-entrenament,
tant immediatament abans de les sessions [132, 152] com de forma aillada, sense que
hi hagi contingéncia o continuitat temporal entre 'AEIC i I'entrenament a la tasca
d’aprenentatge [165]. Essent aixi, vam hipotetitzar que I'activacio neuronal generada per
'AEIC podria actuar, no unicament reforcant les connexions sinaptiques establertes
préviament durant 'adquisicié d’'una tasca de memodria, sind també com a tractament
preparatori capa¢ de potenciar la plasticitat dels circuits neuronals implicats en diferents
tipus de tasques. Les persones en tractament amb DBS reben I'estimulacié alhora que
adquireixen diferents tipus d’aprenentatges a la seva vida quotidiana, tant implicits com
explicits. Aixi doncs, l'objectiu general d’aquest experiment va ser estudiar si un
paradigma de tractament amb AEIC distribuit al llarg del dia i no contingent amb
I'entrenament, més similar a com s’aplica la DBS a la clinica, seria capag¢ de facilitar
'aprenentatge i la memodria. Per a respondre a aquest objectiu, ens vam proposar
investigar si tres sessions d’AEIC administrades en diferents moments del dia durant
cinc dies consecutius podien facilitar 'adquisicié de dues tasques de memoria. Aquestes
tasques eren 1) 'lEV2, on s’avaluava memoria implicita, associativa i emocional, i 2) un
aprenentatge espacial relacional de memoria explicita al LAM. L’entrenament es va
realitzar de manera intercalada entre les sessions d’AEIC i sense que hi hagués una

relacio de contingéncia AEIC-entrenament.

1.2 Material i procediment

1.2.1 Subjectes

Es van utilitzar un total de 26 rates (Rattus norvegicus) albines mascles de la soca Wistar
procedents del nostre laboratori, de 90.42 dies (DE=6.31) d’edat i un pes mitja de
409.96g (DE=45.78) a l'inici de I'experiment. Tot alld referent a ética i benestar animal,
tipus i procedéncia dels animals experimentals, alimentacid, condicions ambientals i

manipulacié dels animals es va realitzar de manera idéntica als experiments del bloc I.
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1.2.2 Cirurgia estereotaxica

La intervencié quirdrgica d’'implantacio de I'eléctrode per obtenir la conducta d’AEIC es
va realitzar de manera idéntica als experiments del bloc | (veure l'apartat 2.2.3 de
'Experiment I). En aquest cas vam procedir a canviar les coordenades d’implantacié a
fi de minimitzar els possibles efectes sobre el sistema motor observats en alguns
subjectes en experiments previs. Les coordenades estereotaxiques utilitzades van ser
AP -2.3mm posterior a bregma, ML +1.8mm lateral a la linia medial sagital (hemisferi

dret) i DV -8.8mm de profunditat a partir de la superficie cranial [320].

1.2.3 Aparells
a) Aparells d’AEIC

La conducta d’AEIC dels animals es va dur a terme en una caixa operant Skinner
idéntica a la utilitzada en els experiments anteriors (veure I'apartat a del punt 2.2.4 de
'Experiment I). En el present experiment vam utilitzar un generador de corrent eléctric
d’'ona sinusoidal connectat a un oscil-loscopi Hameg (HM 412-5) per tal de controlar la
intensitat del corrent administrat als subjectes. L’estimulacié eléctrica cerebral va
consistir en 'administracié de trens d’ona sinusoidal de 300ms de durada, formats per
15 polsos bifasics a una freqiéncia de 50Hz. El rang d'intensitats d’estimulacié es
trobava entre 45 i 100pyA. Tots els parametres del corrent estimulant, excepte la

intensitat, es van mantenir fixos al llarg de I'experiment.

b) LAM

La tasca d’aprenentatge espacial es va dur a terme en un LAM idéntic a l'utilitzat als
experiments del bloc | (veure I'apartat b del punt 2.2.4 de 'Experiment |), perd en aquest
cas vam canviar la distribucié dels senyals contextuals i la posicié de la plataforma per
tal d’'adequar-lo a una tasca d’aprenentatge relacional de tipus espacial. Els senyals
estaven ubicats a I'exterior i al voltant de la piscina, distribuits en I'espai i suspesos del
fals sostre amb fils de nylon® a 45¢cm per sobre del nivell de l'aigua. Van consistir en 1)
una pilota de platja amb segments verticals alterns de color blau, blanc, groc i taronja de
50cm de diametre; 2) una ampolla blanca amb linies negres horitzontals de
30x10x10cm; 3) un os de peluix de color marré de 50cm d’alt; 4) una caixa blanca amb
forma de creu grega amb llum a linterior i coberta amb una pantalla de paper i 5) una
llum indirecta que enfocava a la cortina externa a la piscina, tal com es mostra a la figura
30 on es pot veure la distribucio dels estimuls. La plataforma es va situar al centre del

quadrant sud-est i es va mantenir constant en aquesta ubicacié al llarg de tots els
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assaigs i sessions. La ubicacio dels senyals en I'espai tampoc es va modificar. La resta
de caracteristiques de l'aparell, plataforma, camera de video i enregistrament de la

conducta dels animals eren idéntics als usats en els experiments del bloc I.

Laberint
Aquatic

Annulus
del target

Plataforma
ubmergida

Fig. 30 Representacio de la configuracié del LAM utilitzada per la tasca de memoria espacial (vista
superior). Els senyals contextuals (lampada de llum indirecta, llum ténue en creu, ampolla, os i pilota) es
trobaven situats a l'interior del recinte de la piscina, suspesos del fals sostre i distribuits en I'espai.

c) Shuttle-box

La tasca d’EV2 es va dur a terme en dues gabies shuttle-box automatitzades idéntiques
de 50cm llarg x 24cm ample x 25cm alt (Shuttle Flex Fusion, AccuScan Instruments Inc.
Columbus, Ohio, USA). Les gabies estaven ubicades a linterior de caixes aillants,
il-luminades amb un llum fluorescent de 10w col-locat a la paret posterior (27cm per
sobre del terra) i disposaven d'un extractor per facilitar la ventilacié. Els dos
compartiments de la gabia no tenien cap separacio fisica entre ells. El terra de la gabia
estava format per un enreixat electrificat amb corrent altern a través del qual
s’administrava el xoc eléctric (El) a les potes dels animals. Al sostre de cada gabia hi
havia instal-lats dos altaveus que emetien un so regulable en intensitat i freqlieéncia que
actuava com a EC, a més també disposava d’'una llum que s’activava al mateix temps
que el so. Tant els ECs com I'El s’activaven de manera preestablerta per
I'experimentador. Tot el procediment va ser controlat i enregistrat per un software Fusion

(Omnitech Electronics Inc.) a través d’un ordinador ubicat a la mateixa sala.
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1.2.4 Conducta d’AEIC

L’assignacio dels subjectes als grups experimentals, modelament de la conducta d’AEIC
i ClO es van realitzar de manera idéntica als experiments del bloc | (veure punt 2.2.5 de
'Experiment ). A diferéncia dels experiments anteriors, en aquest cas els subjectes del
grup AEIC es van autoadministrar un tractament d’estimulacié electrica, consistent en
2000 trens de corrent estimulant a la intensitat dptima préviament establerta a la mateixa
caixa de Skinner on havien realitzat el modelament. Aquest tractament es va administrar
tres cops al dia, a les 8.00h, les 13.00h i les 18.00h. Els subjectes del grups SHAM es
van quedar en una caixa Skinner durant 45 minuts (temps mitja de durada del tractament
d’AEIC) sense rebre estimulacié, mentre els subjectes del grups AEIC rebien el

tractament.

1.2.5 Procediment de la tasca d’EV2

a) Habituacio

Tres dies abans de linici de la primera sessié d’adquisicio tots els animals van ser
sotmesos a una sessié d’habituacié de 5 minuts de durada a la shuttle-box. Aquesta
sessio es va fer 3 hores després del modelament i la CIO per tal de deixar un periode
de descans. En aquesta sessi6 els animals podien deambular lliurement per l'interior de
la gabia i explorar els dos compartiments. L’objectiu de I'habituacio prévia a 'adquisicio
va ser disminuir la interferéncia que l'exposicid6 a estimuls nous pot produir en

'aprenentatge posterior [354].

b) Adquisicié de I’aprenentatge

L’adquisicio del condicionament d’EV2 va constar d’un total de 10 assaigs diaris durant
5 dies consecutius. Amb I'objectiu d’avaluar la memoria implicita, en aquest experiment
vam aplicar un paradigma de demora estandard, en el qual 'El apareixia immediatament
després de 'EC. L’EC era una combinacio de so i llum de 3s de durada. El so era d’1kHz
de freqiéncia i 50 dB d'intensitat, el llum era vermell i de 150 lux d’intensitat. Com a El
es va aplicar un xoc eléctric de 0.6mA d’intensitat (corrent altern) 3s després de l'inici
dels ECs i durant un maxim de 10s.

L’assaig es va iniciar amb l'aparicio dels ECs. Si 'animal canviava de compartiment
durant els 3s que duraven els ECs evitava que aparegués el xoc (resposta d’evitacio) i
s’iniciava l'interval entre assaigs de 60£10s. Si I'animal no feia una resposta d’evitacié
apareixia I'El (xoc eléctric), i si canviava de compartiment durant la presentacié de I'El,

es considerava una resposta de fugida. Els assaigs en qué I'animal no va fer cap
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resposta ni d’evitacié ni de fugida, I'El va desapareixer passats 10s i va comengar a

comptar I'interval entre assaigs.

c) Test de retencié

Els animals d’ambdés grups van ser sotmesos a una sessid de les mateixes

caracteristiques que una sessio d’adquisicid, 72h després de I'tiltima sessié d’adquisicio.

1.2.6 Procediment de la tasca de memoria espacial

a) Habituacioé

El mateix dia en que es va realitzar el modelamentila CIO, i després d’un periode minim
de 3 hores de descans, tots els subjectes van realitzar una sessi6 d’habituacié al LAM
durant 90s a fi de reduir lI'estrés i facilitar 'adaptacié a I'entorn on es realitzaria

I'aprenentatge.

b) Adquisicié de I’'aprenentatge

Tres dies després de les sessions de modelament i CIO, va comencar la fase
d’adquisicié de la tasca espacial al LAM. El protocol d’entrenament va consistir en 5
sessions, una sessio diaria de 4 assaigs cadascuna. L’interval entre assaigs va ser de
120s. A cada assaig, vam introduir I'animal des d’un dels quatre punts d’entrada a la
piscina (N,S,E i O). Si transcorreguts els 90s que durava I'assaig no havia trobat la
plataforma, el guiavem per aproximar-lo i facilitar que hi pugés. Un cop l'animal era a
sobre de la plataforma, el deixavem durant 15s per facilitar I'associacio entre el senyal i

la ubicacio de la plataforma, i a continuacié el retiravem de la piscina.

c) Test de retencié

Per obtenir evidéncies de la retencié de I'aprenentatge, vam sotmetre a cada rata a un
unic assaig de 60s de durada, 72h després de la darrera sessid d’adquisicio. Aquest
assaig va consistir a introduir I'animal a la piscina des del punt d’inici E amb tots els
senyals presents, pero sense la plataforma, i enregistrar-ne la conducta. Es va analitzar
si el subjecte tenia preferéncia per alguna area en concret o si, pel contrari, es
desplacava de manera aleatoria per la piscina. Un cop finalitzat el test de retencié i amb
I'animal encara a l'interior de la piscina, es va col-locar la plataforma, es va guiar 'animal

perqué hi pugés i I'hi vam deixar durant 15s per tal de generar una associacio entre la
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nova ubicacié de la plataforma i els senyals contextuals. A continuacié el vam treure i el

vam tornar a la seva gabia d’aillament.

1.2.7 Protocol experimental

Intercalades entre les 3 sessions diaries d’AEIC, es van realitzar les sessions
d’adquisicié de cada tasca (EV2 a la shuttle-box i espacial al LAM). Les proves es van
dur a terme diariament en un ordre altern mati (11.00h) / tarda (16.00h) per compensar
la influencia de I'ordre de realitzacio de les tasques en els resultats d’aprenentatge. Aixi
mateix, I'inici setmanal també es va alternar de manera que si la setmana 1 s’iniciava
amb la tasca d’EV2 al mati, la setmana 2 s’iniciava amb la tasca espacial al mati i a la
inversa. La figura 31 mostra amb detall el procediment de les diferents tasques i la seva

distribucio en el temps.

CIRURGIA A DQUISICIO (MATI / TARDA) TEST
ESTEROTAXICA | |

T .
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Fig. 31 Diagrama del procediment experimental de ’Experiment V. Es mostra la distribucié de les
proves d’aprenentatge (EV2 i espacial), durades i intervals entre assaigs. |l-lustracions adaptades d’A.
Mackey.

1.2.8 Histologia

Per valorar histoldgicament la implantacié dels eléctrodes, en acabar I'experiment els
animals es van sacrificar mitjangant perfusio transcardiaca amb un buffer fosfat 0.1M
(PB; pH=7.4) amb 4% de paraformaldehid. Els cervells es van extreure i es van deixar
en postfixacié durant 2 hores, canviant-los a continuacié a una solucié crioprotectora.
Quatre dies després es van congelar i posteriorment es van tallar en un cridstat (Cryocut
1800 amb micrétom 2020, Jung) a 40um. Els teixits es van tenyir amb violeta de cresil i

es van examinar al microscopi per determinar la localitzacié de I'eléctrode.
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1.2.9 Analisi estadistica

Les analisis principals es van dur a terme considerant la variable independent tractament
com a qualitativa (amb dues categories) i les variables dependents com a quantitatives.
En l'adquisicio i el test de retencid de la tasca d’EV2, les variables dependents
analitzades van ser 1) evitacions (respostes condicionades d’evitacié activa, nombre
d’assaigs en que les rates van evitar rebre I'El), 2) no respostes (nombre de vegades
que les rates van suportar el xoc eléctric sense fugir), 3) /latencia de resposta (temps
que van trigar a fugir o evitar I'El des de l'inici de I'EC), 4) creuaments entre assaigs
(nombre de vegades que les rates van canviar de compartiment entre els diferents
assaigs de la sessid) i 5) creuaments durant 'assaig (nombre de vegades que van
canviar de compartiment mentre durava un assaig). Addicionalment, també es van
enregistrar i analitzar els creuaments realitzats a la sessié d’habituacio, prévia a la fase
d’adquisicio, per valorar I'activitat motora basal dels animals. Per les analisis de les
sessions d’adquisicié es van aplicar analisis multivariants de la variancia (model lineal
general (MLG) de mesures repetides) i una analisi de contrast polinomial per explorar si
hi havia una tendéncia lineal o quadratica al llarg de les sessions d’adquisici6. Per la
sessié d’habituacié i el test de retencid es van realitzar analisis t-test per mostres
independents.

A la fase d’adquisicié de la tasca de memoria espacial la principal variable d’estudi
analitzada va ser la laténcia. Les comparacions entre grups de les sessions d’adquisicio
es van fer usant analisis multivariants de la variancia (model lineal general de mesures
repetides) amb I'objectiu d’analitzar les variables d’estudi enumerades anteriorment i les
de control temps en parets, distancia i velocitat. Addicionalment, es va realitzar una
analisi de contrast polinomial per determinar si I'execucié de la tasca seguia una
tendéncia lineal o quadratica. Pel test de retencid, es van aplicar analisis t-test de
mostres independents per comparar I'execucio dels grups de subjectes en relacio a les
variables d’estudi temps al quadrant target, creuaments del target, temps a l'annulus del
target i error de Whishaw; també per les variables de control velocitat, distancia i temps
en parets. Per la sessio d’habituacié al LAM també es va realitzar una analisi t-fest per
mostres independents per analitzar les variables de control esmentades anteriorment.
El nivell de significacio per tots els tests es va establir en a=0.05 i tot el processament
de dades es va realitzar mitjangant el paquet estadistic SPSS v23 (SPSS Inc. Chicago,
IL, USA).
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1.3 Resultats
1.3.1 Subjectes

Al llarg de I'experiment vam realitzar un control regular del pes dels animals. L’analisi
t-test de comparacid de mitjanes va mostrar que els grups partien de pesos
significativament iguals a l'inici de I'experiment [t23=0.644, P=.526] mentre que al final
de I'experiment les mitjanes de pes de cada grup tendien a ser significativament
diferents [t23=1.926, P=.067]. Una analisi de les diferéncies de pes entre [l'inici i el final
de I'experiment va indicar que els grups eren estadisticament diferents [t»3=2.673,
P=.015], les rates del grup SHAM havien guanyat pes al llarg de I'experiment mentre
que les del grup AEIC s’havien mantingut en pesos similars. Es va excloure de
I'experiment un subjecte del grup SHAM degut a la manca de dades estadistiques del

test de retencié. La mostra final va constar de 25 subjectes (SHAM: n=12, AEIC: n=13).

1.3.2 EV2
1.3.2.1 Sessions d’habituacié i adquisicié

Una analisi t-test de mostres independents va evidenciar que els subjectes d’ambdés
grups presentaven el mateix nivell d’activitat motora a la sessié d’habituacié prévia a
l'inici de I'experiment [t23=-0.239, P=.813].

La figura 32 mostra la mitjana d’evitacions per ambdds grups. L’estudi de contrastos
polinomials de la variable evitacions va mostrar una tendéncia lineal ascendent i
significativa de I'aprenentatge dels dos grups [F1,23=40.709, P<.0001], pero independent
del grup, ja que la interaccié GRUP x SESSIO no va resultar significativa [Fs,0,=0.416,
P=.797]. Aquests mateixos resultats es van observar per la variable laténcia de resposta.
La resta de variables, no respostes, creuaments entre assaigs i creuaments durant

I'assaig, no van mostrar diferéncies estadisticament significatives.

—&- AEIC

—-8- SHAM

nombre d'evitacions
'S
1

Sessio

Fig. 32 Efectes de I’AEIC al llarg de les cinc sessions d’aprenentatge de la tasca d’EV2. Es mostren
les mitjanes de les evitacions realitzades per cada grup i sessio6 (+SE).
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1.3.2.2 Test de retencio

L’analisi t-test de les evitacions del test de retenci6 no va mostrar diferéncies
significatives entre grups [t23=-0.142, P=.888] (Fig.33A), perd es va observar una

tendéncia a la significacio en la variable no respostes [t>=-1.802, P=.089] (Fig.33B).

A

o)

nombre d'evitacions
F-N
1

0.5+

Nombre de no respostes
N
o
1

T T
AEIC SHAM AEIC SHAM

Fig. 33 Efectes de I'AEIC sobre la memoria al test de retencié de I’EV2. (A) Nombre d’evitacions,
respostes condicionades d’evitacié activa (+SE); (B) Nombre de no respostes, vegades que els animals
suporten el xoc electric sense canviar de compartiment, considerada com a resposta de freezing (+SE).

1.3.3 Tasca de memoria espacial al LAM
1.3.3.1 Sessions d’habituacié i adquisicio

Pel que fa a la sessi6 d’habituacid, no es van trobar diferéncies entre grups en les
variables de control temps en parets, distancia i velocitat. A |la fase d’adquisicié, I'analisi
de contrast polinomial va indicar que els subjectes seguien una evolucié d’aprenentatge
lineal descendent i significativa al llarg de les sessions d’adquisicié [F123=101.182,
P<.0001] perd aquest efecte no depenia del grup ja que la interaccié6 GRUP x SESSIO
no va arribar a la significacio estadistica, malgrat presentar una tendéncia a la
significacio [F123=4.218, P=0.051] (Fig.34A). Una analisi d'efectes simples va posar de
manifest diferéncies significatives entre els grups [F123=2.243, P=0.016] a la tercera
sessio; concretament, els subjectes del grup AEIC van mostrar laténcies superiors a les
del grup SHAM. Aquestes diferéncies es van reduir progressivament a les sessions 4 i
5. L’estudi estadistic de la variable temps en parets va posar de manifest que el factor
interaccié GRUP x SESSIO era significativa [F10:=3.552, P=0.010], detectant diferéncies
entre grups [F123=4.426, P=0.035] a la tercera sessio; concretament, els subjectes del

grup SHAM van presentar menor tigmotaxi que els del grup AEIC (Fig.34B).
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Fig. 34 Efectes de I’AEIC en les sessions d’adquisicio de la tasca espacial. (A) Laténcia mitjana per
grup i sessio. (B) Percentatge de temps en parets per grup i sessio. *P<0.05.

1.3.3.2 Test de retencid

L'analisi estadistica no va mostrar diferéncies significatives entre grups en les principals
variables d'estudi (temps al quadrant target, temps a I'annulus del target, i creuaments
del target), pero els subjectes del grup SHAM van mostrar una tendéncia a fer més
creuaments del target que els d’AEIC [t3=1.871, P=.074] (Fig.35A). Ambdds grups van
recordar per igual la ubicacié de la plataforma, ja que van estar al quadrant target un
temps superior al que haurien estat per atzar (25%), tant per la primera meitat del test
(TQ30) com pel global (TQ60) (SHAM: t11=7.201, P<.0001; t1=6.455, P<.0001,
respectivament; AEIC: £12=6.100, P<.0001; t12=5.044, P<.0001, respectivament). Es van
detectar diferencies significatives a la variable de control temps en parets [t.3=-2.851,
P=.010] (Fig.35B), indicant que els subjectes del grups AEIC feien més tigmotaxi que
els del grup SHAM. Aquestes diferéncies es van veure només a la primera meitat del
test (TP30). Per la resta de variables analitzades no es van trobar diferéncies

significatives entre els grups.

A

Temps al quadrant target Temps en parets
80 40—
= AEIC
Kkk

T — SHAM

60 *kk ek ilii‘ 30
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T T T
TQ30 TQ60 TP30 TP60
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40|

% de temps
% de temps
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Fig. 35 Efectes de I’AEIC sobre la memoria al test de retencidé. (A) Percentatge de temps que els animals
estaven al quadrant target respecte de I'atzar, TQ30 i TQ60. (+SE); (B) Percentatge de temps que els
animals nedaven a prop de les parets de la piscina, TP30 i TP60 (+SE). *P<0.05; ***P<.0001.
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1.3.4 Analisis correlacionals
1.3.4.1 Parametres d’AEIC i conducta

A la taula 8 es descriuen els rangs, valors mitjans i, entre paréntesi, les desviacions

estandard de les variables d’AEIC.

Intensitat d’estimulacio (pA) Durada del tractament (minuts)
Rang: 45 a 100 Rang: 28 a 48
Mitjana: 65.19 (9.76) Mitjana: 34.03 (5.42)

Taula 8 Parametres de les sessions d’AEIC. Es representen els valors mitjans (+DE) dels parametres
d’AEIC del subjectes que van rebre tractament.

L'analisi correlacional Rho de Spearman va mostrar que cap dels parametres d'AEIC
avaluats (Intensitat d’estimulacié i durada del tractament) es relacionava amb el nivell
d'aprenentatge assolit pels animals a les diferents sessions d'adquisicié de la tasca
d'EV2, tampoc es va trobar correlaci6 d’aquests parametres amb les variables de
control.

Per la tasca espacial al LAM vam trobar una correlacido negativa entre la intensitat
d’estimulacio i el temps en parets, aquesta correlacio es va observar a la segona sessio
d’adquisicié [rs=-0.563, P=.045] (Fig.36A) i es va tornar a trobar al test de retencio, tant
al global de la sessio (TP60) [rs=-0.568, P=.043] (Fig.36B) com en els primers 30 segons
(TP30) [rs=-0.574, P=.040] (Fig.36C). Per la resta de variables analitzades de les
sessions d’habituacié, adquisicio i test de retencié no es van trobar altres correlacions

significatives.

A B _ (o

i

% lemps en parets (sessho 2)
% temps en parets (t30)
% de temps en parets (160}

Intensitat dptima d'estimulacis Intensitat dptima d'estimulacia Intensitat dptima drestimulac

Fig. 36 Analisis de correlacié entre les variables de I’AEIC i la conducta a la tasca espacial. (A)
Correlacié entre la intensitat mitjana d’estimulacié i el temps en parets a la segona sessi6 d’adquisicio de la
tasca espacial. (B) Correlacié entre la intensitat mitjana d’estimulacio i el temps en parets de la primera
meitat del test de retenci6 (TP30). (C) Correlacié entre la intensitat mitjana d’estimulacio i el temps en parets
del test de retencio global (TP60).
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1.3.4.2 Variables conductuals (EV2 i espacial al LAM)

L’analisi de correlacions entre les variables de conducta d’ambdues tasques de memodria
no va mostrar resultats estadisticament significatius entre les principals variables
d'estudi de la fase d’adquisicid (evitacions a la tasca d’'EV2 i latencies a la tasca

espacial), ni tampoc amb les variables del test de retencio.

1.3.5 Histologia

L’estudi microscopic de la localitzacio dels eléctrodes a I'HL va mostrar que es trobaven
entre les coordenades AP -1.92mm i -3.46mm en relacié a bregma [320]. No es van
observar lesions que haguessin pogut afectar el rendiment dels subjectes a les tasques

d’EV2 i espacial.

1.4 Discussié

Els resultats obtinguts al present experiment no van mostrar diferéncies entre els grups
AEIC i SHAM a la tasca d’'EV2 a la shuttle-box, indicant que quan el tractament
s’aplicava de manera distribuida al llarg del dia i no contingent amb I'aprenentatge no
era capag de facilitar ni 'adquisicio ni la retencié d’aquesta tasca de memoria implicita,
en les presents condicions. Per altra banda, 'AEIC tampoc va facilitar 'aprenentatge de
la tasca espacial; de fet fins i tot semblava haver tingut un lleuger efecte d’interferéncia
en aquesta tasca, ja que es va observar una major dificultat dels subjectes
autoestimulats per trobar la plataforma en alguna de les sessions d’adquisicio, respecte

dels que no van rebre 'AEIC.

El nombre de tractaments i reforcaments per tractament que vam aplicar en aquest
estudi no van aportat uns resultats que ens puguin fer pensar que son adients per facilitar
'aprenentatge i la memoria, a diferéncia de les troballes de treballs previs en qué es va
administrar un sol tractament diari i de manera contingent amb I'entrenament [5-7, 11—
13]. Els presents resultats fan pensar que la contingéncia AEIC-entrenament és rellevant
per a facilitar 'aprenentatge, no obstant, altres estudis si que van trobar que 'AEIC no
contingent amb I'entrenament podia facilitar I'aprenentatge [8], per exemple, en I'estudi
de Ramkumar i col-laboradors es va donar menor quantitat d’estimulacié i es van
observar els efectes del tractament en I'aprenentatge un temps després. Per tant, no
podem afirmar que la contingéncia sigui necessaria, sind que la manca de resultats
podria ser deguda a altres explicacions alternatives.

Una primera possibilitat podria estar relacionada amb la quantitat d’estimulacié. En
aquest sentit, al llarg de I'experiment els animals que no van rebre AEIC van guanyar

pes progressivament, mentre que els autoestimulats el van mantenir sense mostrar cap
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altre signe de malaltia. Aquesta dada ens fa pensar que els animals que rebien els
tractaments d’AEIC podrien estar sotmesos a una activitat fisica i consum d’energia
significativament superiors als SHAM. Cal recordar que els animals tractats van rebre
tres sessions d’AEIC diaries de 45 minuts de durada aproximada cadascuna, de manera
que van realitzar un nivell d’activitat fisica molt superior al dels subjectes que no van
rebre AEIC. Malgrat que I'activitat fisica no és un factor que interfereixi en 'aprenentatge,
sind que és positiva i el pot facilitar [355—-358], I'exercici d’alta intensitat si que pot
deteriorar 'aprenentatge tant en animals [359-361] com en humans [362], podent arribar
a anul-lar els possibles efectes de I'AEIC.

Una segona possibilitat, relacionada amb I'anterior, és que un tractament tant intensiu
hagi pogut ocasionar nivells massa elevats d’ansietat o d’arousal, superiors als optims
per facilitar 'aprenentatge. La tigmotaxi es considera una resposta de por tipica dels
rosegadors i és una variable ampliament estudiada com a indicadora de nivells
d’ansietat en animals de laboratori [250, 251]. En el nostre estudi de memoria espacial
la vam analitzar mesurant el temps que els animals nedaven tocant amb les vibrisses a
les parets de la piscina. Tant a les sessions d’adquisicié com al test de retencio, els
animals que van rebre els tractaments d’AEIC van passar significativament més temps
nedant a prop de les parets que els del grup SHAM.

Segons la hipotesi de la U invertida, I'execucié és una funcié del nivell d’activacioé [363],
és a dir, a mida que incrementa l'activacié millora I'execucid, perd quan es supera el
nivell optim d’activacio, I'execucié empitjora i decau. Aquest fenomen també s’observa
en el cas de la conducta d’AEIC en que, un cop superada la intensitat optima, el
rendiment dels subjectes disminueix i s’observa una menor taxa de respostes. Aixi
doncs, les tres sessions de tractament diaries administrades durant cinc dies
consecutius podrien haver produit un arousal excessivament elevat i sostingut al llarg
del temps, que hauria provocat nivells anormalment elevats d’ansietat, expressada com
a tigmotaxi a la tasca espacial. A les tasques d’aprenentatge, una possible conseqtiéncia
derivada d’aquest estat d’ansietat i activacio cerebral sostinguda és la manca d’atencio
[364]. Aixd concorda amb el fet que 'AEIC sembla que va afectar més al rendiment al
LAM que a 'EV2, aquest ultim considerat un aprenentatge de tipus implicit que no
requereix una atencié constant un cop adquirit 'aprenentatge.

L’estudi de correlacions ens va indicar que la intensitat d’estimulacio estava relacionada
amb el rendiment a la tasca de memoria espacial. Es possible que, en les condicions en
que vam aplicar els tractaments d’aquest experiment, la intensitat hagués resultat un

factor important en els resultats obtinguts. Tanmateix, les intensitats es trobaven dintre
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del rang en que altres estudis han trobat efectes de facilitacié de I'aprenentatge i la
memoria [9, 11, 12, 27, 133].

En resum, la manca de facilitacié de 'AEIC administrada en aquest experiment indica
que, en les presents condicions i amb aquest procediment experimental, I'AEIC no
permet facilitar els processos d'aprenentatge i memoria quan s’aplica de manera
distribuida i no contingent amb I'entrenament. La dificultat en la recuperacio del pes de
les rates del grup AEIC, que podria ser produida per una major activitat fisica, juntament
amb nivells d’ansietat i arousal excessivament elevats que haurien dificultat la capacitat
atencional podrien haver influit en el rendiment global de les rates a les tasques,
principalment la que van realitzar al LAM.

En el futur, caldria considerar la contingéncia del tractament amb I'aprenentatge com
una variable important en I'efecte facilitador de 'AEIC, reduir el nombre de sessions de
tractament o la quantitat de reforcaments per tractament, a fi de trobar I'equilibri entre
I'efecte de facilitacié de la memoria i el d’activacio cerebral. Aixi mateix, caldria explorar
quines intensitats d’estimulacié sén les més adequades per obtenir efectes de facilitacio

de la memoria amb AEIC.

112



Treballs experimentals Bloc Il / Experiment VI

2. EXPERIMENT VI

2.1 Introduccioé

Una de les principals diferéncies entre la clinica i I'experimentaciéo en animals és el
nombre de sessions d’estimulacié que s’administren. A la clinica, el temps que el
subjecte estda exposat a l'estimulacio és molt més elevat i els tractaments sén
persistents, regulars i distribuits al llarg del temps [21, 22, 202, 203]. En canvi, en
animals el tractament sol ser de curta durada i puntual, amb sessions d’entrenament
intensives també de curta durada [26-28, 158, 365] i els efectes del tractament s’avaluen

en un tipus d’aprenentatge en concret.

Aixi doncs, I'objectiu d’aquest experiment va ser estudiar els efectes de I'AEIC aplicada
post-entrenament sobre una tasca de memodria explicita espacial durant un periode
superior (2 setmanes) al que habitualment s’administra en animals de laboratori. En
aquest experiment, vam triar una tasca de memoria explicita per estudiar els efectes del
tractament d’AEIC sobre la memoria, pel fet que a la clinica d’humans la DBS destinada
a tractar problemes de memoria se sol aplicar a la malaltia d’Alzheimer [21, 22, 202] i és
la memoria explicita la que es veu més afectada a les fases inicials d’aquesta malaltia
neurodegenerativa [366].

Com que 'AEIC la vam administrar post-entrenament, augmentar el nombre de sessions
de tractament en el temps implicava també augmentar el nombre de sessions
d’adquisicié de la tasca. Aquest protocol d’entrenament de major durada, per una banda,
va fer que haguéssim de reduir el nombre d’assaigs per sessio per tal d’evitar un efecte
sostre de I'aprenentatge; augmentant la dificultat de la tasca. Per altra banda, ens va
permetre plantejar I'estudi dels efectes de 'AEIC més sostinguda en el temps sobre la
neurogenesi (NG).

En diversos estudis s’ha vist que tant ’AEIC com I'aprenentatge espacial al LAM estan
relacionats amb la NG a 'HPC [31-35] pero, fins on sabem, no s’ha estudiat la relacio
entre la facilitacio d’aquest tipus de memoria produida per 'AEIC i la NG. Aixi doncs,
vam considerar interessant incloure una analisi de NG, activacié neuronal i integracié
funcional per aprofundir en la relacié de I'AEIC amb la NG. Addicionalment, vam mesurar
els nivells d’AChE en arees cerebrals relacionades amb I'aprenentatge i la memoria per
tal d’avaluar si I'activitat colinérgica es veu afectada pel tractament d’AEIC. Diversos
estudis han mostrat que la densitat optima d’ACh es veu reduida en processos
neurodegeneratius [367, 368] com la malaltia d’Alzheimer, essent un bon indicador
d’aquest declivi el nivell de 'enzim AChE. També s’ha observat que la DBS del septum
medial és capag de recuperar els nivells dAChE a més d’'incrementar la NG [28, 193].

A més, sembla ser que el nucli lateral de 'amigdala és critic per 'adquisicié de records
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que impliquen por [369] i s’ha demostrat que en els mecanismes de plasticitat subjacents
al condicionament de la por hi estan implicats els receptors colinérgics de la LA [370].
Malgrat que les tasques de memodria al LAM no es consideren experiments de
condicionament de la por, vam creure que el fet d’exposar als animals a un medi que no
els és natural podia generar una resposta emocional de por. Per tant, vam incloure les
principals regions de 'amigdala com a objecte d’estudi dels nivells ’AChE. En un estudi
previ del nostre laboratori, també es va trobar una correlacié entre nivells d’AChE
anormalment reduits i una pitjor execucio dels animals en una tasca de DVS al LAM
[27]. A partir d’aquestes dades, vam voler fer un estudi dels nivells d’AChE en arees
eminentment colinérgiques relacionades amb l'aprenentatge i la memoria aixi com

d’'arees relacionades amb els aprenentatges i respostes de por.

En resum, en aquest experiment es van avaluar els efectes de 'AEIC administrada post-
entrenament durant un periode llarg, sobre 1) la tasca espacial al LAM en un protocol
d’entrenament d’alta dificultat, 2) la neurogénesi al gir dentat de I'hipocamp i la seva
integracidé funcional i 3) l'activitat d’acetilcolinesterasa a I'hipocamp i altres arees

relacionades amb la memodria i la por condicionada.

2.2 Material i procediment

2.2.1 Subjectes

Es van utilitzar un total de 61 rates (Rattus Norvegicus) albines mascles de la soca
Wistar, de 98.22 dies d’edat (DE=7.77) i un pes mitja de 397.67g (DE=47.05) a l'inici de
I'experiment. Tot allo referent a ética i benestar animal, tipus, procedéncia, alimentacio
i manipulacioé dels animals, procediments quirurgics i coordenades d’implantacié dels

eléctrodes es va realitzar de manera idéntica a I'Experiment V.

2.2.2 Administracié de BrdU

La 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) és un nucleosid sintétic, analeg de timidina, que
s’utilitza habitualment en la deteccié de cél-lules proliferants en teixit viu i, per tant,
constitueix un dels métodes per a estudiar I'existéncia de NG en determinades arees del
cervell. Estudis de NG en rosegadors han demostrat que les cél-lules noves que es
generen al GD de 'HPC poden sobreviure més de quatre setmanes si s’aplica un
protocol d’injeccions de BrdU consecutives [366,367]. Aixi, per determinar si el
tractament amb AEIC alterava la proliferacié cel-lular al GD vam injectar BrdU (Sigma-
Aldrich Co., St.Louis, MO, USA) intraperitoneal a tots els animals durant 5 dies

consecutius, deixant un interval de 7 dies a partir de I'tltima injeccié abans de la cirurgia
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estereotaxica. El primer dia es va injectar una dosi de 0.4mL/400g i els seglents quatre
dies 0.2mL/400g.

2.2.3 Aparells

L’aparell d’AEIC utilitzat va ser idéntic al de I'experiment anterior (veure I'apartat a del
punt 1.2.3 de 'Experiment V). El rang d’intensitats d’estimulacio va anar de 50 a 230uA.
Tots els parametres del corrent estimulant, excepte la intensitat, es van mantenir fixos

al llarg de I'experiment.

L’adquisicio i test de retencio de la tasca espacial es van realitzar en un LAM idéntic al

descrit a I'experiment anterior (veure I'apartat b del punt 1.2.3 de I'Experiment V).

2.2.4 Conducta d’AEIC

a) Assignacioé a grups experimentals

Inicialment, els subjectes es van distribuir en 2 grups experimentals principals morris
(m): AEICm (animals que realitzaven la tasca espacial i rebien el tractament d’AEIC) i
SHAMm (animals que realitzaven la tasca espacial i servien de control dels efectes de
'AEIC). Addicionalment, per a l'estudi de la NG, es van considerar 2 condicions
experimentals en relacié al LAM: nedar (n) (exercici fisic al LAM en abséncia de senyals
contextuals i plataforma) i sec (s) (gabia habitual). A la taula 9 es poden veure els 6
grups experimentals resultants d’un disseny 2x2: Tractament d’AEIC (si/no) i Condicié
experimental al LAM (aprenentatge de la tasca espacial, nedar sense aprenentatge, no
LAM o sec). Concretament, AEICn rebia tractament i permetia analitzar els efectes de
I'AEIC sobre l'activitat motora, i SHAMn era el seu grup control. El grup AEICs rebia

tractament pero no duia a terme immersié al LAM i SHAMs era el seu grup control.

TRACTAMENT D’AEIC

‘ Si No (control)
. ‘ Morris AEICm SHAMm
CONDICIO
‘ Nedar (control) AEICn SHAMn
AL LAM

‘ Sec (control) AEICs SHAMSs

Taula 9 Distribucid dels grups experimentals. Grups de tractament d’AEIC (si/no) a la tasca espacial
morris i grups de control a les condicions experimentals nedar i sec.

b) Modelament de la conducta d’AEIC i CIO

Aquestes dues fases es van realitzar de manera idéntica als experiments anteriors

(veure punt 2.2.5 de 'Experiment I).
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¢) Tractament amb AEIC

Un cop determinada la 10, durant 10 dies no consecutius els animals dels grups AEICm,
AEICn i AEICs van rebre un tractament de 2500 trens d’AEIC a la IO préviament
establerta per cadascun d’ells a la mateixa gabia de Skinner on es va fer el modelament.
El grup AEICm va rebre el tractament immediatament després de I'aprenentatge
espacial, el grup AEICn immediatament després de nedar i el grup AEICs el va rebre en
qualsevol moment dins de la franja horaria habitual que els altres grups van rebre el
tractament. Mentre els animals dels tres grups AEIC s’autoadministraven el tractament,
els dels grups SHAMm, SHAMn i SHAMs els vam deixar en una gabia de Skinner sense
rebre tractament durant 45 minuts, temps mitja equivalent a la durada dels tractaments
d’AEIC.

2.2.5 Procediment de la tasca de memoria espacial

a) Adquisicié de I’'aprenentatge

Tres dies després de les sessions de modelament d’AEIC i CIO, les rates dels grups
AEICm i SHAMm van ser entrenades per realitzar la tasca espacial. Com es pot veure
a la figura 37, I'adquisicié d’aquesta tasca va consistir en 10 sessions d’entrenament
diaries durant dues setmanes, amb un interval de 72h entre les 5 primeres i les 5 ultimes
sessions. Cada sessio es va iniciar des d’'una de quatre posicions possibles (N, E, S i
O) seguint un programa pseudoaleatori, i cada assaig va consistir en un trajecte de
natacié des de I'extrem de la piscina fins a la plataforma. Quan la rata no trobava la
plataforma en els 90s que durava l'assaig, la guiavem manualment perqué hi pugeés.
Passats 15s retiravem la rata de la piscina. Quan trobava la plataforma per si mateixa
igualment la hi deixavem durant 15s per tal de facilitar 'aprenentatge de la localitzacio
de la plataforma.

Paral-lelament, els animals dels grups AEICn i SHAMn van seguir el mateix procediment
amb I'dnica diferéncia que retiravem els senyals contextuals i la plataforma. Els animals
d’aquests grups van nedar un temps equivalent a les laténcies realitzades pels subjectes
dels grup AEICm i SHAMm, per no exposar-los a un esforg fisic superior al que van

realitzar els grups d’aprenentatge.

b) Test de retencio

Aquest assaig es va realitzar de manera idéntica al realitzat a I'experiment anterior

(veure I'apartat ¢ del punt 1.2.6 de 'Experiment V).
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Dia 1 1 SESSIO Grups Grups
PER DIA aprenentatge control
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(Morris) (Nedar) (Sec)
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Fig. 37 Diagrama del procediment experimental de ’Experiment VI. Es mostra tot el procés amb les
diferents fases, des de l'inici de I'administracié de BrdU fins al test de retencid, indicant la distribucié dels
diferents grups experimentals i control, els intervals de temps entre fases i durada total de I'experiment
conductual.

2.2.6 Estudi immunohistoquimic

2.2.6.1 Recollida de mostres

Noranta minuts després del test de retencié es van sacrificar els animals amb una
sobredosi de pentobarbital (150mg/kg, i.p., concentracié 60mg/ml). El teixit nervios es
va fixar mitjangant perfusiod vascular intracardiaca administrant una solucié de 0.1M
PBS, pH 7.4, seguit d’'una solucié de paraformaldehid al 4% en buffer fosfat 0.1M (PBS;
pH = 7.4). Es va utilitzar una bomba de perfusié (J.P.Selecta, S.A. Barcelona) a 140rpm
amb un caudal aproximat de 40ml/min. Una vegada fixat el teixit es van extreure els
cervells i es van guardar en post-fixacié en solucié de paraformaldehid durant 2 hores
en refrigeracié. Passat aquest periode de post-fixacid, es va procedir a la crioproteccié
en solucié de sucrosa al 15% durant 3 dies i posteriorment es va canviar a soluci6 de
sucrosa al 30% durant 24-48 hores per la seva posterior congelacié a -80°C fins a
realitzar el marcatge immunohistoquimic.

Amb un cridstat (Cryocut 1800, equipat amb microtom 2020, Jung) es van recollir
seccions seriades de teixit de 40pm de gruix. Per seccionar els cervells i obtenir els talls
de les arees d’interés a fi d’analitzar el marcatge amb BrdU i c-Fos es va procedir de la
seglent manera: en primer lloc, es va tallar el cervell separant els 2 hemisferis per tal
de recollir-los per separat i conservar-los en free-floating. Es van realitzar talls coronals

de la regié hipocampal (bregma -2.56 a -4.30) [320]. Es van recollir en eppendorfs en el
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microtom a -20°C i es van traslladar en neu carbonica a un congelador de -80°C. De
cada subjectes també es van recollir mostres corresponents a les coordenades -2.28 a
-3.12 per tal de determinar la ubicacié de I'eléctrode, es van muntar en portaobjectes

gelatinitzats i es van tenyir amb violeta de cresil.

2.2.6.2 Tincié immunohistoquimica

El procediment de tincié immunohistoquimica pel doble marcatge BrdU/c-Fos es va
dur a terme en seccions coronals en suspensio, seguint el protocol detallat a ’Annex
2. Durant aquest procés, es van obtenir aleatdriament mostres per control negatiu
del procediment immunohistoquimic a les quals no es van afegir els anticossos. Una
vegada finalitzat el procediment, les seccions es van muntar en portaobjectes amb
un medi fluorescent (Dako) i es van guardar a 4°C aillant-les de qualsevol font de

lum.

2.2.6.3 Presa d’imatges i analisi

Les microfotografies de 'HPC es van obtenir amb un microscopi automatic de
fluorescéncia Nikon ECLIPSE 90i equipat amb una camera DS-5M i unitat de control de
camera DS-L1. Es van prendre microfotografies a 4x per mesurar la longitud total del
GD de cada seccio de teixit. A continuacio es van prendre fotografies a 20x abastant el
total del GD per facilitar el recompte posterior de cél-lules BrdU+, c-Fos+ i DAPI+. Es
van fer fotografies de zones consecutives evitant el solapament i amb diferent
enfocament per poder comptabilitzar el total de cél-lules marcades de la zona, ubicades
a diferent profunditat. Vam delimitar dues zones de localitzaci6 de NG, les capes
granular i subgranular del GD i, addicionalment, vam prendre microfotografies de les
zones CA1, CA2 i CA3 per quantificar les cél-lules c-Fos+.

Les diferents capes del GD es van analitzar de manera independent i es van fer estudis
comparatius considerant dues categories en relacié al nivell d’integracié: cél-lules
recentment integrades (a la capa subgranular) i cél-lules completament integrades (a la
capa granular). Addicionalment es va fer un estudi de colocalitzacio d’aquelles cél-lules

integrades (BrdU+) al GD i que suposadament havien estat activades (c-Fos+).

Es va utilitzar el software d’analisi d'imatges Image-J 1.45s (http://rsb.info.nih.gov/ij/), a
fi d’analitzar la superficie (en mm?) de cada GD per obtenir la densitat de cél-lules

immunopositives.
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2.2.6.4 Tincié enzimatica d’AChE i analisi quantitativa

La recollida de mostres per I'estudi de I'activitat AChE a 'HPC, 'amigdala, el cortex
retrosplenial, infralimbic i prelimbic, els nuclis tegmental dorsal, accumbens, i
parabraquial es va realitzar amb un métode free-floating seguint el protocol detallat a
'annex 3. Els talls es van deshidratar i muntar en portaobjectes per observar-los al
microscopi posteriorment, com s’especifica a I'annex 4. Per la presa de microfotografies
es va utilitzar un microscopi Olympus BX-41 acoblat a una camera digital Olympus DP-
70 (Japo), amb una lent de 10x. Els parametres de llum es van mantenir constants per
la presa de totes les microfotografies. Per avaluar els nivells d’intensitat de la tincio
d’AChE es va utilitzar el software Image-J 1.45s. Per mesurar la intensitat del senyal de
la reaccié enzimatica vam delimitar regions d’interés idéntiques en forma de cercle que
vam aplicar repetidament a cada area d’estudi. Vam aplicar entre 8 i 10 cercles sense
solapar-se dins de l'area i a continuacié vam realitzar la mitjana de les intensitats
obtingudes per cada cercle, aixi mateix, vam fer la mitjana de tres talls corresponents a
cada subjecte. Els nivells d’'intensitat observats a cada tall es van comparar amb la
intensitat observada en regions de substancia blanca del mateix tall per obtenir la

mesura relativa final.

2.2.7 Analisi estadistica

Les analisis principals de la tasca espacial al LAM (grups AEICm i SHAMm) es van dur
a terme considerant la variable independent fractament com a qualitativa amb dues
categories i les variables dependents com a quantitatives. Per I'aprenentatge al LAM la
principal variable dependent analitzada va ser la laténcia. Les comparacions entre grups
de les sessions d’adquisicio es van fer usant analisis multivariants de la variancia (model
lineal general (MLG) de mesures repetides) amb l'objectiu d’analitzar les variables
d’estudi indicades anteriorment i les de control temps en parets (percentatge de temps
que els animals nedaven a prop de les parets de la piscina, com a mesura de tigmotaxi),
distancia (distancia total nedada en cm) i velocitat de natacié (en cm/s), també vam
realitzar una analisi de contrast polinomial per explorar si hi havia una tendéncia lineal
0 quadratica al llarg de les sessions d’entrenament. Pel test de retencio, es van realitzar
proves t-test de mostres independents per comparar I'execucio dels subjectes d’ambdéds
grups en relacio al percentatge de temps al quadrant target, nombre de creuaments del
target (nombre de vegades que passaven pel punt on es localitzava la plataforma durant
I'aprenentatge), velocitat, i percentatge de temps a I'annulus del target. Posteriorment a
l'analisi qualitativa de les estratégies de natacidé, vam fer un test chi-quadrat per

determinar diferéncies estadistiques entre grups.
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Es va aplicar una ANOVA mixta per analitzar les dades de NG, activacié neuronal i
integracio funcional. Per I'estudi dels nivells de BrdU, c-Fos i de I'activitat AChE es va
aplicar un disseny factorial 2x3 (GRUP x CONDICIO EXPERIMENTAL) incloent 6 grups:
AEIC i SHAM en les condicions experimentals morris, nedar i sec descrits a I'apartat
2.1.4. El nivell de significacié per tots els tests es va establir en a=0.05 i tot el
processament de dades es va realitzar mitjancant el paquet estadistic SPSS v23 (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA).

2.3 Resultats

2.3.1 Subjectes

La mostra inicial constava de 69 subjectes, un total de 8 van ser exclosos de
I'experiment. En concret, 2 subjectes van morir durant el procés experimental, 2 van
patir diferents tipus de ferides hemorragiques, 2 no van respondre adequadament al
tractament d’AEIC i 2 més els vam descartar per ser outliers. Per I'analisi de la tasca de
memoria, la mostra va estar formada per 32 subjectes (AEICm: n=15; SHAMm: n=17).
Addicionalment, es van excloure 6 subjectes de I'analisi de NG, activacid neuronal i
integracid funcional. La mostra va estar formada per 55 subjectes (AEICm: n=13;
SHAMm: n=16; AEICn: n=6; SHAMn: n=8; AEICs: n=6; SHAMs: n=6). Per l'analisi
d’AChE la mostra va estar formada per 52 subjectes (AEICm: n=12; SHAMm: n=15;
AEICn: n=6; SHAMn: n=7; AEICs: n=6; SHAMSs: n=6). Per les analisis histoldgiques vam
disposar d’'una mostra menor degut a la manca de teixit i material fotografic de qualitat.
Es va dur a terme un control regular del pes dels subjectes com a indicador de canvis
de salut que podrien haver afectat 'aprenentatge. L’analisi de la variancia va mostrar
que els subjectes partien de pesos similars a l'inici i no es van trobar diferéncies entre

grups en I'evolucié del pes al llarg de I'experiment.
2.3.2 Parametres d’AEIC

A la taula 10 es descriuen els rangs, valors mitjans i, entre paréntesi, les desviacions

estandard de les variables d’AEIC per cada grup de tractament.
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Intensitat d’estimulacié (uA)

Rang: 47.50 a 226.50

AEICm
Mitiana: 86.27 (52.834)
Rang: 51.50 a 68.00
AEICn
Mitjana: 60.571 (6.509)
Rang: 49.00 a 107.50
AEICs

Mitjana: 67.643 (18.603)

Bloc Il / Experiment VI

Durada del tractament (minuts)
Rang: 42.30 a 86.10
Mitjana: 54.487 (11.001)
Rang: 44.60 a 68.10
Mitjana: 60.5714 (7.832)
Rang: 45.50 a 74.40
Mitjana: 55.342 (9.354)

Taula 10 Parametres del tractament amb AEIC. Es representen els valors mitjans (+DE) dels parametres
d’AEIC del subjectes que van rebre tractament.

L’analisi de la variancia no va mostrar diferéncies significatives entre grups ni en la
intensitat d’estimulacio ni en la durada del tractament. Les analisis correlacionals no van
mostrar correlacions estadisticament significatives entre les variables conductuals i els

parametres d’AEIC, per cap dels grups experimentals.

2.3.3 Sessions d’adquisicio

La figura 38 mostra la mitjana de les laténcies de cada grup d’entrenament a la tasca
espacial (ICSSm i SHAMm). El factor SESSIO va resultar significatiu [Fo270=5.520,
P<.0001] aixi com la interaccié6 GRUP x SESSIO [Fs270=1.966, P=.043]. Una analisi dels
efectes simples va mostrar que les diferéncies entre grups apareixien a la tercera sessio
(P=.046) i es mantenien a la quarta (P=.042) i cinquena sessio (P=.023) pero

desapareixien en les cinc sessions segients de la segona setmana d’entrenament.

100-
‘ . % % —=— AEICm

90 —e— SHAMm
80—

70

60 \

Laténcia (segons)

Sessio

Fig. 38 Efectes de I’AEIC al llarg de les sessions d’adquisicié, mesurat amb les mitjanes de la /aténcia
(+SE) durant les 10 sessions. La fletxa mostra el moment en qué els subjectes del grup AEICm reben la
primer sessi6é de tractament. *P<.05.
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2.3.4 Test de retenci6

A la sessio de retencidé no vam trobar diferéncies significatives entre els grups AEICm i
SHAMmM en cap de les variables d’estudi temps al quadrant target [t3=-0.589, P=.560]
(Fig.39A), nombre de creuaments del target [t3=0.351, P=.728] (Fig.39B) i temps a
I'annulus del target [t3=-0.588, P=.561] (Fig.39C), ni en les de control. Tampoc vam

observar correlacié entre I'execucio a la fase d’aprenentatge i els resultats de la retencio.

A Temps al quadrant target

= AEICM ’
= SHAM £ n.s
x o m 0 ns. g
* n.s E 10
H ns
20 <
= L 05
10 E
T 0 T T 0.0 T T
TA30

T
TQ30 TQ60 TAB0 CT30 CT60

Temps a I'annulus del target Creuaments del target

% de temps
% de temps

Fig. 39 Efectes de I’AEIC al test de retencié. (A) percentatge de temps al quadrant target, TQ30 i TQ60
(xSE); (B) percentatge de temps a I'annulus del target TA30 i TAG0 (+SE); (C) nombre de creuaments del
target CT30i CT60 (+SE). La linia discontinua a la grafica A indica el nivell d’atzar (25%). **P<.01

2.3.5 Trajectories de natacié

L’analisi qualitativa de les trajectories de natacié al LAM es va realitzar per I'observacio
de les darreres sessions de cada bloc (setmanes 1i 2), en les quals se suposa que els
animals presenten 'estratégia més eficient per a resoldre la tasca (sessions 4, 5,9 10),
i vam observar que les trajectories mostrades pels subjectes eren de 2 tipus diferents.
Alguns animals van mostrar una estratégia espacial relacional (Fig.40A) basada en
I'observacio de tots els senyals contextuals presents a I'entorn del LAM; mentre que
altres van mostrar una estratégia associativa amb dues variants, indirecta (Fig.40B) o
directa (Fig.40C). Aquells subjectes que van aplicar estratégies associatives semblaven
guiar-se solament pels estimuls lluminosos del quadrant oposat a la plataforma

(estratégia indirecta) i del quadrant target (estratégia directa).
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Fig. 40 Imatges d’exemple d’estratégies de natacié espacial relacional i associativa que els animals
aplicaven per resoldre la tasca al LAM. El quadrant a baix a la dreta correspon a la ubicaci6é de la
plataforma; el cercle concéntric extern correspon a la zona annulus del target; el cercle més petit correspon
a la ubicacié exacta de la plataforma. (A) subjecte del grup AEICm mostrant una estratégia espacial
relacional a la sessio 5; (B) subjecte AEICm mostrant una estratégia associativa indirecta a la sessi6 10 i
(C) subjecte SHAMm mostrant una estratégia associativa directa a la sessi6 9.

2.3.5.1 Analisi comparativa de I’adquisicio segons les trajectories de natacio
Cada animal va ser classificat, en funcio de I'estratégia predominant observada a les
sessions 4,5, 9i 10, en un dels seglents 3 grups: espacial relacional, associativa directa
i associativa indirecta. A la figura 41 es poden observar les mitjanes de les laténcies al
llarg de les sessions d’adquisicio pels subjectes, segons la seva estratégia o trajectoria
de natacié predominant. Els factors principals ESTRATEGIA i SESSIO van ser
significatius [F220=4.671, P=.017 i Fo21=6.403, P<.0001, respectivament], pero la
interacci6 ESTRATEGIA x SESSIO no va ser significativa [Fis2e1=1.111, P=.314].
L’analisi d’efectes simples va mostrar diferéncies entre els grups estratégia espacial
relacional i estratégia indirecta a la sessio 6 (P=.009) i la sessio 10 (P=.010).

* %k

100+
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Fig.41 Laténcies en la fase d’adquisicié segons I'estratégia de nataci6. Efectes al llarg de les 10
sessions d’adquisicié per cada estrategia i sessid (+SE). Abreviatures: E.R., espacial relacional; A.D.,
associativa directa; A.l., associativa indirecta. *P<.05; **P<.01

Amb l'objectiu de comparar les dues principals estratégies de natacié observades
(espacial relacional i associativa) vam analitzar les laténcies dels subjectes que

aplicaven estratégies associatives directa i indirecta de manera conjunta (Fig.42A). Els
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efectes principals dels factors ESTRATEGIA i SESSIO van ser significatius [F130=9.484,
P=.004 i Fy270=5.634, P<.0001, respectivament], perd no hi havia interaccio
ESTRATEGIA x SESSIO [Fo270=1.472, P=.158]. L’analisi d’efectes simples va trobar que
les diferencies significatives apareixien a la sessio 6 (P=.008) i es repetien a les sessions
8 (P=.047)i 10 (P=.015).
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Fig. 42 Efectes del 2 principals tipus d’estratégies (espacial relacional i associativa) sobre
I'adquisicioé de la tasca. (A) Es mostra I'evolucio de les laténcies al llarg de les sessions d’adquisicié per
cada estratégia (+SE). (B) Evolucioé de la tigmotaxi (femps en parets) al llarg de les sessions d’adquisicio
per cada estratégia. *P<.05; **P<.01.

Vam trobar resultats similars per la variable de control temps en parets, essent
significatius els efectes principals dels factors SESSIO i ESTRATEGIA [Fo270=14.836,
P<.0001 i F130=6.703, P=.015, respectivament] perd sense ser significativa la seva
interaccio [Fo270=0.959, P=.474]. Tal com es mostra a la figura 42B, els animals que van
seguir una estratégia espacial presentaven un temps significativament major en parets
a les sessions 5 (P=.043), 6 (P=.017) i 8 (P=.022) i al global de la segona setmana
(t30=2.706, P=.012).

2.3.5.2 Efectes de I’AEIC en les diferents estratégies

La taula 11 mostra el percentatge de subjectes de cadascun dels principals grups
experimentals (AEICm i SHAMm) que van mostrar una de les 3 estratégies descrites al

punt anterior.

Estratégia de natacié

Espacial Associativa Associativa

relacional directa indirecta Total
AEICm 53.3% (8) 26.7% (4) 20.0% (3) 100% (15)
Grup
SHAMmM 47.1% (8) 26.7% (4) 29.4% (5) 100% (17)

Taula 11 Percentatge d’animals dels grups AEICm i SHAMm que mostren preferéncia per una
estratégia espacial relacional o una estratégia associativa. La distribucié es mostra per grup experimental
d’aprenentatge al LAM. La freqiiéncia es mostra entre paréntesi després del percentatge.
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L’analisi chi-quadrat va posar de manifest que no existien diferencies entre grups en
quant al tipus d’estratégia utilitzada, donat que van presentar similars distribucions
[X?2,3,=0.376, P=.828].

2.3.5.3 Efectes de ’AEIC segons les estratégies espacial relacional i I’associativa

També vam estudiar els possibles efectes de 'AEIC sobre I'adquisicio de la tasca per
cada subgrup d’animals en funcié de I'estratégia principal utilitzada. Els grups AEIC i
SHAM no van mostrar diferéncies significatives en quant a les laténcies de resposta a
la fase d’adquisicié quan es considerava el subgrup de subjectes que van mostrar una
estratégia espacial relacional (Fig.43), no resultant significatius tampoc ni el factor
SESSIO ni la interacci6 GRUP x SESSIO [Fo,126=1.646, P=.109 i Fg126=0.572, P=.818,

respectivament].
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Fig. 43 Efectes del tractament d’AEIC sobre els grups de subjectes que van mostrar una estratégia
espacial relacional. Laténcies mitjanes per grup (+SE), seleccionant només aquells subjectes de cada grup
experimental que van mostrar una estratégia espacial relacional.

En canvi, vam trobar diferéncies entre grups quan vam seleccionar només aquells
animals que havien mostrat una estratégia associativa. Tant el factor SESSIO com la
interacci6 GRUP x SESSIO van resultar significatius [Fo126=5.113, P<.0001 i
Fo126=2.619, P=.008, respectivament]. Tal com es mostra a la figura 44, I'analisi
d’efectes simple va indicar diferéncies significatives entre grups a la sessio 5 (P=.015).
Aquestes dades van posar de manifest que el tractament d’AEIC semblava tenir efectes
positius sobre I'adquisicié de la tasca, especialment en aquells subjectes que van seguir

una estratégia associativa.
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Estratégia associativa
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Fig. 44 Efectes de I’AEIC en I'adquisicio de la tasca pels grups de subjectes que van mostrar una
estratégia associativa. Laténcies mitjanes per grup (+SE), seleccionant només aquells subjectes de cada
grup experimental que van mostrar una estratégia associativa directa o indirecta. *P<.05.

2.3.6 Proliferacio de cél-lules BrdU+

Una analisi ANOVA va mostrar que les dues capes del GD estudiades (granular i
subgranular) eren significativament diferents en el nombre de cél-lules BrdU+. La capa
subgranular va presentar un major nombre de cél-lules BrdU+ comparada amb la capa
granular [F154=75.34, P<.001]. Considerant les dues capes i totes les condicions
experimentals, els subjectes dels grups AEIC van presentar un major nombre de
neurones BrdU+ comparats amb els dels grups SHAM [F154=18.58, P<.001]. Tenint en
compte que trobar NG en una capa o l'altra pot tenir significats diferents en quant al
temps que tarden les cél-lules a incorporar-se a la capa subgranular i a integrar-se a la

granular, vam analitzar les dues capes per separat (Fig.45).

2.3.6.1 Capa granular

Les dades procedents d’'una analisi especifica de la capa granular del GD van mostrar
diferéncies significatives per la variable TRACTAMENT [F149=12.668, P=.001], amb
tendéncia a la significaci6 en la interacci6 TRACTAMENT x CONDICIO
EXPERIMENTAL [F249=2.553; P=.088]. Per tant, vam decidir analitzar les diferents
capes i condicions experimentals per separat. A I'analisi de la capa granular, per les
condicions experimentals morris i nedar, els subjectes que van rebre tractament amb
AEIC presentaven un major nombre de ceél-lules BrdU+ que els dels grups SHAM
[F149=4.01, P=.050 i F154=12,54, P=.001, respectivament], En canvi per la condicié sec
no vam trobar diferéncies [F15:=0.34, P=.565] (Fig.45A).
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Fig. 45 Efectes de I’AEIC sobre la neurogénesi observats amb marcatge BrdU+/DAPI al GD. (A)
nombre de cél-lules BrdU+ per cada grup i condicié experimental a la capa granular del GD. (B) nombre de
cél-lules BrdU+ per cada grup i condicioé experimental a la capa subgranular del GD. A les microfotografies
de la columna esquerra s’observen cél-lules BrdU+ a la capa granular indicades amb fletxes: (C) Grup
AEICm (D) Grup SHAMm, (E) grup AEICn i (F) grup SHAMnN. La columna de la dreta mostra cél-lules BrdU+
a la capa subgranular del GD indicades amb fletxes: (G) grup AEICm, (H) grup SHAMm, (I) grup AEICn i
(J) grup SHAMn. Barra d’escala=20um ***P<.001, **P<.01 i *P<.05
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L’estudi de la comparacié entre condicions experimentals dins de cada grup de
TRACTAMENT (AEIC o SHAM) no va mostrar diferéncies entre les condicions pels
subjectes dels grups SHAM. En canvi, pels grups AEIC vam trobar diferéncies
significatives entre condicions experimentals a la capa granular. Els subjectes a la
condicid nedar van presentar un major nombre de cél-lules BrdU+ [F154=5.82, P=.020] i
aquest efecte també el vam trobar a la condicié morris [F154=4.31, P=.043], comparat

amb els subjectes dels grups que no tenien accés al LAM (Fig.46).

Grups AEIC (capa granular)

n° de cél-lules BrdU+(/mm?
e

T T
MORRIS NEDAR SEC

Fig.46 Nombre de cél-lules BrdU+ a la capa granular del GD pels grups que havien rebut AEIC. Es
mostren les diferéncies entre condicions experimentals per aquells subjectes dels grups AEICm, AEICn i
AEICs). *P<.05

2.3.6.2 Capa subgranular

L’analisi de la capa subgranular va posar de manifest que el factor TRACTAMENT era
significatiu [F149=12.132, P=.001], independentment de la condicid experimental.
Malgrat no trobar interacci6 TRACTAMENT x CONDICIO EXPERIMENTAL [F249=0.301,
P=.741] vam considerar rellevant destacar que I'estudi d’efectes simples va posar de
manifest resultats similars als observats a la capa granular, és a dir, que el grup AEIC
va presentar major nombre de cél-lules BrdU+ que el SHAM a les condicions morris i
nedar [F154=4.96, P=.030 i F154=4.64, P=.035, respectivament] (Fig.45B).

2.3.7 Cél-lules cFos+ a ’'HPC
2.3.7.1 Gir dentat

L’analisi ANOVA va mostrar que, en global, el nombre de cél-lules cFos+ era

significativament més alt a la capa granular que a la subgranular [F154=170.54, P<.0001].

2.3.7.2 Capa granular

A l'estudi de cadascuna de les capes per separat vam trobar que, per la capa granular,
cap dels factors principals TRACTAMENT i CONDICIO EXPERIMENTAL [F154=0.18,
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P=.672i F254=0.70, P=.500, respectivament], ni la seva interaccié [F25:=0.94, P=.398]
eren significatius (Fig.47A).

2.3.7.3 Capa subgranular

En canvi, per la capa subgranular vam trobar diferéncies entre les condicions
experimentals [F154=9.71, P<.0001] independentment del tractament [F.54=0.314,
P=.732] i una tendéncia a la significacié en les diferéncies entre els nivells del factor
TRACTAMENT [F154=3.08, P=.085]. L'estudi de contrastos entre les diferents
condicions experimentals va mostrar que I'expressio de c-Fos en les condicions morris
i nedar era significativament superior a I'observada en la condicié sec [F154=10.62,

P=.002 i F154=13.15, P<.001, respectivament], tal com es mostra a la figura 47B.

>
w

10- Capa granular 4- Capa subgranular - ACIC

*kk — SHAM

n° de cél-lules c-Fos™
n° de cél-lules c-Fos*
N
1

Fig.47 Comparacions multiples entre grups i condicions experimentals i imatges representatives.
(A) Nombre de cél-lules cFos+ a la capa granular del GD (+SE) i (B) a la capa subgranular (+SE).
***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. (C) microfotografies on es mostren cél-lules BrdU+ sobre DAPI de la
condicié morris (D) de la condicio nedar i (E) de la condicid sec. Les fletxes blanques assenyalen cel-lules
c-Fos+ ubicades a la capa subgranular del GD i les fletxes negres les que es troben a la capa granular.
Escala=20pm.

2.3.7.4 CA1i CA3

L’analisi de la variancia no va trobar diferéncies significatives en cap dels factors
principals (TRACTAMENT [F;4=0.99, P=.325] i CONDICIO EXPERIMENTAL
[F2.49=3.15, P=.052]), ni en la seva interaccio [F249=0.74, P=.484].
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2.3.8 Integracié funcional de neurones noves (BrdU+/cFos+)

L’observacié del doble marcatge cFos+ en cél-lules BrdU+ ens va permetre quantificar
les neurones generades en I'edat adulta de I'animal que s’activaven en les diferents
condicions experimentals i que, per tant, podiem suposar que s’havien incorporat a
circuits funcionals del GD. L’estudi quantitatiu el vam realitzar considerant la proporcio

de colocalitzacions segons el nombre de neurones BrdU+.

Gir dentat

Els resultats van indicar que ambdues capes analitzades, la granular i la subgranular del
GD, presentaven nivells similars de colocalitzacions per mm? [F 49=2.76, P=.103]. Aixi,
considerant el GD en conjunt, el factor CONDICIO EXPERIMENTAL va ser significatiu
[F254=3.85, P=.028], perd no el TRACTAMENT [F154=0.11, P=.747], ni la seva interacci6
[F254=0.03, P=.974]. Tal com es mostra a la figura 48, I'analisi de contrastos va indicar
que els subjectes sotmesos a la condicid morris presentaven significativament major
nombre de colocalitzacions c-Fos+/BrdU+ que els sotmesos a les condicions nedari sec
[F154=7.79, P=.007 i F154=9.36, P=.004, respectivament]. Aixi mateix, malgrat que la
interaccio no va ser significativa, la comparacio dels grups AEIC i SHAM dintre de cada
condicié experimental va indicar que els animals tractats amb AEIC presentaven un
nombre significativament superior de colocalitzacions que els SHAM, Unicament a la
condicié morris [F154=4.81, P=.033], perd no a la resta de condicions (nedar: F154=0.12,
P=.729 i sec F15=0.00, P=.945). La figura 49 mostra imatges dexemple de

colocalitzacions.
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Fig.48 Percentatge de ceél-lules que expressaven el doble marcatge BrdU+/c-Fos+. A la grafica es
mostres les diferéncies entre grups i condicions experimentals en el nombre de colocalitzacions a la capa
granular del GD de I'HPC (+SE) *P<0.05; **P<.01; ***P.001.
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Fig.49 Analisi microscopica de colocalitzacions al GD. D’esquerra a dreta i de dalt a baix es mostren
cél-lules marcades amb c-Fos (vermell) assenyalades amb una fletxa blanca, i cel-lules marcades amb BrdU
(verd). En blau es mostren els nuclis cel-lulars al GD, les fletxes assenyalen els nuclis corresponents a les
cél-lules indicades a les dues imatges anteriors. Les colocalitzacions a baix a la dreta corresponen a les
superposicié d'imatges amb marcatge c-Fos/BrdU i el marcador nuclear DAPI.

2.3.9 Activitat AChE

La taula 12 resumeix els resultats estadistics per totes les arees analitzades, mostrant
els factors i la seva interaccio, amb els valors F i p corresponents. Com es pot observar,
nomes es van trobar variacions en la intensitat del senyal d’AChE en dues de les zones
estudiades: el nucli tegmental dorsal del tronc de I'encéfal i 'amigdala. En canvi, a la
resta de zones, al gir dentat i arees CA1 i CA3 de I'hipocamp, nucli accumbens, escorga
retrosplenial i regions infralimbica i prelimbica de I'escorga prefrontal, cap dels factors

principals ni la seva interaccié va resultar significativa.
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Analisis ANOVA (valors Fi p)
FACTORS
Regio TRACTAMENT CONDICIO Interaccié
Capa | F149=1.26; P=.269 F249=1.02; P=.367 F49=3.42;P=.042*
Capes llI-IV F149=0.00; P=.992 Fr49=2.11; P=.133 F249=0.81;P=.453
CRS CRS Capa V F149=0.04; P=842 F49=0.94; P=.398 Fr49=1.14; P=.329
Capa VI F149=0.37; P=.544 F49=0.25; P=.782 F249=0.21; P=.815
CRSag - F149=0.17; P=.681 F49=0.34; P=.716 F49=0.52; P=.595
CA1 F15,=1.37; P=.248 F>5,=0.73; P=.487 F25=1.29; P=.284
CA2 F15=0.01; P=.905 F251=1.22; P=.304 F>51=0.68; P=.512
HPe CA3 F15,=0.02; P=.891 F>5,=0.94; P=.397 F25,=0.14; P=.872
GD F1535=0.34; P=.561 F5:=0.74; P=.481 F5:=0.22; P=.807
IL F153=0.07; P=.799 F>5:=1.83; P=.172 F,5:=0.66; P=.523
CPF PL F153=0.72; P=.401 F5:=0.53; P=.595 F>5:=0.03; P=.972
BLA F153=0.10; P=.754 F25:=2.72; P=.076 F>53=0.22; P=.801
Amigdala LA F153=0.55; P=.463 F55=4.74; P=.013* F,5:=0.28; P=.756
CE Fi1535=1,24; P=.271 F5:=0.09; P=.917 F255=1,92; P=.158
Core F150=0.04; P=.834 F50=0.97; P=.386 F50=0.96; P=.392
NAce Shell F15=0.05; P=.820 F250=0.04; P=.961 F50=0.83; P=.476
NTD Fi15=5.13; P=.028* F>50=0.36; P=.699 F250=4.30; P=.019*
NPB F15,=0.09; P=.769 F50=0.99; P=.379 F250=0.08; P=.926

Taula 12 Resultats estadistics de I’analisi de I’activitat AChE a totes les arees cerebrals analitzades.
Abreviatures: CRS, cortex retrosplenial (g, granular; ag, agranular); CA1-CA2-CA3, cornu ammonis 1, 2i 3;
GD, gir dentat; CPF, cortex prefrontal; IL, infralimbic; PL, prelimbic; BLA, amigdala basolateral; LA, amigdala
lateral; CE, amigdala central; NAcc, nucli accumbens; NTD, nucli tegmental dorsal; NPB, nucli parabraquial.
*P<.05

2.3.9.1 Activitat d’AChE al nucli tegmental dorsal del tronc de I’encéfal

L’analisi dels nivells AChE al nucli tegmental dorsal van mostrar que el factor interaccio
TRACTAMENT x CONDICIO EXPERIMENTAL era significatiu [F247=4.30, P=.019]. Una
analisi d’efectes simples va mostrar que els animals tractats amb AEIC presentaven
menor activitat AChE que els seus controls no estimulats, perd només a la condicio sec
[F149=10.48, P=.002] (Fig.50).
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Fig. 50 Efectes del tractament i la condicié experimental en P’activitat de I’AChE al nucli tegmental
dorsal del tronc de I’encéfal. A la condicié experimental sec, els subjectes del grup que no van rebre AEIC
presentaven major activitat AChE que els que en van rebre **P<0.01.

2.3.9.2 Activitat d’AChE a 'amigdala

Concretament, a la BLA unicament el factor CONDICIO EXPERIMENTAL va ser
significatiu [F24s=4.74, P=.013]; de forma que els subjectes de la condicié sec van
presentar una activitat significativament superior d’AChE que els sotmesos a la condicio
nedar, independentment del tractament [F151=5.56, P=.022] (Fig51A).

Ala LA, també vam trobar que només el factor CONDICIO EXPERIMENTAL va resultar
significatiu [F248=4.74, P=.013]. L’analisi de contrastos va posar de manifest que els
subjectes sotmesos a la condicid experimental sec presentaven nivells d’AChE
significativament superiors als dels subjectes sotmesos a les condicions nedar i morris
[F151=9.35, P=.004 i F151=5.59, P=.022, respectivament] (Fig.51B).

A la CeA, malgrat que cap dels factors principals va resultar ser significatiu
TRACTAMENT i CONDICIO EXPERIMENTAL [F151=1,24, P=.271 i F»45=0.09, P=.917,
respectivament] i interacci6 TRACTAMENT x CONDICIO EXPERIMENTAL [F24s=1.92,
P=.158]; a la condicié experimental nedar, els animals que van rebre AEIC presentaven
menor activitat AChE que els no estimulats [F1,5=4.75, P=.034] (Fig.51C).
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Fig. 51 Efectes del tractament d’AEIC i de la condicié experimental en I’activitat d’AChE a I'amigdala.
(A) activitat AChE a la BLA, (B) activitat AChE a la LA i (C) activitat AChE a la CeA, en els animals dels grups
de tractament (AEIC i SHAM) en les diferents condicions experimentals (morris, nedar i sec). **P<0.01,
*<P0.05. Les microfotografies representatives de cada nucli de 'amigdala es mostren a sota i corresponen
a la BLA dels grups (D) AEICn, (E) SHAMn, (F) AEICs, (G) SHAMS; a la CeA dels grups (H) AEICn, (I)
SHAMn; a la LA dels grups (J) AEICm, (K) SHAMm, (L) AEICn, (M) SHAMn, (N) AEICs i (O) SHAMSs.

2.4 Discussio

Els resultats d’aquest estudi van confirmar que 'AEIC aplicada post-entrenament tenia

una certa capacitat per a facilitar I'aprenentatge espacial relacional. Perd en les presents

condicions de molt poc entrenament diari, 'efecte només es va produir a la fase inicial

de l'adquisicio (setmana 1) i no es va observar durant la segona setmana d’entrenament

ni al test de retencié a les 72h. L’AEIC semblava capa¢ d’accelerar I'adquisicié de

'aprenentatge perd no de mantenir un efecte de facilitacio al llarg del temps. Altres

estudis han posat també de manifest un efecte merament accelerador de 'AEIC sobre

I'aprenentatge, tant de caracter implicit [5] com espacial al LAM [7] perd en el cas contrari
al present, és a dir, en condicions espacials d’un elevat entrenament.
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En el present estudi, 'AEIC no es va mostrar efectiva per facilitar la consolidacié d’'una
memoria explicita, a diferéncia del que s’havia vist amb anterioritat en procediments amb
poc entrenament [6]. No obstant, el disseny de I'estudi de Ruiz-Medina i col-laboradors
[6] presentava diferéncies remarcables que podrien explicar els resultats: a) cada sessio
diaria constava d’un unic assaig de 120s de durada, mentre que en el present treball es
limitava a 90s i b) 'experiment que va mostrar evidents efectes facilitadors a la retencio
constava només de 5 sessions d’adquisicid. A partir d’aquesta comparacio, podem
pensar que hem aplicat les condicions experimentals minimes necessaries per iniciar un
procés d’aprenentatge. Per exemple, en l'estudi de Ruiz-Medina on la sessi6
d’entrenament constava d’un Unic assaig de 120s [9] 'AEIC va mostrar un efecte positiu
sobre la retencié de I'aprenentatge, perd amb un assaig de 60s aquest efecte ja no
apareixia probablement perqué els animals no van ser capagos d’aprendre [29]. Donat
que la majoria de subjectes van presentar laténcies relativament elevades, podem
suggerir que el procediment d’entrenament utilitzat va resultar ser d’alta dificultat. Per
altra banda, els resultats del present estudi van ser consistents amb els de Ruiz-Medina
observant-se també I'efecte facilitador als assaigs 3, 4 i 5.

El fet que vam augmentar la durada del procés experimental a 10 sessions podria haver
fet que altres factors no controlats haguessin interferit en I'aprenentatge, no observant-
se en les 5 Ultimes sessions els efectes inicials de 'AEIC vistos a les 5 primeres. Una
explicacié plausible de la limitacié temporal de I'efecte del tractament podria trobar-se
en 'augment de 'arousal. En 'estudi anterior (Experiment V), on s’aplicaven 2000 trens
d’AEIC 3 vegades al dia durant 5 dies consecutius, vam trobar un efecte d’augment
d’ansietat probablement degut a un arousal elevat i sostingut al llarg del temps. Es
probable que un nivell d’ansietat anormalment alt provocat per la dificultat de la tasca,
junt amb els efectes d’arousal produits per 2500 trens d’AEIC post-entrenament
haguessin contribuit a la manca d’efectes evidents a la segona setmana i el test de
retencié. No obstant, els efectes d’activacid neuronal observats a I'’hipocamp per
expressioé de c-Fos o els nivells d’AChE no van mostrar diferéncies entre els grups de la
condicio experimental sec, és a dir, degut exclusivament al tractament d’AEIC. Aquestes
dades van indicar que el tractament per si sol no incrementava l'activacié neuronal ni
I'activitat colinérgica en aquestes regions de manera significativa respecte dels animals
que no havien rebut tractament. De fet, TAEIC només va afectar I'activitat d’AChE en
regions colinérgiques del tronc de I'encéfal. Per altra banda, el fet que entre les 5
primeres i les 5 uUltimes sessions d’adquisicio hi va haver un interval de 72h i una manca
de consolidacié de la memoria de I'aprenentatge previ podrien haver agreujat encara
més la dificultat de la tasca, impedint mostrar una millora significativa en un alt

percentatge de subjectes durant les sessions d’adquisicio de la segona setmana.
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La dificultat que van mostrar els animals per adquirir 'aprenentatge i la manca de
diferéncies entre els grups al llarg de les 10 sessions de I'experiment es podrien explicar
en les bases moleculars de I'efecte de 'AEIC. Una de les principals hipotesis dels
mecanismes pels quals 'AEIC post-entrenament facilitaria els processos d’aprenentatge
i memoria és la seva capacitat per a mantenir actius els mecanismes de plasticitat
iniciats durant I'aprenentatge, promovent-ne I'estabilitzacio i I'enfortiment [11, 35, 178,
185]. En el present experiment va semblar que les condicions no havien estat favorables
perqué es desenvolupés un aprenentatge suficient per consolidar la memoria. Quan
I'experiéncia no permet activar amb prou intensitat les sinapsis hipocampals implicades
en l'aprenentatge, 'AEIC no disposaria d’'un substrat neural sobre el qual activar
processos de potenciacid a llarg termini i afavorir la consolidacié de la memoria. En
aquest cas, un unic assaig diari de 90s hauria pogut no ser suficient per a qué es produis
I'aprenentatge espacial, de manera que no es proporcionaria un context neural prou
estable per a poder observar els efectes beneficiosos de 'AEIC durant el periode critic

de la consolidacio.

Una altra causa que pot haver influit en els resultats obtinguts és el fet que la tasca al
LAM i 'AEIC, que es va administrar de forma contingent, tenien una valéncia emocional
oposada. Mentre I'aprenentatge al LAM és un tasca ansiogénica, considerada com un
estimul aversiu que produeix una resposta operant de fugida, 'AEIC es considera un
estimul apetitiu reforgant d’alta intensitat que provoca I'activacié directa del SNR. De fet,
les condicions morris i nedar presentaven nivells inferiors d’AChE —podent indicar una
major activitat colinérgica— a 'amigdala. Els animals van realitzar un Unic assaig, cosa
que, a diferéncia d’altres estudis en els que es donava un major nombre d’assaigs per
sessio, hauria pogut afavorir la contingéncia temporal entre la tasca espacial i el
tractament d’AEIC i, per tant, també I'associacié entre dos estimuls oposats. La resposta
dels animals a I'exposicié al LAM podria quedar condicionada a I'expectativa del reforg,
de manera que es produiria una conducta passiva esperant acabar l'assaig perquée
I'experimentador els tragués de la piscina (estimul aversiu) i poguessin iniciar el
tractament (estimul apetitiu). Des d’aquest punt de vista, podem pensar que els canvis
observats entre la primera i la segona setmana podrien ser deguts, no a I'extincio d’alld
aprés ni a una manca d’efectes de I'AEIC, sin6 a un nou aprenentatge incompatible amb
I'aprenentatge previ de localitzacié de la plataforma. Si fos aixi, s’hauria vist afavorit
'aprenentatge més adaptatiu ja sigui perqué la demanda cognitiva era menor o perquée
permetia dirigir la conducta cap a contingéncies més rellevants.

Per tal d’aclarir el canvi inesperat en I'evolucio de les laténcies durant la segona setmana
d’entrenament, vam analitzar qualitativament les trajectories de natacio realitzades pels

animals dels grups d’aprenentatge al LAM (AEICm i SHAMm). Els resultats ens van
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indicar que els animals capagos de trobar la plataforma triaven dos tipus d’estrategia de
cerca diferents, a) una estratégia espacial, guiant-se per tots els senyals de I'entorn de
la piscina i b) una estratégia associativa guiant-se per un o dos dels estimuls més
salients de I'entorn. Un nombre major de subjectes van decantar-se per una estratégia
associativa respecte d’aquells que aplicaven una estratégia espacial relacional. Aquest
fet podria indicar que l'alta dificultat del procediment hauria fet que la majoria dels
animals desenvolupessin una estratégia alternativa per trobar la plataforma, diferent de
I'esperada per aquesta tasca de memoaria al LAM. Aixd hauria pogut dificultar 'execucio
al laberint sobretot per aquells animals que haurien aplicat una estratégia espacial
relacional. Es a dir, 'observacié de diversos objectes en I'espai i la ubicacié d’aquests
respecte de la plataforma hauria resultat 'opcié més dificil, amb la dificultat afegida de
la durada dels assaigs (90s), en comparaciéo amb I'estratégia associativa que només
implicava I'observacio d’'un o dos senyals contextuals. Donat que I'’AEIC no va semblar
influir en la tria de I'estratégia més adequada, probablement per aix0 no va facilitar
I'aprenentatge al llarg de totes les sessions d’adquisicio i la memoria al test de retencio.
L’estrategia associativa triada majoritariament necessita més assaigs per consolidar-se

a diferéncia de I'espacial relacional que és més flexible i s’adquireix en pocs assaigs.

Els resultats obtinguts a I'estudi d’expressio de c-Fos van indicar que tant 'aprenentatge
al LAM com l'activitat fisica de nedar al laberint podien promoure I'activacié al GD com
ja s’havia vist en estudis previs [373-377], especialment a la capa subgranular. En canvi,
a la capa granular no vam trobar diferéncies entre els animals AEIC i els seus controls;
aquest resultat concorda amb el fet que s’observi una dessensibilitzacié de I'expressio
de c-Fos quan el tractament d’AEIC és de llarga durada [378]. Per altra banda, el fet que
el tractament no hagi incrementat el nivell d’expressio de c-Fos reflectiria els resultats
conductuals, malgrat les diferéncies entre grups observades per la primera setmana, al
final de I'experiment i al test de retencié vam trobar que tots els animals sotmesos a la
tasca d’aprenentatge van aprendre per igual. Per tant, no podiem esperar diferéncies en
I'expressio de c-Fos degudes a I'entrenament. Malgrat semblar contradictori, el fet que
els animals sotmesos a aprenentatge presentessin significativament major activacié a la
capa subgranular del GD que els que només nedaven al laberint o no feien res,
s’explicaria pel fet que les neurones que es trobaven ubicades a la capa subgranular
eren joves i possiblement més sensibles a ser activades quan els subjectes es veien
exposats a una activitat d’aprenentatge o simplement a I'activitat fisica de nedar.

L’estudi immunohistoquimic de BrdU va mostrar que I'’AEIC incrementava la NG al GD,

pero, a diferéncia de I'estudi de Takahashi i col-laboradors [34] en que el tractament
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d’AEIC era suficient per augmentar la NG, en el nostre cas els efectes es van observar
quan els animals tractats amb AEIC van ser també sotmesos a una situacio
d’aprenentatge o de nedar al laberint. Una possible explicacié podria venir de les
diferéncies entre els protocols dels dos estudis. Per una banda, en I'estudi de Takahashi
van administrar una unica injeccié de BrdU de 150mg/kg mentre que en el nostre cas en
vam injectar cinc, una de 10mg/kg el primer dia i quatre de 5 mg/kg els 4 dies seglents.
Per altra banda, en I'estudi de Takahashi els animals van ser injectats després d’haver
fet el tractament amb AEIC i les mostres es van recollir passats 1 dia, 1 setmanai 1 mes
després de l'administracio de BrdU, en canvi, en el nostre treball vam iniciar
'administracié de BrdU 3 setmanes abans de comencar el tractament i vam recollir les
mostres 43 dies després.

Donat que el temps transcorregut des que es va finalitzar 'administracié de BrdU fins
que vam obtenir les mostres és superior a 30 dies, podem considerar que les cél-lules
observades marcades amb BrdU son les que han sobreviscut. En suport a aquesta
hipotesi, un estudi de NG en rates va demostrar que el nombre de neurones noves al
GD de I'HPC augmentava entre 2 hores i 1 setmana després d’una Unica injeccio i
disminuia rapidament passades 2 setmanes de la injeccio [379]. Altres estudis en rates
i ratolins han trobat que algunes de les neurones noves poden sobreviure més de 4
setmanes al GD si s’administren varies injeccions de BrdU consecutives [371, 372]. Per
tant, no podem descartar que I'AEIC hagi pogut generar una major proliferacié no
observada en les analisis immunohistoquimiques realitzades. A partir dels resultats
obtinguts, creiem que la proliferacié cel-lular potenciada per 'AEIC no es va mantenir si
aquestes cél-lules no eren funcionals. Es a dir, només hi hauria hagut supervivéncia de
la NG en els subjectes sotmesos a aprenentatge si les neurones que van proliferar es
van integrar a una xarxa neural, la resta haurien desaparegut al llarg del procés
experimental. Una dada interessant a destacar és que vam observar major nombre de
colocalitzacions en aquells animals que van rebre tractament i que van ser sotmesos a
aprenentatge al LAM. Aix0 reforgaria la hipotesi que 'AEIC només és capag de facilitar
la supervivéncia cel-lular quan els animals son sotmesos a una activitat d’aprenentatge
en que les noves neurones s’activen pel fet d’haver-se integrat a una xarxa neuronal i

ser funcionals.

Malgrat aquests resultats, els efectes de 'AEIC sobre la NG no van ser suficients per
facilitar 'aprenentatge al llarg del procés experimental i consolidar-lo com a memoria
explicita. Els nostres resultats concorden amb els de Kempermann i Gage [31] que no
van trobar correlacio entre els nivells de NG a 'HPC i la retencié d’'una tasca de memoria
al LAM, pero si amb l'adquisicié d’aquesta mateixa tasca. Un altre estudi en el qual van

analitzar els efectes de I'estimulacié eléctrica del fornix per facilitar la memoria va trobar
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que, malgrat la millora en la memoria dels animals estimulats, els nivells de NG eren
iguals als del grup SHAM [29], plantejant |a possibilitat d’altres mecanismes diferents de
la NG implicats en aquests processos de facilitacié de la memoria.

Una altra explicacié a la manca de concordanga entre els resultats conductuals i els
moleculars és que la proliferacio i supervivéncia neuronal observada al GD haguessin
contribuit a una flexibilitat en I'aprenentatge relacional [380], fent que els animals
adoptessin una actitud passiva a I'espera d’un reforgador de major valor o bé aplicant
una estratégia alternativa més eficient per tal de trobar la plataforma, perd no adequada
per retenir I'aprenentatge. Aixi doncs, I'AEIC, en funcié de les caracteristiques del
procediment experimental, podria haver facilitat 'adquisicié d’un aprenentatge diferent

a I'esperat inicialment.
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3. EXPERIMENT VI

3.1 Introduccié

La DBS és una forma d’aplicacié de I'estimulacié eléctrica del cervell que es fa de
manera passiva, a diferéncia de 'AEIC que és el propi individu qui se 'administra. La
DBS de regions cerebrals del sistema del refor¢ ha estat menys usada en recerca
experimental. Les linies d’estudi s’orienten a la creacié de models animals de diferents
patologies, sobretot de trastorns depressius [315, 316] i d’ansietat [381] per estudiar-ne
els possibles mecanismes implicats en el seu efecte terapéutic. A la clinica d’humans,
I'estimulacié del SNR o de regions relacionades s’ha utilitzat, sobretot, pel tractament de
trastorns emocionals com la depressioé [18] i s’ha mostrat efectiva per millorar els
simptomes d’ansietat i depressié associats al TOC [219]. Tenint en compte que la DBS
a la clinica d’humans s’ha usat per millorar 'aprenentatge i la memoria en pacients amb
malaltia d’Alzheimer [22] i que 'AEIC de FPM s’ha mostrat efectiva per facilitar aquests
processos en animals de laboratori [5, 7, 9, 11, 27], ens vam plantejar estudiar la
rellevancia de la forma d’administracié del tractament. Els antecedents experimentals
que comparen aquests dos tipus d’administracié son escassos [36, 152]. Per tant, vam
voler veure si el fet que el tractament fos autoadministrat (AEIC) o administrat
remotament (DBS) tindria el mateix efecte sobre la memoria comparant aquests dos
tipus d’administracid, tant a nivell funcional sobre la memadria com a nivell d’activacio
cerebral. Els objectius especifics que ens vam plantejar van ser comparar els efectes de
I'AEIC amb la DBS del FPM sobre 1) 'adquisicio i la retencié de I'aprenentatge espacial
al LAM i 2) 'expressi6 de c-Fos en diferents arees cerebrals implicades en els sistemes

a) motors, b) de 'aprenentatge i la memoria, c) del reforg i d) de I'arousal.

3.2 Material i procediment

3.2.1 Subjectes

En aquest experiment vam utilitzar un total de 21 rates (Rattus Norvegicus) albines
mascles de la soca Wistar, de 113 dies d’edat (DE=4.00) i un pes mitja de 389.57g
(DE=7.00) a linici de I'experiment. Tot alld referent a ética i benestar animal, tipus,
procedéncia, alimentacid i manipulacié dels animals, procediments quirdrgics i
coordenades d’implantacié dels eléctrodes es va realitzar de manera idéntica als

Experiments Vi VI.
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3.2.2 Aparells

L’estimulador utilitzat per administrar el tractament d’AEIC o de DBS, aixi com les
caracteristiques del corrent estimulant van ser idéntiques a les dels Experiments Vi VI
(veure I'apartat a del punt 1.2.3 de 'Experiment V). El rang d’intensitats d’estimulacio es
trobava entre 40 i 250uA. Tots els parametres del corrent estimulant excepte la intensitat
es van mantenir fixos al llarg de I'experiment.

Les fases d’adquisicid i test de retencid es van realitzar en un LAM idéntic al dels

Experiments V i VI (veure I'apartat b del punt 1.2.3 de 'Experiment V).

3.2.3 Conducta d’AEIC

a) Assignacio a grups experimentals

Els animals es van distribuir aleatoriament en tres grups experimentals segons el
tractament que se’ls hauria d’administrar. Aquells que havien de rebre el tractament
autoadministrat pertanyien al grup AEIC (n=6), els que havien de rebre el tractament
administrat remotament —per I'experimentador— pertanyien al grup DBS (n=5) i els que

no havien de rebre cap tipus de tractament pertanyien al grup SHAM (n=5).

b) Modelament de la conducta d’AEIC i CIO

Aquestes dues fases es van realitzar de manera idéntica als experiments anteriors tant
pels subjectes d’AEIC com DBS (veure punt 2.2.5 de 'Experiment ). El fet de sotmetre
els subjectes de DBS a modelament de la conducta d’AEIC i CIO va garantir, per una
banda, que I'animal tenia I'eléctrode ben implantat al FPM i per altra banda ens va
permetre saber quina era la intensitat optima de DBS, que és la que es va utilitzar per

I'administracié remota per part de I'experimentador de 'AEIC post-entrenament.

c) Tractament amb AEIC i DBS

Un cop determinada la IO de cada subjecte, el procediment del tractament es va realitzar
de la seglient manera: 1) els subjectes del grup AEIC premien la palanca fins a rebre
2500 trens de corrent estimulant (a la IO de cada animal determinada a la sessié de
ClO), 2) els subjectes del grup DBS rebien el tractament administrat remotament per
I'experimentador (també a la IO de cada animal determinada a la sessié de CIO).
L’experimentador premia un botoé fins a administrar a I'animal 2500 trens de corrent
estimulant a una frequéncia que simulava I'estimulacié autoadministrada i 3) els
subjectes del grup SHAM van ser introduits individualment en una gabia de Skinner

durant 45 minuts (durada mitjana d’'un tractament d’AEIC), sense rebre cap tipus
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d’estimulacio. Immediatament després del test de retencid, els animals van rebre una

sessio de tractament idéntica a les administrades post-entrenament.

3.2.4 Procediment de la tasca de memoria espacial

a) Adquisicié de I’'aprenentatge

Tres dies després de les sessions de modelament i ClO, totes les rates van ser
entrenades per realitzar la tasca espacial al LAM. L’adquisicid d’aquesta tasca va
consistir en 5 sessions d’entrenament diaries de 6 assaigs cadascuna. Cada sessio es
va iniciar des d’'una de quatre posicions possibles (N, E, S, O) seguint un programa
pseudoaleatori i cada assaig va consistir en un trajecte de natacié des de I'extrem de la
piscina fins a la plataforma. Quan la rata no trobava la plataforma en els 90s que durava
I'assaig, la guiavem manualment perqué hi pugés. Passats 15s retiravem la rata de la
piscina. Quan trobava la plataforma per si mateixa igualment la hi deixavem durant 15s

per tal de facilitar 'aprenentatge de la localitzacié de la plataforma.

b) Test de retencié

Aquest assaig es va realitzar de manera idéntica al realitzat als Experiments Vi VI (veure

I'apartat ¢ del punt 1.2.6 de 'Experiment V).

3.2.5 Estudi immunohistoquimic

3.2.5.1 Recollida de mostres

Noranta minuts després del test de retencid es van sacrificar els animals. Tot el
procediment de sacrifici i recollida de mostres es va realitzar de manera idéntica a com
es descriu a I'experiment anterior (veure el punt 2.2.6.1 de I'Experiment VI). Es van
recollir talls coronals del cervell de 30um de gruix corresponents a les coordenades

anteroposteriors de les regions a estudiar (Fig.51).

3.2.5.2 Tincié immunohistoquimica

El procediment de tinci6 immunohistoquimica per marcatge de c-Fos es va dur a
terme en seccions coronals en suspensié (free-floating), seguint el protocol detallat
a ’Annex 5. Durant aquest procés, es van obtenir aleatdriament mostres per control
negatiu del procediment immunohistoquimic sense afegir els anticossos. Una
vegada finalitzat el procediment, es van muntar les seccions en portaobjectes amb

un medi PERTEX i es van guardar a 4°C aillant-les de qualsevol font de llum.
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3.2.5.3 Presa d’imatges i analisi

Les imatges de les diferents regions analitzades van ser obtingudes amb un microscopi
Olympus BX-41 acoblat a una camera digital Olympus DP-70 (Japd). El comptatge de
c-Fos es va realitzar amb el programa Image-J 1.45s. Es va dissenyar una macro per
calibrar les imatges (correspondéncia pixel/mm) i millorar la nitidesa, seguint un procés
de smoothing per a destacar els nuclis c-Fos positius. Per cada area a estudiar es va
establir una o diverses regions d’interés (ROI, de I'anglés Region Of Interest) on realitzar
la quantificacié (veure figura 52A — 52D). Es va fer un recompte de la mitjana de tres
seccions histoldogiques per cada area. Les coordenades de cada area es van
homogeneitzar per cada grup per tal de reduir la variabilitat entre les mostres (AP: HPC-
Amigdala-Nuclis del talem, -2.64mm a -3.00mm; CM1-NAcc-CPu, 1.80 a 2.52). També
es van establir, per a cada area, uns parametres per les variables mida de les particules,
intensitat i esfericitat, que es van mantenir fixes per tots els subjectes i mostres.

L’expressid de c-Fos va ser registrada com a nombre de cél-lules immunopositives/mm?2,

2642300

-2.64 a -3.00

Fig. 52 Regions d’interés (ROI) per la quantificacié dels nuclis c-Fos immunopositius a les arees (A)
HPC (CA1i CA3). (B) MD i CM. (C) BLAi LA. (D) CM1 (capa V), CPu, NAcc Core i NAcc Shell. Les regions
d’interés estan superposades en seccions coronals d’imatges adaptades de I'atles Patxinos i Watson
(2007). Abreviatures: HPC, hipocamp, CA1-CA3, cornu ammonis 1 i 3; MD, nucli mediodorsal; CM, nucli
centromedial; BLA, amigdala basolateral; LA, amigdala lateral; CM1, cortex motor primari; CPu, caudat-
putamen; NAcc, nucli accumbens.
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3.2.6 Analisi estadistica

Les analisis principals de la tasca de memoria al LAM es van dur a terme considerant la
variable independent tractament com a qualitativa amb tres categories (AEIC, DBS i
SHAM) i les variables dependents com a quantitatives. Es va utilitzar una ANOVA mixta
per analitzar les dades de I'estudi de I'expressio de c-Fos, aplicant un disseny factorial
3x2 (GRUP x HEMISFERI) incloent 3 grups: AEIC, DBS i SHAM i els hemisferis
ipsilateral i contralateral, segons la localitzacié de I'eléctrode (que es troba ubicat a
I’hemisferi dret). Per 'aprenentatge al LAM les variables dependents analitzades van ser
1) laténcia i 2) temps en parets. Les comparacions entre grups de les sessions
d’adquisicié es van fer usant analisis multivariants de la variancia (MLG de mesures
repetides). També vam realitzar una analisi de contrast polinomial per explorar si hi havia
una tendéncia lineal o quadratica al llarg de les sessions d’entrenament. Pel test de
retencio, es van realitzar proves t-test de mostres independents per comparar I'execucio
dels subjectes d’'ambdds grups en relacié al percentatge de temps al quadrant target,
tant per la sessi6 global (TQ60) com per la primera meitat del test (TQ30), nombre de
creuaments del target, velocitat, error de Whishaw i percentatge de temps a l'annulus
del target. També es va analitzar la variable de control femps en parets per la primera
meitat (TP30) i pel global del test de retencio (TP60). El nivell de significaciod per tots els
tests es va establir en a=0.05 i tot el processament de dades es va realitzar mitjancant
el paquet estadistic SPSS v23 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

3.3 Resultats

3.3.1 Subjectes

La mostra inicial va constar de 21 subjectes i un total de 5 van ser exclosos de
I'experiment. En concret, 2 subjectes van presentar una conducta anormal a la primera
sessio d’adquisicid, 1 subjecte va ser exclos per manca de dades de I'estudi de conducta
i 2 més els vam descartar per ser outliers. Per I'analisi conductual i d’expressié de
c-Fos, la mostra va estar formada per 16 subjectes (AEIC: n=6; DBS: n=5; SHAM: n=5).
Es va dur a terme un control regular del pes dels subjectes com a indicador de canvis
de salut que podrien haver afectat I'aprenentatge. L’analisi de la variancia va mostrar
que els subjectes partien de pesos similars a l'inici i no es van trobar diferéncies entre

grups en I'evolucié del pes al llarg de I'experiment.

3.3.2 Sessions d’adquisicié

L’analisi de la sessio 1 va mostrar diferéncies entre grups en la variable temps en parets

[F2,15=4.191, P=.039], els subjectes del grup DBS van presentar menor tigmotaxi que els
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SHAM (P=.032). En aquest primer assaig, quan els animals encara no havien rebut
tractament, la tigmotaxi es podia considerar com una mesura d’ansietat. Per aquest
motiu vam introduir la variable temps en parets (mesura de tigmotaxi) com a covariable
en I'analisi de I'efecte dels tractaments a la fase d’adquisicié. Aquesta covariable no va
resultar ser significativa [Fs45=0.731, P=.534], per0 va permetre homogeneitzar els
grups en la sessié d’adquisicié.

Els resultats van indicar que l'efecte del factor GRUP era significatiu [F213=9.695,
P=.003], independentment de la SESSIO [Fs52=1.445, P=.200]. Per altra banda, el factor
SESSIO també va resultar ser significatiu [Fa52=55.080, P<.001]. L’estudi de I'evolucid
de I'aprenentatge va evidenciar que els grups mostraven una disminucié significativa de
les latencies al llarg de les sessions, tal com es mostra a la figura 53. Segons I'estudi
polinomial, les laténcies es van ajustar a una funcio lineal [F1,13=271.324, P<.001] pero

també a una equacié quadratica [F1,13=8.392, P=.012].
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Fig. 53 Efectes facilitadors de I’AEIC al llarg de les sessions d’adquisicié. Resultats de les mitjanes de
la latencia (xSE) introduint la variable temps en parets de la sessié 1 com a covariable. La fletxa indica el
moment d’administracié de la primera sessié de tractament als grups AEIC i DBS. *P<.05.

L’analisi d’efectes simples dels efectes del tractament dins de cada sessié d’adquisicio
va posar de manifest que a la sessid 1 no hi havia diferéncies significatives entre els
grups [F2,13=1.830, P=.199] i, per tant, es pot considerar que els 3 grups van partir del
mateix nivell d’aprenentatge. Les sessions 2, 3 i 4 si que van mostrar diferéncies entre-
grups [F2,13=5.625, P=.017; F213=4.385, P=.035 i F»,13=3.657, P=.055; respectivament)
pel que fa al nivell d’'aprenentatge. L’analisi de contrastos post hoc (Tukey) va indicar
que a la sessio 2 hi havia diferéncies significatives entre els grups DBS i SHAM (P=.013),
on el grup DBS presentava laténcies menors que SHAM. A la sessié 3 hi havia
diferéncies significatives entre AEIC i SHAM (P=.028), on el grup AEIC presentava
laténcies menors que SHAM. A la sessio 4 vam trobar una tendéncia a la significacio
entre AEIC i SHAM (P=.062), el grup AEIC tendia a fer laténcies menors que SHAM.
Finalment, a I'tltima sessié vam observar de nou abséncia de diferéncies significatives

entre els diferents grups de tractament, que es van tornar a igualar en el nivell
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d’aprenentatge. En general, tant el grup DBS com AEIC van fer laténcies
significativament inferiors respecte el SHAM, indicant que ambdds tractaments

facilitaven I'aprenentatge.

3.3.3 Test de retencié

Es va realitzar una prova t-test per a una mostra per tal de conéixer el grau de retencio
de cada grup. Vam comparar el temps que els animals estaven al quadrant de la piscina
on hi havia la plataforma durant les sessions d’adquisicié (temps al quadrant target) amb
el percentatge tedric de temps que els animals hi haurien nedat si no haguessin recordat
la localitzacié de la plataforma, és a dir, el percentatge degut a 'atzar (25%). Aquesta
prova es va realitzar per la primera meitat del test de retencio i per la sessio global.
L’analisi de la sessi6 global va indicar que el grup SHAM va estar més temps al quadrant
target del que s’esperaria per atzar [{,=3.391, P=.027], perd no era aixi si analitzavem la
primera meitat del test [t4=1.824, P=.142]. En canvi, el grup DBS es va mantenir al
quadrant farget més temps de I'esperat per atzar tant a la primera meitat [£4=5.367,
P=.006], com al global del test de retencio [{s=4.372, P=.012]. Respecte al grup AEIC,
es van observar resultats similars als del grup DBS, per la primera meitat [5=3.306,
P=.021] i pel global del test [ts=3.785, P=.013], tal com es mostra a la figura 54A.
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Fig. 54 Efectes dels tractaments d’AEIC i DBS al test de retencié. (A) es mostra el percentatge de temps
que els animals nedaven al quadrant target. La linia discontinua indica el temps que els animals haurien
estat al quadrant si no haguessin fet cap sessio d’aprenentatge, nivell d’atzar (25%). Els asteriscs mostren
que hi havia diferéncies significatives entre el resultat obtingut per cada grup i l'atzar. (B) Mitjanes de
tigmotaxi al test de retencio. Els resultats es van analitzar pel global del test (TP60) i per la primera meitat
(TP30). *P<.05

L’analisi ANOVA no va mostrar diferéncies entre grups en el temps al quadrant target ni
per la primera meitat del test (TQ30) [F2,13=0.327, P=.727], ni pel global (TQ60)
[F2,13=0.433, P=.657].

Per la variable temps en parets (TP30) es van trobar diferéncies significatives entre
grups [F2,13=3.933, P=.046] i una tendéncia a la significacié per la variable temps en
parets (TP60) [F213=3.365, P=.066]. L’analisi de contrastos (Tukey) va mostrar
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diferéncies significatives entre els grups AEIC i SHAM en TP30 (P=.038) i una tendéncia
a la significacio entre els grups AEIC i SHAM en TP60 (P=.055). Observant les mitjanes
dels tres grups vam trobar que els grups que havien rebut tractament (AEIC i DBS)
passaven menor temps nedant a prop de les parets de la piscina tal com es pot veure a

la Figura 54B, essent significativa la diferéncia entre els grups AEIC i SHAM.

3.3.4 Expressio de c-Fos: arees relacionades amb la conducta motora

3.3.4.1 Cortex motor primari (CM1)

L’analisi de la variancia no va mostrar diferéncies significatives en el factor HEMISFERI
[F112=1.533, P=.239]. Aquesta dada ens va permetre completar les dades d’'un hemisferi
amb la informaci6 de Il'altre per 2 subjectes dels quals nhomés disposavem de mostra
d’'un hemisferi. Vam trobar un efecte significatiu del factor GRUP [F;,12=6.309, P=.013]
que indicava que hi havia diferéncies entre els grups de tractament. L’estudi de
contrastos ens va indicar que el grup AEIC presentava major expressio de c-Fos que els
altres dos grups, SHAM (P=.012) i DBS (P=.008); i que els grups SHAM i DBS
presentaven nivells similars d’expressié de c-Fos (P=.799). Aquestes diferéncies es

poden observar a la figura 55A.

3.3.4.2 Estriat dorsal (CPu)

L’estudi realitzat a I'estriat dorsal no va mostrar diferéncies significatives pel factor
HEMISFERI [F1,13=1.268, P=.314] ni per la interacci6 GRUP x HEMISFERI [F4,13=3.134,
P=.077]. En canvi, el factor GRUP va resultar significatiu [F2,13=4.102, P=.042] i I'analisi
de contrastos va mostrar una tendéncia a la significacié en la comparacio entre els grups
AEIC i SHAM (P=.063). L’estriat dorsal juga un paper important en les conductes
operants, per tant, la hipotesi de treball va ser que el grup AEIC hauria de mostrar major
expressio de c-Fos ja que era I'inic grup que realitzava una conducta operant durant el
tractament. Per aquesta rad vam realitzar un contrast d’hipotesis (t de Dunett) amb el
grup AEIC com a grup fixat per fer la comparacié. Aquesta analisi va mostrar diferéncies
significatives entre els grups AEIC i SHAM (P=.048) i una tendéncia a la significacio
entre els grups AEIC i DBS (P=.062). Tal com es mostra a la figura 55B, el nombre de
cel-lules c-Fos+ a I'estriat dorsal va ser significativament més alta al grup AEIC respecte
del SHAM i gairebé respecte del DBS.
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Fig. 55 Efectes dels tractaments en arees de conducta motora. (A) nivells d’expressio de c-Fos al cortex
motor primari (CM1) en funcié dels diferents grups experimentals (+SE); (B) nivells d’expressié de c-Fos a
I'estriat dorsal (CPu) (+SE). A sota de les grafiques es mostren microfotografies de cada area analitzada.
n.s. indica una tendéncia a la significacio (P=.062). *P<.05

3.3.5 Expressio de c-Fos: arees relacionades amb aprenentatge i memoria

3.3.5.1 Cornu ammonis 1 (CA1)

Per aquesta area de 'HPC vam trobar diferéncies entre grups en funcié del factor
HEMISFERI (interaccio: F2,13=3.772, P=.050). Els resultats van mostrar diferéncies
significatives entre grups només a I'’hemisferi contralateral (F2,13=4.820, P=.027), en el
qué el grup AEIC presentava major expressio de c-Fos que els grups SHAM (P=.038) i
DBS (P=.012). En canvi, a 'hemisferi ipsilateral, malgrat que el factor GRUP no va ser
significatiu (P=.179), 'expressié de c-Fos dels subjectes del grup AEIC presentava una
tendéncia a ser superior a la del grup SHAM (P=.075). L’estudi de les diferéncies entre
hemisferis dins de cada grup de tractament no va mostrar diferéncies significatives en
el grup SHAM (P=.269) ni en 'AEIC (P=.116). En canvi, si que hi va haver diferéncies
significatives en el grup DBS (P=.034), presentant major expressio de c-Fos a I’hemisferi

ipsilateral que al contralateral (Fig.56A).
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3.3.5.2 Cornu ammonis 3 (CA3)
Cap dels factors principals HEMISFERI [F4,12=0.000, P=.996] ni GRUP [F,12=1.176,

P=.841] van ser estadisticament significatius. Tampoc ho va ser la interaccié entre
aquests dos factors [F2,12=0.164, P=.850].

3.3.5.3 Amigdala

Els nuclis de 'amigdala que vam estudiar van ser BLA i LA. A la BLA no vam trobar
resultats estadisticament significatius: factor HEMISFERI [F1,13=1.396, P=.259], factor
GRUP [F2,13=0.486, P=.626] i interacci6 GRUP x HEMISFERI [F113=0.740, P=.496]
(Fig.56B). A la LA vam obtenir resultats similars, en el sentit que cap dels factors
principals va resultar significatiu: factor HEMISFERI [F113=0.965, P=.344], factor GRUP
[F213=0.170, P=.845] i interacci6 GRUP x HEMISFERI [F113=0.253, P=.781].
L’expressido de c-Fos als nuclis BLA i LA de I'amigdala no va variar en funcié del

tractament ni de I'hemisferi.
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Fig. 56 Efectes dels tractament en arees d’aprenentatge i memoria. (A) nivells d’expressié de c-Fos a
CA1 de 'HPC de cada grup a I'hemisferi contralateral (+SE); (B) expressié de c-Fos a la BLA de cada grup
a I'hemisferi ipsilateral (+SE). n.s. indica una tendéencia a la significacié (P=.075). Les microfotografies a
sota de les grafiques corresponen a les area analitzades. *P<.05
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3.3.6 Expressio de c-Fos: arees relacionades amb el reforg

3.3.6.1 Feix prosencefalic medial (FPM)

Al FPM, el factor HEMISFERI va ser estadisticament significatiu [F1,13=5.753, P=.032]
perd no ho va ser la interaccido GRUP x HEMISFERI [F2,13=1.981, P=.177]. L’expressio
de c-Fos va resultar diferent en ambdés hemisferis, essent major a I'hemisferi ipsilateral
a la implantacio de I'electrode, independentment del tractament aplicat. El factor GRUP
no va ser estadisticament significatiu [F2,13=2.480, P=.122], indicant que I'expressio de

c-Fos al FPM no variava en funcio del tractament pero si de I'hemisferi (Fig.57A).

3.3.6.2 Nucli accumbens: core

Es van trobar diferéncies significatives en el factor GRUP en funcié de 'HEMISFERI
[F212=3.944, P=.048]. L'estudi d’efectes simples, és a dir, les diferéncies entre grups
dins de cada hemisferi, va indicar una tendéncia a la significacié per I'hemisferi ipsilateral
[F212=4.407, P=.067], perd0 no del contralateral [F213=1.165, P=.343]. L’'analisi de
contrastos ens va indicar que el grup AEIC presentava major expressié de c-Fos
ipsilateral que el SHAM (P=.025). Al realitzar I'analisi per cada grup experimental vam
trobar que no hi havia diferéncies d’activacio entre hemisferis en el grup SHAM (P=.298)
ni en el DBS (P=.240), pero si que hi havia una tendéncia del grup AEIC (P=.072) a

mostrar més expressio de c-Fos al core ipsilateral (Fig.57B).

3.3.6.3 Nucli accumbens: shell

Cap dels factors principals HEMISFERI [F1,12=1.180, P=.166] ni GRUP [F,1,=0.858,
P=.449] van ser estadisticament significatius. Tampoc ho va ser la interaccidé entre
aquests dos factors [F2,12=1.382, P=.288]. Les imatges de la figura 58 mostren expressio

de c-Fos al FPM i al core del NAcc.
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Fig. 57 Efectes dels tractaments en arees relacionades amb el reforg. (A) nivells d’expressié de c-Fos
al FPM de cada grup a 'hemisferi ipsilateral (+SE); (B) expressié de c-Fos al core del NAcc de cada grup
a I'hemisferi ipsilateral (+SE). *P<.05
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Feix prosencefalic medial (FPM)

Nucli accumbens (Nacc) Core

Fig. 58 Microfotografies d’expressié de c-Fos al FPM i al core del NAcc. Es mostren imatges d’exemple
de cada grup experimental AEIC, DBS i SHAM.

3.3.7 Expressio de c-Fos: arees relacionades amb arousal

En relacié als sistemes d’arousal, es va avaluar I'expressio de c-Fos al nucli
centromedial, un nucli inespecific talamic, en comparacié amb un altre nucli talamic de
caracter més associatiu, el mediodorsal. Pel nucli centromedial, el factor HEMISFERI
[F1,13=1.089, P=.316] i la interacci6 HEMISFERI x GRUP [F;,13=1.268, P=.314] no van
resultar significatius perd si que ho va ser el factor GRUP [F213=15.708, P<.0001].
L’analisi de contrastos va mostrar major expressiéo de c-Fos en el grup AEIC en
comparacié amb els altres dos grups, el DBS (P=.005) i el SHAM (P<.0001),
independentment de 'hemisferi, com s’observa a la figura 59A. Per altra banda, al nucli
mediodorsal ni el factor HEMISFERI [F1,13=2.614, P=.130] ni el factor GRUP [F;,13=0.720,
P=.505], ni la interacci6 GRUP x HEMISFERI [F;13=0.156, P=.857] van resultar
significatius (Fig.59B). Les imatges de la figura 60 mostren expressié de c-Fos als nuclis

del talem relacionats amb l'arousal.
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Fig. 59 Efectes dels tractaments en arees relacionades amb arousal. (A) nivells d’expressio de c-Fos
al nucli centromedial del talem per cada grup (+SE); (B) nivells d’expressi6 de c-Fos al nucli mediodorsal
del talem per cada grup (+SE). **P<.005; ***P<.001
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Nucli centromedial (CM) Talem

MNucli mediodersal (MD) Talem

Fig. 60 Microfotografies d’expressio de c-Fos en arees relacionades amb arousal (nuclis centromedial
i mediodorsal del talem). Es mostren imatges d’exemple de cada grup experimental AEIC, DBS i SHAM.

3.4 Discussid

Els resultats del present experiment van mostrar que I'estimulacié eléctrica reforgant del
FPM facilitava I'aprenentatge espacial relacional, independentment de si era 0 no
autoadministrada. Els resultats de I'analisi de I'expressié de c-Fos van posar de manifest
que, malgrat ser funcionalment similars, els dos tipus d’administracié de I'estimulacio

provocaven l'activacié de regions diferencials del cervell.

3.4.1 Efectes dels tractaments d’AEIC i DBS sobre la memoria espacial al LAM
Les dades que vam obtenir a partir de I'analisi de la fase d’adquisicié de I'aprenentatge
espacial ens van mostrar que els animals que havien estat tractats amb I'estimulacié del
FPM feien laténcies menors que els no tractats, presentant, per tant, una facilitacié de
la tasca. Aquests efectes els vam atribuir al tractament i no a altres variables com ara el
pes dels animals o la conducta motora, ja que no es van observar diferéncies entre grups
en les variables de control analitzades. A més, 'AEIC com a tractament aplicat post-
entrenament es va mostrar capag de facilitar la consolidacié de la memoria en el curs
de les sessions d’entrenament, tal com ja s’havia vist en estudis previs [9, 11].

En canvi, donat que hi ha pocs estudis en que s’hagi aplicat la DBS al FPM per facilitar
la memoria espacial [321] i, fins on sabem, no s’han fet treballs estudiant els efectes de
la DBS del FPM en un LAM de tipus espacial, aquests resultats suposen una dada
inédita, pel fet de mostrar que la DBS al FPM clarament facilita I'aprenentatge i la

memoria.

153



Bloc Il / Experiment VI Treballs experimentals

A la sessio 1 vam veure certes diferéncies entre grups a les laténcies, encara que no
van ser estadisticament significatives. Aquesta dada és important a I'hora d’atribuir els
resultats observats als tractaments, ja que els animals van rebre el primer tractament
després d’aquesta primera sessio. Aquestes diferéncies podrien ser degudes a I'atzar,
a la variabilitat en I'execucié del animals a les tasques al LAM o al fet de tenir una mostra
petita de subjectes. Per tal de reduir aquesta variabilitat inicial, vam introduir la variable
temps en parets com a covariable, ja que resultava significativa en aquesta primera
sessio d’entrenament quan encara no s’havia administrat cap tractament. Aquestes
lleugeres diferéncies també podrien ser degudes a diferents nivells inicials d’ansietat
entre individus, ja que els subjectes que havien rebut tractament amb DBS feien,
significativament, menys tigmotaxi que el grup SHAM. Aquest efecte ja va ser descrit
per Luyck i col-laboradors [381] i podria provocar una millor predisposicid a
'aprenentatge. Aixi doncs, vam partir de grups iguals per a valorar els efectes dels
tractaments, perd no podiem descartar efectes de les sessions de modelament i CIO.
Les sessions de ClO poden, o bé reduir 'ansietat o bé produir altres efectes que podrien
predisposar a una millor execucio. Habitualment aquestes sessions es realitzen 72h
abans d’iniciar I'entrenament i sén de curta durada precisament per a evitar efectes
proactius sobre l'aprenentatge posterior. De totes formes, en treballs del nostre
laboratori on també es van estudiar els efectes de 'AEIC en un LAM espacial no es va
trobar cap interferéncia de la CIO [9, 11], per tant, vam concloure que si la CIO podia

haver produit algun efecte, no era comparable al del propi tractament.

La DBS i 'AEIC han estat igualment efectives?

L’estudi dels efectes dels dos tipus d’administracié a cadascuna de les sessions ens va
indicar que a les sessions 2, 3 i 4 si que hi havia diferéncies en funcié del grup de
tractament al qual pertanyien el subjectes. El nivell d’aprenentatge va ser major en els
grups d’AEIC i DBS que en el grup SHAM perd no es va observar un clar efecte d’'un
dels dos tractaments per sobre de laltre. De fet, si hi va haver un tractament més
destacat podria ser la DBS, ja que I'efecte facilitador d’aquest comengava a la sessio6 2,
mentre que el de 'AEIC es va comencar a observar a la sessio 3. Per tant, podriem dir
que el tractament de DBS va tenir un efecte accelerador de I'aprenentatge lleugerament
superior al de I'AEIC. Aquest fenomen es pot comparar parcialment amb els resultats de
White i Major [36], aquests autors van trobar que calien meés trens d’estimulacio pel grup
AEIC que pel de DBS per obtenir el mateix efecte facilitador de I'aprenentatge. Aquestes
dades son coherents amb el fet que la DBS va mostrar efectes una sessié abans que

'AEIC, que també facilitava l'aprenentatge perd quan havia rebut més trens
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d’estimulacié eléctrica. Malgrat aixd, nosaltres aplicavem 2500 trens i, segons la hipotesi
de l'activacié que proposaven els autors, el tractament de DBS no hauria de ser
facilitador ja que provocaria un arousal massa elevat. Considerant que els parametres
del corrent estimulant d’aquell estudi i el nostre no sén equivalents, no podem afirmar
que el nostre model de tractaments s’ajusti necessariament a aquesta hipotesi.

A I'tltima sessi6 d’adquisicio tots els grups van presentar laténcies similars, mostrant un
mateix nivell d’aprenentatge. Aixd es podria explicar per un efecte sostre, un nombre
massa elevat de sessions o d’assaigs per sessié podria haver fet que tots els animals
acabessin assolint el mateix nivell d’adquisicio. Aixi mateix, en un altre estudi del nostre
laboratori on s’avaluaven els efectes de I'AEIC en una tasca de memoria implicita, també
es va trobar un efecte sostre per excés d’entrenament que va impedir veure efectes del

tractament a les ultimes sessions de retenci6 [133].

Es van mantenir els efectes facilitadors al test de retenci6?

L’estudi del temps al quadrant target durant els primers 30 segons del test de retencio
va mostrar que els animals que havien rebut tractament (AEIC i DBS) estaven un temps
superior a I'atzar (25%) en aquest quadrant, a diferéncia del grup SHAM. En canvi, pel
global de la sessié no hi havia diferéncies entre els grups. Sembla, doncs, que el grup
SHAM no hauria consolidat tan bé I'aprenentatge adquirit com ho van fer els subjectes
dels grups AEIC i DBS. Al test de retencié també es va trobar un efecte significatiu de
tigmotaxi, els subjectes autoestimulats semblaven mostrar menys ansietat, seguits dels
estimulats amb DBS i per ultim els del grup SHAM. Es probable que els animals que van
aprendre on era la plataforma i van consolidar I'aprenentatge presentaven menors
nivells d’ansietat que els que no recordaven on era i no buscaven al quadrant target,

sind que simplement buscaven fugir de la piscina.

Per que no vam trobar un efecte potent dels tractaments en el test de retencio?

Altres treballs d’investigacio dels efectes de ’AEIC sobre I'aprenentatge i la memoria al
LAM [9, 11] van obtenir efectes amb sessions de poc entrenament, com també es va
veure a la primera setmana d’entrenament de I'Experiment VI d’aquest treball. Aixd ens
fa pensar que els estudis amb pocs assaigs d’adquisiciéo permeten detectar millor les
diferéncies entre els grups de tractament i els SHAM. En canvi, i com també es va veure
en I'estudi d’Aldavert-Vera i col-laboradors [382], on es feien sessions d’adquisicié d’'una
tasca implicita amb aprenentatge massiu (50 assaigs per sessio), 'AEIC no va presentar

efectes facilitadors a la fase d’adquisicié de la tasca pero si a la retencié a curt termini.
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Aixi doncs, podem concloure que, quan hi ha molt entrenament i els animals del grup
SHAM poden aprendre totalment la tasca i presentar un bon rendiment, és més dificil
tractaments amb AEIC i DBS tenen efectes facilitadors del procés de consolidacid,
permetent assolir 'aprenentatge en menys assaigs i recuperar-lo abans (als 30 primers

segons del test de retencio).

3.4.2 Efectes dels tractaments d’AEIC i DBS sobre I’activacio neuronal

Arees relacionades amb la conducta motora

Els grups DBS i SHAM van presentar igual expressio de c-Fos mentre que el grup AEIC
tenia una major activacié al CM1. Aquests resultats sén coherents amb el fet que els
animals que es van autoadministrar el tractament realitzaven major activitat motora que
els DBS i els SHAM. Aixi mateix, aquests resultats concorden amb els estudis de Rao i
col-laboradors [171]. Aquesta escorca sembla ser l'estructura on es formen les
memories motores i 'adquisicié d’habilitats motores, requerint canvis de llarga durada a
les sinapsis [383]. Rao i col-laboradors van demostrar que l'estimulacié eléctrica
administrada per I'experimentador produia canvis a les neurones del CM1 perd que
'AEIC si que podia produir un augment en les ramificacions dendritiques. Al nostre
treball, les diferéncies entre grups no van dependre de I'hemisferi, per tant, podem
pensar que l'activitat neuronal en aquest cortex produida pel tractament no estaria
lateralitzada. Una altra estructura relacionada amb l'activitat motora és I'estriat dorsal,
aquesta area té un paper important en tasques en les que una resposta motora és
reforcada [384]. A diferéncia dels grups DBS i SHAM, el grup AEIC realitzava un
conducta operant, per tant, és coherent que els resultats que vam obtenir indiquin una
major activacio de I'estriat dorsal pels subjectes del grup AEIC respecte dels altres dos

grups estudiats.

Degut a que el core del NAcc esta relacionat amb el control motor i I'aprenentatge de
les respostes conductuals apetitives [385-388], també el podem considerar com una
estructura relacionada amb les conductes motores implicades en I'AEIC. Al core de
I’hemisferi ipsilateral, es van reproduir els mateixos patrons d’activacié que a les altres
estructures relacionades amb el component motor de la conducta, encara que de
manera ipsilateral. L’efecte de lateralitzacié és coherent si tenim en compte que el NAcc
forma part del sistema del reforg i és una de les arees més directament estimulades per
'AEIC del FPM [389].
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Arees relacionades amb I'aprenentatge i la memoria

La memoria espacial és un component basic de la memoria episddica, relacionada amb
records sobre fets ubicats en un moment concret en el temps i 'espai. La memoria
episodica s’inclou dins de les memodries explicites o declaratives. Aquest tipus de
memoria ha estat estretament relacionada amb I'HPC, area on s’hipotetitza que els
tractaments d’estimulacio eléctrica cerebral poden provocar canvis que explicarien la
facilitacio de I'aprenentatge espacial tant al model animal [7, 11, 34, 35, 39, 152, 171,
178], com a la clinica en humans [29, 365, 390]. Les dades histologiques d’aquest treball
van indicar que l'estimulacio eléctrica del FPM incrementava I'expressié del gen
d’expressio primerenca c-Fos a ’'HPC només quan era autoadministrada i especialment
a I'nemisferi contralateral a I'estimulat. Els subjectes del grup AEIC van presentar major
activacio neuronal a CA1 de I'hemisferi contralateral respecte de DBS i SHAM. En canvi,
a I'nemisferi ipsilateral, malgrat que els grups estimulats van mostrar nivells absoluts
d’expressio de c-Fos superiors al grup no estimulat, no van arribar a cap diferéncia
estadisticament significativa, probablement degut a una alta variabilitat intragrup.

Perqué els dos tipus d’estimulacio (AEIC i DBS) no van causar nivells d’expressio de c-
Fos superiors al grup SHAM, malgrat haver facilitat I'aprenentatge? Una primera
explicacio seria que en aquesta mateixa area de I'HPC, el grup SHAM també hauria
presentat una elevada expressioé de c-Fos, donat que a la fase de retencié no vam trobar
diferéncies significatives entre grups en el total de la sessié. Aixd indicaria que hi ha
factors externs al tractament que augmenten I'expressio d’aquest gen, com ara el propi
entrenament, reduint el possible efecte de I'estimulacié. Cal tenir en compte que
I'obtencié del teixit per realitzar I'estudi immunohistoquimic es va realitzar 90 minuts
després de la retencid, quan els animals van mostrar els mateixos nivells de consolidacié
de la memoria. Per altra banda, en un estudi d’Huguet i col-laboradors es va veure que
el tractament d’AEIC augmentava els nivells de c-Fos a CA1 [35], perd en aquell cas es
va fer una unica sessio de tractament, mentre que en el nostre estudi es va administrar
un tractament més persistent. En treballs en que s’administra una AEIC continuada, els
nivells de c-Fos disminueixen per un fenomen de dessensibilitzacié a I'expressié de
c-Fos [378]. En l'estudi d’Huguet i col-laboradors no van trobar diferéncies entre
hemisferis i van concloure que I'AEIC produia una activacié neuronal bilateral. Les
diferéncies de lateralitat trobades entre els dos treballs es poden explicar perque, a)
'estimulacid activa neurones concretes de diferents regions de 'HPC, per tant, els
resultats poden variar segons la zona seleccionada per fer el comptatge; b) la memoria
estudiada en el present estudi era explicita mentre que el d’Huguet i col-laboradors era

implicita, i 'estimulacié pot haver afectat de manera diferent.
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En relacié a les diferéncies hemisferiques en I'expressié de c-Fos a CA1, cal destacar
que el fet que haguem trobat una major expressioé de c-Fos a I’hemisferi esquerre dels
subjectes que han rebut autoestimulacié podria tenir relaci6 amb la possible
lateralitzacio de la memoria en rates. Klur i col-laboradors [391] van proposar que
I’hemisferi esquerre podia estar relacionat amb la representacio espacial i el dret amb
'emmagatzemament i la recuperacio de la memoria. Per tant, una major activitat a CA1
de 'hemisferi esquerre concorda amb l'estudi de Klur i col-laboradors, ja que I'AEIC
després d’'una tasca de memoria espacial podria haver potenciat la representacio
espacial, portant a una adquisici6 més rapida. Que I'expressio sigui major per 'AEIC
que per la DBS pot tenir relacié amb I'estudi de White i Major [36] on plantejaven que
ambdoés tipus d’estimulacié podrien implicar substrats del reforg i estructures diferents.
Aix0 sembla seguir la linia de la nostra hipotesi ja que el component motivacional de
I’AEIC podria dur a una activacié major o d’'un major nombre d’arees cerebrals. Aquesta
activacié més dispersa arribaria a I’hemisferi contralateral, mentre que la DBS podria no

presentar una activacié tant amplia.

El fet de no haver trobat diferéncies als nuclis LA i BLA de 'amigdala podria explicar-se
per la seva connexié amb la memaoria emocional i no tant amb la memoria espacial. Els
efectes del tractament amb AEIC en aquestes arees s’han relacionat més amb la

memoria implicita i no tant amb la memoria explicita [384].

Arees del reforg

En conjunt, els resultats obtinguts de I'estudi immunohistoquimic del FPM no els vam
poder considerar fiables, ja que el comptatge aportava xifres molt baixes. Al FPM vam
trobat major expressio de c-Fos a I'hemisferi ipsilateral a I'electrode, sorprenentment i
independent del grup experimental. Esperavem que I'expressido de c-Fos fos més
elevada en els grups de tractament (AEIC i DBS) ja que el FPM era la zona estimulada
directament per leléctrode. Tanmateix, les dades absolutes van mostrar que la
diferéncia entre ambdds hemisferis (ipsilateral i contralateral) es trobava, sobretot, en
els subjectes del grup AEIC i no en els altres. Aixo estaria en consonancia amb el treball
de Arvanitogiannis i col-laboradors [179] en que també van trobar lateralitzacié i major
activacio del sistema del reforg en el grup AEIC en comparacié amb el grup SHAM.

El NAcc és una altra estructura cerebral relacionada amb el refor¢. Per I'estudi de
I'expressio de c-Fos en aquest nucli les mostres obtingudes no van ser adients, eren
massa anteriors en relacié a les coordenades anteroposteriors i els resultats no van

resultar fiables donat que es va trobar una molt baixa expressio de c-Fos.
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L’estudi d’activacio del core del NAcc va indicar una major expressié de c-Fos a
I’hemisferi ipsilateral tal com mostren altres estudis [183, 392]. Aquest efecte s’explicaria
pel fet que aquesta regio rep aferéncies de I'HL dret que es troba proper i és el que va
ser estimulat. El fet d’haver trobat major activacié al grup AEIC pot ser degut a que el
core esta relacionat amb el condicionament classic, que no es produeix en els animals
que reben DBS i els SHAM [15]. Degut a la limitacié metodoldgica d’aquesta analisi, tant
pel que fa al protocol immunohistoquimic com de les coordenades d’obtencio del teixit,

considerem que un futur caldria repetir aquest estudi per obtenir resultats més fiables.

Arees relacionades amb arousal

Al nucli centromedial del talem, criticament involucrat amb I'arousal i processos d’atencio
i memoria, vam detectar una expressié major de c-Fos pel grup AEIC respecte de DBS
i SHAM. El tractament amb AEIC pot fer que s’activi més, assolint una activacio optima
per a una millor consolidacid de la memodria si es dona en el periode critic de
processament de la informacio [132, 133]. En consonancia amb els resultats de Redolar-
Ripoll [133], les nostres dades semblaven assenyalar que I'AEIC post-entrenament
potenciava el procés de consolidacié de la memoria activat per I'experiéncia inicial. La
connexié del nucli centromedial amb arees prefrontals també és consistent amb I'estudi
de Nyberg i col-laboradors [393], ja que 'augment de I'activitat en aquest nucli podria
portar també a un augment al CPF i aixd acceleraria els processos de recuperacio de la

memoria explicita episodica.

En resum, tots els grups semblaven presentar similar activacioé de la regié hipocampal
CA1 ipsilateral, que es podria relacionar amb el nivell similar d’execucioé a la tasca
espacial. El grup AEIC va presentar major activacié neuronal que els altres grups,
especialment observada a regions relacionades amb conducta motora operant, a
I’hemisferi contralateral de CA1 i a alguna regio relacionada amb arousal. Tanmateix,
cap d’aquestes activacions especifiques d’AEIC semblava ser critica per a la facilitacio
de l'aprenentatge, perd desconeixem possibles efectes diferencials entre les dues
formes d’administracié més a llarg termini o en condicions de recuperacié de la memdria.
No obstant, el fet que tant 'AEIC com la DBS tinguessin la mateixa capacitat per facilitar
la memoria, essent superiors al grup SHAM, indica que la major activacié post-test en
arees motores o d’arousal causada per I'autoadministracié no sembla ser critica per a
obtenir facilitacié de la tasca. Caldra tenir en compte les limitacions de [I'estudi
immunohistoquimic i dels temps d’obtencié del teixit en futurs experiments. Tot i aixi,

considerem que els resultats sén una troballa interessant ja que permetria una
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aproximacié dels resultats obtinguts en la investigacié amb animals a I'Us terapéutic de

la DBS a la practica clinica.
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El principal objectiu d’aquesta tesi doctoral va ser estudiar I'efecte de 'AEIC del FPM a
nivell de 'HL sobre la facilitacio de I'aprenentatge i la memoria en rates, modificant les
condicions d’administracié més utilitzades en models animals, amb la intencié de fer-les
més analogues a les que s'utilitzen en el tractament de la DBS a la clinica d’humans.
Habitualment, la DBS per facilitar la memoria s’administra amb corrent eléctric d’'ona
quadrada i es fa de manera cronica, continuada i distribuida al llarg del dia [21, 23, 202],
no només quan la persona esta fent una tasca d’aprenentatge especifica o evocant
records. Per tant, vam buscar incrementar el valor translacional del nostre model de
facilitacié de la memoria mitjancant I'estimulacié cerebral reforgant autoadministrada, en
la rata, 1) aplicant estimulaci6 amb corrent eléctric d’'ona quadrada, 2) aplicant el
tractament de forma no contingent amb l'aprenentatge, 3) incrementant la durada del
tractament i 4) comparant els efectes d’'un tractament autoadministrat (AEIC) i un
tractament d’administracié remota (DBS). El tipus d’ona i els parametres especifics de
la DBS, han estat ampliament estudiats, tant pel tractament d’aspectes relacionats amb
la memodria [30] com d’altres trastorns neurodegeneratius [314, 394-399] i
neuropsiquiatrics [142, 400, 401]. En canvi, fins on sabem, hi ha pocs estudis
paramétrics en relaci6 a l'administracié del tractament, en quant a la durada,

contingéncia i si és 0 no autoadministrat [36].

Es efectiva ’ona quadrada, com ho és la sinusoidal?

El primer bloc d’experiments d’aquesta tesi va tenir I'objectiu de fer un estudi
d’administracié d’un tractament d’AEIC amb ona quadrada. Vam cercar la configuracio
de parametres d’estimulacié capag de produir uns efectes facilitadors de la memoria en
una tasca de discriminacio visual, de caracteristiques similars als observats al nostre
laboratori amb AEIC d’ona sinusoidal [6, 11, 27, 133, 136, 402]. Les variables que vam

modificar van ser la freqiiéncia de I'ona i la durada dels polsos i dels trens.

Inicialment, en els Experiments | i Il vam mantenir la durada del tren en 300ms tal com
haviem aplicat en estudis previs del nostre laboratori i, per evitar efectes secundaris del
tractament, vam aplicar uns polsos d’estimulacié de molt curta durada (0.1 i 0.5ms) i
d’alta freqiiéncia (100 i 200Hz), que s’havien vist efectius en DBS [155-158] i AEIC d’ona
quadrada [147]. Els resultats obtinguts no van ser els esperats; a més de no haver trobat
efectes sobre la memoria, vam necessitar unes intensitats d’estimulacié excessivament
elevades que podrien haver interferit en els efectes positius esperats de 'AEIC sobre
I'aprenentatge. Vam considerar, també, que uns polsos massa curts podrien haver estat
insuficients per tenir efectes o que una intensitat d’estimulacié massa elevada podria

haver afectat arees adjacents, interferint en els efectes de I'AEIC. Sabem que
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'estimulacio d’alta intensitat s’administra per tractar simptomes motors en models
animals [322] perqué té efectes inhibitoris, i no s’ha mostrat efectiva per millorar les
capacitats cognitives en models animals de simptomes depressius per sobre de 300pA
[323]. En el tercer experiment, vam modificar de nou les variables per fer un canvi global
de configuracio, augmentant la durada dels polsos i reduint la freqliéncia. En aquest
experiment, tampoc vam trobar efectes clars del tractament en la memoria i, a més, vam
observar efectes adversos probablement deguts a I'elevada durada dels polsos. Aixo
hauria pogut fer que I'estimulacio eléctrica s’expandis a arees motores adjacents, com
per exemple la capsula interna, que és anatdmicament molt propera al FPM i forma part
del tracte corticospinal, que transmet informacio descendent des del cortex motor primari
(CM1) cap a les neurones motores caudals ubicades a la banya ventral de la medul-la
espinal [351]. En I'Ultim experiment d’aquest bloc, vam configurar 'ona quadrada de
manera que fos el més similar possible a I'ona sinusoidal que habitualment apliquem al
nostre laboratori, amb una freqiiencia de 50Hz i polsos de 20ms de durada, pero reduint
la durada del tren per evitar els efectes secundaris trobats en I'experiment anterior.
D’aquesta manera, vam trobar efectes positius del tractament en la retencié de

I'aprenentatge.

Per tant, el conjunt de resultats d’aquest bloc ens va permetre concloure que, de manera
general, els polsos de llarga durada administrats a baixa freqiéncia eren més efectius
per facilitar la memoria a la tasca de DVS al LAM que els polsos de curta durada i
freqléncies elevades. Creiem que les possibles causes de la manca d’efectes observats
en els Experiments | i Il podrien ser 1) que la durada dels polsos era insuficient o 2) que
els parametres aplicats requerien una intensitat d’estimulaci6 massa elevada i, de
manera indirecta, la intensitat del corrent interferia en els efectes del tractament. Per
I'Experiment lll, les causes possibles son una durada del pols i/o del tren massa elevats
que hauria expandit el corrent a arees adjacents produint efectes adversos que haurien

pogut interferir en com els animals realitzaven la tasca.

El fet que els efectes positius del tractament d’AEIC sobre la memoria només es vagin
observat a la retencié podria ser degut a la configuracioé de la tasca i no tant al tipus
d’'ona aplicada; en el protocol utilitzat als experiments del bloc |, els senyals contextuals
estaven relativament allunyats de la plataforma i aixd podria haver dificultat I'establiment
d’associacions entre els estimuls i la plataforma, dificultant I'execucio dels animals en la
tasca [301]. D’aquesta forma, els efectes de I'AEIC sobre les associacions produides
pel condicionament han pogut ser més lentes, no sent evidents a la fase d’adquisicio,
sind més tard, a la fase de retencié. Tanmateix, no podem descartar la possibilitat que
la tasca de DVS al LAM resulti més dificil de resoldre que les de memoria espacial, com

també s’ha vist en el treball de Garcia-Brito [353], en el qual no es van trobar efectes del
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tractament observables en les laténcies de la fase d’adquisicio pero si en la retencio. En
qualsevol cas, els resultats de I'Experiment IV van indicar que I'AEIC amb corrent d’'ona
quadrada era capag de facilitar la memoria en una tasca de DVS, tal com ja s'havia

demostrat amb corrent d’ona sinusoidal.

Cal que I’AEIC sigui contingent amb I'aprenentatge per facilitar la memoria?

Tenint en compte que la DBS en humans s’aplica de manera distribuida al llarg del temps
i sense caldre la contingéncia entre el tractament i les tasques de memoria, vam
dissenyar 'Experiment V de manera que I’AEIC no fos contingent amb I'entrenament, i
vam estudiar els seus efectes en una tasca de memoria implicita i una de memoria
explicita. Estudis previs ja van mostrar que I'AEIC era efectiva per facilitar la memoria
en rates quan no hi havia contingéncia tractament-entrenament [152, 165, 168, 169].
Essent aixi, I'activacié neuronal generada per I'’AEIC podria actuar, no només reforgant
les connexions sinaptiques establertes préviament durant I'adquisicié d’'una tasca de
memoria, siné també com a tractament preparatori capag de potenciar la plasticitat dels
circuits neuronals implicats en diferents tipus de tasques. En general, 'AEIC s’ha mostrat
capag de facilitar 'aprenentatge i la memoria tant quan ha estat administrada sola i s’han
estudiat els seus efectes proactius un temps després sobre diferents tasques, com quan
s’ha administrat contingentment —abans o després— de I'entrenament en tasques de
memoria. Per tant, aquestes dades suggereixen que I'AEIC pot tenir dos efectes
diferenciats sobre I'aprenentatge i la memoria, encara que no excloents entre si: 1) un
efecte més inespecific o general, que podriem considerar com un agent nootropic, sobre
la plasticitat sinaptica al cervell [8, 37, 170, 171, 173, 185, 187], i 2) un efecte més
especific en processos cognitius d’aprenentatge i memoria i els seus correlats neurals
coneguts [5, 6, 9, 11, 27, 38]. En models animals prenem, principalment, aquest ultim
enfocament i controlem el moment d’administracid del tractament respecte dels
entrenaments d’aprenentatge.

Els resultats que vam obtenir semblaven indicar que la contingéncia és important per
obtenir efectes facilitadors de I'’AEIC sobre I'aprenentatge, ja que a la tasca de memoria
implicita no vam trobar efectes de ’AEIC i, a més, el tractament semblava tenir efectes
adversos en la memoria per la tasca espacial al LAM. La principal limitacié del nostre
model no-contingent creiem que ha sigut la quantitat de tractament. Un quantitat massa
elevada d’estimulacié hauria pogut generar un estat d’arousal excessiu que hauria
dificultat la memoria [363, 403]. Aquest model de tractament distribuit en varies sessions
diaries i alternades amb I'entrenament seria ineficient per desenvolupar terapies en

humans; en canvi, aplicar una estimulacié continuada i ininterrompuda al llarg del temps,
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realitzant les tasques de memoria a posteriori sembla ser menys contraproduent. Els
treballs de Rao i col-laboradors ja indicaven I'efectivitat d’aquest model per a potenciar
la memoria en rates, tant a nivell conductual com del substrat neural [37, 152, 173]. Per
tant, creiem que la contingéncia entre el tractament d’AEIC i 'entrenament és important,

perd no seria la clau dels efectes de I'AEIC sobre I'aprenentatge i la memoria.

La durada del tractament és un factor important en I’efecte de I’'AEIC?

L’Experiment VI d’aquesta tesi doctoral va tenir com objectiu estudiar els efectes de
'AEIC aplicada post-entrenament sobre una tasca de memoria espacial. Vam triar una
tasca de memoria explicita pel fet que aquesta memoria és la que es veu més afectada
a les fases inicials de la malaltia d’Alzheimer [366] i perqué a la clinica d’humans la DBS
destinada a tractar problemes de memoria se sol aplicar en pacients que pateixen
aquesta malaltia [21, 22, 202]. A més, vam realitzar un estudi de NG, activacié neuronal
i integracié funcional per tal d’aportar nous coneixements de les bases moleculars dels
efectes de 'AEIC en I'aprenentatge i la memoria.

El tractament de llarga durada aplicat en aquest experiment va mostrar efectes positius
en l'aprenentatge, consistent només en una acceleracié d’aquest durant la primera
setmana de tractament i no a la segona, i observant-se el mateix nivell de record en tots
els animals. Els efectes parcials que vam trobar a nivell de conducta podrien ser deguts
a l'alta dificultat de la tasca. Per exemple, a I'estudi de Ruiz-Medina on una Unica sessio
d’entrenament diaria durant 5 dies constava d'un sol assaig de 120s [9], 'AEIC va
mostrar un efecte positiu sobre la retencié de I'aprenentatge, perd amb un assaig de 60s
aquest efecte ja no apareixia [29]. Un sol assaig de 90s per sessié hauria resultat
extremadament dificil pels animals, fent que alguns d’ells implementessin una estratégia
associativa més eficient en un paradigma d’alta dificultat, com el del present experiment.
En I'estudi de Martel i col-laboradors també es va veure que els animals que havien fent
un nombre menor d’assaigs triaven una estratégia diferent als que havien tingut més
opcions per aprendre [404]. La tasca de DVS al LAM que vam utilitzar al bloc |
d’experiments també va resultar dificil d’assolir, ja que els animals no van arribar a reduir
les latéencies de manera que indiquessin un aprenentatge consolidat. Concretament, a
'Experiment IV del bloc | també vam obtenir efectes parcials del tractament en la
conducta, observant-se els efectes només en la retencié perdo no en I'adquisicié de

I'aprenentatge.
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L’estimulaci6 del FPM té efectes similars sobre la memoéria si no és
autoadministrada pel propi subjecte?

Un altre dels objectius d’aquesta tesi va ser comparar dues formes d’aplicacié del
tractament d’estimulacié eléctrica cerebral del FPM a I'HL, 'AEIC (autoadministrada) i la
DBS (administrada per I'experimentador). Vam analitzar els efectes dels tractaments
sobre una tasca espacial al LAM i, a més, vam estudiar I'expressié del gen c-Fos en
diferents arees cerebrals implicades en els sistemes de les conductes motores,
'aprenentatge i la memodria, el refor¢ i 'arousal. En I'estudi conductual vam trobar
efectes facilitadors dels tractaments sobre I'aprenentatge, perd no va destacar cap dels
dos tractaments (AEIC i DBS) per sobre de l'altre, encara que I'efecte de la DBS es va
manifestar una sessié abans que el de 'AEIC. Aquest efecte concorda parcialment amb
el treball comparatiu de White i Major [36], aquests autors van trobar que calien més
trens d’estimulacio d’AEIC que de DBS per obtenir el mateix efecte facilitador de
'aprenentatge. Per altra banda, en I'Gltima sessié d’adquisicio, les diferéncies entre les
laténcies de cada grup desapareixien probablement degut a un efecte sostre produit per
un nombre massa elevat d’assaigs d’entrenament, en 'Experiment V d’aquest tesi també
es va observar una evolucioé similar de les laténcies dels grups AEIC i SHAM amb un
procediment al LAM de 4 assaig per sessio, en aquell cas les diferéncies significatives
nomes es van observar a la sessié 3 i es van igualar completament a la sessié 5 indicant
també un possible efecte sostre. Altres treballs d’investigacio dels efectes de I'AEIC
sobre I'aprenentatge i la memoria al LAM [9, 11] van obtenir efectes de facilitaci6 amb
sessions de poc entrenament, com també vam trobar a la primera setmana
d’entrenament de I'Experiment VI d’aquest treball. Aixd ens fa pensar que els estudis
amb pocs assaigs d’adquisicié permeten detectar millor les diferéncies entre els grups
de tractament i els SHAM.

Al test de retencio ja no vam trobar efectes del tractament —AEIC o DBS— en les
variables estudiades; aquest fenomen podria ser degut al mateix efecte sostre observat
a la fase d’adquisicié en qué un nivell d’aprenentatge massa elevat per tots els grups no
va deixar veure els efectes diferencials produits pels tractaments. L’estudi del temps que
els animals van nedar al quadrant farget respecte a I'atzar va mostrar que el grup SHAM
no hauria consolidat tan bé I'aprenentatge adquirit com ho van fer els subjectes dels
grups AEIC i DBS. En el test de retencié també es va trobar un efecte significatiu de
tigmotaxi, els animals autoestimulats semblaven mostrar menys ansietat que els altres
dos grups. Es probable que els animals que van aprendre on era la plataforma i van
consolidar I'aprenentatge, presentessin menors nivells d’ansietat que els que no
recordaven on era i no van buscar al quadrant on abans hi havia la plataforma siné que

simplement intentaven fugir del laberint. Aquests resultats concorden amb els
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d’experiments anteriors. Als Experiments | i Il 'AEIC no va tenir efectes en
'aprenentatge i la memodria i, al mateix temps, semblava produir efectes ansiogénics. En
canvi, en els Experiments Il i IV on trobavem certs efectes de 'AEIC en la memoria no
es van veure efectes ansiogénics en els animals que havien rebut tractament. Si
comparem els Experiments V i VI trobem que al V, on no hi havia aprenentatge i vam
aplicar 3 sessions de tractament diaries, apareixia major tigmotaxi en els animals que
havien rebut tractament en comparacié amb els SHAM; mentre que a 'Experiment VI,
on I'AEIC accelerava l'aprenentatge, no s’observava aquest efecte. Un treball on
s’estudiaven els nivells de corticosterona (hormona de I'estrés) en rosegadors sotmesos
al LAM respecte del laberint de Barnes, va mostrar que el laberint de Morris provocava
per si sol nivells majors d’estrés en els animals a diferéncia del laberint de Barnes, en
canvi, a mida que els animals aprenien al laberint de Morris els nivells disminuien mentre
que al laberint de Barnes aix0 no passava [405]. Sembla ser doncs, que la manca
d’aprenentatge junt amb un arousal més elevat generat pel tractament amb AEIC podria
produir efectes ansiogénics en els animals.

L’autoadministracio i I'heteroadministracio de reforgadors positius també s’han comparat
en contextos no experimentals. Tant en psicologia clinica com educativa, hi ha
tractaments conductuals basats en la presentacié de reforgadors positius aplicats pel
terapeuta o pel propi pacient (autoreforcament). En un estudi sobre la pérdua de pes es
va veure que tant si era el propi subjecte qui s’administrava un refor¢ com si ho feia el
terapeuta, el tractament era igualment eficag [406]. Aquests resultats concorden amb
els obtinguts al nostre treball, no obstant, el treball de Jeffrey va trobar que a llarg termini
I'autoreforgament produia canvis més estables. Donat que a 'Experiment VIl només vam
fer una primera retencié a 72h, no podem saber si a més llarg termini hauriem trobat

efectes diferencials entre els tractaments d’AEIC i DBS.

L’AEIC del FPM podra promoure la NG? Aquestes cél-lules noves, s’integraran al
GD de I’'HPC i seran funcionals?

L’estudi molecular realitzat a 'Experiment VI va aportar algunes dades interessants que
concordaven amb els resultats conductuals obtinguts. Els animals que havien rebut
AEIC i estaven en una situacio d’entrenament i/o realitzaven activitat fisica van presentar
major NG que els que no havien rebut tractament, en canvi, aquest efecte no es veia
pels animals en la condicié sec; suggerint que una demanda cognitiva elevada i/o
realitzar activitat fisica predisposava als animals que rebien AEIC a generar NG i
facilitava la supervivéncia. Perd potser la dada més interessant obtinguda, és que només

el tractament d’AEIC podria fer que les neurones noves s’integressin en una xarxa neural
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i fossin funcionals en animals sotmesos a una activitat d’aprenentatge. Aixi, vam trobar
un major nombre de colocalitzacions de neurones BrdU+/c-Fos+ en animals que havien
rebut tractament d’AEIC i que havien fet una tasca d’aprenentatge al LAM, mentre que
els animals del grup SHAM i els que només havien nedat o que no havien tingut accés
al laberint gairebé no presentaven colocalitzacions. Donat que I'estudi va ser de llarga
durada (superior a 30 dies) podem considerar que la NG observada corresponia a
aquelles cél-lules que van sobreviure [34] i que el tractament podria haver generat un
major nombre de neurones noves que, per aquells animals no sotmesos a una situacio
demandant (aprenentatge o activitat fisica), no haurien sobreviscut al llarg del procés
experimental. Els resultats que vam obtenir concorden amb els d’altres estudis on
s’havia vist que tant ’AEIC com I'aprenentatge espacial al LAM estaven relacionats amb
la NG de 'HPC [32-35]. Malgrat que els resultats conductuals a la fase de retencid i els
de NG no semblen concordar, Kempermann i col-laboradors [31] van trobar uns resultats
similars en el seu experiment, els nivells de NG a 'HPC correlacionaven amb I'adquisicio

perd no amb la retencié d’una tasca espacial al LAM.

En resum, els resultats de I'estudi immunohistoquimic ens indiquen que el fet que els
animals estiguin exposats a una situaci6 demandant, d’activitat fisica o bé
d’aprenentatge que requereix fer una activitat cognitiva espacial relacional i/o
associativa, potenciaria la NG a 'HPC en animals que haurien rebut AEIC. A més,
sembla que I'AEIC facilitaria la supervivéncia i integracié funcional en aquells animals
sotmesos a una tasca d’aprenentatge, perd aquests efectes no es van veure a nivell
conductual al llarg de tot I'experiment, sin6 només durant la primera setmana
d’entrenament. Caldria modificar el procediment experimental, per exemple,
incrementant el nombre d’assaigs per sessio o la durada de cada assaig a fi d’adequar-
lo a la capacitat dels animals i evitar que factors externs no controlats puguin interferir
en I'efecte del tractament.

A partir dels resultats obtinguts, no podem afirmar que la durada del tractament sigui un
factor important per obtenir efectes de I'AEIC sobre I'aprenentatge i la memoria, ja que
els efectes a nivell conductual només es van veure els primers 5 dies d’entrenament. En
canvi, si que podem afirmar que I'’AEIC va facilitar tant la supervivéncia com la integracio

funcional de les neurones noves generades a 'HPC.
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Quins efectes tindra I'estimulacié del FPM sobre I'activacié neuronal en arees
cerebrals relacionades amb la memoéria, el reforg, la conducta motora i I'arousal?
Si hi ha efectes, seran diferents si I’estimulacio és autoadministrada o
administrada per I’experimentador?

L’estudi immunohistoquimic d’expressiéo de c-Fos realitzat a I'Experiment VIl no va
mostrar els resultats esperats a les estructures relacionades amb I'aprenentatge i la
memoria. Per exemple, a la regié CA3 els resultats no concordaven amb els obtinguts
per Huguet i col-laboradors [35], que en el seu estudi van trobar una major expressié de
c-Fos en aquesta area del GD pel grup AEIC respecte del SHAM. En el nostre cas,
curiosament, el grup d’AEIC va mostrar major activacié que el de DBS, en concret a CA1
de l'hemisferi contralateral. Aquestes diferéncies observades no s’expliquen pels
resultats que vam veure a la fase conductual, no obstant, no podem descartar que
puguin estar relacionades amb una consolidacio de la memoria a més llarg termini per
part del grup AEIC.

A les arees estudiades relacionades amb el refor¢ tampoc vam trobar efectes del
tractament, probablement degut a problemes metodologics durant el procés
immunohistoquimic. En canvi, en relacié a I'estudi d’activacié d’arees relacionades amb
la conducta motora si que vam trobar efectes dels tractaments. Concretament, el fet que
al CM1 els animals que s’havien autoadministrat el tractament presentessin major
activacio que el grup de DBS i que el SHAM és coherent amb el fet que els animals que
s’administraven I'AEIC realitzaven una activitat motora major que els que el rebien per
part de I'experimentador i que els que no rebien tractament. Aixi mateix, també son
coherents els resultats que indiquen que els animals que s’autoadministraven el
tractament tenien un arousal més incrementat que els que I'havien rebut per part de
I'experimentador o que no I'’havien rebut.

En global, els resultats obtinguts a I'Experiment VII semblen indicar que I'estimulacio del
FPM administrada per I'experimentador tindria els mateixos efectes que un tractament
autoadministrat, malgrat puguin presentar certes diferéncies en les regions cerebrals
activades. Per tant, ambdés models d’administracio els podem considerar valids com a
base per a dissenyar les condicions i parametres de noves eines terapéutiques a la

clinica d’humans i, aixi mateix, poder-ne estudiar els mecanismes subjacents.

Els treballs d’aquesta tesi doctoral ens han permés fer una aproximacio a les condicions
d’administracio de 'AEIC en la rata com una forma de potenciar I'aprenentatge i la

memoria, aportant un valor translacional per poder usar-lo en la recerca de, per una part,
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les condicions d’aplicacié de la DBS a la clinica d’humans, i per 'altra, dels mecanismes
neurofisioldgics implicats en l'efecte facilitador. A més a més, els presents resultats
permeten proposar el FPM com a una possible diana d’estimulacio, efectiva per facilitar
la memoria també en humans.

Responent al principal objectiu plantejat en aquesta tesi, considerem que el fet d’haver
demostrat efectes facilitadors de la memoria amb estimulacié d’'ona quadrada i aplicant
el tractament de forma remota a més d’autoadministrat augmenta el valor translacional
del model de recerca basica de facilitaciéo de la memoria mitjangant AEIC, en la rata.
Malgrat que el tractament de llarga durada no ha mostrat efectes en la memoria, si que
els ha tingut a nivell d’aprenentatge i de neurogénesi a I'hipocamp, indicant que incideix
en el substrat neural de la memoria i que caldria ajustar el procediment per poder trobar

efectes positius del tractament.

La principal limitacié d’aquesta tesi doctoral creiem que ha estat I'ajustament del nivell
de dificultat de les tasques a la capacitat dels subjectes per resoldre-les. Per la tasca de
DVS al LAM vam fer un disseny de 5 sessions amb 6 assaigs cadascuna. En una tasca
espacial hauria estat suficient o excessiva mentre que per la tasca de DVS va resultar
insuficient per veure efectes del tractament en I'aprenentatge. A 'Experiment VI, per tal
de reduir el risc d'un efecte sostre augmentant la durada del tractament i sessions
d’entrenament vam disminuir el nombre d’assaigs per sessié resultant també massa
dificil, mentre que a I'Experiment VIl vam trobar un efecte sostre aplicant una tasca
espacial al LAM amb 5 sessions de 6 assaigs cadascuna. Per altra banda, el model de
tractament distribuit al llarg del dia i intercalat amb I'entrenament no va semblar adequat
per traslladar-lo a la clinica d’humans, ja que semblava produir un nivell d’activacio
cerebral massa elevat que interferiria en 'aprenentatge i seria contraproduent.

Tot i aixi, els presents resultats donen suport a la idea que el feix prosencefalic medial
a nivell de I'hipotalem lateral podria ser un nou target valid per administrar la DBS a la
clinica d’humans per a potenciar la memoria o pal-liar el seu déficit no només en
malalties neurodegeneratives com la malaltia d’Alzheimer, sind també en altres

afectacions que causen dificultats d’aprenentatge i/o memoria.
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Conclusions

Els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral donen suport a la hipdtesi del nostre grup
de recerca referent a la capacitat de 'AEIC per potenciar 'aprenentatge i la memoria.
Els resultats permeten ampliar els coneixements sobre les condicions d’aplicacié de
I'estimulacid del sistema nervios del refor¢ —especificament del feix prosencefalic
medial—, com un tractament altament eficac per a millorar aquestes capacitats

cognitives.

Les principals conclusions que deriven del conjunt d’experiments d’aquest treball son:
1. L’AEIC amb ona quadrada —de baixa freqliéncia i polsos de llarga durada—
s’ha mostrat efectiva per facilitar la retencié d’'una tasca de discriminacio visual
simultania.

2. L’administracié de I’AEIC no contingent amb I'entrenament no ha facilitat
'aprenentatge i la memoria. Els parametres i quantitats d’estimulacio podrien ser
una variable critica a I’hora de dissenyar models d’estimulacié més intensius.

3. L’AEIC ha accelerat I'aprenentatge d’'una tasca espacial en condicions de
molt baix entrenament i alta dificultat.

4. L|’autoadministracio de I'estimulacié del FPM no és una variable critica per a
facilitar 'aprenentatge i la retencié d’una tasca espacial.

5. Una situacié de demanda cognitiva —com sotmetre els animals a un laberint
de Morris— pot potenciat la supervivéncia de noves neurones al gir dentat. A
més, l'administracié d’'un tractament d’AEIC de llarga durada sembla haver

facilitat la integraci6 funcional de les neurones supervivents.

En conjunt, aquests resultats donen peu a seguir utilitzant el model animal de facilitacio
de la memoria mitjangant AEIC del FPM per estudiar tant les condicions d’administracié
com els mecanismes implicats en I'efecte facilitador, i donen suport a considerar el FPM
com a una nova diana en I'administracié de la DBS en humans per tractar trastorns

relacionats amb I'aprenentatge i la memoria.
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Annex 1. Protocol de la tasca de DVS al LAM.
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Annex 1. Protocol de la tasca de DVS al LAM. Es mostren les configuracions de cada
assaig (A1 a A6) aplicades durant les sessions d’adquisicio (S1 a S5) i test de retencio.
Els patrons de linies verticals amb punt negre representen la preséncia de
plataforma/senyal correcte mentre que les horitzontals amb creu vermella representen
'abséncia de plataforma/senyal incorrecte. Es mostren els punts de partida de cada
assaig (N, E, S, O).
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Annex 2. Protocol immunohistoquimic per doble marcatge BrdU/c-Fos

Dia 1
1. Cada recipient eppendorf es va emplenar amb 5 ml de solucié TBS 1X en el
moment de treure les seccions del congelador a -80°C.

2. Es van rentar les seccions 2 vegades amb SSC 2X, durant 15 minuts cada vegada,

en un agitador constant.

3. Les seccions es van incubar en SSC 2X amb una dissolucié amb 50% Formamida

durant 2 hores a 65°C en agitador constant a 70 rpm.

4. Es van rentar els talls amb 2X SSC durant 10 minuts.

5. Es van rentar els talls amb HCI 2M, préviament temperat a 37°C, durant 30 minuts.
6. Es van rentar els talls amb Buffer Borat 0,1M durant 10 minuts en agitador constant.
7. Es van rentar les seccions dues vegades amb 5ml de TBS-T 1X durant 15 minuts
cada vegada en agitador constant.

8. Es van pre-incubar amb 0,1% BSA TBS-T 1X, 30 minuts en agitador constant.

9. Les seccions es van incubar amb anticossos primaris (anti-BrdU de rata, 1:75 +
anti-cFos de conill diluit 1:2000) en 0,2%BSA TBS-T 1X, els primers 60 minuts a

temperatura ambient i 1 nit a 4°C en agitador constant.

Dia 2
1. Es van rentar les seccions 3 vegades amb solucié TBS-T/TBS/TBS-T 1X durant 15
minuts cada vegada, en agitador constant.

2. Es van incubar les seccions amb anticos secundari (Alexa Fluor 488 anti-rata de
ruc 1/500) 0,1% BSA TBS-T 1X durant 60 minuts a temperatura ambient en agitador

constant (protegit de la llum a partir d’aquell moment).

3. Es van rentar les seccions 3 vegades amb solucié TBS-T/TBS/TBS-T durant 15

minuts cada vegada en agitador constant.

4. Es van incubar les seccions amb l'anticos secundari (Cy3 anti-conill diluit 1:400)

tota la nit.
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Dia 3
1. Es van rentar les seccions 3 vegades amb solucié TBS 1X durant 15 minuts cada
vegada, en agitador constant.

2. Es va realitzar durant 3 minuts la contratinci6 de nuclis amb DAPI 1:10.000 en

solucié TBS.

3. Es van rentar les seccions 2 vegades amb solucié TBS 1X durant 15 minuts cada

vegada, en agitador constant.

4. Es van muntar les seccions amb medi fluorescent Dako, segellant els marges amb
pinta ungles, posteriorment es van guardar a 4°C i foscor per ser analitzat el més

aviat possible.

Annex 3. Protocol de marcatge enzimatic AChE

1. Es van recollir mostres en solucié tampo (pH 7.4) consistent en una dissolucié H,Od

i Sodium Acetate.

2. Les seccions es van incubar en solucié stock coure (pH 5.0 - compost de 1mg/mi
CuSOs i 1.2mg/ml de glicina) junt amb 0.03mg/ml d’ethopropazine hydrochloride i

1.16mg/ml d’acetylcholine iodide, durant 4h30m protegit de la llum i en agitacié suau.
3. A continuacié es van realitzar 7 rentats d’'un minut en PBS.

4. Es fa realitzar la reaccié enzimatica en solucio tampo (pH 5.0) amb un 1% de Na.S

en 0.1M de sodium acetate buffer durant 15 minuts a la foscor.

5. A continuacio es van fer 7 rentats d’'un minut en PSB.

6. Les seccions es van muntar en portaobjectes gelatinitzats, usant PBS.
7. Es van deixar assecar durant 24 hores.

8. Es van deshidratar seguint el protocol de I'annex 5 i cobrir amb Histomount per

observar al microscopi.

Annex 4. Protocol de deshidratacio de les mostres AChE.

1 Etanol 50% 3 min
2 Etanol 50% 3 min
3 Etanol 70% 3 min
4 Etanol 70% 3 min
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5 Etanol 96% 3 min
6 Etanol 96% 3 min
7 Etanol 96% 3 min
8 Etanol 100% 5 min
9 Etanol 100% 5 min
10 Histoclear (Xilol) 5 min
11 Histoclear (Xilol) 5 min
12 Muntatge amb Histomount

Annex 5. Protocol immunohistoquimic de marcatge per c-Fos

Dia1
1. Els talls coronals es van incubar amb 0.3% H202 en Tris-buffered saline (TBS)

durant 30 minuts.

2. A continuacié es van incubar en 0.1% de Bovine Serum Albumin (BSA) en 0.3%
Triton X-100 en TBS durant 30 minuts.

3. Els talls es van incubar en l'anticos primari de conill anti-cFos (Santa Cruz
Biotechnology Inc. Santa Cruz, CA, US; ref.: sc-166940) a 1:2000 en 0.1% BSA en

0.3% Triton X-100 en TBS, durant 60 minuts a temperatura ambient.

4. Es va deixar tota la nit a 4°C.

Dia 2
1. Les seccions es van incubar amb 'anticds secundari de cabra biotinilat anti-Rabbit-

IgG (Jackson Immunoresearch Inc., USA; ref.: 111-066-144) a 1:5000 en 0.1% BSA
en 0.3% Triton X-100 en TBS durant 60 minuts.

2. A continuacio es va tractar amb Strepatavidin-HRP (Pelkin EImer ® Life Science
Inc., USA) a 1:3600 en 0.3% Triton X-100 en TBS durant 2 hores.

3. Posteriorment es va tractar amb solucié 3,3’-Diaminobenzide (DAB) (Vector ®)

durant 7 minuts.

4. Les mostres es van muntar en portaobjectes gelatinitzats en una solucié de TBS.
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