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PARTEA GENERALA

Desi anxietatea si prezenta fricilor sunt parte din existenta umand, atunci cand
sentimentul de pericol este foarte intens, coplesitor si persistent, tulburarile de anxietate pot
aparea. Tulburarile de anxietate, ce cuprind anxietatea generalizatd, anxietatea sociala,
anxietatea de separare, tulburarea de panica, agorafobia sau fobiile specifice au devenit in
secolul 21 cele mai prevalente tulburdri mentale, aproximativ 33.7% din populatia lumii fiind
afectata de o tulburare de acest tip pe parcursul vietii lor (Bandelow & Michaelis, 2015). Atunci

cand sunt axate pe un obiect sau eveniment specific, aceste manifestari sunt descrise ca frica.

Frica este o emotie universald, conservata in evolutia oamenilor si a speciilor animale.
De altfel, am putea afirma ca frica este chiar benefica supravietuirii pentru ca, fara aceasta,
animalele nu s-ar putea apara de pradatori, iar oamenii nu ar putea recunoaste si evita situatiile

primejdioase.

Frica este o emotie care duce la raspunsuri comportamentale diferite, care pot fi intalnite
si schematizate In lumea animala prin triada ,.freeze, fight, flight”, adica ,,inghetare, lupta,
zbor", ce reprezintd fie o inhibare a miscarilor (freezing sau inghetare), fie o reactie de lupta
sau aparare (fight), fie o reactie de zbor ori fugd in fata pradatorului sau oricarei situatii
amenintatoare. Reglarea fricii este asadar esentiala pentru a permite o bund adaptare la mediu.
Studiile au identificat numeroase mecanisme prin care se realizeaza controlul raspunsurilor
afective negative. Acestea pot fi mecanisme ale sistemelor cognitive si comportamentale
influentate de sistemul nervos autonom. Se considerd astfel ca oamenii pot, teoretic, sa isi
moduleze reactiile in situatiile percepute ca amenintatoare (Diekhof et al., 2011)(Saper &
Stornetta, 2015)(Wilcox et al., 2016). La oameni exista numeroase tulburari psihiatrice, cum
ar fi depresia, anxietatea sau tulburarile de stres post-traumatic, atribuite reglarii slabe a

emotiilor.

Din pécate, tulburarile de acest tip implica adesea costuri foarte ridicate pentru sistemul
de sanatate si pentru economie fiindca creeaza un grad ridicat de nefunctionalitate pentru
individul afectat. Tulburarile de anxietate necesita o atentie deosebita din partea personalului
medical, fiind adesea comorbide cu alte tulburari organice sau psihiatrice, iar recuperarea
acestor pacienti va fi rapida si completd numai in prezenta unei echipe interdisciplinare. Desi

aceasta patologie a fost descrisa cu secole in urma (Burton, 1621), aceste tulburari au devenit



caracteristice timpurile moderne, ingrijorarile si fricile crescand odatda cu anumite regimuri
politice, sociale, economice si diverse alte schimbari de mediu la care omul a fost supus.
Desigur, exista anumite diferente intre populatii, care apar ca urmare a variabilitatii biologice
existente intre grupurile etnice, a diferentelor culturale si psihosociale si factorilor traumatici
existenti la anumite natiuni sau grupuri etnice, spre exemplu razboaie, sdracie, defavorizarea

minoritatilor sau chiar dezastrele naturale.

Studii recente au relevat faptul cd mai mult de 70% din adultii din intreaga lume
experimenteaza un eveniment traumatic la un moment dat in viata lor, iar aproape jumatate din
acestia experimenteaza patru sau mai multe astfel de evenimente (Benjet et al., 2016). Printre
trasaturile celor care au suferit un astfel de eveniment amintim reactiile intense, dureroase, de
fricd si de evitare a evenimentelor sau stimulilor care au declansat amintiri neplacute. Pot
aparea si alterarea stdrii de spirit si tulburdri cognitive, iar daca frica este foarte intensa si
sentimentul unui pericol iminent persista, pot aparea chiar tulburari de somn si hipervigilenta

(Shalev et al., 2017).

In ultima perioada, tot mai multe date indicd participarea cerebelului in procesele
emotionale (P. Strata et al., 2011)(Piergiorgio Strata, 2015a). Ipoteza acestui studiu este aceea
ca cerebelul neuromoduleaza activitatea unor structuri apartinand sistemului limbic si participa
la reglarea emotionala, achizitia si extinctia fricii. Obiectivele principale ale studiului au fost
descrierea legaturii nucleu fastigial (al cerebelului) — talamus mediodorsal — cortex prefrontal
(infralimbic s1 prelimbic) in Tnvatarea si extinctia fricii, legaturii nucleu fastigial-substanta gri
periapeductala ventro-laterala in achizitia fricii, precum si a modului in care activitatea

oscilatorie corticald se modifica atunci cand functia cerebelului este afectata.

Modelele animale clasice destinate studiului fricii implicd experimente de conditionare
a fricii ce creeaza reactii de tip Pavlovian, care constau in a invata animalul sd asocieze un
stimul conditionat neutru (cum ar fi un sunet), cu un stimul neconditionat nociv, aversiv (cum
ar fi un soc electric). Pentru aceasta, acesti doi stimuli sunt prezentati animalului simultan si
repetitiv. Astfel, dupa invatarea asocierii, raspunsul la fricd va putea fi declansat prin simpla
prezentare a stimulului conditionat (Pavlov, 1927). Cu toate acestea, dupa aplicarea unei serii
de stimuli sonori, fard aplicarea simultana a socului electric, este posibild diminuarea sau
sistarea raspunsului de frica anterior conditionat, fenomen ce se numeste extinctia fricii sau
achizitia memoriei de extinctie a fricii. De asemenea, faptul cd este posibil ca dupa un interval

de timp (dupa disparitia sa) sa se recupereze raspunsul de frica (,,freezingul”), aratd ca



amintirea fricii nu este stearsa, ci procesul implica o noud invatare, aceea ca stimulul auditiv
nu mai atrage dupa sine un stimul aversiv sau dureros (Myers & Davis, 2007). Utilitatea acestui
model de fricd conditionatd, Invatata (ci nu inndscutd) este aceea ca este usor de realizat in
practica, iar rezultatele sunt reproductibile: conditionarea dureazad doar o zi, iar extinctia
(disparitia) poate fi antrenata incepand cu ziua urmatoare conditionarii. Mai mult, la soarece,
raspunsul la frica poate fi usor studiat prin masurarea ratei de ,,inghetare" sau de ,,freezing”,
adica a timpului (ca procent din timpul total) in care animalul este imobil, exceptand miscarile
de respiratie, toracice sau abdominale. In studiul nostru, am utilizat protocoale Pavloviene
clasice de conditionare si extinctie a fricii, in care stimulul conditionat a fost un stimul auditiv
(un ton specific), iar stimulul neconditionat a fost un soc electric de intensitate scazuta, insa

suficient de puternic pentru a cauza senzatii neplacute.

Tn literatura de specialitate, diferite structuri au fost identificate ca avand un rol Tn
achizitia fricii conditionate sau a extinctiei acesteia. Acestea includ amigdala, hipocampul si
cortexul prefrontal medial (mPFC) (Tovote et al., 2015). Amigdala a fost prima structura
identificata ca avand rol in fricd, iar numeroase studii au aratat ca lezarea amigdalei Impiedica
dobandirea (achizitia) si exprimarea fricii conditionate (LeDoux, 2003). Circuitele conectate
cu amigdala permit totusi explicarea mecanismelor prin care se realizeaza Invatarea modularii
raspunsului conditionat de frica, cu alte cuvinte, a disparitiei fricii. Este important de mentionat
ca o anumita regiune cerebrala, mai precis cortexul prefrontal medial, care contine cortexul
prelimbic (PL) si infralimbic (IL), pare s joace un rol-cheie in extinctia fricii (Bloodgood et
al., 2018). Datele din literatura sugereaza ca PL si IL au efecte opuse: inactivarea PL scade
freezingul, in timp ce extinctia rdmane intactd, iar inactivarea IL inhiba achizitia extinctiei
(Vidal-Gonzalez et al., 2006)(Sierra-Mercado et al., 2011). Acest lucru sugereaza ca PL joaca
mai degraba un rol in exprimarea fricii, in timp ce IL este implicat in disparitia sa (Sierra-
Mercado et al., 2011). mPFC este strans conectat cu nucleul mediodorsal al talamusului (MD),

cu care realizeaza conexiuni bidirectionale (Parnaudeau et al., 2018).

Acest lucru sugereaza ca MD are, de asemenea, un loc important in comportamentul de
frica, ceea ce se datoreaza In special faptului cd este strans legat de sistemul limbic, care este
bine cunoscut ca avand rolul principal in exprimarea si reglarea emotiilor. Impreuna cu nucleul
anterior si cel dorsolateral ale talamusului, MD face parte dintr-un grup de nuclee talamice
denumite ,,talamusul limbic” (Taber et al., 2004). Rolul sdu in raspunsul la frica a fost
identificat mai specific: leziunile la nivelul MD diminueaza freezingul conditionat, insa nu pe

cel aparut imediat dupa o stimularea electrica (Lee et al., 2012). Acest lucru arata ca MD este



probabil implicat in dobandirea, consolidarea sau recuperarea amintirii in conditii de frica.
Studiile privitoare la neuronii dintre MD si mPFC (ce realizeaza legdtura talamo-corticald) au
identificat doua profiluri de descarcare a acestora: hiperpolarizarea neuronilor din MD duce la
activarea fazica sub forma de "bursturi", in timp ce depolarizarea duce la o activare tonica.
Inactivarea cdii de semnalizare declansatd de receptorii glutamatergici ai acestor neuroni a
permis studierea functiei fiecarui profil de descarcare. Cercetatorii au observat ca, atunci cand
activarea este tonicd — asa cum se intdmpla in conditii fiziologice, extinctia este facilitatd, in
timp ce atunci cand activarea este fazica, disparitia fricii este inhibata (Lee et al., 2012). Tn
consecintd MD pare sd aiba un rol crucial in modularea diminudrii raspunsului la frica, Tn

special in relatia cu IL si PL.

Substanta gri periapeductala ventrolaterala (VIPAG) este cunoscutd in a avea un rol in
medierea comportamentului, atat in cazul fricii invatate, cat si celei innascute, prin intermediul
proiectiilor excitatorii spre nucleul magnocelular. In frica invitata, recrutarea acestor neuroni
este produsa de o dezinhibitie produsa de aferentele GABAergice de la amigdald (in frica
asociatd unui stimul) sau de aferentele glutamatergice provenite de la cortexul medial
prefrontal (in frica invatata intr-un context anume). Asadar, vVIPAG pare a nu fi doar un simplu
reglator al functiilor senzoriale si motorii, ci o structura implicatd in invatarea fricii prin
generarea unei predictii ce evalueazd iminenta unui stimul nociv viitor. Numeroase studii au
aratat conectivitatea functionald a cerebelului cu diverse structuri asociate cu invatarea si
expresia fricii, cum ar fi PAG, amigdala si cortexul prefrontal, iar rezultatele echipei au aratat
de asemenea cd neuronii din FN proiecteaza la substanta gri periapeductala. Mai mult, exista
deja evidenta faptului ca invatarea fricii printr-o reactie Pavloviana afecteaza plasticitatea
cerebelului, cd inactivarea cerebelului post-conditionare la frica afecteazd consolidarea
memoriei, iar lezarea sau inactivarea cerebelului modificad comportamentul in situatiile in care
animalele simt frica. In orice caz, ciile prin care cerebelul participi la invitarea si expresia
fricii sunt imprecis descrise. Cunoscandu-se ca vermisul cerebelos este zona cel mai des
asociata cu patologiile emotionale si expresia fricii, am decis studierea contributiei nucleului
fastigial in Invatarea acesteia. Utilizdnd mapari neuroanatomice, moduldri chemogenetice ale
eferentelor cerebeloase spre PAG in timpul conditiondrii la fricd, precum si stimulari
optogenetice in timpul inregistrarii activitatii extracelulare a neuronilor animalelor aflate in
liberda miscare, am demonstrat contributia cerebelului in achizitia fricii, realizata prin

intermediul vIPAG.



Partea finala a studiului a cuprins cercetarea efectului pe care il are cerebelul asupra
activitatii oscilatorii corticale. Inregistrarea electrocorticografica a cortexului motor si
cortexului parietal in timpul perturbarii eferentelor cerebeloase a demonstrat contributia
circuitului cerebelo-talamo-cortical in mentinerea sincronicitatii retelelor corticale. Acest
studiu a demonstrat cresteri ale densitatii puterii spectrale in benzile de frecventa inalta in
ultimele zile de experiment pentru cortexul motor si parietal si scaderi initiale ale coerentelor
intra si interemisferice, care au fost compensate spre final, sugerand aparitia unor fenomene de

adaptare a activitatii corticale la o disfunctie cerebeloasa.

Din ce in ce mai multe elemente converg catre identificarea unui rol al cerebelului in
modularea emotiilor. La om, datele generate de tomografia cu emisie de pozitroni au aratat ca,
atunci cand subiectii 1si reamintesc emotii negative cum ar fi frica, tristetea sau furia, vermisul
cerebelos este activat (Damasio et al., 2000). In plus, diverse tulburiri ale afectului au fost
identificate in sindroame care implica leziuni ale vermisului sau ale nucleului fastigial (FN) al
cerebelului. Aceste tulburdri au fost mai tarziu definite ca apartinand sindromului cerebelos
cognitiv-afectiv. (Schmahmann & Sherman, 1998). La animale, inactivarea vermisului
cerebelos scade semnificativ raspunsurile de fricad, cum ar fi ,,freezingul" sobolanilor in

prezenta unei pisici (Sacchetti et al., 2005).

Supravietuirea se bazeaza pe gasirea unui echilibru intre comportamentele de evitare
sau cele de abordare a unei provocari gasite in mediul inconjurator. De-a lungul timpului, atat
animalele, cat si oamenii au trebuit sd interactioneze cu foarte multe elemente din mediul
natural, astfel incat sa isi asigure nevoile biologice intr-un mediu sigur, fard a-si pune in pericol

viata (Ikemoto, 2019).

Perceptia umana si animala a emotiilor sugereaza ca sentimentele pozitive sau negative
modifica foarte mult comportamentul, astfel incat sa faca supravietuirea mai usoara si sa
maximizeze totodata evolutia speciilor. Emotiile pozitive stimuleazd comportamentele sociale,
care sunt benefice pentru reproducerea speciel, iar cele negative determina aparitia unor reactii

defensive, necesare pentru supravietuire.

Controlul emotional este absolut esential pentru sandtatea mintald. Aceasta afirmatie
este dovedita de aparitia tulburdrilor psihiatrice atunci cand reglarea emotionald nu este
suficientd. Frecvent, apare depresia, Insotitd de anxietate (Aldao et al., 2010). Indivizii afectati

prezintd deficiente neurale in regiunile asociate cu cognitia, cum ar fi cortexul medial
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prefrontal. Interesant este cad indivizii depresivi tind sa creadd ca evenimentele pozitive din
viata lor au aparut datorita unor factori externi, iar evenimentele negative le atribuie propriei
insuficiente, ceea ce indica faptul cd o strategie potrivitd pentru reglarea emotionala ar fi
modificarea modului prin care se atribuie vina pentru un anumit eveniment nefericit (Loeffler

et al., 2018). Aceste atribuiri cauzale spontane sunt procesate in regiunile cerebrale mediale.

Reteaua de reglare a emotiilor prin intermediul cognitiei este antrenatd atunci cand
indivizii schimbd voluntar, intentionat, modul in care se gindesc la o anumitd situatie, iar
aceasta retea cuprinde cortexul prefrontal dorsolateral si ventrolateral, cortexul cingulat antero-
medial, cortexul temporal, cortexul parietal si chiar aria premotorie suplimentara, atunci cand
reglarea este initiatd de zonele frontale. Zonele parietale, inclusiv girusul angular si
precuneusul colaboreaza cu regiunile temporale si limbice in reglarea emotiilor (Kohn et al.,
2014), iar pacientii cu depresie recruteaza adesea inadecvat aceste regiuni (Beauregard et al.,
2006)(Rive et al., 2013). Adesea la acesti pacienti apare o comunicare inadecvata, perturbata,
intre retelele frontoparietale, care exercitd un control cognitiv al atentiei si al reglarii
emotionale, dar si in retelele frontoparietale si regiunile parietale responsabile de atentia
acordatda mediului exterior (Kaiser et al., 2015). Tot Kaiser si colaboratorii au aratat existenta
unei hiperconectivitati in reteaua despre care se crede ca sustine gandurile orientate spre sine,
care este la randul ei hiperconectata cu retaua de control frontoparietald anterior mentionata.
Tot in depresie s-a observat o hipoconectivitate intre intre sistemele neuronale implicate in
procesarea emotiei si regiuni corticale apropiate de linia mediana care pot media reglarea de

sus in jos a acestor functii, adica reglarea de la centrii superiori la centrii inferiori, subcorticali.

Toate aceste date sugereaza ca o conectivitate neechilibrata in retelele subcortico-
corticale poate afecta modul in care gandurile se raporteazd la lumea exterioara. Controlul
cognitiv scade astfel, scazand procesarea emotionala si generand dispozitii instabile si tulburari
psihice sau psihiatrice. Acesta reprezintd unul din modelele neurocognitive care explicd modul
in care disfunctiile de retea determind aparitia unor tulburari cognitiv-afective (Kaiser et al.,

2015).

De-a lungul timpului, numeroase studii au indicat cortexul prefrontal medial ca avand
un rol foarte important in reglarea starii afective si a comportamentului emotional chiar si la
animale (Dixon et al., 2017). Unii autori considera ca aceasta regiune este situatd strategic
intre doua sisteme care organizeaza activitatea corticala atunci cand comportamentul trebuie

adecvat la mediu (Phillips et al., 2003) si care s-au diferentiat odata cu evolutia neocortexului



(Sanides, 1970). Sistemul ventrolateral provine din arhicortex (cortex olfactiv), este bazat pe
reactivitatea la stimul si opereaza prin feedback. Aceste arii corticale prefrontale ventrolaterale
participd nu numai la elaborarea unui raspuns la stimulul emotional administrat, dar si la
reglarea comportamentald emotionala care apare 1n mod automat si inconstient. Aceasta functie
este indeplinita prin intermediul conexiunilor directe si indirecte cu numeroase Structuri
subcorticale, printre care hipotalamusul, talamusul, amigdala, striatumul ventral si nucleele din

trunchiul cerebral (Kaufman et al., 2000).

Un alt sistem opereaza la nivel mediodorsal si este bazat pe planificare. Sistemul
functioneaza printr-un mecanism de ,,feed-forward”, adica printr-un mecanism care se
adapteaza continuu la procese folosindu-se de rationamente care intuiesc, anticipeaza
rezultatele sau efectele, in functie de ceea ce s-a intamplat anterior. Acest sistem este derivat
din paleocortex si cuprinde hipocampul. Aceastd structurd, fundamentala pentru evolutie si
supravietuire, a fost implicata in inhibarea raspunsului la stres prin intermediul unor conexiuni
inhibitorii cu multiple structuri subcorticale, la randul lor antrenate si activate in raspunsul la
stres (LOpez et al., 1999).

Emotiile negative determind oamenii si animalele sd actioneze intr-un mod defensiv,
necesar pentru supravietuire. Pericolul le sensibilizeaza pe animale atat de mult incat le induce
o stare care le pregiteste sa se lupte pentru viati. In acele momente, animalele folosesc tot ce
au invatat pe parcursul evolutiei si 1si pregitesc corpul si mintea pentru a trece peste acel
pericol. Reactii similare apar si la oameni, care se folosesc de cognitie, sistem motor si autonom
pentru a-si sigura raspunsurile defensive, care se pot declansa automat in caz de pericol. Uneori,
schimbarile care apar sunt atat de intense si se pot transforma in tulburdri psihiatrice daca
reglarea nu este adecvatd si apare un raspuns excesiv. Cele mai frecvente sunt patologiile
aparute in relatie cu trauma, tulburdrile de anxietate (anxietate generalizatd, tulburarea de
panicd, fobia) si depresia, iar ceea ce au toate in comun este frica (Young & Craske, 2018).
Amintirile evenimentelor traumatice sau periculoase reprezinta fenomene adaptative pentru ca
permit anticiparea si evitarea pericolelor. Oricum, mecanismele neurofiziologice ale Invatarii

emotionale reprezintd inca o provocare pentru strategiile terapeutice actuale.

Cerebelul are numeroase conexiuni anatomice si functionale cu diferite structuri ale
creierului (Manto et al., 2013). Conexiunile sale indirecte cu zonele nemotorii din cortexul
prefrontal ofera cerebelului capacitatea de a participa la controlul cognitiv (Parker et al., 2014),

n timp ce conexiunile sale cu sistemul limbic 1i permit s influenteze comportamentul (X.-Y.
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Zhang et al., 2016)(Heath & Harper, 1974). Mai multi autori au avansat chiar si conceptul de
cerebel limbic si au propus cerebelul ca o extensie a circuitului Papez (Schutter & Van Honk,
2005)(Piergiorgio Strata, 2015b). Nucleii cerebelosi profunzi au interconexiuni cu mai multe
structuri limbice, inclusiv hipocamp (Heath & Harper, 1974), hipotalamus, nuclei septali,
amigdala si accumbens (Harper & Heath, 1973), dar probabil legatura dintre acesti nuclei si

talamus este mult mai importanta decat celelalte In ceea ce priveste cognitia si comportamentul.

Nucleul fastigial, cel situat cel mai aproape de linia mediand a cerebelului, se
proiecteaza direct pe talamusul medial, care are conexiuni bidirectionale cu mai multe zone din
cortexul prefrontal, inclusiv cortexul orbitofrontal lateral, frontal medial, prefrontal lateral si
cortexul cingulat. Aceasta anatomie ofera talamului medial capacitatea de a influenta diferite
functii cognitive, in functie de regiunea prefrontald activata (Klein et al., 2010). Nucleii
cerebelosi formeaza bucle cerebelo-talamo-corticale care sunt in stransa relatie cu zonele
limbice, influentand astfel emotiile si comportamentul. Dupa cum s-a Stipulat anterior,
comunicarea dintre cerebel si cortexul cerebral este fundamentald pentru reglarea emotionala.
Determinantul major al comportamentului este nucleul fastigial. Neuronii de proiectie
glutamatergici fastigiali traverseaza linia mediana si influenteaza comportamentul (J. Zhang et

al., 2015)(Bagnall et al., 2009).

Dovezi recente sugereazd cad cerebelul este necesar in formarea obiceiurilor si
promoveaza un control comportamental flexibil prin exercitarea unui raspuns modulator pentru
initierea si finalizarea anumitor actiuni, in colaborare cu cortexul prefrontal. Predictia si
invatarea secventiald complexd (inclusiv conditionarea pavloviand) necesitd o contributie
cerebeloasa, care pare sa fie distorsionatd in tulburarile psihiatrice (Miquel, Nicola, Gil-

Miravet, Guarque-Chabrera & Sanchez-Hernandez, 2019).

Prin intermediul neuroanatomiei, optogeneticii, chemogeneticii si electrofiziologiei
(atat prin inregistrarea potentialelor de actiune ale neuronilor individuali, cat si prin
inregistrarea potentialelor de camp local), s-a demonstrat ca cerebelul are capacitatea de a
neuromodula circuite subcortico-corticale si influenta comportamentul. Toate experimentele
au fost realizate la soareci in vivo, aflati in libera miscare, ceea ce a permis obtinerea unor
rezultate cat mai aproape de ceea ce se intdmpld in mod normal in naturd, iar limitarile

procedurilor au fost minime.
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PARTEA SPECIALA

Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Reglarea emotionala reprezinta abilitatea individului de a exercita un control asupra
propriilor sale stari. Frica este o emotie intensd, indusd de perceptia unui pericol specific
imediat, care cauzeaza schimbari fiziologice si comportamentale menite sa 1l pregateasca si sa
il apere pe subiect de acel pericol. La oameni si animale, aceastd emotie se afld in stransa
legdtura cu cognitia. Studiile neurocomportamentale recente au incercat sa descifreze din ce in
ce mai multe componente ale circuitelor despre care se crede cd produc si regleazd frica
(Perusini & Fanselow, 2015). Cercetarea acestor circuite a fost posibila prin folosirea unor
protocoale de invatare a fricii, denumite international ,,fear conditioning”, care se bazeaza pe
o reactie Pavloviand, ce presupune administrarea repetatd a unui stimul nociv in asociere cu un

stimul neutru, care ulterior va genera frica doar la administrarea stimulului neutru.

Tot mai multe date recente converg spre ideea ca cerebelul participa nu numai in
invatarea motorie, cat si in comportamentul emotional si memoria fricii (Lange et al.,
2015)(Sacchetti et al., 2005)(Michael Ernst et al., 2019)(Leaton, 2003). in aceasta teza, mi-am
propus studierea rolului cerebelului in invatarea si extinctia fricii, precum si efectele

neuromodularii cerebeloase a circuitelor implicate in reglarea emotionala.

Intr-o prima parte a studiului, am cercetat circuitul cerebelo-talamo-prefrontal n
extinctia fricii. Cortexul medial prefrontal, continand cortexul infralimbic si prelimbic, se afla
in stransa legatura cu talamusul mediodorsal, impreuna cu care realizeaza extinctia fricii (Lee
et al., 2012). Talamusul mediodorsal are conexiuni dense cu amigdala si multiple alte structuri
limbice, de aceea a fost considerat un sistem de memorie emotional (Gillett & Webster, 1975).
Cerebelul este de asemenea interconectat cu arii limbice, ceea ce 1i permite sa participe la
expresia a numeroase emotii (Damasio et al., 2000). Acest fapt ne-a determinat sa setam ca
principal obiectiv determinarea contributiei cerebelului la activitatea talamica si prefrontalad
atunci cand soarecii sunt supusi la un protocol de invatare si extinctie a fricii. Obiectivele
acestui studiu au fost: demonstrarea unei legaturi anatomo-fiziologice intre cerebel si cortexul
medial prefrontal, aflarea rolului pe care 1l are calea nucleu fastigial al cerebelului — talamus

mediodorsal — cortex prefrontal in comportament si care este modul in care activitatea
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neuronala se modificd in talamusul mediodorsal si cortexul prefrontal in timpul experimentelor

de fear conditioning si extinctie.

A doua parte a studiului a constat in cercetarea contributiei proiectiilor cerebeloase cétre
substanta gri periapeductald in achizitia fricii. Obiectivele au fost determinarea tipului de
legdtura neuroanatomicd Intre cerebel si substanta gri periapeductald ventrolaterala,
demonstrarea unei conectivitati functionale intre cele doud structuri si descrierea efectului

neuromodularii proiectiilor cerebeloase asupra comportamentului de frica.

Ultima parte a studiului a constat in cercetarea efectului pe care 1l are cerebelul asupra
activitatii oscilatorii din cortexului motor si parietal si rolul sdu in mentinerea conectivitatii
intra si interemisferice. Obiectivul a fost investigarea activitatii oscilatorii corticale atunci cand
functia cerebelului este perturbatd. Adesea, anormalitatile motorii influenteaza circuitul fronto-
striatal, iar disfunctia acestuia poate determina aparitia tulburarilor afective prin alterarea
sistemului limbic (Alexander et al., 1990). Asadar, obiectivul principal al studiului a devenit
studierea gradului de conectivitate in circuitele corticale la care participa si cerebelul, pentru a
afla daca activitatea cerebelului este suficient de importantd incit sd genereze alterdri ale
activitatii neuronale in cortex si asincronii, care ar putea genera aparitia tulburarilor cognitive

si comportamentale.

Metodologia generala a cercetarii

Folosind o combinatie intre neuroanatomie, comportament (fear conditioning),
chemogeneticd, optogenetica si electrofiziologie la soarecii aflati in libera miscare, am studiat
contributia cailor cerebelo-talamo-prefrontale si cerebel-substantd gri periapeductala in
achizitia si extinctia fricii. S-au folosit inregistrari unicelulare extracelulare, cu electrozi plasati
in profunzime la nivelul structurilor dorite (talamus mediodorsal, cortex prefrontal, substanta
gri periapeductald). Astfel, s-au putut inregistra potentialele de actiune individuale ale

neuronilor.

Contributia circuitelor cerebelo-talamo-corticale in mentinerea activitatii oscilatorii
corticale normale a fost studiatd folosind metode electrofiziologice - electrocorticografia
(electrozi plasati la nivelul durei, deasupra regiunilor corticale de interes — cortex motor,
parietal). Astfel, s-au Tnregistrat potentialele de camp local (inregistrari pluricelulare

extracelulare) la nivel cortical in timpul afectarii outputului cerebelos la soareci.
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Studiul 1

Proiectiile cerebeloase catre talamusul mediodorsal controleaza disparitia
fricii

Tn acest studiu, am examinat rolul nucleului fastigial al cerebelului in achizitia amintirii
care va reduce frica, adica in extinctia fricii. Folosind o combinatie de neuroanatomie,
comportament, chemogeneticd, optogenetica si electrofiziologie la soarecii aflati in libera
miscare, am cercetat contributia cdii cerebelo-talamo-prefrontale in extinctia fricii. Studiul a
aratat cad neuronii din nucleul fastigial al cerebelului proiecteaza catre partea laterald a
talamusului mediodorsal, pe neuroni care proiecteaza mai departe la cortexul prefrontal (la IL
si PL). Rezultatele au dezvéluit cd nucleul fastigial moduleaza extinctia prin schimbarea
modelului de activare neuronala in MD si cortexul prefrontal. Inhibitia sau stimularea caii FN-
MD 1in timpul extinctiei au crescut numarul de burst-uri pe secunda in MD, fapt ce a afectat

extinctia fricii.
Rezultate

Cercetarea noastra a descris o cale cerebelo-talamo-prefrontald implicata in extinctia
fricii. Modificarile care apar in depolarizarea de tip burst in MD pot perturba achizitia memoriei
de disparitie a fricii, adica extinctia fricii, prin urmare cerebelul poate influenta puternic
incarcatura emotionald si poate controla comportamentul de frica modificand excitabilitatea

talamusului prin intermediul neuronilor FN.

in studiul caii FN-MD, am inceput cu marcarea si evidentierea proiectiilor nucleului
fastigial catre talamusul mediodorsal. De asemenea, am vrut sd cercetam si legdtura cu
amigdala, o structurd atat de importantd in experimentarea fricii, si cortexul prefrontal, care
Tncearca sa gestioneze aceasta emotie. Trasarea realizata cu ajutorul virusurilor fluorescente a
demonstrat ca axonii FN ajung in partea laterala a MD. Aceastd regiune este chiar zona care
contine neuronii ce proiecteaza catre ariile infralimbice si prelimbice din cortexul prefrontal.

De asemenea, am observat neuroni in partea mediala a MD care proiecteaza catre amigdala.

Au urmat experimentele optogenetice, care au urmarit demonstrarea unei conexiuni
functionale intre FN si MD. La stimularea luminoasd a FN, s-au putut observa activari
neuronale foarte rapide, cu latente de doar 4 ms in MD aparute imediat dupa stimularea

specificd FN-MD, ceea ce sugereaza o legdturd excitatorie monosinaptica intre FN si MD. S-
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au observat insa rezultate heterogene pentru alti soareci: desi aproape de fiecare data am avut
un raspuns la stimularea fibrei optice, latentele au fost variabile. Cu toate acestea, faptul ca noi
am putut observa latente foarte scurte sugereaza puternic ca existd o conexiune functionala
ntre aceste structuri si probabil aceasta implica un numar scazut de sinapse. Aceste raspunsuri
cu latenta foarte scurta pot rezulta de asemenea si din recrutarea foarte rapida a caii FN-MD-
mMPFC, avand in vedere ca talamusul este un releu foarte eficient. Stimularea nespecifica a caii
FN-MD a demonstrat un efect excitator important, iar gradul ridicat de raspuns al MD si
cortexului prefrontal la stimularea FN a indicat o conectivitate functionala robusta intre cerebel
si aceste structuri. Tn concluzie, rezultatele noastre sunt compatibile cu o participare a

cerebelului la activitdtile talamo-corticale care pot influenta procesele emotionale.

Urmatoarea parte a studiului a constat in activarea sau inhibarea farmacogenetica a cii
FN-MD prin intermediul sistemul CAV2-cre-DREADDS si CNO 1in timpul extinctiei pentru a
observa efectele comportamentale aparute dupa aceasta modulare si modul in care
depolarizarea neuronala se schimba in timpul achizitiei si extinctiei fricii. Rezultatele au relevat
ca atat activarea, cat si inhibitia neuronilor FN care proiecteaza pe MD determind mai mult
freezing, asadar suprima achizitia si consolidarea memoriei de extinctie a fricii. Astfel, se poate

afirma ca proiectiile cerebelului catre MD moduleaza extinctia fricii.

Mai departe, am dorit sa testim daca aceste rezultate au aparut consecutiv modificarii
fastigiali care proiecteaza spre talamusul mediodorsal nu altereaza sau cresc sensibilitatea
dureroasd a animalelor. Urmatorul pas a constat in testarea comportamentului anxios in
prezenta CNO. Rezultatele au aratat cd modularea chemogenetica a axonilor FN ce proiecteaza
in MD nu determini anxietate generalizati atunci cind sunt activati sau inhibati de CNO. Tn
concluzie, rezultatele acestor teste au sugerat ca proiectiile FN-MD contribuie mai mult la

extinctia fricii decat la alte emotii negative, cum ar fi durerea si anxietatea.

Urmatorul pas a fost examinarea activitdtii neuronale in MD din punct de vedere
electrofiziologic. Analiza de tip clustering a potentialelor de actiune neuronale inregistrate pe
tot parcursul tuturor experimentelor a relevat existenta clard a doua clase diferite de neuroni in
MD, cu amplitudine si durata diferite ale potentialelor de actiune, de aceea i-am denumit
neuroni de cinetica rapida sau lentd. Acesta este un rezultat extraordinar, avand in vedere ca
studiile anterioare nu au putut sd diferentieze din punct de vedere electrofiziologic acesti

neuroni.
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Obiectivul urmator a fost descrierea profilului de descarcare neuronala in timpul invatarii
si extinctiei fricii. Rezultatele au dezvaluit ca neuronii din talamusul mediodorsal, IL si PL
manifestd doud tipuri de raspunsuri la stimulul conditionat (CS) in fear conditioning si
extinctie. In timpul administrarii CS, o populatie de neuroni raspunde cu o inhibitie, adica
manifestd o scadere semnificativa a ratei de depolarizare, care se mentine pe tot parcursul si
chiar dincolo de timpul de prezentare a CS. O alta populatie neuronala a prezentat un raspuns
tranzitoriu: o crestere mica si tranzitorie a ratei de depolarizare a aparut imediat dupa debutul
CS, iar frecventa de depolarizare a revenit la nivelurile bazale dupa 3 secunde. Raspunsurile in
MD, IL si PL au fost similare. Am examinat apoi distributia tipului de raspuns intre cele doua
clase de neuroni gasiti in MD. Datele au relevat ca 22,3% din neuroni raspund cu o scadere a
ratei de depolarizare in timpul administrarii CS, in timp ce 77,7% dintre neuroni nu isi modifica
rata de depolarizare. Analiza a relevat cd majoritatea celulelor responsive (69,6%) fac parte din
neuronii cu cineticd lenta si doar 30,4% din cei cu cinetica rapidd. Mai mult, aproximativ 70%
din celulele inhibate de CS apartineau grupului cu cinetica rapida, sugerand implicari diferite
ale celor doua tipuri de neuroni MD 1in aceste raspunsuri.

Ambele modele de depolarizare au fost gasite si in PL si IL in timpul administrarii CS.
Asadar, ambele categorii de raspunsuri, atat in structurile prefrontale, cat si in grupurile cu
DREADDs excitatorii si inhibitorii au fost observate. Am examinat apoi daca proportia tipului
de raspuns s-a modificat de-a lungul conditionarii fricii si extinctiei. La soarecii cu DREADDsS
excitatorii si inhibitorii, proportia celulelor inhibate a crescut intre FC si EXT1 (deci in prezenta
CNO) in toate structurile, insa foarte putini neuroni au prezentat un raspuns inhibat in EXT3
(fara stimulare CNO). Tn general, rezultatele au aritat o crestere selectiva a proportiei de celule
inhibate de CS in intreaga retea MD-mPFC atunci cand neuronii FN-MD sunt modulati

chemogenetic si extinctia fricii este redusa.

Mai departe am examinat modul in care activarea sau inhibarea chemogenetica a
neuronilor FN-MD a afectat tiparele de depolarizare din MD. Tn acest scop, am cuantificat
aparitia bursturilor si pauzelor in MD in timpul FC, EXT1 si EXT3. In general, am constatat
ca rata bursturilor si frecventa de depolarizare din bursturi au fost stabile in starea bazala n
grupul de control, cu mici cresteri in aparitia pauzelor in timpul extinctiei. In schimb, in timpul
CS, rata de depolarizare din interiorul bursturilor si rata pauzelor au fost reduse in mod constant
in toate fazele invatarii, sugerand o mica reducere a neregularitatii de depolarizare a neuronilor
MD. La soarecii cu DREADDs excitatorii si inhibitorii, am constatat ca in EXT1 exista cresteri

foarte puternice ale ratei bursturilor, a ratei de depolarizare in interiorul bursturilor si a ratei
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pauzelor, ceea ce apare in concordanta cu o neregularitate crescuta; toate aceste caracteristici
au fost, de asemenea, observate in timpul CS si nu am gasit nicio diferentd semnificativa intre
cele doud grupuri in EXT1, rezultat compatibil cu reducerea invatarii extinctiei fricii in cele
doua grupuri. Acest lucru indica faptul ca neuronii FN care proiecteaza in MD participa la
regularitatea depolarizarii Tn neuronii MD si ca modularea bidirectionald a depolarizarii lor
duce intotdeauna la o neregularitate crescutd. In cele din urma, modificarile din EXT1 au
revenit la valori apropiate de valorile de baza din EXT3, sugerand o actiune indusa direct de

CNO, adica de modularea cerebeloasa.

Am examinat mai departe modul in care bursturile au fost legate de capacitatea de
raspuns la CS a neuronilor MD. Rezultatele au aratat ca proportiile de celule care prezinta si
cele care nu prezinta burst sunt semnificativ diferite intre neuronii rapid-cinetici si lent-cinetici,
Ccu 66,8% dintre neuronii de cinetica rapida considerati de tip burst si 32,2% considerati non-
burst. In continuare, am verificat daca comportamentul de tip burst a fost legat de diferentele
electrofiziologice de bazi ale neuronilor cu cinetica rapida si lenta. In populatia de soareci care
au contribuit la experimentele chemogenetice, 52% au fost clasificati drept neuroni cu cinetica
rapida, In timp ce 48% au fost clasificati ca neuroni cu cinetica lenta. Depolarizarea de tip burst
s-a produs mai frecvent in populatia de neuroni lent-cinetici (51,4%). In general, In ciuda unei
distributii usor neuniforme a neuronilor cinetici rapizi si lenti in populatiile de tip burst si non-
burst, aceste proprietati par Tn principal independente, sugerand ca un comportament de tip

burst nu este direct legat de proprietatile intrinseci ale neuronilor.

Am examinat apoi n toate grupurile evolutia proportiei de celule tip burst de-a lungul
invatarii. Nu s-a gasit nicio diferenta in depolarizarea de tip burst intre FC, EXT 1 si EXT 3 in
grupul de control. Tn grupurile cu DREADDSs inhibitor sau excitator, proportia neuronilor tip
burst a fost crescuta in EXT1 comparativ cu EXT3, asadar bursturile au predominat atunci cand

neuronii FN au fost modulati chemogenetic.

Interesant este ca evolutia proportiei de celule tip burst descrise mai sus este paralela
cu evolutia capacitatii de raspuns la CS. Am examinat apoi modul in care neuronii inhibati de
CS si cei CS-tranzitorii au fost distribuiti intre populatia de neuroni burst si non-burst.
Majoritatea a neuronilor inhibati de CS (83,3%) apartineau populatiei tip burst, in timp ce
16,7% dintre neuroni apartineau celei non-burst. Pe de alta parte, doar 30% din celulele CS-

tranzitorii au prezentat burst in timpul experimentelor. Diferenta de proportie a celulelor care
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au prezentat burst si celor care nu au prezentat burst in grupul inhibat de CS a fost semnificativa

statistic, prin urmare, comportamentul aparut este puternic legat de responsivitatea celulei.

Tn concluzie, comportamentul de bursting pare strans legat de invitarea extinctiei fricii,
asa cum aratd predominanta celulelor de tip burst printre neuronii inhibati de CS. Mai mult
decat atat, grupurile cu DREADDs activatorii si inhibitorii au prezentat niveluri mai ridicate
de depolarizare de tip burst in timpul invatarii extinctiel, care par a fi avut un rol major in sensul

prevenirii invatarii extinctiei.

Studiul 2

Controlul bidirectional al fricii prin neuronii cerebelosi care proiecteaza la

substanta gri periapeductala

Scopul prezentei lucrari este de a studia contributia eferentelor specifice FN la invatarea
fricii. Folosind trasarile neuroanatomice, modularea chemogenetica a proiectiilor cerebeloase
in vIPAG in timpul conditiondrii si extinctiei fricii, optogeneticd si inregistrari
electrofiziologice extracelulare la animale aflate in libera miscare, demonstram contributia

cerebelului la invatarea fricii prin proiectiile sale si cooperarea cu VIPAG.

Rezultate

Rezultatele studiului indica existenta unor aferente glutamatergice directe in vIPAG,
monosinaptice, de la nucleul fastigial din cerebel. Terminatiile glutamatergice (provenind din
neuroni din FN) s-au dovedit a face contact atat cu neuronii glutamatergici, cat si cu cei
GABAergici din VIPAG. Stimularea luminoasa ulterioara a neuronilor din FN si inregistrarea
activitatii neuronilor in VIPAG la soarecii aflati in libera miscare a indicat o deflexiune negativa
a potentialului de camp local, sincrond cu o crestere a frecventei de depolarizare la nivelul
VIPAG contralateral nucleului FN stimulat. Exista o crestere a numarului ce celule din PAG ce
raspund la stimulare, crestere direct proportionald cu intensitatea luminoasa folosita, iar

latentele de activare variaza intre 7 si 50 ms, sugerand existenta unei activari atat directe, cat si
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indirecte a VIPAG prin aferentele provenite din FN. Aceste rezultate demonstreazd existenta

unei conectivitati functionale intre FN si vIPAG.

Pentru a determina dacd FN-vIPAG joaca un rol in conditionarea fricii Pavloviene, am
examinat efectul activarii sau inhibarii tranzitorii a acestor proiectii. In timpul primei zile de
extinctie, soarecii in care calea FN-vIPAG a fost activatda (in timpul conditionarii fricii), au
prezentat o scadere drastici a comportamentului de freezing de-a lungul prezentarilor
stimulilor, atingand nivelurile bazale (de la sfarsitul primei sesiuni de extinctie). Soarecii la
care calea FN-vIPAG a fost inhibata au prezentat un comportament de freezing mai puternic
pe parcursul zilelor de extinctie, comparativ cu soarecii martor. Atunci cand am evaluat
mentinerea pe termen lung a amintirilor de frica si extinctie printr-o sesiune de recall, soarecii
care au suferit activarea FN-vIPAG in timpul conditionarii fricii au prezentat o amintire mai
mica a fricii decat soarecii control, in timp ce soarecii care au suferit inhibarea FN-VIPAG au
prezentat o memorie de frica crescutd in comparatie cu soarecii control. Aceste rezultate indica
faptul cad proiectiile FN-VIPAG contribuie la formarea amintirilor de frica conditionate;
activarea acestei cai in timpul conditionarii fricii scade capacitatea formarii amintirii fricii, in

timp ce inhibarea acestei cai o mareste.

Pentru a evalua corelatiile neuronale ale nvatarii fricii in FN si vVIPAG, am inregistrat
activitatea extracelulara in timpul conditionarii. Pentru a corela activitatea de depolarizare n
FN si VIPAG cu imobilitatea soarecelui, am combinat inregistrarile celulare cu masuratori ale
miscarilor soarecelui, folosind un senzor inertial atasat la capul soarecilor. Am examinat
modularea depolarizarii in jurul debutului imobilitatii in neuronii VIPAG si FN. Doua clase de
asociere cu imobilitatea au fost observate in VIPAG si in FN: un set de celule a prezentat o
doar modulatii usoare. Am examinat apoi modularea celulelor ca raspuns la stimuli. Reducerea
depolarizarii a fost observatd de obicei pe parcursul perioadei de imobilitate. Am gasit o
corespondentad puternicd intre modulatia observata in raport cu imobilitatea Tnainte si dupa
conditionare: nicio celula nu prezintd o modulatie clara unica freezingului, nici in VIPAG, nici
in FN.

Pentru a analiza interdependentele dintre depolarizarea FN si vIPAG si a lua in
considerare imobilitatea, ne-am orientat catre abordarile teoriei informatiei, care ofera estimari
impartiale ale relatiei, fie liniare, fie neliniare, intre seriile de timp. Am folosit mai ntai
transferul de entropie, un caz specific de informatii reciproce conditionate, pentru a examina

transmiterea informatiilor intre perechi, ordonate temporar intre FN si PAG. Am observat un
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transfer mai puternic de entropie de la FN la vIPAG decat inversul, asadar neuronii VIPAG
Tnregistrati in studiul nostru par mai puternic influentati de FN si de activitatea motorie decat
inversul. Am constatat ca n starea initiald, contributia unica a FN la depolarizarea VIPAG este
doar o mica parte din contributia totala a FN si a activitatii motorii, dar este semnificativ mai
mica in grupul de control decat in grupul cu receptori activatori. Acest lucru indica faptul ca

excitarea FN de catre CNO creste contributia relativa la depolarizarea vIPAG.

Studiul 3

Disfunctia cerebelului induce perturbarea activitatii oscilatorii corticale

Cerebelul a fost dintotdeauna recunoscut ca fiind o piesa cruciald in activitatea motorie,
mai precis in coordonarea miscarilor si in invatarea motorie, insd dovezi recente ii sustin
implicarea si in emotie si cognitie. Cerebelul 1si poate realiza aceste functii prin intermediul
legéturilor pe care le stabileste cu alte structuri nervoase: el primeste informatii prin intermediul
cailor cerebelo-ponto-cerebeloase si cerebelo-olivo-cerebeloase (Schmahmann & Pandya,
1997) si apoi influenteaza activitatea neuronald nu numai in cortexul motor prefrontal
(Middleton & Strick, 2002), cat si in numeroase alte circuite motorii, non-motorii si alte regiuni
corticale, precum cortexul parietal, influentdndu-le activitatea oscilatorie si, consecutiv, functia
(Georgescu et al., 2018). Astfel, datoritda numeroaselor conexiuni anatomice si functionale pe
care le are cerebelul, acesta poate modifica activitatea electricd corticala si in alte arii care nu
sunt direct responsabile de activitatea motorie, dar care, datoritd conexiunilor indirecte,
fluctueazd in momentul In care se executd o sarcind motorie. Acest fapt poate duce la
perturbarea activitatii oscilatorii in ariile corticale responsabile de reglarea emotiilor atunci
cand functia cerebelului este afectata. Astfel, integritatea circuitelor subcortico-corticale si
gradul de comunicare intre acestea devin elemente fundamentale in impiedicarea aparitiei
tulburarilor psihiatrice. De altfel, se cunoaste ca circuitele tip ganglioni bazali-talamus-cortex
sunt implicate 1n aparitia de numeroase tulburdri cognitive si comportamentale, iar acestea se
dezvolta cel mai probabil ca o consecinta a efectului pe care il au anormalitatile motorii asupra
circuitului fronto-striatal. Mai precis, disfunctia circuitului poate determina aparitia tulburarilor

afective prin alterarea sistemului limbic (Alexander et al., 1990).
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In studiul nostru, am perturbat eferentele cerebeloase cu ajutorul acidului kainic, un
agonist glutamatergic excitator, pe care I-am administrat la suprafata cerebelului, deasupra
vermisului. Studiul a urmarit modul in care se altereaza comunicarea interemisferica la nivelul
cortexului motor, precum si modul in care activitatea neuronald din cortexul motor si parietal

se modifica atunci cand comunicarea in reteaua cerebelo-corticala este afectata.

Rezultate

Cortexul motor a prezentat cresteri ale densitatii puterii spectrale in benzile de frecventa
inalta in ultimele zile de experiment. Analiza datelor culese din cortexul motor a relevat
importante cresteri ale densitatii puterii spectrale. Acestea au fost evidente in benzile de nalta
frecventa (gamma joasa si inaltd), maximul fiind atins in ziua 5 pentru perioadele post-kainat,
iar, in mod interesant, aceastd crestere a fost vizibild inclusiv pentru perioadele de pre-
administrare de kainat. Rezultatele sugereaza o plasticitate crescuta in cortexul motor, aparuta
probabil ca un mecanism adaptativ, care incearca sa corecteze miscarile anormale generate de

0 activitate cerebeloasa anormala.

In ceea ce priveste coerenta interemisferica, analiza la nivelul cortexurilor motorii sting
si drept a demonstrat scaderi semnificative in benzile de frecventa scazuta (in delta, theta, beta),
incepand cu prima zi de administrare a acidului kainic, scadere progresivad mentinuta pe toata
durata experimentelor, comparativ cu controlul. Frecventele Tnalte au urmat insa alte tendinte:
banda gamma naltd a Inregistrat initial o scadere nesemnificativd a coerentei, care ulterior a

inceput sa creasca, atingand un maxim in ziua 5 de administrare a acidului kainic.

Cortexul parietal a prezentat cresteri ale densitatii puterii spectrale in benzile de
frecventa inalta in ultimele zile de experiment. Analiza datelor culese din cortexul parietal a
relevat importante cresteri ale densitatii puterii spectrale, atat inainte, cat si dupd administrarea
kainatului, Tn special in benzile de inalta frecventa (gamma joasa si gamma inalta) si in ultimele

zile de experiment.

Coerentele cortex motor-cortex parietal au fost calculate pentru fiecare banda de
frecventa. S-a observat o crestere a coerentei in zilele 4 si 5 in benzile gamma. Mai mult, se
observa cresteri semnificative de la o zi la alta, in special intre ziua 4 si ziua 5 de administrare

de kainat, in gamma.
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

In cadrul acestei lucriri mi-am propus si studiez capacitatea cerebelului de a exercita
control asupra diverselor circuite implicate in invatarea si extinctia fricii si de a interveni astfel
in reglarea emotionald. Experimentele s-au bazat pe cercetarea eferentelor cerebeloase in raport
cu o parte din structurile apartinand sistemului limbic. Mai precis, studiul a urmarit evidentierea
si descrierea rolului caii nucleu fastigial al cerebelului — talamus mediodorsal — cortex
prefrontal (cortex infralimbic si prelimbic) in timpul proceselor de extinctie a fricii, descrierea
rolului caii nucleu fastigial al cerebelului — substanta gri periapeductald ventrolaterala in timpul
achizitiei fricii si descrierea modificarilor activitatii oscilatorii corticale atunci cand apare o

disfunctie cerebeloasa.
In studiul cii FN-MD, am constatat urmatoarele;

» Existd o legatura anatomo-functionala intre cerebel si talamusul mediodorsal, demonstrata
prin marcarea fluorescenta a unei cai cerebelo- mediodorso-talamice— prefrontale si
evidentierea unor latente de scurtd durata in MD (4 ms) si cortexul prefrontal la stimularea
optogenetica a neuronilor fastigiali.

» Proiectiile cerebelului catre MD moduleaza extinctia fricii. Mai precis, atat activarea, cat
si inhibitia acestei cdi neuronale suprima achizitia si consolidarea extinctiei fricii, indicate
prin nivelurile crescute de freezing aratate de soareci. Rezultatul a fost obtinut prin
modularea chemogeneticd a caii FN-MD in timpul protocolului de extinctie a fricii.

> Atat activarea, cat si inhibitia chemogenetici a caii FN-MD cresc numarul de
bursturi/secundd si frecventa de depolarizare in interiorul bursturilor in timpul extinctiei
fricii in talamusul mediodorsal, fapt demonstrat prin inregistrarea si analiza activitatii
neuronale individuale.

» Modelul de depolarizare in MD, IL si PL se schimba in timpul extinctiei, atunci cand se
activeaza sau inhiba neuronii FN ce proiecteaza pe MD. Comportamentul de bursting pare
strans legat de invatarea extinctiei fricii, asa cum arata predominanta celulelor de tip burst
printre neuronii inhibati de stimulul conditionat.

» Exista doua forme diferite ale potentialelor de actiune neuronale in MD.

» Existd doua tipuri de raspunsuri la stimulul conditionat in achizitia fricii si in extinctie in

MD, IL, PL: unul de inhibitie a frecventei de depolarizare, iar celalalt tranzitoriu.
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1n studiul cerebel-vIPAG, experimentele efectuate au aritat ci neuronii glutamatergici
din FN 1si trimit axonii In VIPAG, unde fac sinapsa cu neuronii glutamatergici si GABAergici.
Activarea optogenetica a acestei cai in timpul achizitiei fricii creste activitatea in neuronii PAG,
dar determind niveluri reduse ale expresiei fricii in timpul extinctiei si al recall-ului. Inhibitia
chemogenetica a acestei cai in timpul fear conditioning-ului determina o expresie mai mare a
fricii si Incetineste extinctia, iar activarea sa creeaza efectul opus. Se poate afirma asadar ca
cerebelul exercitd un control bidirectional asupra vIPAG, cu ajutorul céreia permite Invatarea
fricii.

In concluzie, cu ajutorul neuroanatomiei, testelor comportamentale, optogeneticii,
chemogeneticii si electrofiziologiei, in aceasta lucrare am demonstrat existenta unor legaturi
anatomo-fiziologice intre cerebel si talamusul mediodorsal si intre cerebel si substanta gri
periapeductala ventrolaterala, conexiuni ce s-au dovedit a avea capacitatea de a neuromodula
diverse circuite limbice din care aceste structuri fac parte, influentand astfel comportamentul

de frica.

Urmatoarele obiective ale acestei lucrari au cuprins descrierea modului in care cerebelul
influenteazd comunicarea in reteaua cerebelo-corticala, determinarea modului in care
activitatea neuronald din cortexul motor si parietal se modifica atunci cand apare o disfunctie
cerebeloasa, precum si modul in care coerentele intra (la nivel cortex motor-cortex parietal) si
interemisferice (la nivel cortex motor-cortex motor) se schimba atunci cand activitatea

cerebelului este perturbata.

Analiza datelor culese din cortexul motor si parietal a relevat rezultate similare pentru
cele doua regiuni. Au aparut importante cresteri ale densitatii puterii spectrale in benzile de
inalta frecventd. S-a observat o crestere treptata a densitatii puterii spectrale pe parcursul zilelor
de experiment, astfel incat maximul sdu s-a obtinut in ziua 5 pentru perioadele de post-
administrare de kainat, iar diferentele au fost semnificative de la o zi la alta in ultimele doua

zile de experiment.

In ceea ce priveste coerenta interemisferica, analiza la nivelul cortexurilor motorii sting
si drept a demonstrat scaderi semnificative in benzile de frecventa scazuta (in delta, theta, beta),
incepand cu prima zi de administrare a acidului kainic, scadere progresiva mentinuta pe toata
durata experimentelor, comparativ cu controlul. Frecventele Tnalte au urmat insa alte tendinte:
banda gamma naltd a Inregistrat initial o scadere nesemnificativd a coerentei, care ulterior a

inceput sd creascd, atingand un maxim in ziua 5 de administrare a acidului kainic. Cat despre
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coerenta intraemisfericd, intre cortexul motor si cel parietal, am observat o crestere a acesteia

in zilele 4 si 5 In benzile gamma.

Rezultatele sugereaza o plasticitate crescutd in cortexul motor si parietal, aparuta
probabil ca un mecanism adaptativ, care incearcd sd corecteze miscdrile anormale sau

activitatile oscilatorii aberante generate de o activitate cerebeloasa anormala.

Lista de abrevieri

MD - talamus mediodorsal

IL — cortex infralimbic

PL - cortex prelimbic

PFC — cortex prefrontal

mPFC — cortex prefrontal medial

FN — nucleu fastigial al cerebelului

VIPAG — substanta gri periapeductald ventrolaterala
CNO - clozapine-N-oxide

FC — fear conditioning

EXT — extinctie

DREADDs — Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs
GABA — acid gamma aminobutiric

CS — stimul conditionat

CAV — adenovirus canin
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