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Resum

L’envelliment €s un procés multifactorial de deteriorament de les estructures i
funcions corporals. Una de les teories més acceptades sobre ’envelliment és la teoria de
I’estrés oxidatiu. Segons aquesta teoria els radicals lliures d’oxigen produits com a
conseqiiencia del metabolisme oxidatiu, ataquen les proteines, lipids i el propi material
genetic causant 1’envelliment. A nivell cerebral, aquest procés afecta la plasticitat neuronal,
sobretot a les regions cerebrals encarregades d’habilitats cognitives com 1’aprenentatge i la
memoria. L’enriquiment ambiental (EA) incrementa I’estimulacié somatosensorial atenuant la
perdua de plasticitat neuronal produida durant 1’envelliment. Per comprovar 1’eficacia de ’EA
es realitzaren proves de memoria espacial (Radial Maze i test de Barnes), memoria episodica
(test de Reconeixement d’objectes) 1 coordinacid motora (Rota Rod) a rates control 1 a rates
sota condicions d’EA. Aixi mateix, s’observa si hi havia diferéncies entre mascles i femelles.
L’EA, en rates des de 1 fins a 20 mesos, millora els resultats dels tests de memoria espacial i
memoria episodica respecte dels seus controls, perd no els de coordinacid6 motora. Aquests
resultats demostren ’eficacia de I’EA front a la pérdua de la plasticitat neuronal associada a
I’envelliment. Per altre banda, també es pot observar que les rates mascle mostren una millor
memoria espacial 1 una menor coordinaci6 motora, en comparacié a les rates femella. La
memoria episodica mostra un deteriorament similar per a mascles 1 femelles, pero tarda més a
apareixer a les femelles.

Abstract

Aging is a multifactorial process of impairment of the body structures and functions.
One of the most accepted theories about the ageing process is the oxidative stress theory.
According to this theory, free oxygen radicals produced as a consequence of oxidative
metabolism, attack proteins, lipids and genetic material causing the ageing process. In the
brain, this process affects to neuronal plasticity, especially to areas in charge of cognitive
skills such as learning and memory. Environmental enrichment (EE) increases somatosensory
stimulation, decreasing the neuronal plasticity loss produced during ageing. To prove the EE
effectiveness, spatial memory tests (Radial Maze and Barnes test), episodic memory tests
(Object Recognition test) and motor coordination tests (Rota Rod) were assessed to control
rats and rats under EE conditions. Furthermore, it was observed if there were any differences
between male and female rats. EE, on rats between 1 and 20 months old, improved spatial
memory and episodic memory tests results, but not motor coordination results. These results
show the EE effectiveness against neuronal plasticity loss associated with ageing. On the
other hand, it could be observed that male rats showed an improved spatial memory, but a
worse motor coordination comparing to female rats. Episodic memory shows a similar
impairment, but it appears later on female rats.



Introduccio

Procés d’envelliment

L’envelliment és un procés multifatorial de deteriorament de les estructures i funcions
corporals. Llavors, en certa manera, I’envelliment implica una pérdua de I’homeostasia. Un
exemple d’aquesta pérdua d’homeostasia és la susceptibilitat de la gent major a canvis de
temperatura o a infeccions (Vifia et al. 2007). Els processos de deteriorament associats a
I’envelliment, pareixen estar molt relacionats amb els diferents estils de vida que es puguin
dur a terme 1 a les condicions ambientals.

La funci6 cerebral també es veu afectada durant I’envelliment, ja que a mesura que
s’avanca en edat, I’incidéncia de malalties neurodegeneratives augmenta considerablement
(Vifia et al. 2007; Duthey 2013). Aixi com s'avanca en edat, es sol produir una disminuci6 de
la capacitat d'aprenentatge i la memoria. L'envelliment, es troba associat amb una disminucid
de certes funcions cerebrals, com puguin ser funcions sensorials, motores, 1 una perdua de
memoria progressiva que produeix una limitacié de la funcionalitat (Papandreu et al. 2011). A
més, el deteriorament associat a I’envelliment es poden entedre com processos subtils, que en
major grau son responsables de malalties com la demeéncia d’Alzheimer o el Parkinson (Burke
et al. 2006; Terry et al. 2001).

Teories de ’envelliment

Una de les teories més acceptades 1 esteses sobre 1’evelliment, €s la Teoria dels
Radicals Lliures postulada per Harman a I’any 1956 . Segons aquesta teoria, el metabolisme
oxidatiu de la mitocondria produeix espécies reactives d’oxigen o ROS (“Reactive Oxigen
Species”), entre altres, els radicals lliures d’oxigen (Harman 1956). S’ha vist que el

metabolisme cel-lular produeix ROS tals com H,0, o ‘OH (que soén substancies extremament

oxidants) (Szatrowski et al. 1991). Aproximadament, un 2% de I’oxigen utilitzat a la cadena
respiratoria forma ROS (Vifa et al. 2007).

Aquestes ROS provoquen danys al DNA. Hi ha mecanismes que reparen aquests
danys, pero a la llarga, s'acaben acumulant i contribueix als processos d’envelliment. (Fraga
et al. 1990). A mesura que s’avanga en edat, també augmenta la produccié de ROS (Sohal et
al. 1990). Aixi mateix, també augmenten els danys al genoma mitocondri (Castro et al. 2012).
Les proteines 1 lipids també sofreixen oxidacid per part dels ROS (directament o
indirectament) (Ashok et al. 1999; Mariani et al. 2005) la qual cosa provoca alteracions a
I’estructructura d’algunes proteines, a la seva funcié enzimatica, a cascades de senyalitzacio
intracel-lular o a la mateixa neurotransmissio (Ashok et al. 1999; Butterfiled et al. 2006).

En general, I’acumulacié de tots aquests processos, tant a nivell cel-lular com tissular,
provoca I’envelliment a nivell sistémic.



Plasticitat neuronal i enriquiment ambiental

Un dels canvis produits per els processos associats a I’envelliment és la perdua de
plasticitat neuronal (Mora et al. 2007). Ramon y Cajal fou I’investigador que popularitza més
el terme “plasticitat neuronal”, tot i que no fou ell qui I’inventa (DeFelipe 2006). El terme
“plasticitat neuronal” fa referéncia a la variabilitat i plasticitat de les neurones, i la seva
capacitat per modelar les conexions entre elles (Burke et al. 2006).

Caracteristiques que es veuen modificades durant 1’envelliment i redueixen Ia
plasticitat neuronal sén: la morfologia cerebral, les interaccions a nivell neuronal i la
transcripcié genetica (Burke et al. 2006). El procés d’envelliment, comporta una perdua
neuronal important al cortex cerebral (Mora et al. 2007). Les zones més afectades pel
deteriorament associat a 1’envelliment sén I’hipocamp, el cortex temporal superior i el cortex
prefrontal, zones del cervell relacionades amb 1’aprenentatge, la memoria espacial a curt
termini, i altres habilitats cognitives (Mora et al. 2007; Burke et al. 2006). Per tant, no és
estrany pensar que a mesura que s’avanca en edat, disminueixen aquestes habilitats
cognitives.

Un dels metodes per evitar o atenuar els processos de deteriorament associats a
I’envelliment, sobretot a nivell cerebral, és I’enriquiment ambiental (EA). La definici6 d’EA
¢s “una combinacid d’estimuls inanimats i socials” (Praag et al. 2000). L’EA consisteix en
unes condicions de manteniment dels individus d’experimentacio, en les quals s’els dona una
major estimulaci6 somatosensorial. Aix0 generalment s’aconsegueix amb un ambient
canviant, amb joguines 1 objectes similars a les gabies, 1 a vegades amb una major interaccid
social amb altres individus (Nithianantharajah et al. 2006).

S’ha demostrat en diverses ocasions que 1’enriquiment ambiental pot millorar diverses
habilitats cognitives. Millora la memoria espacial en comparaci6 amb rates control, amb
proves com el Morris water-maze o laberint aquatic de Morris (Harati et al. 2013) o la prova
de Reconeixement d’objectes (Mesa-Gresa et al. 2013; Leger et al. 2014). També es mostra
una millora en altres aspectes, com la seva capacitat exploratoria (Lima et al. 2014), fet que
resulta coherent amb la millora a la prova de Reconeixement d’objectes.

Objectius
Aquest estudi té dos objectius:

1. El principal objectiu és comprovar i demostrar I’eficacia de I’EA com a estrategia
per atenuar els processos de degeneracid cognitiva que es produeixen durant
I’envelliment.

2. L'altre objectiu, és determinar si hi ha diferéncies entre els dos geéneres durant el
procés d’envelliment cerebral, 1 si ’EA actua de forma diferent o per igual a ambdos
generes.



Metodologia

Animals d’experimentacio
Els animals utilitzats foren rates Wistar d’edats compreses entre 1 1 20 mesos d’edat.

S’utilitza un total de 63 rates (36 mascles i 27 femelles). Aquestes rates es dividiren en
diversos grups: rates control, rates d’enriquiment ambiental (EA) i rates de cria (femelles).

Es mantingueren dins gabies individuals, a I’estabulari de la UIB, amb serradis al terra
per millorar les condicions higiéniques. Les gabies es canviaven per gabies noves amb nou
serradis un pic per setmana. Es mantenien amb una temperatura constant (20°C-22°C) 1 amb
cicles de llum/foscor també constants, de 12h cada un. Les rates tenien lliure accés a aigua i
menjar de dieta estandard (Panlab A04).

Les proves comportamentals es dugueren a terme els matins, entre les 9h i les 13h. Es
realitzaren les proves a 1, 2, 3, 6, 17 1 20 mesos d’edat a les rates control per les proves
comportamentals Radial Maze, Rota Rod 1 test de Reconeixement d’objectes. Les rates d’EA
foren sotmeses a les proves comportamentals als 3 1 20 mesos d’edat.

Les rates control també foren sotmeses al test de Barnes a 1, 2, 3, 6, 17 1 20 mesos
d’edat. No obstant, rates d’EA només foren sotmeses al test de Barnes als 20 mesos d’edat en
el cas dels mascles. Les rates femelles que foren sotmeses al test de Barmes no es
mantingueren en condicions d’EA, pero si havien estat utiltzades com a rates de cria, fet que
provoca una major estimulaci6 sensorial.

Enriquiment ambiental

L’enriquiment ambiental consisti en una estimulaci® sensorial de les rates
proporcionant joguines de plastic, boles de paper i trogos de cartrd a les gabies de les rates

(Fig. 1). L’EA es posava en marxa des de el primer més d’edat.

Fig. 1. Fotografies proporcionades per el Laboratori de Fisiologia Animal. Imatge de les gabies amb peces de cartrd
(esquerra) i amb joguines de fusta i plastic (dreta).



Radial maze

El Radial Maze o laberint radial és una prova que permet analitzar la memoria espacial
i Iactivitat motora. Consisteix en un laberint de vuit bragos (70 x 11 cm) units per una
plataforma octogonal central de 28 cm de diametre (Fig. 2). Al final de cada bra¢ hi ha una
petita quantitat de menjar. Els animals s’han de mantenir en dejuni un o dos dies (segons
l'edat de l'animal) abans de la prova, de manera que el menjar funcioni com a incentiu per
visitar tots els bragos.

Durant la prova els parametres analitzats son el temps 1 els bracos als quals ha entrat i
als que no. Els errors es divideixen en errors per “no entrada” i per “reentrada”. Els errors per
“no entrada” son els errors que comet la rata per cada brag¢ al qual la rata no hi ha entrat
durant tota la prova. Els errors per “reentrada” son els errors que comet la rata, quan torna a
entrar a un brag al qual ja hi havia entrat anteriorment. Si la rata entra completament dins un
brag al qual ja havia entrat es considera un error sencer per “reentrada”. Si per altre banda, no
hi entra totalment i només hi fica la meitat del cos, es considera mig error.

El temps de la prova és d’un maxim de 20 minuts. No obstant, si la rata entra als vuit
bragos abans d’aquest temps, la prova es considera acabada. Si passats els vint minuts, la rata
encara no ha entrat a tots els bragos, la prova finalitza i es compten els diversos errors.

Durant la prova, també es mira 1’activitat motora de I’animal amb el programa
informatic Smart 2.5, que conectat a una camera instal-lada damunt el Radial Maze, enregistra
els seus moviments en video, permetent analitzar la seva activitat (espai recorregut durant la
prova).

Fig. 2. Radial maze



Reconeixement d’objectes

La prova del reconeixement d’objectes permet mesurar
la memoria a curt termini no espacial, aixi com la capacitat
exploratoria de I’individu estudiat (Fig. 3). Aquesta prova
consta de dues fases, una primera fase de familiaritzaci6 i una
fase de test.

La prova es realitza al dispositiu de camp obert, una
superficie de fusta amb una lamina de metacrilat circular de
78cm de diametre, amb parets verticals de fusta de 60cm
d’altura. Aquesta superficie t¢ zones delimitades, amb un petit
cercle central i dos anells amb vuit separacions amb disposicid

radial.
Els dies anteriors a la prova, es deixa a la rata explorar Fig 4. Aparell de Rota rod
la superficie de camp obert lliurement. Durant la prova de
familiaritzacio, es col-loquen dos objectes iguals dins I’area, a 23 cm del centre, 1 es deixa a la
rata explorar lliurement durant 10 minuts. Durant els 10 min es calcula el temps que la rata
passa explorant cada un dels objectes, fins a un maxim de 30 segons d’exploracié a on es
considera acabada la prova.
Durant el test, es canvia un dels objectes per un objecte diferent i es calcula novament,
quan de temps passa amb el nou objecte en comparacié amb el conegut. La prova també té un
maxim de 10 min, i passats 30 segons d’exploracio s’acaba la prova.

Entre la familiaritzacio6 i el test ha de passar un temps de 15 minuts. Cada pic que
s’utilitza un nou individu s’ha de rentar la zona i els objectes amb etanol, per evitar I’olor

d’altres rates.

Fig. 3. Fotografies del test de reconeixement d’objectes. A la imatge de I’esquerra es pot observar la fase de
familiaritzacid en la que els dos objectes son dos cubs verds iguals. Per altre banda, a la imatge de la dreta es pot veure la
fase de test, a on s’ha canviat un dels dos cubs verds per una bitlla rosa.



Rota-Rod

El Rota Rod (Fig. 4) és un aparell que permet mesurar la coordinacié motora de les
rates. Consisteix en una cilindre de goma amb capacitat rotatoria. Pot rotar a velocitat
constant (4 cm/min) o a velocitat creixent (fins arribar a 40 cm/min passats 60 segons).

Durant cada prova, la rata s’ha de col-locar damunt aquest cilindre (mentre es troba a
velocitat constant) i un pic ja s’hi troba estable, activar I’acceleracié del cilindre. Des de el
moment en que s’activa la velocitat creixent, es posa en marxa un cronometre. A la base de
I’aparell, hi ha una plataforma pivotant amb un sensor de moviment. Quan la rata cau damunt
la plataforma, el cronometre i el vel-locimetre s’aturen automaticament.

Els dies anteriors a la prova, s’habitua a les rates a la velocitat constant del Rota-Rod.
El dia de la prova, cada rata realitza la prova 5 vegades i es calcula el temps de permanéncia
damunt 1’aparell.

Test de Barnes

El test de Barnes és una prova que permet mesurar la memoria espacial a llarg termini,
i l'aprenentatge. Es tracta d’una taula de fusta circular amb 18 orificis. Un d’aquests orificis,
anomenat farget, dona lloc a un caixo, el qual no té altre sortida (Fig. 5). El Test de Barnes es
divideix en diverses fases. Consta de tres fases d’entrenament i una fase de test. Cada un dels
entrenaments 1 el test es duen a terme amb una distancia temporal de 10 minuts. Els
entrenaments tenen una durada maxima de 180 segons. Si passat aquest temps, la rata no ha
arribat a entrar dins el farget, s’hi fica 1 s’hi deixa 2 minuts. El test t¢ una durada maxima de
90 segons.

El dia anterior les rates han de passar el que s’anomena un procés de familiaritzacio, al
qual s’ha de deixar a la rata a damunt la taula durant un maxim de 3 minuts, i dins del caixd
durant 2 minuts. Durant aquest temps, s’ha de deixar que la rata explori la taula i s’en
familiaritzi.

A D’inici de la prova, s’exposa la rata a un estimul lluminds provocat per un focus que
apunta a la taula. El caixo, per tant, ofereix un refugi degut a que es troba a les fosques (les
rates son animals nocturs, i per tant, fotofobics). A les parets de 1’habitacio hi ha diversos
elements, com formes de cartolina de colors, que ajuden a I’orientacio6 espacial.

Els parametres que es mesuren, tant durant I’entrenament com durant el test, son la
laténcia primaria 1 secundaria, el nombre d’errors 1 I’estratégia seguida per arribar a 1’orifici.
La laténcia primaria es defineix com el temps que tarda 1’individu a arribar al target. La
laténcia secundaria és el temps que tarda a entrar dins el target, en cas que I’individu no hi
hagi entrat en primera instancia. Es considera que la rata ha comés un error per cada orifici
que ha visitat abans d’arribar al target.

L’estratégia seguida es susceptible de variar entre individus, o entre els diversos
entrenaments 1 el test d’'un mateix individu. Una de les estratégies que es pot seguir €s



I’estrategia directe, que es considera directe quan I’animal es dirigeix des de el primer
moment cap a target o a un dels dos orificis contigus, sense passar abans per cap altre orifici.
Una altre estratégia és la seriada, que consisteix en que la rata mira diversos orificis
consecutius fins trobar el target. L’individu també pot seguir una estratégia anomenada
aleatoria o mixta, que com b¢ indica el seu nom, no segueix un patrd definit.

Fig. 5 Taula per realitzar el test de Barnes. A la imatge (dreta) es pot veure el caixo al qual s’hi

accedeix des de el target.

Analisis estadistic
L’analisis estadistic dels resultats fou realitzat amb 1’ajuda de ’aplicacié informatica

GraphPad Prism 6.0. Es realitzaren tests One-Way ANOVA per a cada grup de rates (separat
segons tractament 1 génere) per comprovar que hi havia diferéncies a mesura que s’avanga en
edat. A més també es realitzaren comparacions individuals entre les diferents edats amb tests
de Bonferroni.

Aixi mateix, també es realitzaren tests estadistics Two-Way ANOVA de diferents
grups agrupats per génere i/o tractament. Es a dir, es compararen mascles i femelles del grup
control, tenguent en compte el génere i I’edat. Aixi com rates control i rates en EA, tant a
mascles com a femelles. Dins cada un d’aquests tests, es realitzaren comparacions multiples
entre les rates de diferents edats, entre diferents geéneres o tractaments, mitjancant test de
Bonferroni.



Resultats

Es realitzaren les prova del Radial Maze, del Rota Rod i la prova del Reconeixement
d’objectes a 12 individus mascles a 1, 2, 3, 6, 17 1 20 mesos d’edat control. També es realitza
la prova a 9 individus femella a 1, 2, 3 i 4 mesos, a 5 individus a 6 mesos d’edat, i a 6
individus a 17 1 20 mesos d’edat control.

També es realitzaren les proves a 12 individus mascle d’EA, a 3 1 20 mesos d’edat, i a
6 individus femella a 3 mesos d’edat, i 3 individus femella a 20 mesos d’edat.

Radial Maze

El Radial Maze és un dels tests realitzat als animals d’experimentacid per veure la
seva memoria espacial, i com aquesta és modulada a mesura que s’avanca en edat. Els
resultats es troben representats a les Fig. 6.

En general, hi ha una progressi6 a augmentar la laténcia total a mesura que s’avanga
en edat, tant a mascles com a femelles. Durant els primers mesos, de 1 a 6 mesos d’edat, es
pot veure que no hi ha diferéncies estadisticament significatives entre mascles i femelles, o
entre individus control o situaci6 d’EA. No obstant, a una edat més avangada, a 17 i 20
mesos, [’augment si que mostra diferéncies estadisticament significatives. Aquest augment
demostra que durant ’envelliment es produeix un declivi de les habilitats cognitives 1 la
memoria, en aquest cas, espacial.

L’analisis de Two-way ANOVA que compara mascles 1 femelles en relaci6 a la seva
edat mostra una laténcia menor per les femelles que per els mascles de forma estadisticament
significativa (F (1,101) = 16.24; P < 0.0001). No obstant, aix0, no es veuen diferéncies
estadisticament significatives amb el posterior test de Bonferroni, comparant els mesos, un a
un, per a mascles i femelles (Fig. 6)
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Fig. 6 Laténcia total del test Radial Maze de rates del grup control, mascles i femelles,
d’entre 1 1 20 mesos d’edat. ANOVA seguit de Bonferroni, # p < 0.05 respecte a 20
mesos d’edat.
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També es poden observar diferéncies entre rates control i rates d’EA. En el cas dels
mascles, les rates control, de 3 a 20 mesos, augmenten la seva laténcia casi 95% (de 7.31min
a 14.25 min), mentre que les rates d’EA només augmenten un 64% la seva laténcia (de 5.36
min a 8.83 min). Per altre banda, les rates femella, de 3 a 20 mesos, augmenten fins a un
104% la seva laténcia primaria (de 5.68 min a 11.59 min) en situaci6 control. I en canvi les
rates en EA fins i tot la redueixen un 4% (de 4.632 min a 4.463 min).

Aquesta diferéncia entre la laténcia total de les rates control i rates sota EA es pot
veure tant a mascles (F (1,44) = 17.01; P = 0.0002) com a femelles (F (1,32) = 14.04; P =
0.0007). A més, els posteriors test de Bonferroni per les diferents edats mostren diferéncies
significatives als 20 mesos d’edat, entre rates control i rates en EA, tant a mascles com a
femelles (Fig. 7).
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Fig. 7. Laténcia total del test Radial Maze dels grups control i EA, mascles i femelles,
de 3120 mesos d’edat. ANOVA seguit de Bonferroni, # p < 0.05 respecte a 20 mesos
d’edat, *** p <0.001 respecte del control.

També s’han analitzat el nombre d’errors totals comesos per les rates durant la prova
(Fig. 8 1 9). Els errors comesos pels mascles es mantenen més o menys constants durant la
seva vida, amb mitjanes d’errors d’entre 8.4 1 9.6 (augment del 14%). Per altre banda, les
femelles, mantenen el nombre d’errors més o menys constants fins als 6 mesos (entre 5.8 i
6.2, un 7% d'augment), pero als 17 1 20 mesos, el nombre d’errors augmenta
considerablement, fins a 12.1 1 12.5 respectivament (115% d'augment als 20 mesos). Les
diferéncies es veuen reflexades a un analisis estadistic per Two-way ANOVA en 1’edat (F
(5,101) =5.03; P =0.0004), pero no en el génere dels diferents animals (Fig. 8).

També es poden observar diferéncies entre les rates d’EA 1 les rates control. Les rates

mascles control augmenten el nombre d’errors un 16% des dels 3 als 20
mesos.
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Fig. 8. Errors totals del test Radial Maze de rates del grup control, mascles i femelles,
d’entre 1 i 20 mesos d’edat. # = diferencies significatives comparat amb 20 mesos

d’edat

Pels animals en EA el nombre d’errors és inferior que pels control (un 40% menor que
els errors de les rates control) 1 es manté practicament constant dels 3 als 20 mesos. En el cas
de les femelles, les rates control també augmenten els errors, amb un augment del 80% des de
els 3 als 20 mesos. Les femelles d’EA només augmenta un 45% el nombre d’errors des dels 3
als 20 mesos. A més, el nombre d’errors als 20 mesos de les rates d’EA és un 60% del
nombre d’errors de les rates control de 20 mesos (Fig. 9)

Aquestes diferéncies resulten estadisticament significatives. Es poden veure les
diferéncies entre les rates d’EA 1 les rates control, tant a mascles (F (1,44) = 20.76; P <
0.0001) com a femelles (F (1, 32) =8.779; P <0.0057)

*

15+

- I | Corlltro.l
. 1 Enriquiment
»n 10+
T
o |
=
wi
o
Z 54
0 T
9 ) 9 C
(o) 9C) gO 0C)
é@ @0 &0 &0
L) S ) S
Mascles Femelles

Fig. 9. Errors totals del test Radial Maze dels grups control i EA, mascles i femelles,
de 3120 mesos d’edat. ANOVA seguit de Bonferroni, * p < 0.05, *** p <0.001

Reconeixement d’objectes
El reconeixement d’objectes €s una prova que permet analitzar la memoria a curt

termini dels animals d’experimentacio. Aquest test es basa en la curiositat 1 en I’instint

inherent d’exploracid, de les rates.
En aquesta prova, es mesura el temps d’exploraci6 de 1’objecte nou, i de I’objecte
familiar a la fase de test. Llavors es calcula la diferéncia de temps d’exploracié entre el nou i
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el familiar, i els resultats s’analitzaren estadisticament mitjangant un analisi Two-way
ANOVA, a on es tengué en compte les edats de les rates, i el sexe o el tractament.

En general, hi ha una lleugera pujada del temps d’exploracié de I’objecte nou respecte
al conegut, al segon i al tercer més, en relacio al primer més. A partir del segon més, el temps
d’exploracié disminueix. L’analisi estadistic mostra les diferéncies en el temps d’exploracid
en relaci6 a I’edat (F (5, 202) = 4.397; P = 0.0012). Per altre banda, no es mostren diferéncies
estadisticament significatives entre rates mascle i rates femella. (Fig. 10)
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Fig. 10. Resultats de la prova de Reconeixement d’objectes del grup control, mascles i
femelles, d’entre 1 i 20 mesos d’edat. ANOVA seguit de Bonferroni, # p < 0.05
respecte a 20 mesos.

Tampoc es mostren entre rates femella d’EA 1 rates control. No obstant, si es poden
veure diferéncies estadisticament significatives entre rates mascle d’EA 1 rates mascle control
(F (1, 44) =9.672; P = 0.0033), amb un major temps d’exploracio per part de les rates d’EA.
Als 3 mesos d’edat, les rates d’EA mostren una diferéncia del temps d’exploraciéo un 60%
major que les rates control (6.167s a control; 10.08s a EA). Als 20 mesos, la diferéncia del
temps d’exploracio a les rates d’EA ¢és el triple que a les rates control (1.917 a control; 5.667 a
EA) (Fig. 11).
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Fig. 11. Resultats de la prova de Reconeixement d’objectes dels grups control i EA,
mascles i femelles, de 3 i 20 mesos d’edat. ANOVA seguit de Bonferroni, # p < 0.05
respecte a 20 mesos.
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Rota Rod
El Rota Rod és una prova que permet analitzar la coordinacid6 motora de 1’animal,

comparant els diversos temps de permanéncia damunt 1’aparell.

En general, hi ha una tendéncia a disminuir el temps de permanéncia a damunt el Rota
Rod, a mesura que s’avanca en edat. Per part de les femelles, als primers mesos (primer,
segon 1 tercer més), el temps de permanéncia és molt major que als altres, especialment el
segon més, que amb una mitjana de 94.18 segons és tres vegades major que als 20 mesos,
amb una mitjana de 30.5 segons. Aquesta tendéncia a disminuir el temps de permanéncia a
damunt el Rota Rod es veu reflectit de forma estadisticament significativa al test Two-way
ANOVA a on es comparen les diverses edats de mascles 1 femelles (F (5, 100) = 9.091; P =
0.0001) amb un temps de permanencia superior a edats joves.

Les diferéncies del temps de permanéncia entre mascles 1 femelles control resultaren
estadisticamen significatives amb un Two-way ANOVA (F (1,101) = 7.242; P = 0.0083) amb
un temps de permanencia major per part de les femelles. A més, el test de Bonferroni mostra
diferéncies estadisticament significatives entre entre mascles i femelles al segon i tercer
mesos d’edat. Els resultats per a 1, 6, 17 1 20 mesos d’edat son molt similars entre ells, i no

mostren diferéncies estadisticament significatives (Fig. 12).

150+

er Hl Masles
- Il Femelles
: *
)
i)
0
o
£ 504
°
0-
) ) % 3 % )
@ o ) o ) o
\& \‘&e @ee @ee \‘&fa \“ee
M AN S

Fig. 12. Resultats del test Rofa Rod del grup control, mascles i femelles, d’edats
d’entre 1 i 20 mesos. ANOVA seguit de Bonferroni, * p < 0.05, *** =P < 0.001

respecte al control.

Per altre banda, comparant resultats del Rofa Rod de rates control i rates en EA, no es
vegeren diferéncies significatives amb un test Two-way ANOVA per cap dels dos generes
(Fig. 13).
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Fig. 13. Resultats del test Rota Rod del grup contrlol i EA, mascles i femelles, de 3 i
20 mesos d’edat.

Test de Barnes
El test de Barnes és una prova que permet avaluar la memoria espacial a llarg termini i

I’aprenentatge.

Es mesura la laténcia total de tots els individus als tres entrenaments i al test. Els
resultats foren analitzats amb tests estadistics per Two-way ANOVA, tenguent en compte els
diversos entrenaments (tres entrenaments i un test), i el geénere (mascle o femella), o la
situacid (control o EA). No hi ha resultats de rates femella d’EA pel test de Barnes. No
obstant, hi ha rates femella que criaren, 1 per tant, cuidant les rates recent nades, ja es
produeix una situacid similar a ’EA. Aquests resultats foren comparats als resultats de
mascles d’EA.

No es poden observar diferéncies estadisticament significatives entre rates control i
rates d’EA (o cria), ja que mostren resultats molt similars (Fig. 14).
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Fig. 14. Resultats del test de Barnes de rates de 20 mesos d’edat. La grafica de 1’esquerra
representa els resultats de rates mascle. La de la dreta representa els resultats de rates femella.

Pero si que es poden veure diferéncies entre mascles i femelles. Es poden veure
diferéncies en el test Two-way ANOVA realitzat amb els resultats de rates mascles i femelles
de 20 mesos d’edat, amb una menor laténcia total per part dels mascles (F (1,36) =11.45; P =
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0.0017). La laténcia total mostra una diferéncia als quatre entrenaments d’entre 40s i 60s, la
qual cosa representa fins un 60% (aprox.) respecte a la laténcia total major, entre mascles i
femelles (Fig. 15).

Un altre grup al qual s’hi poden veure diferéncies estadisticament significatives entre
els resultats de rates mascle d’EA comparats amb els resultats de les rates femella de cria (F
(1,7)=8.414; P =0.0072) (Fig. 15).

També es poden veure diferéncies estadisticament significatives entre els
entrenaments (F (1,7) = 6.103; P = 0.0025). En aquesta comparacid, es pot observar que la
laténcia total de les femelles, és major que la dels mascles per a tots els entrenaments. En
aquest cas, la diferéncia a la fase de test és poca, amb una diferéncia de 18 segons. No
obstant, la diferéncia del primer entrenament entre rates mascle i rates femella d’EA és de 86
segons, una diferéncia més que considerable. De fet, les diferéncies entre mascles i femelles
del primer entrenament resultaren significatives pel test de Bonferroni, amb un valor de P <
0.05.
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Fig. 15. Laténcia total del test de Barnes, en rates de 20 mesos d’edat, per cada un dels entrenaments i el test. La
grafica de I’esquerra representa els resultats de les rates control. La de la dreta els resultats de les rates d’EA.
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Discussio

Radial Maze

Els resultats de la prova comportamental del Radial Maze a les rates control (tant
mascles com femelles) mostren un augment de la laténcia total als 17 1 20 mesos, respecte
dels resultats a altres edats. De la mateixa manera, els errors totals comesos per les rates
tendeixen a augmentar, sobretot en el cas de les femelles, a diferéncia dels mascles, en que en
nombre d’errors oscil-la entre valors molt similars.

L’augment de la laténcia total i del nombre d'errors indica un deteriorament associat a
I’envelliment per part de la rata, lleugerament més acusat al cas de les femelles a edats
avancades. No obstant, si es comparen els errors entre mascles i1 femelles a edats joves, les
femelles mostren un menor nombre d’errors. Una possible explicacié d’aquesta diferéncia
entre ’edat jove, i ’edat avangada, seria I’efecte antioxidant dels estrogens (Manthey et al.
2006), protegint aixi les rates joves de 1’estres oxidatiu, que provoca el deteriorament cognitiu
(Hao et al. 2014). A més, els errors tendeixen a augmentar a mesura que s’avanca en edat, la
qual cosa demostra una menor memoria. Aquesta disminucid de la memoria espacial és
conseqiiéncia del procés de deteriorament congitiu produit durant I’envelliment.

La laténcia total del Radial Maze és un dels parametres comparats entre les rates
control 1 les rates d’EA. La laténcia total de les rates, tant mascles com femelles, en EA no
augmenta durant la seva edat com ho fa la laténcia de les rates control. Al cas de les rates
mascle ’augment és molt menor, i de fet, en el cas de les femelles, hi ha una lleu millora de la
laténcia total.

L'efecte positiu de l'enriquiment ambiental es troba molt més marcat a edats
avangades, que a edats joves. Les diferéncies entre les rates d’EA 1 rates control en edat
avangada demostra que I’EA retrassa o atenua el deteriorament associat a I’envelliment, de
forma més marcada a les femelles.

També s’analitzaren els errors comesos per les rates control i1 rates d’EA. Les rates
mascle control mantenen els errors constants durant la seva vida. Per altre banda, les rates
femella, si be mantenen els errors més o menys constant fins als 6 mesos, als 17 1 20 mesos, la
mitjana d’errors és molt més elevada, a la vegada que és molt major que a mascles.

L’augment d’errors durant 1’edat (que hi pareix haver en el cas dels mascles, 1 que
resulta evident en el cas de les femelles) €s producte del deteriorament cognitiu produit a les
rates durant el procés d’envelliment. El fet de que unes rates cometin més errors que unes
altres, demostra una menor memoria espacial, ja que cometen més errors pel fet que no
recorden tan be a quins bragos han entrat i a quins no. Per tant, a mesura que s’avanca en edat
es perd memoria visual, com a part del procés del deteriorament cognitiu, producte de
I’envelliment.
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Llavors, també es compararen els errors comesos per les rates d’EA amb els errors
comesos per les rates control. Es vegé que les rates control cometien un major nombre
d’errors que les rates d’EA. Les rates mascle d’EA mantenen el nombre d’errors comesos, des
dels 3 als 20 mesos, i per tant, no mostren una pérdua de la memoria espacial, ni un
deteriorament cognitiu en aquest sentit. Les rates femella, si mostren una petita perdua de
memoria espacial, en comparacié als mascles. En tot cas, les rates d’EA mostren un menor
nombre d’errors en comparacio a les rates control.

Aquestes diferéncies entre les rates control i situacié d’EA, indica una atenuaci6 de la
pérdua de memoria espacial associada a I’envelliment. Al cas dels mascles fins 1 tot, aquesta
pérdua de memoria espacial no s’arriba a produir. El fet que les rates d’EA cometin menys
errors indica una millor memoria espacial, ja que vol dir que recorden millor a quins bragos
han entrat i a quins no.

Aquests resultats pareixen coherents amb altres estudis que corroboren la millor
memoria espacial de rates en EA, amb el Radial Maze (Winter, 1996) o amb proves similars
al Radial Maze, com el Morris Water-maze (Harati et al. 2013).

Reconeixement d’objectes
Els resultats de la prova del Reconeixement d’objectes mostren una disminucié del

temps d’exploracié per part de les rates a mesura que avancen en edat. Un pic més, aquesta
prova també corrobora el deteriorament cognitiu que es produeix durant I’envelliment.

Els resultats pareixen indicar que, en general, les femelles mostren un major temps
d’exploracid que els mascles, de I’objecte nou en relacié a ’objecte familiar als 6, 17 1 20
mesos, tot 1 que no es pot assegurar ja que no es poden trobar diferéncies estadisticament
significatives. Aquests resultats pareixen indicar que les femelles mostren una major memoria
no espacial (memoria episodica) que els mascles. Igual que altres estudis, en que rates
femelles eren capaces de recordar un objecte durant més temps que els mascles a curt termini
(Ghi et al. 1999), demostrant una millor memoria no espacial.

Per altre banda, si es poden veure diferéncies significatives entre mascles d’EA 1 rates
control amb un major temps d’exploracié per part de les rates d’EA. Les femelles mostren la
mateixa tendéncia, tot i que no ha estat reflexada a I’analisis estadistic.

Per tant, els resultats indiquen que I’EA disminueix el deteriorament de la memoria no
espacial produit per ’envelliment, al cas dels mascles. Es pot intuir la mateixa tendéncia al
cas de les femelles, perd no es pot corroborar estadisticament.

El Reconeixement d'objectes, es considera un paradigma per els estudis de la memoria
episodica a humans. Les diferéncies trobades comparades amb les diferéncies del Radial
Maze es poden deure, a que els dos processos de memoria impliquen zones cerebrals
diferents.

18



Aquests resultats es troben en coheréncia amb altres estudis similars, en que les rates
d’EA milloraven els seus resultats a la prova de Reconeixement d’objectes (Mesa-Gresa et al.
2013; Leger et al. 2014), 1 en general, la capacitat exploratoria (Lima et al. 2014).

Rota Rod

Els resultats del Rota Rod pareixen indicar que també es produeix un deteriorament
associat a I’envelliment, ja que les rates a edats avangades mostren un temps de permanéncia
menor a damunt I’aparell. No obstant, no mostraren diferéncies significatives.

Per una banda, entre mascles 1 femelles, tan sols es podien veure diferéncies als
primers mesos d’edat (2 i 3 mesos), a on les femelles mostren un temps de permanéncia molt
major al Rota Rod que els mascles. Tot 1 que als altres mesos, les diferéncies son o molt
petites o nules.

Per altre banda, no es poden observar diferéncies significatives entre rates d’EA 1 rates
control a cap dels mesos, per cap dels dos generes.

Aquests resultats apunten a que, si bé es produeix un deteriorament associat a
I’envelliment de la coordinacié motora de les rates, no hi ha diferéncies aparents entre
mascles 1 femelles. Aixi mateix, també pareixen apuntar a que I’EA no retrassa ni atura aquest
deteriorament.

Test de Barnes

El test de Barnes mostra resultats molt similars entre mascles 1 femelles, 1 entre rates
control 1 rates d’EA. Per aix0 mateix, no es poden veure diferéncies estadisticament
significatives a bona part dels resultats.

No obstant, si es poden veure entre els resultats de mascles i femelles control, als 20
mesos d’edat. També es poden veure diferéncies entre rates mascle d’EA, i rates femella de
cria. A ambdos casos, les femelles mostren una laténcia total major que els mascles.

A més, les rates d’EA, a diferéncia de les rates control, mostren una millora des de el
primer entrenament a la fase de test.

Aquests resultats pareixen indicar que els mascles, comparat amb les femelles,
mostren una millor memoria espacial 1 aprenentatge a avancades edats, ja que tant en una
situacid com en una altre, els mascles mostren una menor laténcia total.

En situacio d’EA, la millora des de el primer entrenament a la fase de test, apunta a
que ’EA contribueix a una millor activitat cognitiva, respecte a I’aprenentatge i a la memoria
a curt termini, ja que en un periode curt de temps, redueixen considerablement la laténcia
total. Per altre banda, la diferéncia de temps al primer entrenament, la menor laténcia del
mascle s’interpreta com una millor memoria a llarg termini ja que les rates van tenir una fase
de familiaritzaci6 al dispositiu del Barnes el dia anterior.
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Conclusions

1. En general, els mascles mostren una millor memoria espacial a la prova Radial
Maze i al Test de Barnes a mesura que s’avanga en edat. Les femelles, en canvi,
mostren un major deteriorament de la memoria espacial. Aquests resultats pareixen
indicar que les rates femella tenen una menor memoria espacial que els mascles, degut
a la menor millora al Radial Maze.

En quan a la memoria de tipus episodic, el deteriorament, tot 1 esser similar, es
produeix a una edat posterior a les femelles que als mascles.

2. Els general, els resultats indiquen que I’enriquiment ambiental millora la memoria
espacial 1 la memoria no espacial (memoria episodica), ja que les rates d’EA
mostraren millores significatives per les proves Radial Maze 1 la prova de
Reconeixement d’objectes. Les altres proves no mostraren una diferéncia significativa
entre les rates control i les rates d’EA. Tot i aixi, aquests resultats demostren I’eficacia
de ’EA front a la pérdua de plasticitat neuronal, com a procés de deteriorament
associat a I’envelliment.

3. En relacio a la coordinacié motora, les rates femella mostraren millors resultats que
les rates mascle en la prova de coordinacié motora Rota Rod de forma estadisticament
significativa. Per altre banda, I'EA no pareix atenuar la perdua de coordinacié motora,
associada a l'edat.
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