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RESUM

Durant les darreres décades, 'augment en la esperanca de vida ha suposat una major
probabilitat de patir el procés de declivi cognitiu en la poblacié dedat avancgada.
L’envelliment degenera els processos cognitius de manera inevitable i es troba associat a un
declivi cognitiu que augmenta amb el temps. Durant 'envelliment hi ha canvis estructurals en
determinades regions cerebrals com I'hipocamp, i canvis neurofisioldgics que comporten una
pérdua de l'eficacia en la neurotransmissié. Conseqtientment, hi ha una alteracié en el
funcionament dels processos d’aprenentatge i memoria. Diversos estudis postulen que les
substancies Ginkgo biloba i Panax ginseng actuen com a composts neuroprotectors,
beneficiosos per 'aprenentatge i memoria en rates. Per tal de comprovar la seva eficacia,
s’ha comparat I'efecte sobre 'aprenentatge i memoria d’aquestes substancies en rates velles
amb fase d’inici del declivi cognitiu, respecte a un grup control mitjangant I'is de proves
conductuals. Els resultats obtinguts demostren que les rates velles tractades amb Ginkgo
biloba han assolit una millora en l'aprenentatge i memoria visual-espacial respecte a les
rates control, la qual cosa podria ser deguda a efectes protectors sobre la pérdua de
memoria. Es per aixd que un tractament a llarg termini amb Ginkgo biloba podria frenar els

processos de declivi cognitiu en la poblacio.

ABSTRACT

During the last decades, the increase in life expectancy has been a major factor to suffer the
process of cognitive decline in the elderly population. Aging impairs cognitive processes
inevitably and is associated with a cognitive decline that increases over time. During aging
there are structural changes in certain cerebral regions like hippocampus, and
neurophysiological changes leading to a loss in the efficacy of neurotransmission.
Consequently, there is an alteration in the functioning of the processes in memory and
learning. Several studies postulate that the substances Ginkgo biloba and Panax ginseng act
as neuroprotectors products, improving learning and memory in rats. In order to prove the
efficacy on learning and memory of these substances in old rats, it was studied in the onset
phase of cognitive decline and compared to a control group using behavioural tests. The
results obtained demonstrate that the rats treated with Ginkgo biloba have achieved an
improvement in learning and visuospatial memory compared to the control rats. This fact
could be due to a protective effect on memory loss. Therefore, long-term treatment with

Ginkgo biloba could be used to slow the processes of cognitive decline in the population.



INTRODUCCIO

1. Aprenentatge i memoria. Envelliment i declivi cognitiu.

L’aprenentatge i la memoria sdn processos cerebrals estretament relacionats que donen lloc
a canvis adaptatius en la conducta, sén el medi principal d’adaptacié dels éssers vius a les
modificacions incertes del seu medi ambient (Morgado, 2005). L’aprenentatge és el procés
cognitiu basat en canvis morfologics a curt o llarg termini en el sistema nerviés produits per
l'experiéncia que es manifesten en el comportament dels organismes. La memoria és la
estabilitzacié, adquisicié i consolidacié a llarg termini dels canvis neurals que tenen lloc
després de l'aprenentatge. Per tant, 'adaptacio de la conducta a 'ambient esta intervinguda
per processos perceptius, cognitius i d’organitzacié motora (Aguado-Aguilar, 2001). La base
de 'emmagatzematge de la informacié es troba en les modificacions funcionals que tenen

lloc en les sinapsis (Gispen, 1993).

L’aprenentatge i la memoria indueixen canvis a nivell dels neurotransmissors del sistema
nervidés central, els quals interactuen amb receptors neuronals per induir canvis en la
densitat i funcionalitat d’aquests receptors i per tant, en la plasticitat de les neurones
(Riedel,1999; Kandel, 2001). La plasticitat es defineix com diversos tipus de canvis associats
a la neurona i a les seves connexions. Per una altra banda, existeixen diferents sistemes de
neurotransmissio com la acetilcolina, noradrenalina i serotonina (Ach, NA i 5 HT) que
participen en els processos d’aprenentatge i memoria (Pérez-Garcia et al., 2006). Els
receptors serotoninérgics (serotonina, 5- hidroxitriptamina) modulen mecanismes
neurobioldgics involucrats en diferents estadis de I aprenentatge i la memoria (Berger et al.,

2004;Dash, 2004). Molts d’aquests processos neurobiologics es veuen afectats amb 'edat.

El cervell rep un abundant flux sanguini. Es calcula que entre el 15 i 25% de la despesa
cardiaca esta dirigit al cervell, amb un flux sanguini cerebral de 40-50 ml / 100 g de teixit
cerebral / min. Durant I'envelliment, el flux sanguini a nivell cerebral es redueix en un 20%

per terme mitja (Chester i Rudolph, 2011).

L’envelliment és la part final d’'una seqiéncia evolutiva en el qual el cervell es degenera de
manera inevitable (Black et al., 1987). El declivi cognitiu i motor que es produeix durant
I'envelliment és en part a causa de canvis a nivell estructural i neurofisiologic, que comporten
a una pérdua d'eficacia en la neurotransmissié (Randall et al., 2012). L’envelliment mostra
patrons de declivi cognitiu i presenta canvis en determinades regions. Les regions més
afectades son les regions relacionades amb I'aprenentatge i memoria com I'hipocamp, el

cortex prefrontal i el cortex temporal superior (Mora et al., 2007; Burke i Barnes, 2006). S'ha



descrit que la funcié de I'hipocamp es veu afectada amb l'edat, el que origina deteriorament
en la memoria (Driscoll i Sutherland, 2005; Burke, 2006). Els canvis produits en el sistema
cognitiu es relacionen tant en la capacitat conductual com en la disminucié de la plasticitat,
la qual cosa podrien explicar el deteriorament fisiologic i cognitiu que es déna en l'edat
(Redolat, 1998). L’enveliment canvia la dinamica de diversos sistemes de
neurotransmissors a més d’afavorir una disfuncié neuronal general (Mora el al., 2007).
Durant lenvelliment cerebral hi ha una disminuci6 de catecolamines, especialment
dopamina, i una disminucié dels nivells de acetilcolina trobant-se un déficit colinérgic. A més,
lenvelliment altera les innervacions serotoninérgiques en ['hipocamp, provoca una

disminucio en l'alliberament de serotonina (Birthelmer et al., 2003).

En les darreres décades, 'augment en I'esperanga de vida ha derivat en un increment de
poblacié que presenta alguna malaltia de deteriorament cognitiu. Per tant, la recerca de

substancies que reverteixin o disminueixin aquests processos assoleix un gran interés.

2. Ginkgo biloba i Panax ginseng

El Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), arbre mil-lenari xinés (figura 1), ha estat cultivat per les
seves propietats promotores saludables ja que és reconegut pel tractament de malalties
neurologiques i cerebro-vasculars (Bello et al., 2007). Aquesta planta s’utilitza ampliament
en diversos tipus de trastorns, incloent disfuncions cognitives, trastorns de mal de cap,
tinnitus, vertigen, falta d’atencid, estat d’anim, malalties cardiovasculars i coronaries (Zhang
et al.,, 2016) i per a l'activitat plaquetaria. A més, és considerat un nootropic natural o
substancia intel-ligent que millora el rendiment cognitiu augmentant la memoria, creativitat,

motivacio6 i atencié. El nootropic afecta a les vies principals dopaminérgiques i colinérgiques.



Figura 1. Fulles de [lespécie vegetal Ginkgo biloba. Imatge presa de Buena salud

(www.buenasalud.net) i modificada.

Els extractes d’aquesta espécie vegetal contenen flavonoides, terpens, lactones i acids
ginkolids (Oken et al., 1998). Els flavonoides sén responsables de la propietat antioxidant
captadora dels radicals lliures (Smith el al., 1996). Els extractes de Ginkgo biloba actuen en
les rutes d’estrés oxidatiu, com 8-hidroxideoxiguanosina, en les mitocondries en el nivell de
peroxids i en el potencial de membrana (Boveris, 2002). Els terpens que contenen els acids
ginkolics poden contribuir a les propietats neuro-protectores de la fulla de Ginkgo biloba
(Smith et al., 1996). Els flavonoides juntament amb les altres substancies es consideren
responsables de l'accid protectora del vas sanguini, activitat estimulant de la cognicio i
contra I'envelliment, incloent efectes d’alleujament de l'estrés (Beek et al.,, 1998), a més

d’actuar com a neuro-protectors en la capa granular del cerebel (Cardenas et al., 2010).

El Panax ginseng és un extracte vegetal derivat del teixit de l'arrel que ha estat cultivat
durant milers d’anys per les seves propietats medicinals (figura 2). Entre aquestes propietats
es troba la millora de la funcio cognitiva. Els ginsenosides (glicosids triterpens) son els
extractes principals de la planta que produeixen efectes en el sistema nerviés central i
periféric. Aquests components son antioxidants, anticancerigens, antimutagénics,
immunomodulatoris. A més el ginsendsid Rg, posseeix un efecte protector front el
deteriorament de la memoria (Zhang et al., 2008). En l'estudi de Zhang i col-laboradors
(2008) es demostra que el ginsenodsid Rg2 té un efecte neuroprotector i que pot ser util pel
tractament de la deméncia cerebrovascular. A més, s’ha afirmat que el Panax ginseng
millora 'aprenentatge i el déficit de la memoria en diferents malalties (Hsieh et al., 2000;
Wesnes et al., 2000). No obstant aix0, existeixen menys estudis sobre I'efecte del Panax

ginseng sobre la memoria.


http://www.buenasalud.net/

Figura 2. Arrel de [Iextracte vegetal Panax ginseng. Imatge presa de farmaconsejos

(www.farmaconsejos.com) i modificada.

En un estudi precedent de Wesnes i col-laboradors (2000), voluntaris de mitjana edat
tractats amb la combinacié de Ginkgo biloba i Panax ginseng varen obtenir una millora de la
memoria, concretament una millora en un mitjana de 7,5 %. Per una altra banda, en un altre
estudi (Kennedy et al., 2000), s’afirma que la combinacié d’aquests dos extractes no es pot

preveure a partir d’'una extrapolacié dels resultats dels extractes aillats.

En base a aquestes propietats, en l'actualitat s’estan comercialitzant aquests dos productes
al-legant que afavoreixen les funcions cognitives, assegurant el flux sanguini del cervell front

deficiéncies cognitives.

Per aquest fet, es va considerar interessant comparar aquests composts per tal de
comprovar l'eficiéncia de cada un d’ells, en dos tests conductuals que avaluen la memoria i

'aprenentatge espacial de rates en el moment previ a iniciar el declivi cognitiu tipic de I'edat.

HIPOTESIS | OBJECTIUS

Alguns estudis han demostrat que el Ginkgo biloba pot actuar com a producte per reduir els
efectes de les malalties del deteriorament de la memoria, com és 'Alzheimer. En altres, s’ha
afirmat que el Panax ginseng posseeix un efecte neuroprotector i pot tractar la deméncia
cerebrovascular. Per0, la reversié o retras del declivi cognitiu associat a I'envelliment normal

a través d’aquestes substancies és un tema poc estudiat.


http://www.farmaconsejos.com/

La hipotesis inicial del present treball experimental va ser que les rates velles tractades amb
Ginkgo biloba i Panax ginseng podrien aconseguir una millora en I'aprenentatge i memoria

respecte a les rates control.

Per tant, I'objectiu principal d’aquest treball va ser analitzar I'efecte del Ginkgo biloba i el
Panax ginseng sobre l'aprenentatge i memoria de rates que es troben en la fase del
desenvolupament del declivi cognitiu, mitjancant I's de proves conductuals. L’objectiu final
va ser comparar quin dels dos productes posseeix un efecte potenciador més gran de
laprenentatge i memoria, en un model utilitzat ampliament en el laboratori de

Neurofisiologia.

MATERIAL | METODES

1. Animals d’experimentaci6

Per a aquests experiments es varen utilitzar 19 rates mascles Wistar velles. S’utilitzaren
rates velles de 18 mesos perqué es va voler observar si les substancies objecte d’estudi
preses en la fase d’inici del declivi cognitiu de la rata poden prevenir-lo o retardar-lo, ja que
es va observar préviament que a partir d’aquesta edat es produeix una disminucié important
en la capacitat cognitiva (Esteban et al., 2015). S’utilitzaren mascles per tal d’uniformitzar
lestudi, per evitar que hi hagués alteracions endocrines degudes als cicles estrals, com és

en el cas de les femelles.

Es varen comparar tres grups experimentals de rates amb un pes aproximat de 400 g amb 6
0 7 animals cada grup. Dos grups varen ser tractats amb els composts experimentals, i un
grup control (sense cap compost addicional). Els tractaments en els animals
d’experimentacié van ser I'extracte de Ginkgo biloba per una banda i I'extracte de Panax

ginseng per l'altra.

Durant I'experiment, les rates es varen allotjar individualment en gabies a I'estabulari de la
Universitat de les llles Balears (UIB) en condicions de 12 hores de llum i 12 hores de fosca.

La raci6 de menjar va estar controlada diariament perd 'aigua es va donar en lliure accés.

L’experiment va tenir una duracié aproximada de 30 dies, durant el mesos de febrer i marc.



2. Dosis Ginkgo biloba i Panax ginseng

L’administracié de les substancies es va donar mitjancant via oral a partir de la modificacié
del “pellet” de rata. Es va triturar el pellet i es va mesclar amb la dosis adequada de cada
producte. La dosis recomanada de Ginkgo biloba per als humans sén 6 capsules per dia, on
cada capsula conté 180 mg. En canvi, la dosis recomanada de Panax ginseng per als
humans son 4 capsules diaries, de 300 mg per capsula. Per a calcular la dosis adequada
per a cada rata es va utilitzar el factor de conversié6 de dosis humana a dosis animal
mitjangant I'estudi de Reagan-Shaw i col-laboradors (2008), pel fet que la rata posseeix una
taxa metabolica més alta que els humans, i aixi corresponent-li una dosis major. La dosis
calculada per al grup de Ginkgo biloba va ser 95,15 mg/Kg per cada rata mentre que la dosis
calculada per al grup de Panax gingseng va ser 105,7 mg/Kg per cada rata. Aixi, ambdues

dosis es varen arrodonir a una mateixa quantitat: 100 mg/Kg.

Per una altra banda, es va calcular la quantitat que menjaven diariament les rates i va
resultar ser de l'ordre de 15 g de pellet per cada rata. Aixi, es va subministrar 100 mg de
producte /15 g de pellet per cada animal. Els animals del grup control varen rebre la mateixa
proporcid de pellet, modificat de la mateixa manera que en els grups experimentals pero

sense cap compost addicional.

Els pellets processats varen ser subministrats durant 13 dies consecutius. Es va realitzar el
primer test conductual (test de Barnes) passats els 6 dies de tractament. El segon test
conductual (Radial Maze) es va realitzar al final de cada tractament, en el dia 13, a posteriori
de mantenir els animals 24 hores en deju per tal de millorar el grau de motivacio per a la

realitzacié del test.

3. Provaconductual Test de Barnes

El test de Barnes (modificat a partir de Rueda-Orozco et al., 2008) és una prova conductual

gue té com a objectiu analitzar la memoria i 'aprenentatge visual-espacial dels animals.

El laberint de Barnes (figura 3) consta d’'una plataforma rodona i oberta proveida d’un
nombre de 18 forats periféerics. Davall d’un dels forats es troba una caixa obscura i tancada
anomenada el target (objectiu) que va ser mantinguda en la mateixa posicié al llarg de la
realitzaci6 del test. Damunt de la plataforma es troben focus d’il-luminacié intensa. L’objectiu
final de I'animal és trobar la caixa obscura usant les senyals visuals que es troben en la
paret i actuen com a condicionant per a l'orientacié de 'animal, ja que no sent seguretat en

un espai obert. L’acci6 de cercar un amagatall es deu a que la intensitat luminica



proporciona un estimul negatiu a la rata que accentua I'agorafdbia natural dels rosegadors i

la seva preferéncia natural pels ambients foscos (Barrett et al., 2009).

Figura 3. Estructura del dispositiu emprat a la prova conductual de Barnes. Imatge presa al laboratori

de Neurofisiologia de la Universitat de les llles Balears.

El dispositiu estava col-locat en una habitacié experimental que disposava de diverses pistes
visuals al voltant del laberint, les quals no van ser mogudes al llarg de tot I'experiment per
servir com a punts de referéncia per a la localitzacié de la caixa d'escapament o target
(Barrett et al., 2009). L’investigador, mantenint la mateixa posicié i condicions durant tot
'experiment, observa tot el recorregut que realitza 'animal i determina el temps maxim per a

realitzar la prova conductual en cas que I'animal superi el temps fixat per a trobar el target.
La prova consta de dues fases: la fase de familiaritzacio i el test.

v La fase de familiaritzacié es realitza el dia anterior del test i 'objectiu d’aquesta fase
és habituar 'animal a les condicions i I'estructura del laberint de Barnes. Abans de
comengar la familiaritzaci6 es deixen les rates en un ambient tranquil durant 30
minuts per tal que s’adaptin a les condicions de la sala. A 'hora de comencar la

prova, les rates es disposen dins un cilindre amb obscuritat maxima, opac, durant 10
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segons en el centre del laberint. La llum s’encén i rapidament es retira el cilindre.
Aleshores l'investigador observa tot el recorregut d’exploracié que realitza 'animal
fins que troba el target i s’amaga. El temps maxim que té 'animal per a acabar la
prova sén 3 minuts. Si 'animal no aconsegueix I'objectiu del laberint, I'investigador el
dirigeix fins el target. Quan es finalitza la prova, es manté la rata durant un temps de

2 minuts dins el target, en condicions d’obscuritat.

El test es realitza el dia seguent de la familiaritzacié i consta de dues etapes: els
entrenaments i el test final.

« Es fan 3 entrenaments previs amb el mateix procediment inicial que en la

familiaritzacié. L’animal es col-loca dins el cilindre en el centre del laberint

i transcorreguts els 10 segons, es retira el cilindre i s’encén la llum.

Passats els 3 minuts, si 'animal no ha trobat el target, l'investigador el

dirigeix fins la capsa mantenint-lo a dins durant 1 minut en condicions

d’obscuritat. Entre entrenament i entrenament hi ha d’haver 10 minuts.

% El test final manté el mateix procediment que els entrenaments previs
amb dues excepcions: 'animal només té 90 segons per a ficar-se dins el
target; una vegada que 'animal es fica dins la capsa finalitza totalment la
prova i es retira 'animal a la seva gabia. Si 'animal no troba el target

durant els 90 segons, es considera que no ha aprés.

Durant la prova I'investigador ha d’anotar:

>

La laténcia primaria: el temps que tarda I'animal a trobar el target, inspeccionar la
capsa ficant el cap pero sense entrar-hi dins.

La laténcia total: el temps que tarda 'animal a ficar-se dins el target.

Els errors primaris: el nombre de forats visitats o re-visitats abans de trobar i
inspeccionar el target per a primera vegada, pero sense entrar-hi dins.

Els errors totals: el nombre de forats visitats o re-visitats totals fins que I'animal es
fica dins el target.

L’estratégia que l'animal segueix per a fer el transcorregut en el laberint. Hi ha 3
estrategies diferents (Rueda-Orozco et al., 2008): directa, seriada i aleatoria.
L’estratégia directa es déna quan I'animal es dirigeix directament al target o al forat
contigu utilitzant la seva memoria visual i espacial per a orientar-se i trobar
directament la caixa. L’estratégia seriada es dona quan l'animal visita un forat rere

l'altre de manera consecutiva i ordenada fins a trobar el target. L’estratégia aleatoria
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es dona quan l'animal no segueix cap ordre alhora de visitar els forats sind que ho fa
a latzar. Aquesta darrera indica que I'animal no utilitza la seva memoria visual i
espacial.

> La mesura de 'estrés de 'animal amb les orines i els excrements.

La superficie del dispositiu i la caixa varen ser rentats amb una soluci6é d'etanol 70% entre
cada animal i entre cada prova per eliminar el possible rastre present, evitant aixi que
I'animal pogués resoldre el test amb l'ajuda d'aquestes pistes i per tant, posant les mateixes

condicions a cada animal per la realitzacio de la prova.

4. Provaconductual Radial Maze

El laberint de Radial Maze (figura 4) és un test conductual utilitzat per avaluar la memoria
espacial associada amb senyals de motivaci6 com sén els aliments (Panlab, S.L,
Barcelona). Aquest laberint consisteix en una plataforma (muntada damunt un tripode)
central amb 8 bracgos equidistants que contenen un pou a I'extrem on es col-loca el menjar,
la senyal de motivacié que atreu 'animal. En la paret es troben les senyales o fites visuals

gue ajuden a 'animal a orientar-se.

Per a realitzar aquest test, els animals normalment es sotmeten a un periode de deju de 48
hores. Per0, el present treball experimental va consistir en la subministracié de substancies

d’estudi dins el menjar, i per aquesta rad es va restringir aguest periode a 24 hores de deju.

L’investigador observa el recorregut i analitza els resultats que realitza I'animal mitjancant
una camera de video digital que es troba en el sotil de la sala, damunt el laberint. El

programa de I'ordenador (smart v2.5) reprodueix in situ la gravacié d’aquest recorregut.

L’objectiu del test és que l'animal visiti els 8 bragos diferents amb un temps maxim, una
laténcia total, de 20 minuts. La prova s’inicia quan es posa l'animal en el centre de la

plataforma i aquest comenca a explorar el territori.
Al final del test 'experimentador anota els resultats:

» La latencia total: el temps transcorregut que I'animal ha emprat per visitar tots els
bracos (en un temps maxim de 20 minuts).

> Els errors totals: el nombre de bracgos re-visitats i el nombre de bracos que 'animal
no ha visitat quan s’ha finalitzat la prova.

» La mesura de I'estrés de 'animal amb les orines i els excrements.

» La mesura de gana de I'animal amb la preséncia de pellet o no.
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La laténcia i els errors totals determinen la memaria visual i espacial de cada rata.
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Figura 4. Estructura del dispositiu emprat a la prova conductual Radial Maze i programa d’ordenador
utilitzat (smart v2.5). Imatges preses al laboratori de Neurofisiologia de la Universitat de les llles

Balears.

5. Analisi estadistica

Per a la realitzacié de l'analisi estadistica de les dades i les grafiques resultants es va
utilitzar el programa Graphpad prism 6. Es varen processar les dades mitjancant ANOVA
d’una via en els tests de Barnes i Radial Maze, i ANOVA de dues vies en el progrés de les

diferents fases de la prova de Barnes. Per a I'analisi de les estratégies seguides en el test de
Barnes, es va utilitzar el test del X? per tractar-se de dades de tipus qualitatiu. L’analisi

ANOVA mesura si hi ha diferéncies significatives entre les mitjanes dels diferents grups
experimentals. En cas de que fos necessari, es va realitzar el test post-hoc Bonferroni que

identifica on es troben les diferéncies significatives en el test. En tots els tests estadistics es
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va considerar estadisticament significatiu un nivell minim de probabilitat (p) igual o inferior a
0.05.

RESULTATS

Per avaluar l'aprenentatge i memoria visual-espacial es varen realitzar les proves

conductuals de Barnes i Radial Maze.

1. Efecte del Panax ginseng i Ginkgo biloba sobre P’aprenentatge i memaria visual-

espacial en la prova de Barnes.

En la prova conductual de Barnes es va analitzar estadisticament la fase de familiaritzacio,
les diferents fases de la prova avaluant el progrés d’aquesta, el test final i I'estratégia

seguida en el test. Aquests resultats han estat representats graficament.

200 A 159
~ °®
K 150 - s
= S 10 |
o e
— (2]
© 100 5
© =
[=4 -
® S ®
© 50
“ z
0- 0-
» & = o 2 N
o
< & >
RN o o 0«\‘ © N
19 o

Figura 5. Efecte del tractament amb Panax ginseng (GNS; N = 6) i amb Ginkgo biloba (GNK; N=7)
en rates velles respecte al grup control (N= 6) sobre I'aprenentatge i memaoria visual-espacial en la
familiaritzacié de la prova conductual de Barnes. L’apartat A de la figura mostra el temps maxim
(laténcia final) per a realitzar la fase de familiaritzaci6 i I'apartat B mostra el nombre d’errors totals
durant la fase de familiaritzacié. S’ha aplicat ANOVA d’una via i no hi ha diferéncies significatives (p-

valor < 0,05) entre els nivells en cap dels dos casos.

La figura 5A representa el temps maxim (latencia final) en que es va realitzar la
familiaritzacié de la prova conductual de Barnes en el grup control i en els dos tractaments
diferents (Panax ginseng i Ginkgo biloba). La laténcia final és el temps que tarda I'animal a

arribar al target. L’analisi estadistica entre les rates control, les rates tractades amb Panax
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ginseng i les rates tractades amb Ginkgo biloba va donar un valor de p de 0,27 (p-valor >

0,05) i per tant no hi hagut diferéncies significatives.

En la figura 5B es mostren representats els errors totals fins arribar al target durant la
familiaritzacié en el laberint de Barnes en el grup control i en els dos tractaments diferents
(Ginkgo biloba i Panax ginseng). No es varen trobar diferéncies significatives entre els 3

grups ja que l'analisi estadistica ANOVA va donar un valor p de 0,66 (p-valor > 0,05).

En les seglents figures es mostra la latencia final i els errors totals al llarg dels diferents

entrenaments i fase final de test en els tres grups experimentals.

A
2001
- GNK
—_ - GNS
N 150
— —&— Control
©
£
© 100
3) *
o
©
© 50+
-}
0 T T T T
N v L) X
<&
B
157
=+ GNK
P - GNS
«
2 101 % =&~ Control
[}
o
; 5-
(=]
z
0 T T 1 T
N Vv > o

Figura 6. Efecte del tractament amb Panax ginseng (GNS; N = 6) i amb Ginkgo biloba (GNK; N=7)
en rates velles respecte al grup control (N= 6) sobre I'aprenentatge i memoria visual-espacial en la
prova conductual de Barnes. La figura mostra el progrés de la prova des de la familiaritzacié fins el
test final. L’apartat A de la figura mostra el temps maxim (laténcia final) que es dona en les diferents
fases de la prova mentre que I'apartat B mostra el nombre d’errors totals. S’ha aplicat ANOVA de

dues vies i el test post-hoc Bonferroni en ambdés casos.
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En relacid a la laténcia final (figura 6A), es varen trobar diferéncies significatives entre els
entrenaments i el test tant en el grup control com en els grups tractats amb Panax ginseng i

Ginkgo biloba, la qual cosa indica que els animals varen aprendre al llarg dels entrenaments.

En relacio als errors (figura 6B), es varen trobar diferéncies significatives entre els
entrenaments i el test final en el grup control i en el grup tractat amb Ginkgo biloba que
indiqguen que els animals varen aprendre al llarg dels entrenaments. Els animals del grup
control varen ser els que varen cometre més errors mentre que els tractats amb Ginkgo

biloba en varen cometre menys.

A continuaci6é es representen les dades obtingudes a la fase final del test on es comparen

els tres grups d'animals.
A B
60 7 10

1

204

Latencia final (s)
N °errors totals

Control GNS G NK Control GNS GNK

Figura 7. Efecte del tractament amb Panax ginseng (GNS; N = 6) i amb Ginkgo biloba (GNK; N=7)
en rates velles respecte al grup control (N= 6) en el test final de la prova conductual de Barnes.
L’'apartat A de la figura mostra el temps maxim (laténcia final) per a realitzar el test i 'apartat B mostra
el nombre d’errors totals una vegada realitzat el test. S’ha aplicat ANOVA d’una via i el test post-hoc
Bonferroni en ambdods casos. Les diferéncies significatives es mostren en la figura mitjancant * (p-
valor < 0,05).

La figura 7A representa la latencia final (temps maxim) dels animals tractats amb Ginkgo
biloba i Panax ginseng respecte del grup control durant la realitzacié del test final a la prova
de Barnes. L’analisi estadistica ANOVA no va mostrar diferéncies significatives entre els

tractaments i el control ja que es va obtenir un valor de p de 0,77 (p-valor > 0,05).

En la figura 7B es veuen representats els errors finals del test conductual de Barnes dels
dos tractaments i el control. Hi va haver diferéncies estadistiques en la analisi ANOVA amb
un valor de p de 0,04 (p-valor < 0,05). El test post-hoc de Bonferroni va senyalar que la
diferéncia significativa es va trobar entre les rates control i les rates tractades amb Ginkgo

biloba, com es veu representat en la figura. Tot i que no hi va haver diferéncies entre el grup
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control i el tractament de Panax ginseng, en la figura pareix que tendeix a obtenir menys

errors totals.

144 Bl onNK

121 GNS
] . Convo

109

Figura 8. Efecte del tractament amb Panax ginseng (GNS; N = 6) i amb Ginkgo biloba (GNK; N= 7)
en rates velles respecte al grup control (N= 6) en les estratégies utilitzades durant el test de Barnes.
La figura mostra el nombre de rates que realitzen les diferents estratégies: aleatoria, seriada i directa.
Per a I'analisi de les estratégies seguides en el test de Barnes, s'ha aplicat el test del x* que ha trobat
diferencies significatives (p=0,0407 x* =9,986, df=4).

La figura 8 és la representacié de les estratégies seguides durant el test conductual de
Barnes en les rates control, les rates tractades amb Ginkgo biloba i les rates tractades amb
Panax ginseng. També es mostra el nombre de rates de cada grup que realitzen cada
estratégia. S’observa que cap rata control va utilitzar l'estratégia directa, la majoria de les
rates control varen seguir I'estratégia seriada (5) mentre que nomeés hi va haver una rata que
va seguir I'estratégia aleatoria. També, la gran majoria de les rates tractades amb Panax
ginseng varen seguir I'estratégia seriada (5) i una rata va seguir I'estratégia directa. En
canvi, les rates tractades amb Ginkgo biloba varen ser les que més van utilitzar I'estrategia
directa (4), seguit de l'estratégia seriada (2) i per ultim la aleatdria (1). Per tant, el major
nombre de rates que varen seguir la millor estratégia per trobar el target (estratégia directa)
varen ser les rates tractades amb Ginkgo biloba, i aquestes dades estan en bona correlacio
amb el menor nombre d'errors comesos per aquest grup experimental en el test final de

Barnes.

2. Efecte del Panax ginseng i Ginkgo biloba sobre la memoria visual-espacial en el
test de Radial Maze.

En la prova de comportament realitzada al laberint radial, es va analitzar estadisticament la
laténcia final, el temps que va tardar 'animal en completar el recorregut del laberint visitant
els 8 bragos, i el nombre d’errors que varen cometre els diferents grups d’animals durant la

prova (bragos no visitats i bracos re-visitats).
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Figura 9. Efecte del tractament amb Panax ginseng (GNS; N = 6) i Ginkgo biloba (GNK; N=7) ) en
rates velles respecte del grup control (N= 6) sobre la memoria visual-espacial en el test del Radial
Maze. L’apartat A de la figura mostra el temps maxim (laténcia final) per a realitzar el test final i
'apartat B mostra el nombre d’errors totals una vegada realitzat el test final. S’ha aplicat ANOVA

d’'una via i no hi ha diferéncies significatives en cap cas.

La figura 9A mostra la representacio de la laténcia final en el test conductual Radial Maze en
les rates control, les rates tractades amb Ginkgo biloba i les rates tractades amb Panax
ginseng. No es varen observar diferéncies significatives en l'analisi estadistica ja que

FANOVA va mostrar un valor de p més gran que 0,05 (p = 0,83).

La figura 9B representa el nombre d’errors totals realitzats en el test Radial Maze en el grup
control, en el grup Ginkgo biloba i en el grup Panax ginseng. L’estadistica ANOVA va indicar
gue no hi va haver diferéncies significatives entre els tres grups de rates amb un valor de p

de 0,60, més gran que 0,05.

DISCUSSIO

Per a analitzar la memoria i 'aprenentatge en el procés del declivi cognitiu en rates, es varen
utilitzar dos extractes vegetals neuroprotectors front deficieéncies cognitives: el Ginkgo biloba
i el Panax ginseng. Per comprovar l'eficacia d’aquestes substancies es varen realitzar les

proves de Barnes i de Radial Maze.
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En la familiaritzacié6 de la prova conductual de Barnes realitzada, es varen mantenir les
mateixes condicions inicials per al grup control i per als grups tractats. Es per aixd que en la
figura 5 no es veuen diferéncies significatives entre cap grup experimental en relacié a la
laténcia final i als errors totals. Els animals del grup control i els animals dels grups tractats
(Ginkgo biloba i Panax ginseng) es varen habituar de la mateixa manera ja que no hi ha cap
factor d’aprenentatge a priori d’aquest test. L’exploracio del nou territori en la cerca del target
no va dependre ni de I'aprenentatge del laberint, ni de 'associacié de les fites visuals de la
paret amb el forat. Per tant, 'efecte en la millora de 'aprenentatge i memoria dels productes
en les rates tractades no es deu a un augment de la capacitat d’exploracid o familiaritzacio

de nous terrenys.

Durant la prova de Barnes es va observar clarament que totes les rates han assolit un
aprenentatge ja que varen localitzar el target més rapidament al llarg dels entrenaments,
alhora que varen cometre menys errors. A ’hora de comparar els errors comesos en el test
final pels animals dels tres grups experimentals, es va observar que els animals tractats amb
Ginkgo biloba varen realitzar menys errors que la resta d’animals. Aquest fet pot suggerir
gue el tractament amb Ginkgo biloba ha millorat 'aprenentatge i memoria visual-espacial de
les rates. Aquests efectes poden ser deguts a que el extracte de Ginkgo biloba és capac de
modificar la neurotransmissié serotoninérgica, adrenérgica i colinérgica que esta implicada
en els processos de memoria. De fet, s’ha descrit en rates que aquest producte protegeix de
la pérdua de receptors 5-HT;, (receptors de serotonina) i alfa, adrenérgics (Accame, 2004),
associada amb l'envelliment cerebral i per tant amb la péerdua de memoria. De la mateixa
manera, modifica la recaptacié d’acetilcolina en les terminacions nervioses de I'hipocamp a

més d’augmentar el nombre d’aquest neurotransmissor (Trovero et al., 2003).

Una causa que no va permetre observar una millora en I'aprenentatge i memoria de les rates
velles tractades amb Panax ginseng en el test conductual de Barnes, podria deure’s a la
dosis subministrada del compost a través del pellet. La dosis subministrada a les rates velles
es va arrodonir a una mateixa quantitat per les dues substancies (Ginkgo biloba i Panax
ginseng). Per tant aixi, es va subministrar una quantitat lleugerament menor de Panax

ginseng de la calculada.

Per una altra banda, tot i que no hi va haver diferéncies estadistiques en la laténcia i errors
durant la fase final del test, es pot observar com les rates tractades amb cadascun dels
productes d’estudi tendeixen a tenir una mitjana més baixa que el grup control. Aixi, es va
plantejar que amb un increment de la duraci6 del tractament i amb un augment del nombre
d’animals per tractament, tal vegada s’obtindrien millores sobre l'aprenentatge i memoria.

Segons l'estudi de Persson i col-laboradors (2004), tant el Ginkgo biloba com el Panax
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ginseng es comercialitzen per tenir la capacitat de millorar les funciones cognitives, com la

memoria i 'aprenentatge, a llarg termini en la poblacio.

Per tant, degut a que les rates tractades amb els dos composts no mostraven diferéncies
significatives en tots els resultats en el test de Barnes, es va decidir continuar amb els
tractaments durant una setmana més. Pero, enlloc de continuar amb la prova de Barnes, es
va realitzar la prova de Radial Maze pel fet que els animals ja havien apres el test utilitzat.
D’aquesta manera, es va avaluar la memoria espacial en el laberint de 8 bracos.
Malauradament, no es varen observat diferéncies significatives en aquest test després
d’haver allargat el tractament. Es creu que s'ha degut a que es va restringir el dejuni a un
periode de 24 hores enlloc de 48 hores, per tal de no interrompre el tractament i I'efecte
beneficios de les substancies. Probablement, I'estimul positiu de la cerca de petits tragos de
pellet es va veure afectat degut a que els animals no tenien suficientment gana i per tant, no
tenien suficient motivacié per a realitzar el test. A més, de la mateixa manera que en el test
de Barnes, a causa de la dificultat d'obtenir animals vells, el nhombre danimals per

tractament va ser un fet condicionant dels resultats que es varen obtenir.

El conjunt dels resultats de la prova conductual de Barnes, varen mostrar una millora en la
memoria i aprenentatge espacial en el grup d’animals tractats amb Ginkgo biloba respecte a
la resta d’animals, cosa que es va suggerir pel menor nombre d’errors totals que varen
cometre i per la preferéncia per I's dominant de la millor estratégia espacial per trobar el
target. Referent a aix0, s'ha descrit que l'activacié d'algunes regions cerebrals determina la
preferéncia per un tipus especific d'estrategia. De manera que I'Us de l'estrategia directa
(espacial) s'ha relacionat amb l'activacié de I'hipocamp, i la utilitzacio de I'estratégia seriada
s'ha relacionat amb una activacié de l'estriat (Rueda-Orozco et al., 2008). A més, s’ha
descrit que el declivi cognitiu relacionat amb l'edat, esta relacionat amb una menor activitat
neural de I'hipocamp (Foster, 1999; Driscoll, 2005; Burke, 2006), el que podria explicar la
baixa utilitzacié de l'estratégia directa en les rates velles del grup control. Concretament,
l'alteracié dels mecanismes de plasticitat sinaptica de I'hipocamp que tenen lloc durant
l'envelliment podria ser una de les causes del deteriorament espacial observat en
I'envelliment (Shapiro, 2001). Per la qual cosa, els resultats que es varen obtenir en el
present treball podrien suggerir que el tractament amb Ginkgo biloba va millorar la
funcionalitat de I'hnipocamp i en menor grau, la funcionalitat de l'estriat.

L’aprenentatge i la memoria s6n dos processos cognitius relacionats i formats per la
capacitat d'adquirir (atencié i percepcio), codificar, emmagatzemar, mantenir i recuperar
(memoria) informacié procedent de I'entorn. L'hipocamp és una regi6 cerebral implicada en

la memoria declarativa o explicita, també anomenada aprenentatge conscient, aixi com en la
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memoria de treball (0 memaria de curt termini activa) que es refereix, al record a curt termini
d'informacioé especifica necessaria per a I'execucioé d'una tasca determinada (Sweatt, 2003).
En definitiva, aquests processos i estructures es veuen drasticament afectats per
I'envelliment. Per aquest motiu, es pot concloure que els resultats del present treball apunten
a que el tractament amb Ginkgo biloba podria ser Util per retardar el deteriorament cognitiu

relacionat amb I'envelliment.

CONCLUSIONS

Del present treball experimental es poden extreure les seguents conclusions:

1.- Les rates tractades amb Ginkgo biloba han adquirit una millora en l'aprenentatge i
memoria respecte a les rates control, ja que han comés menys errors en el test de Barnes,

comprovant aixi una part de la hipotesi inicial del treball.

2.- Les rates tractades amb Ginkgo biloba han utilitzat millors estratégies de cerca del target
com estratégia principal. L'Gs de I'estratégia directa en aquestes rates tractades amb Ginkgo
biloba indica una millor funcionalitat de I'hipocamp, estructura estretament relacionada amb

la memoria i aprenentatge visual espacial que es deteriora durant I'envelliment.

2.- Només s’ha comprovat una part de la hipotesi perque no hi va haver evidéncies
estadistiques que les rates tractades amb Panax ginseng realitzessin els tests conductuals
millor que les rates control. Es per aixd que no es pot afirmar que el tractament amb Panax
ginseng obtingui una millora en els processos cognitius relacionats amb la memoria i
aprenentatge. Perd, probablement aquest motiu es degut a que és necessari incrementar la
dosi, perllongar la duracio del tractament i incrementar el nombre d’animals per tractament si

es volen observar diferéncies estadistiques respecte al grup control.

3.- Per una mateixa quantitat de principi actiu dels extractes vegetals, el Ginkgo biloba va

ser més efica¢ en la millora sobre 'aprenentatge i memaria que el Panax ginseng.

Finalment, es suggereix que les rates que es troben en la fase d’inici del declivi cognitiu
poden revertir 0 retardar aquest procés mitjancant el tractament amb Ginkgo biloba.
Actualment es sap que l'esperanca de vida esta augmentant a nivell mundial, causant un
increment d’algun deteriorament cognitiu en la poblacié d’edat avancada. Per tant, una

possible solucié a aquest problema podria ser Ginkgo biloba com a tractament per retardar
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el declivi cognitiu associat a I'envelliment de les persones, i aixi mantenir una millor qualitat

de vida.
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