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RESUM

La resposta a I’estrés és innata, i es manifesta quan un organisme pateix una amenaga que pot
desafiar la seva integritat homeostatica. Esta regulada per un circuit de vies i cel-lules neuronals que
secreten per via humoral un seguit d’hormones.

Se sap que l'estrés pot ser un factor influent en patologies associades a l'alteracid dels ritmes
circadians, com ara el ritme de son-vigilia. Una de les alteracions més comunes és I'insomni. Els
efectes de I'estrés en la son poden ser diferents segons la naturalesa i intensitat de I’estimul, el temps i
la durada de I'aplicacid, i la tensié o vulnerabilitat individual a l'estres.

Com a continuacié del treball de Cano et al (2008) i Reyna (2018), el present projecte pretén
estudiar la relacié entre I'estrés i els ritmes d'activitat-repos a la rata. Per a aix0, es va plantejar l'estudi
de la relacié entre un estimul estressant (olor de gat) conegut a la rata i la possible alteraci6 del ritme
activitat-rep0s durant les 24 hores posteriors de I'exposicio a I'estimul.

Es va observar una davallada de I’activitat dels animals durant la fase dilirna de la segona setmana
d’experimentacio, corresponent amb 1’exposicio de 1’estimul estressant de tipus oloros. L’olor de gat

representa un “estimul parcial del depredador” i provoca incertesa (ansietat).

ABSTRACT

The response to stress is innate, and it manifests when an organism suffers a threat that can
challenge its homeostatic integrity. It is regulated by a circuit of neural channels and cells that secrete
a series of hormones by humoral route.

It is known that stress can be an influential factor in pathologies associated with the alteration of
circadian rhythms, such as the sleep-wake rhythm. One of the most common disorders is insomnia.
The effects of sleep stress can be different depending on the nature and intensity of the stimulus, the
time and duration of the application, and the individual stress or tension or vulnerability.

As a continuation of the work by Cano et al (2008) and Reyna (2018), this project aims to study the
relationship between stress and activity-sleep rates at rat. For this, the study of the relationship
between a stress stimulus (cat odor) known to the rat and the possible alteration of the activity-resting
rate was considered during the 24 hours after exposure to stimulation.

A decrease in activity was observed during the daytime phase of the second week of
experimentation, corresponding to the stimulus exposure. The cat smell represents a "partial stimulus

of the predator™ and causes uncertainty (anxiety).



I. INTRODUCCIO

I.1. Ritmes biologics

Els mamifers, entre altres éssers vius, presenten ritmes interns que regulen molts de processos
vitals durant la seva vida (Angeles-Castellanos et al., 2007). La preséncia d’un medi intern que hauria
de mantenir-se constant va ser proposat per Claude Bernard (1813-1878) I’any 1842 i, al 1928 el terme
homeostasis va ser establert per Walter Cannon (1871-1945), que es va definir com “el conjunt de
mecanismes que tendeixen a 1’estabilitat en la composicié bioquimica dels liquids, cél-lules i teixits,
per a mantenir la vida”.

L’evolucié animal ens ha dut a perfeccionar alguns mecanismes per tal de millorar la comunicacio
entre el nostre cos i el medi que ens envolta (Golombek i Rosenstein, 2010). La naturalesa no és
estatica, més bé és dinamica, pateix fluctuacions i presenta un tipus de ritmicitat. EI que ho demostra
son els cicles que presenta, com el canvi estacional que ocorre cada any a diferents regions del globus,
els cicles lunars o els d’alternanca de llum-obscuritat (Angeles-Castellanos et al., 2007).

Els canvis ambientals ciclics son causats per 1’efecte de la rotacio i la translacio terrestre. Per a
donar una resposta davant aquests fenomens, la seleccié natural ha afavorit que tots els éssers vius
hagin desenvolupat rellotges biologics que faciliten dues adaptacions claus pels organismes: la primera
és que els permet anticipar-se als canvis periodics i predictibles de ’ambient, com per exemple el
canvi de les estacions, moment de copula i cria o les migracions; i la segona és que permet la separacid
temporal de processos metabolics antagonics de 1’organisme, com per exemple 1’activacio d’enzims
lipolitics i lipogenics en un mateix hepatocit, ja que si la seva activacié fos simultania, el metabolisme
seria inefica¢ (Madrid i Rol, 2015).

La selecci6 natural ha afavorit 1’evolucio de la ritmicitat, ja que resulta beneficios ajustar I’activitat
a les circumstancies més favorables (Aschoff, 1964). Aquest valor adaptatiu i avantatge evolutiva de
les estratégies cicliques, varen ser documentats per DeCoursey al 1997 i, més endavant, per Emerson
al 2008 a uns experiments en els quals se demostra que els organismes mutants genéticament aritmics

es veuen desplagats per la resta.

1.2. Ritmes circadians

Els ritmes biologics no son generats pels senyals ciclics del nostre entorn. De fet, una caracteristica
important és que els ritmes biologics persisteixen quan les condicions ambientals es mantenen
constants, és a dir, quan els organismes no reben senyals externs que informen dels canvis
mediambientals. Aquesta és la demostraci6 definitiva que ressalta 1’existéncia d’un rellotge endogen
que genera els ritmes biologics. D’aquesta manera, es pot determinar que els senyals ambientals tan

sols ajuden a sincronitzar aquests ritmes (Ortiz-Tudela et al., 2014).



El sistema circadia dels mamifers es compon per tres elements principals: rellotges, senyals
d’entrada (implicades en la sincronitzacio amb I’ambient) i els senyals de sortida, els quals transmeten
els senyals temporals a la resta d’efectors.

a) Rrellotges: El sistema circadia esta format per un rellotge o marcapassos central, localitzat en el
nucli supraquiasmatic de I’hipotalem (NSQ), el qual posseeix un periode endogen d’aproximadament
24 hores en humans. [.’anatomia del NSQ consisteix en dos petits nuclis compostos per 10.000-15.000
neurones localitzades a la zona ventral de I’hipotalem (Cassone et al., 1988; Slat et al., 2013; Swaab et
al., 1985). L’activitat del NSQ permet el manteniment dels ritmes circadiaris, aixo és aixi perqué a
partir de neurones aillades del NSQ han sigut capacos de mostrar ritmes circadiaris pel seu compte
(Balsalobre et al, 1998; Brown i Azzi, 2013; Tosini i Menaker, 1996; Yamazaki, 2000). EI NSQ envia
senyals sincronitzadors als oscil-ladors periférics (rellotges subordinats), localitzats en els teixits i
organs fora del sistema nervios central, mitjancant el sistema nervids autonom i senyals humorals com
el cortisol i la melatonina.

b) Els senyals periférics d’entrada d’informacié, anomenats zeitgebers (de I’alemany “donador del
temps”) ajuden a sincronitzar (posar en hora) aquest marcapassos. El zeitgeber més important és el
cicle de llum-foscor, perqué sense aquest sincronitzador el NSQ tindria unes oscil-lacions endogenes
superiors a 24 hores (entre 24,5 i 25 hores). La informaci¢ fotica arriba al NSQ a través del tracte
retinohipotalamic (TRH) format pels axons de les cel-lules ganglionars de la retina. Aquestes cel-lules
ganglionars fotosensibles (conegudes per les seves sigles en anglés ipRGC, de intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells) es diferencien dels altres fotoreceptors (cons i bastons) perqué
contenen un fotopigment anomenat melanopsina, en lloc de la rodopsina. La melanopsina és
estimulada per una longitud d’ona de 460-480nm de 1’espectre visible, que correspon als tons blaus.
Sent aixi, es pot suposar que 1’espectre de llum blava és al que és més sensible el sistema circadia
(Bonmati i Arglelles, 2015). La manifestacio més clara d’aquest ritme circadia és 1’alternancga de la
son i la vigilia, que es fa coincidir amb la nit i el dia, respectivament.

c) Els senyals de sortida del NSQ transmeten informaci6 a les zones del cervell que intervenen en
la regulacié dels patrons de comportament, son-vigilia i temperatura corporal, als centres
neuroendocrins i als organs periférics. Per aix0, el NSQ envia projeccions nervioses, mediadors
humorals, com la melatonina o el cortisol, i senyals fisics com el ritme de temperatura central (Madrid
i Rol, 2015).

La melatonina és el senyal de sortida més estudiat, és tracta d’'una hormona produida principalment,
pero no exclusivament, a la glandula pineal (Ortiz-Tudela et al., 2015). Actualment es coneix que la
seva sintesi també es produeix a organs extraparietals no endocrins com el cerebel, el tracte
gastrointestinal, el sistema immunitari i la retina (Guerrero et al., 2007). La sintesi de la melatonina
esta regulada per una estimulacio noradrenergica i per una acci6 inhibitoria directa de la llum. Per tant,

la seva producci6 presenta un marcat cicle circadia, amb nivells alts de melatonina durant la nit i amb



nivells baixos durant el dia. Al ritme circadia de la melatonina també se’l coneix com la “foscor
quimica” (Madrid i Rol, 2015).

La sintesi de melatonina a la glandula pineal comencga durant el periode de foscor, en el moment en
que el NSQ rep els impulsos nerviosos des de la retina a través del TRH i els transmet, passant per la
medul-la espinal, al gangli cervical superior, on les fibres sinaptiques postganglionars alliberen
noradrenalina (Lobato, 2015). L’alliberacié de la noradrenalina provoca una cascada enzimatica que
condueix a la secrecio de melatonina per part dels pinealocits.

Una vegada s’ha format la melatonina, és alliberada al torrent sanguini a través d’una difusié simple,
on es dirigira a les cél-lules i teixits diana com el cervell. La melatonina no s’emmagatzema, la major
part (85-90%) és metabolitzada al fetge (Lobato, 2015). EI metabolit 6-sultatoximelatonina present a
I’orina és representatiu de la producci6 diaria de 1’hormona (Guerrero et al., 2007; Pandi-Perumal et
al., 2006) i, a més, és la mostra més facil de recollir sense causar grans molésties als subjectes.

La melatonina provoca una série d’efectes, entre els quals es troben la induccié de la son i la
disminucié de la temperatura central (Most et al., 2010). Es un dels principals senyals quimics que
intervé en la transferéncia de la informaci6é luminica a 1’organisme, essent el senyal sincronitzador
intern per a una gran quantitat de ritmes. Aquesta hormona, juntament amb el NSQ, és I'encarregada
de regular els ritmes bioldgics de temperatura, son-vigilia, i d'activitat motora, entre d’altres. A més,
també s’han descrit els seus efectes antioxidants, oncostatics i immunomoduladors (Pandi-Perumal et
al., 2008).

1.3. Ritmes son-vigilia

Per a mamifers i aus, la definicié del somni es basa en I’analisi de registres poligrafics
(electroencefalograma, electromiograma i electrooculograma), perd també és possible definir-ho com
un comportament. En aquest cas el somni es defineix com un estat que presenta: a) repds motor; b)
llindars sensorials elevats; c¢) facil reversibilitat; d) organitzacié circadiana; e) llocs definits per a
dormir; f) posicions corporals especifiques; i g) regulacié homeostatica (Rial et al., 2010). Aquestes
caracteristiques es troben relacionades entre elles.

Dins el son, d’acord amb parametres fisiologics, es defineixen dos estats: el somni NREM
(“NonRapid Eye Movement”) o somni lent i el somni REM (“Rapid Eye Movement”) o somni
paradoxal. Aquests son tant diferents entre si, que ells mateixos a I’estat de vigilia, s’alteren durant la
nit com un ritme ultradia (menor de 24h). Existeixen aixi, tres estats de 1’ésser: vigilia, son NREM i
son REM, sotmesos a dos cicles bioldgics.

El somni pateix importants modificacions depenent de factors endogens i exdgens. Entre els darrers
destaquen la ingesta, els estimuls sensorial, 1’exercici, etc. Entre els endogens, la organitzacio i la
quantitat de son depenent de factors circadiaris i homeostatics (Borbely, 1982). L’indicador basic del
factor circadia és la temperatura corporal, que presenta una forta correlacié amb la propensié del son.

La potencia delta a I’EEG augmenta o disminueix en funcié del temps transcorregut amb vigilia o son,



respectivament, pel que es considera 1’indicador basic de la necessitat homeostatica del son. A més,
cada estat presenta vies de retroalimentacio propies: la vigilia té controls homeostatics que regulen la
ingesta, la defensa, la reproduccid, etc., i el son té per a regular la profunditat, I’increment dels llindars

sensorials, la posicio corporal propia de 1’especie, la localitzacié del dormitori, entre d’altres.

1.4. Estrés

L’estrés €s una part inevitable de la vida, una resposta davant aquesta situacié no té perque ser
dolenta, pero una activacié continuada d’aquesta resposta pot ser fatal per a I’organisme que el pateix
(Moberg, 2000; Adamec et al., 2005).

L’adaptacio conductual davant 1’estres, es relaciona amb I’increment del nivell d’alerta, de la
velocitat per a processar la informacio, de la capacitat per a focalitzar 1’atencio, i amb la inhibici6 de
funcions com I’alimentacié i la reproduccié. L’adaptacié fisiologica, respon amb un augment de
I’activacio, de la freqliéncia respiratoria, de la taxa metabolica, i amb la inhibicido del sistema
immunitari (Chrousos, 1995).

La probabilitat que un animal pateixi una agressio externa no és constant. De fet, els animals
determinen la seva fase d’activitat i repos en funcid del perill que poden rebre, entre d’altres factors.
Les agressions son més corrents durant la fase activa que durant la de repods. Es evident que el cos ha
de posar en marxa una série de respostes que determinen un elevat consum d’energia (Barriga-lbars et
al., 2005).

La resposta a I’estrés esta organitzat per un complex sistema neuronal que segrega hormones, les
quals a partir de vies 0 eixos es comuniquen en la resta de I’organisme. Una de les regions més
importants és [’hipotalem, on els nuclis paraventriculars (PVT) segreguen hormona alliberadora de
corticotropina (CRH). L’eix hipotalem-hipofisi-suprarenal (HHS) permet connectar I’hipotalem amb
la cortesa suprarenal, el péptid CRH és I’encarregat de regular I’activitat de I’eix HHS, ja que controla
la secrecié de corticotropina o adenocorticotropina (ACTH) per part de la hipofisi anterior, la qual
estimula la secrecio6 de glucocorticoides per part de la cortesa suprearrenal, per exemple el cortisol. Per
altre banda, el sistema nerviés simpatic (SNS) juga un paper important en I’augment de I’alliberacid
d’adrenalina i noradrenalina per part de la medul-la suprarrenal (Fernandez, 2010). D’aquesta manera,
la secrecio de CRH, noradrenalina i glucocorticoides durant la resposta a 1’estrés, tenen un efecte
directe damunt components que regulen el nivell d’activacié (Chrousos, 2007). Tot i aixi, ’estres és
un terme molt ampli que encara crea confusié, perd es pot intentar definir com la resposta
multisistéemica del cos davant un canvi que desafia la seva integritat homeostatica (Day, 2005).

Els efectes de l'estrés en la son poden ser diferents segons la naturalesa i intensitat de 1’estimul, el
temps i la durada de l'aplicacio, i la tensié o la vulnerabilitat individual a l'estrés (Revel et al., 2009).
Durant la resposta a un estimul de naturalesa psicologica, com és la immobilitzacio, els animals
romanen desperts la major part del temps a causa de la situacid estressant (Bonnet et al., 1997). En

canvi, els estimuls olorosos poden influir als cicles de son-vigilia, ja sigui tenint propietats sedants o



estimulants. Els rosegadors son animals macro-osmotics, per tant les olors sén una font important de
informacié per a determinar diferents situacions de la seva vida, com puguin ser la presencia de
menjar o de depredadors (Velluti, 1997). S’ha demostrat que les rates exposades a I'olor dels
depredadors mostren comportaments pronunciats, endocrins i neurals. Les respostes conductuals
inclouen I'evitacié de l'estimul, la locomocié detinguda, la vigilancia, I'amagatall i I'enfocament

cautelos cap a I'estimul (Dielenberg et al., 2001).

1.5. Estreés i ritmes activitat-repds en humans

A partir d’estudis realitzats aquests darrers anys, s’ha pogut observar una relacié entre I’estrés i la
falta de son, sobretot a paisos desenvolupats, els ciutadans dels quals duen una vida cadtica i sense
horaris o, no cuiden bé els seus habits de dormir. L’estrés és, una de les principals causes d’insomni
ocasional (agut), amb un 80% d’afectats per aquesta causa, mentre que només un 25% dels que
pateixen insomni cronic és causat per 1’estres (Cano et al., 2008).

La societat moderna porta un ritme de vida caotic, ’estrés constant i el fet de no respectar els
horaris d’activitat i de descans, porten a una desincronitzacié del ritme circadia i tenen efectes
perjudicials per a la salut (Cano et al., 2008). Cada persona té uns horaris diferents, té horaris nocturns,
fa feina de vespre, o fins i tot no té horaris fixes, a més s’ha prioritzat 1’oci i la diversio enfront les
hores de descans que tant necessita el nostre cos. A més de tot aix0, cada cop tenim ritmes de vida més
estressants i aixo ens afecte de forma alarmant. Mantenir una bona higiene del son pot arribar a ser
dificil en les societats modernes (Revel et al., 2009).

Les propietats restauratives del son depenen, tant de la durada com de la qualitat del mateix. La
privacio d’aquest comportament es tradueix en la pérdua de rendiment en moltes tasques i un augment
de la somnoléncia dilirna (Bonnet, 1985).

Els trastorns de la son afecten a gran part de la poblacié global, per a posar un exemple, el 23%
dels espanyols pateixen insomni, res comparat amb el 56% de ciutadans estatunidencs afectats per
aquest trastorn (Leger et al., 2008). Trastorns humans associats a 1’estrés com I’ansietat, causen
pertorbacions secundaries de la son (Arborelius et al., 1999). Amb el deteriorament de la capacitat de
dormir, es provoca somnoléncia dilirna i disfuncié mental, podent causar problemes sanitaris i
socioeconomics. Uns dels trastorns de la son més importants son, entre d’altres, I’insomni, la
narcolépsia, el sindrome de les cames inquietes, 1’apnea del son i els trastorns del ritme circadia (Revel
et al., 2009). L’insomni és el més comu i, per tant, el més estudiat. Es caracteritzat per la dificultat de
dormir, la dificultat de quedar-se dormit o d’aixecar-se al mati, i es tradueix amb un somni no
restauratiu o de baixa qualitat, provocant un deteriorament significatiu del funcionament ditrn (Billard
i Bentley, 2004). Les principals conseqliencies son: cansament, irritabilitat, incapacitat de concentracio
i manca d’energia (Roehrs i Roth, 2004). La prevalenga d’insomni augmenta amb l’edat i esta

intimament relacionada amb trastorns psiquiatrics com la depressio (Lustberg i Reynolds, 2000).



L’insomni afecta negativament a moltes situacions de la vida quotidiana i sobretot, a I’ambit fisic i
social, la capacitat de treballar de forma eficient i la qualitat de vida es veuen fortament perjudicades,
per aix0, s’ha convertit amb un problema de salut ptblica amb fortes conseqiiéncies socioeconomiques

(Zammit, 2007).

I.5. Estres i ritmes activitat-repos en la rata

L’evoluci6 de la relacio depredador-presa que hi ha entre gats i rosegadors, ha dut a potenciar la

sensibilitat a les senyals dels primers per a millorar els comportaments defensius dels segons. L’olor
de gat els provoca un tipus d’ansietat semblant a la que tenim els humans quan estem preocupats per
alguna cosa (Dielenberg i McGregor, 2001).
L’exposicio a aquest tipus d’estrés per part d’un individu de forma desprotegida i sense escapatoria,
augmenta de manera duradora el comportament semblant a I'ansietat, a més, els efectes sobre el
comportament duren almenys tres setmanes després de l'estrés del depredador (Adamec i Shallow,
1993; Adamec, 1997). La resposta de les rates a ’olor de gat és immediata, profunda i duradora. Es
produeix a pesar que aquestes rates de laboratori mai no han trobat un gat viu (Dielenberg i McGregor,
2001).

L'organitzaci6 ciclica del somni varia dins i entre espécies. Les longituds de periode de cada cicle
de son REM-NREM augmenten amb la mida del cervell entre espécies (Datta i MacLean, 2007). En
humans adults, el ritme circadia del somni sol ser monofasic, mentre que en la rata és polifasic. Els
primers presenten una alternanca de 4-6 cicles durant tota la nit entre son NREM i REM, mentre que
en rates els cicles s6n més curts. Tot i que és logic pensar que hi haura alguna diferéncia de
I’arquitectura del somni entre les dues especies, les principals modificacions homeostatiques,
circadiaris i neuroquimiques del son, sén molt similars entre les dues especies (Veasey et al., 2000).

Cano al I’any 2008 va utilitzar com a estimul estressant I’intercanvi de gabia (estimul especific de
I’espécie) i va observar que els animals comencen a patir fragmentaci6 de la son i disminucio
d’aquesta 4 hores després de ’exposici6 a I’estimul. Les rates sotmeses al model (intercanvi de gabies)
mostren tant una hiperactivitat fisiologica (activacié d'arees cerebrals dels sistemes autonomic i
d'alerta) com cognitiva (hiperactivacio de l'escorca cerebral que produeix activitat EEG d'alta
freqliéncia durant el son, aixi com el augment de I’expressio de FOS). Aquests resultats son coherents
amb les dades obtingudes en estudids quantitatius d'activitat EEG i en estudis de neuroimatge en

pacients amb insomni).
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II.HIPOTESIS | BJECTIUS

Amb el present projecte es pretén estudiar la relacidé entre 1’exposiciéo d’un grup d’individus de
rates de la raca wistar a un estimul estressant i el seu efecte damunt els cicles d’activitat-repos.

Com a base del nostre estudi es va utilitzar el treball realitzat Cano et al I’any 2008, al qual van
utilitzar com a estimul estressant I’intercanvi de gabia (estimul especific de 1’espécie) per a observar
les arees del cervell que més s’estimulaven i veure la resposta fisiologica de 1’individu. Van incloure
factors variants i van estudiar una scrie de caracteristiques com la son amb I1’ajuda d’un
electroencefalograma (EEG), la temperatura, la immunohistoquimica, van presentar una
caracteritzacio dels anticossos primaris i un patré de la proteina Fos mostrant els circuits d’activacio
de les diferents arees del cervell. Per a poder realitzar aquestes proves, van extreure el cervell dels
rosegadors unes 5.5 hores (h) després de I’intercanvi de gabia, ja que es va observar que els animals
comencen a patir fragmentacid de la son i disminucié d’aquesta 4 hores després de 1’exposicio a
I’estimul.

Es va plantejar el Treball de Fi de Master de Reyna (2018) com a continuaci6 de I’estudi de Cano
et al (2008) amb un estimul estressant conegut, prolongant el temps d’exposicio fins a 24 hores per
aixi estudiar el seu efecte en un periode de temps més ampli. Es van analitzar les possibles alteracions
dels ritmes d’activitat-repos d’un grup d’individus durant tres setmanes, evidenciant aixi les
alteracions del ritme circadia en la seva totalitat. Per a mirar-ho, es va presentar 1’estimul estressant
(introducci6 d’encenall brut d’altres mascles) i es va procurar un analisis de I’activitat que mostraven
els individus durant tot el cicle de tres setmanes, gracies a uns sensors infrarojos col-locats
estrategicament.

A partir dels resultats extrets als estudis anteriors, es va realitzar un projecte similar, en el qual es
va presentar un estimul estressant tipic de I’especie, la introduccié d’encenall brut amb olor de gat (el
seu depredador natural) durant un periode de dues setmanes per a mirar 1’efecte de 1’estimul prolongat
en el temps i no de forma puntual.

La hipotesi del projecte proposa que 1’exposicid a un estimul estressant com ara excrements de
Felis catus interferira amb els zeitgebers de la rata (Rattus norvegicus), desincronitzant els ritmes
d’activitat-rep0s a individus adults.

Per aixo, 1’objectiu principal de I’estudi és conéixer com es veuen influenciats els ritmes circadiaris
d’activitat-repos a partir de 1’exposicié d’un grup d’individus a un estimul estressant conegut (olor de
gat).

Es proposen els objectius secundaris seguents:

- Comprovar que l'exposicido d’un grup d’individus a un estimul estressant olords provoca una
alteracio del seu ritme circadiari durant les hores de llum (repos) y de foscor (activitat).
- Explorar si la resposta (augment o disminucié de 1’activitat) del animal a un estimul estressant esta

condicionada per el tipus d’estimul utilitzat.
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- Comprovar si la resposta de les rates a 1’olor de gat es produeix a pesar que aquestes rates de
laboratori mai han trobat un gat viu.

- Treure conclusions rellevants per a comprendre i millorar les situacions d’estrés a humans.
El interes del estudi d’estrés i dels ritmes d’activitat-repos en la rata com model experimental, poden

suposar un avang per a la comprensi6 de la influencia del estimuls estressants sobre la regulacié dels

ritmes circadiaris i patologies associades a estos en humans .
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I1l. MATERIAL | METODES

Per a la realitzacid de 1’experiment es van utilitzar 9 rates Wistar mascles de 9 mesos d’edat, amb
un pes d’entre 300 i 500g, obtingudes de I’estabulari de la Universitat de les Illes Balears on van ser
criades de forma lliure de patogens i amb igualtat de condicions. Totes les proves experimentals varen
ser aprovades per el comité étic i es van realitzar al laboratori de fisiologia animal de la U.I.B. durant
un periode de tres setmanes, la primera d’elles va ser d’habituacio..

Els animals varen ser distribuits en gabies individuals dins d’una cambra amb condicions de
temperatura i humitat, 22°C i 70% respectivament, i un ritme de llum-obscuritat de 12/12 (08 a 20h
llum i de 20 a 08h obscuritat). Aquests condicions es van mantenir durant tot el periode de
experimentacié que va comencar el dia 12 de marg i va acabar el dia 2 de abril, sent la primera
setmana d’habituacid a la cambra dels registres.

Les gabies utilitzades van ser de policarbonat de 20 x 22 x 21cm dins uns marcs metal-lics que
presentaven sensors infrarojos fotoeléctrics o fotocél-lules per a detectar el moviment dels rosegadors.
La seva activitat s’enregistra per mitja de la interrupcié de dos feixos de llum infraroja,
automaticament, cada cop que un individu es movia s’enregistrava com un nombre el qual s’anava
acumulant, gracies a un digitalitzador connectat a un ordenador amb un software de registre (Figura
1A i 1B). El programa utilitzat va ser el DAS 24 V29 dissenyat per el grup de Cronobiologia de la
Universitat de Barcelona. Si el rosegador no presentava activitat, el registre mostrava un 0. Els
registres de llum, temperatura i activitat, es realitzaven en cicles d’un minut de durada aconseguint

aixi un major nombre de dades a analitzar.

Ordenador con
Software de registro

Digitaizador 4 /

: "’"';i] SOOI L S T
aces 5
A

e | /&
4

/£
Fotocélula

Figura 1A. En el diagrama es representa la gabia d'una rata proveida d'un marc que posseeix els
sensors de moviment (fotocel-lules). EI marc sensor es connecta, a través d'un digitalitzador, a

I'ordinador amb el programari de registre
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Figura 1B. En el diagrama es mostra la distribucié de les gabies dins de la cambra climatica.
Cadascuna de les gabies esta envoltada d'un marc sensor que registra el moviment de la rata. Al seu
torn, els marcs sensors es connecten amb un digitalitzador que porta la informacié a I'ordinador amb

el programari de registre.

L’experiment va comengar amb la col-locacié de encenall net a cada gabia i es varen introduir les
rates corresponents amb menjar i aigua. Cada mati, entre les 8:00 i les 10:00h, es canviava 1’encenall
amb un altre net. Es mantingueren aquestes condicions durant una setmana d’habituaci6 sense aplicar
cap tractament i sense registrar 1’activitat del animals.

La setmana (S1) segiient d’experiment es seguia amb el mateix procediment de I’intercanvi
d’encenall, eliminant aixi el possible efecte estressant que esdevindria la manipulacio de les rates. Es
registrava I’activitat dels animals durant tota la setmana.

La setmana (S2), es va seguir el mateix procediment de les dues setmanes anteriors, perd aquesta
vegada I’encenall brut s’intercanvia amb encenall net mesclat amb excrements de Felis catus, simulant
aixi I’estimul estressant que volem analitzar. En aquest cas, també es registrava 1’activitat del animals
durant tota la setmana.

Un cop recollides les dades de moviment gracies als sensors infrarojos dels marcs de les gabies, es
va realitzar I'analisi estadistica emprant el programa Origin®Pro8. Es va utilitzar el t-Test de mostres
aparellades (Paired Sample t-Test) per a comparar 1’activitat de la primera setmana (S1) i I’activitat de
la segona setmana (S2) d’un mateix grup d’individus. L’activitat tant dilirna com nocturna va ser

analitzada. El nivell de significanga per a totes les proves estadistiques va ser de 0,05.
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IV. RESULTATS

Les dades obtingudes i analitzades posteriorment corresponen a l'activitat de les rates en cada
minut en la durada total de I'estudi (2 setmanes). A excepcio de la primera analisi (ritme circadia, no es
van tenir en compte les dades registrades de 8 am a 10 am de cap dia ja que va ser el periode de
manipulacié de la rata (canvi de gabia, canvi d'encenall ...) i es creu que aquests canvis poguessin
haver ocasionat estrés en les rates en cert grau. per tant, l'activitat que es va registrar en agquest periode

pot haver estat influida per més d'un factor estressant, sent aquests no objecte d'aquest estudi.

Actividad media durante 24h:; S1 vs S2
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Figura 2A. Activitat mitjana del animals en les dues setmanes al llarg del dia (24h). S'observa el ritme
circadiari d'activitat-repos, veient I'activitat més baixa durant el periode de dia (8 a 20h) i més
elevada durant el periode de nit (20 a 8 h), coincidint d'aquesta manera amb els cicles de llum foscor
programats a la cambra climatica. L'asterisc indica les diferencies estadisticament significatives. Hi

ha diferéncies en el periode de 12-14 h, 16-18h i 18-20h entre la setmana 1 i la setmana 2.

Com era d’esperar, els individus van mostrar una corba d’activitat tipica dels animals nocturns,
poca activitat durant el dia i augment d’aquesta durant la nit.

Durant la S1, es va observar un augment gradual de 1’activitat a les hores anteriors del periode
d’obscuritat [16-18h = 162,873 + 51,337; 18-20h = 175,921 + 65,060; 20-22h = 215,492 + 56,967], en
canvi, durant la S2 observarem un augment brusc d’aquesta a les 20h [18-20h = 126,682 + 34,846; 20-
22h = 234,905 £ 50,485], corresponent amb 1’apagada dels llums. L’activitat diiirna va ser menor
durant la S2.

Cada dia durant la S2, de 8 a 10h del mati, es procedia a I’aplicaci6 de I’estimul estressant (Figura

2A i 2B). Una davallada de 1’activitat va ser observada durant les hores posteriors a 1’aplicacid
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d’aquest, de fet, ’activitat dilirna de la S1 va ser major que I’activitat de la S2, exceptuant les hores
corresponents a 1’aplicaci6 de I’estimul, on S1<S2 (Figura. 2A i 2B).

Es varen observar diferéncies significatives de cara a I’activitat entre la S1 i la S2 a hores posteriors
a ’aplicacio de I’estimul: 12-14h, 16-18h, 18-20h (p-valors = 0,024; 0,026; 0,032; respectivament,
Paired Sample t Test) (Taula 1).

Actividad media durante el dia: S1 vs S2
240
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8-10 10-12 12-14 14-16 16-18 18-20
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Figura 2B. Activitat mitjana del animals en les dues setmanes al llarg del dia (24h). S'observa el ritme
circadiari d'activitat-repos, veient I'activitat més baixa durant el periode de dia (8 a 20h) i més
elevada durant el periode de nit (20 a 8 h), coincidint d'aquesta manera amb els cicles de llum foscor
programats a la cambra climatica. L'asterisc indica les diferencies estadisticament significatives. Hi

ha diferéncies en el periode de 12-14 h, 16-18h i 18-20h entre la setmana 1 i la setmana 2.
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Taula 1. Resultats estadistics corresponents a les dades dilirnes del grup experimental. Nombre
d’individus (N), desviacié estandard (SD), error estandard (SEM), p-valor (Prob > |t[). * p < 0,05
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A partir de la figura 3, es va poder observar que no hi havia una gran diferéncia de ’activitat en les
hores nocturnes entre la S1 i la S2.
Els seguents valors varen ser acumulats durant les hores nocturnes. Es va evidenciar que no hi havia

diferencies significatives entre aquests (Taula 2).

Actividad media durante la noche: S1 vs S2
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Figura 3.. Grdfic de barres corresponent a [’activitat mitjiana de cada dues hores durant la nit (20 a

8h) del grup experimental. El color gris representa la S1 i el color vermell la S2.
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Taula 2. Resultats estadistics corresponents a les dades nocturnes del grup experimental. Nombre
d’individus (N), desviacio estandard (SD), error estandard (SEM), p-valor (Prob > |t[). * p < 0,05

L’activitat mitjana dilirna de la S1 va ser de 143,940 + 29,483 moviments, mentre que la
nocturna va ser de 240,807 + 20,468 moviments (Taula 3). Els individus presentaven més activitat
durant la nit, durant el dia presentaven el periode de menys activitat (Figura 3).

Amb aix0, a la S2 es va poder observar una disminucié de I’activitat durant les hores dilirnes en

comparacio a la S1, mentre que a les hores nocturnes no es va poder distingir (Figura 3). Es varen
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enregistrar 113,692 + 9,013 moviments durant les hores de dia, 30 moviments menys que la S1,

mentre que durant les hores nocturnes se’n varen enregistrar 240,505 + 24,687, quasi les mateixes que
la S1.

Es varen trobar diferéncies significatives d’activitat entre les hores diiirnes de la S1 i la S2 (p-valor =

0,033, Paired Sample t Test) (Taula 3).

Gran promedio de actividad dia y noche: S1 vs S2
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Figura 3. Grafic de barres comparant [’activitat mitiana durant la S1 i la S2 del grup experimental. A
[’esquerra [’activitat diiirna (8 a 20h), a la dreta [’activitat nocturna (20 a 8h).

SETMANA N MITJANA £ SD SEM Prob > |t|
S1 5 143,940 £ 29,483 | 13,185 *
DIA S2 5 113,692 + 9,013 4,031 0.033
S1 6 240,807 + 20,468 8,356
NIT S2 6 240,505 + 24,687 | 10,078 0,965

Taula 3. Resultats estadistics corresponents a la gran mitjana ditirna (DIA) i nocturna (NIT) del grup
experimental. Nombre d’individus (N), desviacio estandard (SD), error estandard (SEM), p-valor
(Prob > |t|). N de DIA =5, els valors acumulats entre les hores de manipulacio (8-10h) varen ser
eliminats. *p < 0,05
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V. Discussio

Els estudis realitzats per Cano et al (2008) i Reyna (2018) van ser claus per a la realitzacié d’aquest
projecte. A partir de les conclusions extretes en els seus treballs es va poder seguir estudiant els efectes
de I’estres sobre els ritmes circadiaris dels animals.

En el cas de Cano, per a provocar la situacié estressant varen utilitzar un estimul estressant
psicologic especific de I’especie, 1’intercanvi de gabies. Aquest tipus d’estimul produia una resposta
inicial d’estrés agut a les 2 hores de la seva aplicacio, on els individus es mantenien en estat de vigilia
forcada pero, al cap de 2 hores, es produia una situacié d’insomni agut molt similar a la patida per els
humans amb insomni agut després d’una situaci6 estressant, la qual derivava en pérdua de la son i
fragmentacié d’aquesta. Per aix0, es va simular una situacié d’estrés on I’estimul era generat per el
context social, evitant les senyals olfactives que ja tenen per ma i aixi, entendre la situacié com una
invasio del territori per part d’un individu de la mateixa especie (Cano et al., 2008). Aquest fenomen
es semblant al que pot patir un animal exposat a un canvi ambiental, en ambdds casos es sofreix un
augment de la laténcia del son REM i NREM seguit d’una pérdua de la quantitat de son REM i NREM
(Tang et al., 2005a,b). EI que es va traduir amb la disminuci6 de les hores de son i un augment de
’activitat tant cerebral com motora durant les hores de repos del grup experimental (Cano et al.,
2008).

Pel que fa al treball de Reyna (2018), com estimul estressant es va introduir encenall brut,
procedent de les gabies d’altres mascles del grup control, dins les gabies dels individus del grup
experimental, simulant una situacié semblant a la proposada per Cano. En aquest cas, es va poder
veure un augment de I’activitat durant els dies d’exposicid a I’estimul, tant a les hores de llum com
d’obscuritat, evidenciant una influéncia de 1’estimul estressant sobre els ritmes circadiaris dels
individus exposats, no tan sols durant les hores immediatament posteriors a 1’estimul.

Amb I’exposicio a estimuls estressants psicologics generats per el context social dels individus, es
va poder veure un augment tant de 1’activitat motora (Reyna, 2018) com de la cerebral (Cano et al.,
2008). Al darrer estudi mencionat es va enregistrar I’electroencefalograma (EEG) i electromiograma
(EMGQG), podent distingir entre 1’estat de vigilia i de repos (dormir) encara que I’animal no presentés
activitat motora, ja que I’activitat cerebral no €s la mateixa en ambdods casos.

La resposta de les rates a 1’olor de gat és immediata, profunda i duradora. Es produeix a pesar que
aquestes rates de laboratori mai no han trobat un gat viu (Dielenberg i McGregor, 2001). Per aixo, al
present estudi es va proposar un canvi del tipus d’estimul utilitzant 1’olor d’un depredador tipic dels
rosegadors, intercanviant el factor social per el factor perill/depredacid.

S’observa una disminucié de 1’activitat en els periodes de llum durant la S2, on es presenta
I’estimul a partir de les 08.00h del mati (Figura 1), coincidint amb el comencament de la fase

lluminosa o repds. Durant les dues primeres hores (8-10h) I’activitat de la S2 és major que I’activitat
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de la S1, mentre que a la resta d’hores del mati passa el contrari, ’activitat de la S1 supera a la de la
S2 (Figura 1).

A partir dels estudis realitzats per Blanchard et al (1989) es va comencar a entendre la resposta de
les rates a I’olor de gat. Es va arribar a distingir entre la resposta que produia la preséncia del gat in-
situ amb la que produia només la seva olor, és a dir, quan el gat ja no hi era present. Durant la primera,
la rata es retirava immediatament al cau i presentava una posicid de congelacid (freezing)
acompanyada per 1’emissio d’ultrasons. Mentre que en la segona situacio, es retirava al cau pero
mostrant tot d’una patrons d’avaluacio6 del risc. Predominava la posicié amb el cap fora del cau (head
out), amb vigilancia i precaucio sobre 1’estimul (Blanchard i Blanchard, 1989). Aquest fet suggereix
que la preséncia del gat provoca un “estimul complet del depredador” i una resposta de retir, mentre
que l’olor de gat representa un “estimul parcial del depredador” i provoca incertesa (ansietat)
(Dielenberg i McGregor, 2001).

El comportament observat en els individus del grup experimental durant la S2, que trobem
representat a la figura 1, mostra una disminucié de 1’activitat motora durant les hores diiirnes
posteriors a 1’aplicacidé de I’estimul. Altres autors han observat comportaments similars en base al
mateix estimul proposat, amb la variant de I’espai on es realitzava 1’experiment. Les gabies dels
rosegadors disposaven d’un amagatall o cau, on els individus podien protegir-se de I’amenaga
persistent (Blanchard et al., 2001; Dielenberg i McGregor, 2001; Hubbard et al., 2004). S’ha vist, que
els estimuls condicionats a una amenaga d’eficacia innata (olor de gat), poden provocar diferents
respostes defensives en base al context en el qual es trobi I’individu, si disposa d’amagatall o de mitja
per fugir, i del tipus d’estimul, ja sigui la preséncia del gat o només la seva olor (Blanchard et al.,
2001).

Els subjectes estudiats no disposaven de cap amagatall o cau per a poder evitar I’estimul, ni de cap
font emissora concreta de la qual sortis aquest. L’encenall on dormien havia estat en contacte amb
femta de gat i n’era impossible la distincié d’un punt concret d’emissié. Aquest fet podria haver
condicionat a les rates a I’hora de I’exposicid a I’estimul, provocant un augment de la seva activitat per
tal d’intentar evitar I’amenag. Al tractar-se d’un “estimul parcial del depredador”, pot provocar
ansietat i una necessitat de recollir informacié per a avaluar el grau d’exposici6 a 1’amenaga
(Dielenberg i McGregor, 2001).

Poques hores més tard, presenten una baixada de I’activitat. Els individus, un cop avaluada la
situacid assegurant-se que no hi ha preséncia del depredador i sense capacitat d’escapar, disminueixen
I’activitat motora i augmenten la resposta defensiva de congelacio i evitacié (Blanchard et al., 2001).
Durant les hores nocturnes, al no haver-hi el gat present i, passades unes 12h després de 1’exposicio a
I’estimul, presentaven una activitat similar a la S1. Possiblement per a complir amb les seves
necessitats biologiques de menjar, beure i defecar, i per el fet de disposar d’un espai limitat i Unic on
realitzar les diferents activitats. Si es disposés d’un cau dins la gabia, la resposta de quedar-se dins i no

sortir al lloc on I’estimul és més fort, seria la més facil i biologicament “adequada” per a la
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supervivencia. Tot i aixi, la necessitat d’anar a la zona conflictiva per a menjar i beure provoca la
sortida del cau (Blanchard et al., 2001).

S’han descrit altres metodologies per a comparar diferents tipus d’olors relacionats amb
depredadors dels rosegadors, com ara les guineus (Dickman, 1992; Blanchard et al., 2001; Dielenberg
i McGregor, 2001; Revel et al., 2009). S’ha vist que el comportament resultant d’ambdés estimuls pot
actuar de repel-lent de la rata, ja que els subjectes presentaven una falta d’aproximacio a la font de
I’olor, quasi I’evitaven. De tota manera, només ’olor de gat provocava comportaments defensius
especifics, com ara head out i una profunda inhibicié de 1’activitat motora (Dielenberg i McGregor,
2001).

V1. Conclusions

1. L’exposicié d’un grup d’individus a un estimul estressant olords provoca una alteracio del seu
ritme circadia durant les hores de llum o repos.

2. FEls individus analitzats han mostrat una disminucié de l’activitat motora i un augment de la
resposta defensiva de congelacid i evitacio durant la setmana d’exposicio a I’estimul estressant
(S2).

3. La resposta a un estimul estressant esta condicionada per el tipus d’estimul utilitzat. Un estimul
que utilitza el factor social (prové de la mateixa espécie) provoca un augment de I’activitat, mentre
gue un estimul amb un factor perill/depredaci6 (prové d’un depredador) provoca una disminucio
de la mateixa.

4. La resposta de les rates a I’olor de gat es produeix a pesar que aquestes rates de laboratori mai no
han trobat un gat viu.

5. Només I’olor de gat provoca comportaments defensius especifics, com ara una profunda inhibicid
de I’activitat motora.

6. EIl model animal utilitzat a aquest estudi no té aplicacidé per a estudiar 1’arquitectura del somni

relacionada amb 1’insomni, perod si per a I’ansietat experimentada per humans en situacions
d’estres.
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