10. L’ESTIMULACIO POSTNATAL I
L’ENRIQUIMENT AMBIENTAL
PODEN REDUIR L’ IMPACTE
DE L’ESTRES I PREVENIR ELS
DEFICITS COGNITIUS I
NEURALS ASSOCIATS AMB
L’ENVELLIMENT EN RATES

Pilar Ferré!, Rosa M. Escorihuela!, Albert Fernindez-Teruel!,

Joan Francesc Niifiez!, Ernesto Garcia!, Berta Gonzilez,?
Bernardo Castellano? i Adolf Tobefa!

10.1. GENETICA I DEMENCIA D’ALZHEIMER

En aquest segle, ’esperanga mitjana de vida dels humans ha
augmentat notablement. Aixi, mentre que pel 1900 era prop de la
cinquantena, ara ja supera de llarg els 70 anys als paisos industria-
litzats (Olshansky et al, 1990; Piel, 1993). Els grans avengos
biomedics, amb el desenvolupament de métodes preventius i les
aplicacions tecnoldgiques que han fet possible el guariment defi-
nitiu d’algunes malalties o bé el tractament pal-liatiu en d’altres,
juntament amb I'increment de la qualitat de vida, en sén la causa.
Perd com a contrapartida, les deméncies fan estralls en la gent
gran, disminueixen la qualitat de vida i provoquen morts prema-
tures. Arreu, un gran nombre d’individus presenten deterioraments
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de les funcions mentals abans d’hora i la malaltia d’Alzheimer,
tota sola, és la responsable d’un 70 % dels casos d’envelliment pa-
tologic.

Els malalts amb demeéncia d’Alzheimer perden la memoria i
d’altres funcions cognitives, tenen alteracions emocionals i s’im-
mergeixen en un declivi progressiu i incapacitant fins a perdre tota
autonomia. Les primeres observacions neuropatologiques indica-
ren que els cervells dels malalts d’Alzheimer presentaven cimuls
neurals i plaques senils que contenien elements neuronals degene-
rats (axons, dendrites) juntament amb diposits d’unes proteines:
les B-amiloides (Katzman, 1986). Aquesta troballa dirigf la recerca
cap a l’estudi dels mecanismes biologics que intervenen en I’ex-
pressi6 d’aquestes proteines B-amiloides.

Aixi, mentre que una forma de la malaltia d’ Alzheimer, d’apari-
ci6 primerenca, sembla estar relacionada amb un gen situat al cro-
mosoma 14 que encara no ha estat identificat, les investigacions
d’una altra forma hereditiria i poc comuna, que es manifesta abans
dels 60 anys, han dut a la descoberta d’una mutacié en el gen de la
B-amiloide situat al cromosoma 21. Altres formes més freqiients i
d’aparicié tardana poden estar relacionades amb gens del cromoso-
ma 19 (Selkoe, 1993).

Molt recentment I’equip d’Allen Roses de la Duke University
Medical Center de Carolina del Nord (Corder et al., 1993) ha
descobert que I’acumulacié anormal i exagerada de proteines
B-amiloides, juntament amb material neuronal degenerat, esta asso-
ciada amb la preséncia d’una variant de la proteina transportadora
del colesterol, I’Apolipoproteina E4 (ApoE4). El gen de ’ApoE4
també és situat al cromosoma 19. Els experiments del grup de Ro-
ses indiquen que segons quina sigui la dosi genética de ’ApoE4,
el risc de patir la malaltia d’Alzheimer augmenta molt i I’edat en
que apareix pot disminuir des dels 84 fins als 68 anys. Aixi, en un
estudi fet amb 42 families que presentaven la varietat tardana de la
malaltia (la més comuna), ’equip de la Duke descobri que el risc
de tenir-la era d’un 20 % per als individus sense ’al-lel ApoE4 en
cap dels 2 cromosomes, i que augmentava progressivament per als
individus heterozigots (amb I’al-lel en 1 cromosoma) i homozi-
gots (en tots 2 cromosomes), fins a un 90 % de possibilitats.
Aquestes investigacions han revolucionat la recerca de la malaltia
d’Alzheimer i actualment el grup de Carolina del Nord intenta
generalitzar aquells resultats a poblacions humanes molt més
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grans. Si es confirmen, sera possible diagnosticar precogment al-
guns casos de la forma tardana de la malaltia per la preséncia de
’ApoE4.

10.2. REACTIVITAT EMOCIONAL I ENVELLIMENT
CEREBRAL

A més amés dels avengos en el coneixement de la important con-
tribucié geneética en I’aparicié i desenvolupament de la malaltia
d’Alzheimer i d’altres demeéncies, des de diversos camps de recerca
s’ha intentat esbrinar el paper que poden tenir possibles factors ad-
dicionals. Aixi, s’ha treballat en I’area de les deficiencies alimenta-
ries, de les alteracions metaboliques i endocrines i s’ha estudiat tam-
bé la influéncia dels successos estressants al llarg de la vida dels
individus (Sapolsky, 1992).

Aci ens centrarem en el darrer aspecte, és a dir, en I’anilisi de les
propietats de I’estrés com a inductor de reaccions hormonals i con-
ductals, que poden ésser lesives per a les neurones del cervell situa-
des en irees importants per a les capacitats cognitives (Sapolsky,
1992). Primer ens ocuparem de les respostes biologiques provoca-
des pels esdeveniments aversius, i detallarem la seqiiencia de reac-
cions hormonals implicades. Després repassarem I’evidéncia que
indica que aquelles reaccions es modifiquen durant el procés d’en-
velliment. Finalment, presentarem alguns treballs fets amb rates de
laboratori, que suggereixen que el manteniment (o I’excessiva du-
raci6 o cronicitat) d’aquelles reaccions inicials davant I’estrés, pot
comportar conseqiiéncies negatives fins al punt de provocar dis-
funcions prematures de les cél-lules cerebrals.

Tot i que treballarem amb dades de diversos grups, en alguns
punts d’aquest apartat inclourem també resultats obtinguts al nos-
tre laboratori, per il-lustrar la validesa dels models animals que es
presentaran.

10.2.1. Les reaccions d’emergéncia

Quan els organismes perceben algun esdeveniment que ame-
naga el seu equilibri, engeguen rapidament una série de reaccions
que tenen I’objectiu de mobilitzar les reserves energétiques vers els
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teixits que les poden necessitar, alhora que paralitzen altres proces-
sos fins que la situacié critica es normalitza.

Pel que fa al sistema endocri, es posen en marxa una série de reac-
cions en cadena, que impliquen la sintesi i I’alliberament de diverses
hormones en diferents arees cerebrals (I’hipotalem i la hipofisi, es-
sencialment) i en algunes regions penferlques, com les glandules
adrenals. La seqiiéncia principal consisteix en I’activacié de ’'anome-
nat eix hipotalamic-hipofisiari-adrenal (eix HPA, vegeu la figura 1)
que, molt breument, funciona de la manera segiient: la sensacié d’a-
lerta inicial fa que I’hipotalem sintetitzi ’hormona alliberadora de
corticotropina (CRF), la qual genera I’alliberament de I’hormona
adrenocorticotropica (ACTH) des de la hipofisi al torrent sanguini.
Quan ’ACTH arriba a les glandules adrenals situades damunt dels
ronyons (les terceres protagonistes de la cadena), inicien la secrecié
dels corticosteroides o glucocorticoides. Els més caracteristics sén la
corticosterona en rates de laboratori1iel cortisol en micos i humans.
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FiGURA 1.  Eix hipotalamic-hipofisiari-adrenal.
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La funcié dels corticosteroides consisteix a fer convergir els sis-
temes fisiologics vers una colla de reaccions que, en ultim terme,
han de facilitar la fugida rapida o la lluita agressiva contra I’agent
amenagador. Per tal d’obtenir el maxim rendiment, es mobilitzen
les reserves energetiques (els diposits de sucres i greixos), s’incre-
menten les capacitats cardiovasculars i pulmonars (augmenta la
freqiiéncia cardfaca i la vasodilatacié dels bronquxs), al mateix
temps que es produeix la immunosupressié i s’aturen els processos
digestius i les reaccions anaboliques, com la sintesi d’hormones del
creixement i sexuals.

Un cop al torrent sanguini, els corticosteroides sén transpor-
tats als drgans periférics i al cervell, on actuaran sobre diverses es-
tructures. Una d’elles, ’hipocamp, és especialment rellevant per als
processos neurals que fan possible ’aprenentatge i la memoria. En
aquesta regi6 hi ha una gran densitat de receptors per als glucocor-
ticoides, que s’encarreguen de regular —mitjangant un sistema de
retroalimentacié negativa— els nivells d’aquelles hormones en
sang. Aix{, una altra funcié dels glucocorticoides seria —mitjangant
els receptors situats en ’hipocamp i també al mateix hipotilem—
bloquejar les reacciones que han dut al seu alliberament (s’aturaria,
per tant, l'alliberament de CRF i ACTH) (De Kloet i Reul, 1987).
Aquest sistema de retroalimentacié negativa constitueix un meca-
nisme molt important per a controlar I’activitat de Ieix.

Un exemple de reaccions en situacions d’emergéncia el tenim en
les respostes fisioldogiques desencadenades quan les rates de laborato-
ris’enfronten a situacions de conflicte experimental. Una de les situa-
cions on vam estudiar aquesta resposta és I’aprenentatge d’evitacié
activa en dos sentits. En aquesta tasca, ’animal ha d’aprendre a evitar
un xoc eléctric saltant a I'altre compartiment d’una gabia llangadora
(figura 2A). L’arribada imminent del xoc és anunciada per una llum i
un to, de manera que la resposta correcta que permetra evitar el xoc
consisteix a canviar de compartiment mentre elsindicadors emeéten el
senyal. En els primers assaigs I’ansietat té un paper fonamental. Aixi
ho indica el fet que els fairmacs ansiolitics 1 ansiogénics poden millorar
o empitjorar, respectivament, I'execucié inicial dels animals. A la tau-
laI es mostren aqueixos efectes, que faciliten o empitjoren I’execucid,
sobre el nombre d’evitacions, d’algunes benzodxazepmes ansioliti-
ques (alprazolam, diazepam i adinazolam) i de substincies ansioge-
niques que axtuen també sobre els receptors benzodiazepinics, comel
FG 7142 0 el Ro 15-4513 (Fernindez-Teruel et al., 1991).
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FIGURA 2A. Gaibia d’evitacié activa en dos sentits (tret d’Escorihuela et al., ~
1994a).
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FIGURA 2B. Relacié inversa entre els nivells plasmatics de corticosterona
(eix Y) i el percentatge d’evitacions en una sessié de 40 assaigs (tret de Boix et
al., 1992).

150



L’estimulaci6 posnatal i ’enriquiment ambiental

TAuLA
Validacié psicofarmacoldgica de I’adquisicié de I’evitaci6 activa en
dos sentits com un model d’ansietat. Efecte de substancies ansioli-
tiques i ansiogéniques (tret de Fernindez-Teruel et 4l., 1991)

Dosi mg/kg Evitacions totals
X+ES
ANSIOLITICS
Vehicle — 49+1,1
Pentobarbital 1,25 44+1,7
Pentobarbital 2,5 6,6 +3,0
Pentobarbital 5,0 12,4 £ 2,6*
Vehicle — 14,7 +2,9
Alprazolam 1,0 21,8+ 4,7
Alprazolam 1,25 25,2 + 4,3%
Alprazolam 1,5 23,1+23
Diazepam 2,0 143+ 4,4
Diazepam 4,0 31,2+ 1,3%
Vehicle — 14,4 +2,7
Adinazolam 1,0 14,0+2,7
Adinazolam 2,0 19,8 + 4,1
Adinazolam 4,0 19,3 £ 3,4
Adinazolam 6,0 27,9 + 1,6
ANSIOGENICS
Vehicle — 16,5 + 3,7
Ro 15-4513 2,0 16,8 + 4,5
Ro 15-4513 5,0 13,4+ 3,4
Ro 15-4513 10,0 32+1,0*
Vehicle — 23.8+3,0
FG 7142 5,0 6,6 £ 1,5%
FG 7142 10,0 4,0+ 1,4
FG7142 15,0 8,7 +3,5%

* p <0,05 (Prova de Duncan)

Doncs bé, utilitzant aquest mateix model vam observar que el
conflicte experimental provocava importants increments en els ni-
vells plasmatics de corticosterona. Increments que correlacionaven
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negativament amb el rediment, de manera que en les rates que havien
fet menys respostes d’evitacié en una sessié completa de 40 assaigs,
els nivells de corticosterona eren més elevats, mentre que les rates que
havien evitat més xocs (que havien resolt millor, per tant, el conflicte)
mostraren nivells hormonals inferiors (figura 2B) (Boix et al., 1992).

Resultats paral-lels en humans havien estat descrits per Holger
Ursin, Eivind Baade i Seymour Levine (1978), en estudiar els aug-
ments de cortisol en un grup de 72 soldats durant els 11 primers
salts d’un procediment d’entrenament per a saltar en paracaigudes
(figura 3). Les mesures es prenien immediatament abans i 20 mi-
nuts després del salt (indicades per les barres esquerra i dreta, res-
pectivament, en cada salt en la figura 3). Tal com passa amb les rates
durant ’adquisicié de I’evitacié activa, les pujades de cortisol dis-
minuiren a mesura que els soldats perdien la por a saltar, és a dir,
amb la resolucié correcta de la tasca. De manera que, al cinque salt,
ja no hi havia diferéncia amb els nivells de cortisol basals.
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FIGURA 3. Nivells plasmaitics de cortisol en soldats paracaigudistes. Al cin-
que salt ja no s’observa diferéncia amb el nivell basal (tret d’Ursin et al., 1978).

Aquest conjunt de reaccions, que constitueixen una resposta
adaptativa en situacions d’emergencia, pot arribar a ser lesiu si I’eix
hipotalamic-hipofisiari-adrenal és activat massa sovint i amb molta
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intensitat. Per exemple, les llagues d’estémac que pateixen persones
sotmeses a pressures psicologiques importants podrien ser conse-
quiencia de les alteracions dels processos digestius provocades per
aquelles reaccions fisioldogiques (Wolf i Wolff, 1947; Ader, 1979).
Altres exemples s6n la hipertensi6 induida per I’estrés o el risc més
gran d’emmalaltir que té 'organisme per la vulnerabilitat immu-
noldgica (immunosupressié) que pot acompanyar la prolongacié
dels estats d’ansietat severa (Sapolsky, 1991). Aixi doncs, resultaque
si bé la resposta hormonal en situacions d’emergeéncia és vital per a
I’afrontament de perills passatgers, pot provocar, també, disfun-
cions greus si és activada en excés o si ’organisme és incapag de sus-
pendre-la en el moment adequat. Per tant, davant del risc que com-
porta una exposicié continuada a nivells elevats de glucocorticoides,
s’entén la importincia del mecanisme de retroalimentacié negativa,
pel qual s’inhibeix I'ulterior alliberament de CRF 1 ACTH, un cop
’organisme percep que la situacié amenagadora ha desaparegut.

10.2.2. Envelliment i fisiologia de 'emergéncia

Els animals vells sén més espantadissos i porucs que els joves.
Es a dir, situacions que en I'individu jove no generen sensacions de
perill, en el vell poden ésser percebudes com a molt critiques. Amb
’envelliment augmenten, per tant, les oportunitats de patir situa-
cions aversives i de sentir-se amenagat. Amb la qual cosa, també ho
fa el nombre de respostes fisiologiques d’emergéncia.

Les investigacions fetes amb rosegadors vells demostren que, si
bé el funcionament basic de I’eix HPA no canvia, si que hi ha mo-
dificacions importants en els nivells basals de corticosterona (en
abséncia d’estres), en la durada de les reaccions hormonals i en el
nombre de receptors per als glucocorticoides a ’hipocamp.

Pel que fa als nivells basals, en un treball de revisié recent, Ro-
bert Sapolsky (1992) agrupa els experiments on es mesuraven els
nivells de corticosterona de rates joves 1 velles (vegeu la figura 4)
durant el dia i la nit (ja que, en condicions basals, la secrecié d’a-
questa substincia presenta oscil-lacions dia-nit) i comprova que, en
la majoria de casos, els nivells d’hormona eren 4 vegades superiors
en les rates velles (representades per les barres ratllades a la figura).
Aixd, si I’estudi s’havia fet de dia. Si ’experiment s’havia fet de nit,
la diferéncia es doblava.
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FIGURA 4. Mitjana+ES dels nivells de corticosterona en rates joves (barres
blanques) i velles (barres ratllades). En les rates velles, aquest nivell basal és su-
perior, tant durant el dia com a la nit (tret de Sapolsky, 1992).
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FIGURA 5. Variacions en els nivells de corticosterona plasmatica produides
{)er la immobilitzacié, en rates joves i velles. Tres hores després de la immobi-
itzacié els animals vells presenten nivells molt més elevats que els joves (tret
de Sapolsky, 1992).

Quant a la durada de la reaccié de ’eix HPA, es determini
mesurant les concentracions plasmitiques de les hormones, en di-
versos moments després d’un episodi estressant. Sapolsky et al.,
(1992) intentaren esbrinar si hi havia diferéncies entre rates joves i
velles en aquella reaccié. Per aixd, van immobilitzar-les durant
60 minuts (procediment habitual per produir estrés en animals de
laboratori) 1 a continuacié van mesurar la corticosterona a inter-
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vals de 60 minuts. En la figura 5 es veu com les rates velles mante-
nien nivells alts en circulaci6 3 hores després d’haver acabat la im-
mobilitzaci6, mentre que les rates joves havien retornat als nivells
basals (immediatament anteriors a I'inici de I’estrés) al cap d’1 ho-
ra 1 mitja.

Pel que fa al tercer aspecte que, com hem dit al principi, es
modifica amb 1’edat —el nombre de receptors per als glucocor-
ticoides—, s’ha vist que, en els animals vells, es produeix una per-
dua en diverses arees de I’hipocamp (figura 6), que en alguns casos
arriba a ser del 50 % (Sapolsky, 1992). A més a més, sembla que
aquesta disminucié en el nombre de receptors és selectiva per a
I’hipocamp, i no apareix en altres zones com ’amigdala, I’hipota-
lem o el cortex.

DENSITAT DELS RECEPTORS (nCi/mg)

CA, CA, CA,

E3 Rates joves
B Rates velles

FIGURA 6. Densitat dels receptors de glucocorticoides en ’hipocam de rates
joves i velles distribuida en diverses regions: capes CA,, CA,, CA, i gir dentat
(tret de Sapolsky, 1992).

Quan a la resposta endocrina, els organismes vells es caracterit-
zen, doncs, per una major vulnerabilitat a veure amenagat el seu
equilibri, per una major concentracié de corticosteroides en situa-
ci6 basal, per una major dificultat per a acabar amb la reaccié d’e-
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mergeéncia un cop ha desaparegut I’estimul amenagador i per un
menor nombre de receptors hipocampals per als glucocorticoides.

10.2.3. Els glucocorticoides poden lesionar les neurones

Cada cop sembla més clar que ’exposicié perllongada als cor-
ticosteroides té efectes nocius que condueixen a la mort neuronal i
al’augment de reactivitat glial a ’hipocamp, 2 processos caracteris-
tics de ’envelliment. A més a més, en aqueixes condicions dismi-
nueix la capacitat de les neurones hipocampals per a resistir agents
toxics o manipulacions traumatiques que produeixen degeneracié
neural, com la hipoxia-isquémia o les convulsions exitotoxiques
(Sapolsky et al., 1986). Aixd ha portat a pensar que els nivells alts
perllongats d’aquestes substancies podrien accelerar la pérdua neu-
ronal durant I’envelliment i augmentar la severitat dels deéficits
neuroldgics induits per agents toxics.

Sapolsky (1990) intenta avaluar quins eren els efectes dels ni-
vells elevats de corticosteroides, administrats externament, en I’hi-
pocamp de micos. Per comprovar-ho, implanta a 4 micos una cap-
sula que alliberava quantitats molt petites, perd constants, de
cortisol en un dels hipocamps i una cipsula de control a I'hipo-
camp contralateral (en 2 dels micos, la capsula de cortisol s’intro-
dui en ’hipocamp dret i en els altres 2, en esquerre). Un any des-
prés, els hipocamps que havien rebut cortisol tenien les capes
cel'lulars desorganitzades i s’hi detectaren neurones atrofiades amb
arbres dendritics molt poc brancuts.

En altres treballs dedicats a ’hipocamp, a més a més d’avaluar
els efectes lesius dels corticosteroides utilitzant mesures morfold-
giques, s’ha intentat comprovar si també hi ha canvis en els marca-
dors electrofisiologics de I’envelliment. Un d’aquests estudis el fe-
ren Steven Kerr i els seus collaboradors (1991), 1 avaluaren
Pactivitat eléctrica, és a dir, la resposta funcional, de les neurones
hipocampals, en rates velles i joves que préviament havien estat
sotmeses a llargs periodes d’estrés. Aixi, els animals van passar per
un entrenament de 6 mesos en I’adquisici6 de I’evitaci6 activa en
dos sentits (la qual, com hem vist anteriorment, pot comportar un
important nivell d’ansietat per als animals), procediment que in-
crementava els nivells de corticosterona en plasma. Els resultats
indicaren que la funcié neural hipocampal en els animals vells, i
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també en els animals joves sotmesos a estrés, era inferior a la detec-
tada en les rates joves no sotmeses a I’estrés. Perd també demostra-
ren que els llargs periodes d’estrés provocaven mort neuronal in-
crementada en les rates velles 1 no aixi en les rates joves. A la figura 7,
pot observar-se una disminuci en la densitat de neurones pirami-
dals a ’hipocamp de rates velles: xifres de mort neuronal incre-
mentades per I’estrés que només apareixen en aquestes rates. Els
autors conclogueren que, si bé el funcionament de les neurones ja
pot quedar malmes a causa d’episodis greus soferts en etapes juve-
nils, en edats més avangades aqueixos episodis poden provocar la
mort de cél-lules nervioses. La qual cosa indica que els individus
vells es mostren més sensibles que els joves a les accions neurode-
generatives de I’estrés cronic.
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FIGURA 7. Densitat de les neurones piramidals a ’hipocamp en animals fo-
ves 1 vells, de control i sotmesos a estres cronic. Unicament en les rates velles
s’observa una mort neuronal incrementada (Kerr et al., 1991).

10.3. ESTUDIS EXPERIMENTALS SOBRE EL
DETERIORAMENT DE LES CAPACITATS
COGNITIVES

A més a més de ’estudi de les alteracions morfologiques i fi-
sioldgiques durant I’envelliment, hi ha una altra série de treballs
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que han intentat abordar el problema des del punt de vista con-
ductal. Amb aqueixa finalitat s’han elaborat models que s’han cen-
trat, basicament, en ’estudi del deteriorament de les capacitats
cognitives.

Una de les estratégies que s’ha emprat ha estat el desenvolupa-
ment de paradigmes per avaluar I'orientacié-desorientacié espa-
cial. Un exemple de procediment d’aquest tipus el constitueix un
treball (Beatty, 1988) en qué es comparava I’execucié de dones jo-
ves i velles: els subjectes havien de planejar i executar la ruta més
eficient (mesurada per la longitud de la trajectoria recorreguda) per
reunir una colla de productes que s’havien especificat préviament.
La prova es feia en dues situacions diferents: ) en un supermercat
habitual, i b) en un supermercat nou, que se’ls deixava explorar du-
rant un periode curt de temps. Les trajectdries de les dones joves
foren semblants en els dos tipus de supermercats, és a dir, resulta-
ren ser igualement eficients en els dos escenaris. En canvi, les tra-
jectories de les dones velles foren més llargues en el supermercat
nou que en I’habitual, és a dir, els costi més d’orientar-se en un ter-
ritori practicament desconegut.

En els animals de laboratori, els paradigmes més utilitzats han
estat els laberints on han d’aprendre i recordar quin és el cami cor-
recte (préviament fixat per I'experimentador), per arribar a acon-
seguir una recompensa (menjar o beguda) o I’acabament d’un xoc
(Rawlins i Deacon, 1993). L’interés per a avaluar la capacitat d’a-
prenentatge dels animals vells (sobretot en tasques espacials deri-
va de troballes que han fet pensar en I’hipocamp com una area
molt implicada en I’orientacié espacial dels animals (O’Keefe i
Nadel, 1978). Aixi, s’ha desenvolupat un model, el Morris water
test, que consisteix en una piscina rodona plena d’aigua on I’ani-
mal, per escapar, ha de trobar una plataforma que esti submergi-
da. Per a aconseguir-ho, s’ha d’ajudar de senyals contextuals ex-
terns a I’aparell: elements espacials ben perceptibles com finestres,
portes i fotografies penjades a les parets (Stewart i Morris, 1993).
En un treball realitzat per Rapp et al. (1987) comprovaren que,
quan els animals eren entrenats per aprendre a localitzar una pla-
taforma que no estava submergida, no hi havia diferéncies entre
els joves 1 els velles, perd si es submergia la plataforma i es col-lo-
cava en un lloc diferent de la piscina, els animals vells tenien més
dificultat per a aprendre a localitzar la plataforma en la nova po-
sicié.

158



L’estimulacié posnatal i ’enriquiment ambiental

10.4. PREVENCIO DEL DECLIVI COGNITIU I NEURAL:
ESTIMULACIO POSTNATAL I ENRIQUIMENT
AMBIENTAL

Un cop comprovat que en la malaltia d’Alzheimer hi havia alte-
racions de diversos sistemes de neurotransmissié cerebral, s’engega
una recerca intensissima de tractaments curatius i preventius de ti-
pus essencialment farmacoldgic. D’altra banda, una altra linia d’a-
tac ha evidenciat la capacitat de determinats tractaments d’estimu-
laci6 precog per prevenir l'aparicié de deficits cognitius i
degeneraci6 neural associats a 'edat. D’aquests tractaments (enri-
quimient ambiental i ’estimulaci6 postnatal) i dels seus efectes be-
neficiosos, ens n’ocuparem seguidament.

10.4.1. L’enriqguiment ambiental

Ja en el segle X1X van apareixer una série de treballs que avalua-
ren els efectes de I’experiéncia en ’organitzaci6 cerebral, encara
que les primeres dades publicades sobre els efectes neuroanatdmics
de Penriquiment ambiental daten del 1962 (Rosenzweig et al.,
1962). En aqueixos treballs el procediment basic consistia a situar
grups d’animals (8-12 si eren rates, 15-20 si eren ratolins) en gabies
grans durant un periode que variava de setmanes a mesos (figura 8).
En les gabies hi havia objectes en diferents llocs (joguines, estruc-
tures metal-liques que formaven escales, etc.) que es canviaven dia-
riament, o dia si, dia no. A partir d’aquests primers estudis, se
n’han fet molts altres, 1 s’han introduit canvis en la durada del
procediment d’enriquiment, el tipus d’estimulacié, el nombre d’a-
nimals col'locats a la gabia, etc. Perd en tots ells els resultats han in-
dicat, basicament, que I’enriquiment ambiental produeix modifica-
cions morfologiques i neuroanatdmiques, en diverses arees de
I’SNC. Aixi, hi ha un augment en el pes de I’escorga cerebral (I’e-
fecte es constata sobretot en I’escorga occipital) 1 un increment en
el nombre de cél-lules glials. També hi ha un augment en el nombre
i grandiria de les branques dendritiques en algunes arees visuals.
S’observa, també, una major densitat d’espines dendritiques. En les
sinapsis, s’ha detectat un augment en la grandaria de les espines i
del nombre total i I’area de contactes sinaptics, sobretot en I’hipo-
camp i el cerebel (Rosenzweig et al., 1972).
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FIGURA 8. Gabia d’enriquiment ambiental (treta d’Escorihuela et al., 1994a).

Recentment s’ha descrit que el nombre de receptors per als glu-
cocorticoides a I’hipocamp augmenta amb I’enriquiment, cosa que
va acompanyada d’una disminucié del nivell de corticosteroides
circulants (Sapolsky, 1993). Aquest resultat podria explicar I’efecte
beneficiés del tractament pel que fa a la prevencié dels déficits 1li-
gats a I’envelliment, ja que s’atenua I’efecte nociu d’una exposicié
perllongada a aquelles hormones.

Pel que fa als efectes d’aquell tractament en parametres conduc-
tals, alguns resultats han mostrat que els animals enriquits s6n supe-
riors en tasques d’aprenentatge espacial (Renner i Rosenzweig,
1987). A més a més, aquesta millora es manté a llarg termini, de mane-
ra que encara s’ha observat 300 dies després d’haver finalitzat el peri-
ode d’enriquiment (Denenberg et al., 1968). D’altra banda, algunes
dades obtingudes al nostre laboratori (Escorihuela et al., 1994) ens
han fet pensar que I’enriquiment tindria efectes en I’emotivitat dels
animals. Aixi, en una «taula de forats» (figura 9A), que és una situacié
experimental on es mesura I’activitat exploratoria dels animals, s’ob-
serva que el grup d’animals enriquits passa més temps explorant els
forats que els no tractats (taula II). En una altra prova que s’usa per
avaluar I’ansietat dels animals, el laberint elevat en creu (figura 9B), el
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grup enriquit mostra més activitat en els bragos oberts de I’aparell
(mesura usada tradicionalment com a index de I’'emotivitat els ani-
mals, taula IT). També es veié que aquests mateixos subjectes realit-
zaren un major nombre d’evitacions (i resoleren per tant amb més éxit
el conflicte) en la tasca d’adquisicié de I’evitacié activa en dos sentits
(taula IT). Aquests resultats, junt amb els efectes neuroanatdmics de
I’enriquimient, ens feren pensar que en les accions a llarg termini d’a-
quest tractament podria intervenir-hi una reduccié de 'emotivitat.

TaurLa Il

Efectes de ’enriquiment ambiental en la conducta de les rates en
tasques relacionades amb I’exploracié i 'emotivitat

LABERINT TAULA DE ADQUISICIO
ELEVATEN CREU FORATS DE L’EVITACIO
ACTIVA
Entrades en bracos ~ Temps Nombre
oberts d’exploracié  d’evitacions
Grup de S
control 41+0,5 6,6 +1,4 479+5,3
Grup
enriquit 59+1,1 16,4 + 4,3% 61,4 +3,2*
* p < 0,05 ¢/ Grup de control

FIGURA 9A. Taula de forats (treta d’Escorihuela et al., 19944).
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FIGURA 9B. Laberint elevat en creu (tret d’Escorihuela et al., 19944).

10.4.2. L’estimulacio postnatal

Un altre tractament que ha mostrat efectes beneficiosos a llarg
termini ha estat I’estimulacié tactil i cinésica (estimulacié postna-
tal). De fet, ha constituit un tractament d’eleccié (combinada amb
estimuls visuals, auditius o socials; Kramer i Pierpont, 1976; Scarr-
Salapatck i Williams, 1973) per a prevenir possibles dificultats en
P’aprenentatge i alteracions conductals en infants prematurs. Mal-
grat usar procediments diferents (alguns autors s’han centrat en
Padministracid, diverses vegades al dia, de caricies a la cara, extre-
mitats i esquena dels infants, Solkoff et al., 1969; mentre que d’al-
tres han introduit, a més a més, flexions de cames i bragos, Field et
al., 1986), els resultats dels diversos treballs han indicat que els in-
fants estimulats s6n més actius, que guanyen pes més de pressa (Sol-
koff et al., 1969; Field et al., 1986), que estan més temps desperts i
que mostren indexs més alts d’habituacié i orientacid, aixi com de
maduracié motora i conductal que no pas els no manipulats (Field
et al., 1986). A més a més, s’ha vist que aquests efectes persisteixen,
com a minim, durant els primers 8 mesos de vida (Field et 4l., 1986).

El 1988 un equip d’investigadors de la McGill University de
Mont-real (Meaney et al., 1988), administri tractaments d’estimula-
ci6 tactil i cinésica a rates de laboratori durant el periode d’alletament
(estimulacié postnatal). Aquesta manipulaci6 retardava la mort de les
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neurones hipocampals i ’aparicié de déficits d’aprenentatge i de
memoria en rates velles, en un dels tests espacials usats per avaluar
aquests parametres (el Morris water test). Els animals vells trigaven
més temps i recorrien més distancia que els animals joves abans de tro-
bar regularment la plataforma de seguretat. En canvi, els animals vells
que havien rebut estimulacié tactil i cingsica durant I’alletament, es
comportaven com les rates joves (figura 10). D’altra banda, les rates
velles mostraven hipersecrecié i una pérdua de receptors de glucocor-
ticoides i de neurones a ’hipocamp, mentre que, en els animals esti-
mulats, no hi havia hipersecrecié de glucocorticoides is’observava una
disminucié de mort neuronal a ’hipocamp. Els autors hipotetitzaren
que aquests efectes de I’estimulacié postnatal provindrien d’una me-
nor exposicié als glucocorticoides al llarg de tota la vida dels animals.

ESTIMULATS DE CONTROL
120

>
o

LATENCIA (s)
3

3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18
ASSAIGS

@ Animals de 6 mesos
V¥ Animals de 12 mesos
O Animals de 24 mesos

FIGURA 10. Latencia (en segons) en trobar la platafoma en grups d’animals
de control i estimulats postnatalment. Hi ha una diferéncia entre I’execucié
dels animals estimulats 1 no estimulats de 24 mesos (p < 0,05, test de Duncan).

De fet, aquests mateixos autors i d’altres també, han descrit
els efectes del tractament d’estimulacié en ’eix HPA. D’unabanda, els
animals estimulats mostren nivells basals de corticosterona més bai-
xos que els no tractats (figura 4, Meaney et al., 1987). 1, a més a més,
el retorn a la linia basal després dels increments produits per estrés
(ex.: immobilitzacié) és més ripid en els animals estimulats (figura 5,
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Meaney et al., 1991), la qual cosa indica que es recuperen més aviat.
Aquests efectes s6n just el contrari del que passa en I’envelliment: en
les rates velles les concentracions de corticosterona basals s6n més
elevades i hi ha una hipersecreci6 de corticosterona durant la fase de
recuperaci6 (quan Pestres ja ha finalitzat). Es a dir, que els animals
vells triguen molt més temps a tornar a I’estat basal (Sapolsky, 1992).

L’eficicia superior dels animals estimulats precogment per a re-
tornar I’eix HPA al seu funcionament basal després d’un estres, pot
ésser mitjangada per una major sensibilitat de les neurones de I’hi-
pocamp als glucocorticoides circulants i per un major nombre de
receptors per als glucocorticoides en aquella area. De fet, s’ha com-
provat que I’estimulacié postnatal produeix un increment en el
nombre d’aquells receptors (Sarrieau et al., 1988; Meaney et 4l.,
1989). La importancia d’aquests resultats rau en el fet que la dismi-
nucid en el nombre de receptors per als glucocorticoides comporta
un augment de corticoides circulants, unes conductes i reaccions fi-
sioldgiques menys adaptatives en situacions estressants i una major
probabilitat d’aparicié de déficits neuroanatdmics (mort neuronal
incrementada a ’hipocamp) i de deéficits cognitius (d’aprenentatge i
memoria) que s’agreujarien amb I’edat. Per tant, un augment en el
nombre d’aquells receptors induiria als efectes contraris: el nivell
de corticoides circulants seria més baix, i es retardaria I’aparicié de
problemes d’aprenentatge, déficits de memoria i mort neuronal a
’hipocamp (Meaney et al., 1987, 1988, 1989, 1991).

Meaney et al. (1988) hipotetitzaren que el mecanisme explicatiu
dels efectes de I’estimulacié postnatal podria ser la reduccié perma-
nent de la reactivitat emocional, amb una menor exposicié, al llarg
de tota la vida de I’animal, a nivells elevats de corticosteroides. Es
per aixd que, al nostre laboratori, ens ha interessat estudiar aquesta
qiiestid, és a dir, mesurar en treballs longitudinals si els animals que
han rebut una estimulacié postnatal s6n menys reactius que aquells
que no I’han rebuda. Per comprovar-ho, hem estudiat la conducta
d’aquests animals en diverses situacions experimentals on s’avalua
la reactivitat emocional espontania, la por a la novetat i la capacitat
per a resoldre tasques que impliquen un elevat grau de conflicte.

En els dos apartats que segueixen presentarem treballs realitzats
en la darrera época al nostre laboratori, amb I’objectiu d’esbrinar si
el tractament d’estimulacié postnatal té efectes en la reactivitat
emocional a llarg termini i si la combinacié d’aquesta manipulacié
amb I’enriquiment ambiental produeix efectes additius. Es a dir, si
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les millores aconseguides amb casdascun dels tractaments es poten-
cien en ser administrats conjuntament, ja que tots dos mostren, en
alguns casos, efectes paral-lels en ’emotivitat que podrien anar lli-
gats a ’expressié dels receptors de glucocorticoides a ’hipocamp.

10.5. ESTUDIS RECENTS D’INTERVENCIO
PRIMERENCA

10.5.1. L’estimulacio postnatal en tests d’emotivitat

El procediment d’estimulacié postnatal consisti a agafar les
cries i, després de manipular-les molt suaument, col-locar-les en
gabies individuals, on restaven durant 15 minuts, per ésser retorna-
des després amb la seva mare. Aquesta intervencié s’efectud, cada
dia, a la mateixa hora, durant els 22 primers dies de vida dels ani-
mals (periode d’alletament).

Quan tenien 1 mes de vida, es va fer un primer estudi dels efec-
tes del tractament en un test de reaccid a la manipulacié, on s’ava-
lua la reactivitat emocional a partir de ’observacié de si mostraven
resisténcia a ésser agafats i si intentaven fugir quan ’experimenta-
dor els tenia atrapats. Els resultats indicaren que els subjectes esti-
mulats durant els primers dies de vida mostraren una menor reacti-
vitat emocional. Aixi, cap animal del grup estimulat es resisti a ser
afagat, respecte d’un 80 % en el grup no tractat. Un cop agafats,
solament el 5 % dels estimulats feien intents de fugida, respecte del
40 % dels no estimulats. Cal destacar que aquests efectes s’han ob-
servat en mascles i en femelles i es mantenen en els animals adults.

Una altra situacié on I'estimulacié postnatal té efectes clara-
ment reductors de la reactivitat emocional és la hiponeofagia ali-
mentaria. Es tracta d’'un model basat en la inhibicié o disminucié
de la conducta d’ingesta provocada per la por a la novetat. El pro-
cediment consisteix a acostumar els animals a menjar durant 1 sola
hora, cada dia, al llarg de 15 dies, de manera que es redueix el seu
pes al 80 % aproximadament. El dia de la prova, se’ls presenta el
seu menjar habitual en una situacié nova o també se’ls pot donar
menjar nou (p. ex.: xocolata, poma, galetes, etc. Shepard et al., 1982;
Bodnoff et al., 1987), per tal d’inhibir encara més la conducta d’in-
gesta. Aquesta inhibicié de la ingesta pot ser revertida amb tracta-
ments que redueixen I’ansietat, com els farmacs ansiolitics (She-
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pard et al., 1982; Soubrié et al., 1975); al nostre laboratori, per
exemple, hem observat que el clorodiazepdxid mostra un efecte
dosidependent quan és administrat 30 minuts abans del test. En els
animals estimulats precogment s’observa el mateix fenomen, és a
dir, mostraren menys inhibici6 alimentaria que el grup de control,
ja que passaren més temps menjant, ingeriren més quantitat d’ali-
ment i trigaren menys temps a menjar que els subjecte$ no tractats
(figura 11), la qual cosa indica que hi ha una disminucié en la por a
la novetat.
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* p <0,05, t-test

FIGURA 11. A. Temps que els animals passen menjant al test d’hiponeofagia
alimentiria; B. Quantitat de menjar ingerida en el mateix test.

Hem obtingut efectes concordants en el laberint elevat en creu
(Pellow et al., 1985), que és una prova ampliament utilitzada per
mesurar I’ansietat en els rosegadors. L’aparell consta de 2 bragos
oberts i 2 de tancats, i esta aixecat del terra (figura 9B); conté, per
tant, 3 elements ansidogens que s6n I’espai obert, I’algada i la nove-
tat. Es per aixd que els animals, quan s6n col-locats en aquesta si-
tuacid, tendeixen a passar la major part del temps als bragos tan-
cats. Els farmacs ansiolitics, com les benzodiazepines classiques i
també els farmacs d’accié serotoninérgica, com la cetanserina i la
buspirona, (Chopin i Briley, 1987) augmenten, de manera selecti-
va, el temps passat en els bragos oberts, mentre que els ansiogénics
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els disminueixen (Pellow i File, 1986), cosa que indica que el test és
sensible a manipulacions de ’estat emotiu dels animals. En aquest
model, els nostres resultats indicaren que, efectivament, els animals
estimulats mostraven més activitat (més entrades) als bragos oberts
(figura 12), la qual cosa suggereix novament una reduccié en I’e-
motivitat.

ENTRADES BRACOS OBERTS

DE CONTROL ESTIMULATS

* p <0,05, t-test

FIGURA 12. Nombre d’entrades efectuades als bragos oberts del laberint ele-
vat en creu en animals estimulats i no estimulats.

Finalment, estudiirem els efectes de Iestimulacié postnatal en
I’adquisicié de I’evitacié activa en dos sentits, tasca que (com s’ha
comentat abans) representa un elevat grau de conflicte entre la
tendéncia a I’evitacié passiva i ’activa (ja que els animals han d’a-
nar al compartiment on han rebut el xoc abans si volen evitar el
proper). Es feren 5 sessions de 30 assaigs cadascuna. En aquesta
situacid, es torni a constatar la superioritat del grup estimulat
precogment (figura 13), com indica el major nombre d’evitacions
fetes al llarg de les 5 sessions. Aixi, d’un total de 150 assaigs, els
animals estimulats van fer un nombre mitjd de 63,5 evitacions
(que representa el 42,3 %), mentre que els no tractats solament
arribaren a les 36,3 (24,2 %). A més a més, els efectes de I’estimu-
lacié postnatal eren ja detectables en els primers assaigs de I’ad-
quisicié, que sén justament aquells que comporten un grau més
elevat d’ansietat.

Tots aquests resultats indicaren que 1’adaptacié, en una etapa
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molt primerenca del desenvolupament, a un estrés de mitjana in-
tensitat (estimulaci postnatal) produia una reduccién en la reacti-
vitat emocional i una major capacitat per a enfrontar-se a les situa-
cions estressants futures: situacions que impliquen novetat o
conflicte (de dificil resolucié per als animals), no solament en la in-
fantesa, sin de manera perdurable al llarg de tota la vida (Daly, 1973;
Fernindez-Teruel et al., 1992; Meaney, 1988).

30
28+

261 B ESTIMULATS

;: A DE CONTROL

20+
18' *
16-
14+
124
10

EVITACIONS

SESSIONS
* §'observa una execuci6 superior del grup estimulat
(p < 0,05) al llarg de totes les sessions.

FIGURA 13. Nombre d’evitacions realitzades pels animals de control i esti-
mulats al llarg de 5 sessions d’adquisici6 de I’evitacié activa en dos sentits, de
30 assaigs cadascuna.

10.5.2. Efectes del tractament precog combinat en proves
d’aprenentatge i en la histologia hipocampal en rates
romanes emotives

‘En un ifitent de veure si els efectes beneficiosos que haviem ob-
servat en el tractament d’estimulacié postnatal, tant pel que faa la
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reduccié de la reactivitat emocional com a la prevencié de déficits
cognitius i neurals associats a I’envelliment, podien ésser additius
amb els de I'enriquiment ambiental, ens plantejirem estudiar I’e-
fecte conjunt.

Una de les tasques triades per posar-ho a prova (atés el nostre
interes per a estudiar si els dos tractaments sumaven els seus efectes
positius en situacions de conflicte) fou ’adquisicié d’evitacié acti-
va en dos sentits. Poguérem observar que els subjectes estimulats
durant el periode d’alletament i enriquits fins als 4 mesos d’edat
(representats pels triangles en la figura 14), se’n sortien molt millor
en el conflicte d’evitacié activa en dos sentits. De fet, en la segona
sessi6 d’aprenentatge, aquest grup de rates feu aproximadament
14 evitacions (cada sessié constava de 20 assaigs), mentre que el
grup de control (representat pels punts negres en la figura 14) tot
just aconsegui evitar 5 xocs, la qual cosa representa gairebé un 200 %
de millora (Escorihuela et al., 1994).
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FIGURA 14. Nombre d’evitacions fetes per les rates de control (punts) i esti-
mulades (triangles) en 5 sessions consecutives de 20 assaigs d’evitaci6 activa en
dos sentits (tret d’Escorihuela et al., 19944). Els animals estimulats presenten
una execuci6 superior al llarg de totes les sessions.
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En una altra série experimental ens interessa avaluar I’efecte
dels 2 tractaments en el deteriorament de les capacitats cognitives
en animals vells. Per fer-ho, emprarem el Morris water test i decidi-
rem treballar amb uns animals particulars, la soca de rates roman
low avoidance (RLA), seleccionada genéticament per una conduc-
ta relacionada amb I’emotivitat, com és la manca d’adquisicié de
Pevitaci6 activa en dos sentits. Aquests animals sén porucs i mos-
tren una elevada reactivitat emocional en mesures conductals i en
parametres hormonals de reaccié a I’estrés en un ampli ventall de
situacions experimentals. Aixd els converteix en subjectes molt va-
luosos a I’hora d’estudiar la poténcia d’algunes manipulacions am-
bientals en la modulacié de trets determinats genéticament.
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FIGURA 15. Distancia recorreguda per rates joves de 5 mesos (quadrats), ve-
lles de 24 mesos (punts) i velles estimulades i enriquides (triangles) de la soca
RLA/Verh fins a trobar la plataforma al Morris water test, durant 5 sessions
consecutives de 4 assaigs cadascuna. S’observa com els animals estimulats i enri-
quits no es diferencien dels joves, i en canvi si s6n diferents dels vells de control.

Els resultats del treball indicaren que els animals senils de 24 me-
sos d’edat (les rates de laboratori viuen poc més de 2 anys, per regla
general), que havien estat sotmesos a estimulacié tactil i cinésica
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i a un ambient enriquit, en edats primerenques, (representats pels
triangles en la figura 15), s’orientaven amb la mateixa facilitat que
les rates joves (representades pels quadats) en aquella tasca aquatica
d’orientacié especial (Morris water test). Aixi, els animals vells de
control recorrien, al llarg de tot I’entrenament, distancies més llar-
gues fins a trobar la plataforma, mentre que en els animals vells esti-
mulats, la distancia era practicament la mateixa que en els joves.

El més interessant de tot plegat és que els estudis histologics
preliminars indiquen que aquells tractaments d’estimulacié i/o en-
riquiment primerencs, a més de mantenir les capacitats cognitives
gairebé intactes en les rates velles, podrien haver retardat la mort de
les cél-lules cerebrals. Tant és aixi que, mentre en les preparacions
de rates velles de control hi ha una evidéncia clara d’atrofia neuro-
nal i de desorganitzacié de les capes cel-lulars, les preparacions de
les rates velles tractades mostren un aspecte molt semblant al dels
animals joves: les capes neuronals de I’hipocamp estan perfecta-
ment estructurades, s’hi veuen poques neurones atrofiades i les que
hi ha en funcionament, mostren c1toplasmes ben arrodonits (Gon-
zilez et al., 1994).

Si totes aquestes troballes es confirmen, potser haurem trobat
procediments per retardar els rellotges cel-lulars que posen en mar-
xa els mecanismes implicats en la degeneraci6 del teixit nerviés i, per
tant, en ’envelliment. Aqueixa és, perd, la feina que resta oberta.
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