EFECTOS DE LA ESTIMULACION
POSTNATAL EN EL PERFIL
COGNITIVO Y EMOCIONAL DEL
MODELO DE RATON 3xTgAD
PARA LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Antoni Canete Ramirez
TESIS DOCTORAL

UNB

Universitat Autdtnoma
de Barcelona

Bellaterra 2011






)2

‘1& lj
¢ INC
i Institut de
M % Neurociéncies

TESIS DOCTORAL DE
Toni Canete Ramirez

EFECTOS DE LA ESTIMULACION
POSTNATAL EN EL PERFIL COGNITIVO
Y EMOCIONAL DEL MODELO DE
RATON 3xTgAD PARA LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Depto. de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia.
Facultad de Medicina. Instituto de Neurociencias
Universidad Autbnoma de Barcelona

Este trabajo ha sido realizado bajo la direccién del Doctor Albert Fernandez Teruel y
la Doctora Lydia Giménez Llort, profesores del Departamento de Psiquiatria i
Medicina legal, Unidad de Psicologia Médica y miembros del Instituto de
Neurociencias de la Universidad Autbnoma de Barcelona.

Bellaterra, 2011



A mi familia,

y a mis amigos



AGRADECIMIENTOS

Parecia que nunca llegaria este momento, y ahora, después de tanto tiempo y
de tantas personas que han participado directa e indirectamente en esta tesis,
me invaden miles de pensamientos. Espero acordarme de todos vosotros que

me habéis animado continuamente durante todos estos afios.

En primer lloc, sense dubtes, vull agrair als meus directors de tesi, a la Dra
Lydia Giménez-Llort, per donar-me la oportunitat de participar en aquest
projecte i transmetre’'m el seu entusiasme, i especialment al Dr Albert
Fernandez-Teruel per ajudar-me sempre, per la teva confianga i amistat, sense

el teu esforg, aquesta tesi no estaria acabada.

| com no, molt especialment a les meves “marvellous” companyes y amigues,
que hem passat periodes bipolars constants, realment sense el vostre ajut i
recolzament no crec que ara estigués escrivint aquestes paraules. Moltes
converses que m’han fet riure y gaudir de bogeries. El tripartit; que sempre
estara unit, Gloria, que compartim contractures, penes i alegries, Regina, que
encara sembla que en qualsevol moment tinguessis que tornar d’'un “finde”
llarg. Gracies pels bons moments. Esther, la teva amistat i la teva energia
positiva ha sigut un regal durant tot aquest temps, moltissimes gracies per
estar al meu costat en aquesta fase final. Al Marc i a la Yola, per comencgar
junts i continuar essent els meus amics. A sa Carmeta, per les teves
converses, a la Marta, que ets més important del que et penses. A la Sira, per
fer-nos riure amb els teus menjars, al Jaume, per compensar tanta bogeria

femenina. | a la Miriam que ja ets una Psico més.

A Magda y a Oscar, por vuestra buena amistad durante todo este tiempo y por

esas cenitas en el paseo.



A tots aquells que han passat pel lab i la unitat, que hem compartit, hem
connectat i que ara son bons amics, especialment a la Montseta, la Barbara, la

Helga, el Joanet, la Fina, a Lidia, a Heela i a la Sandreta.

A tots el “Euratuleros”, que ens heu visitat durant tres anys, thanks a lot for

your affection and friendship.

Agraeixo als meus companys de la Unitat de Psicologia Médica, per preguntar-
me i preocupar-se de com ho portava. | a 'Adolf, pel seu recolzament en els

moments més importants.

A toda mi familia; a mis padres y a mis hermanas, por estar siempre a mi lado y
aguantar mis cambios de humor con risas. A Fran, por tu apoyo, paciencia,
comprension y por ser tan especial. A mis dos sobrinas, Alba y Martina, por ser
encantadoras, y ayudarme a recordar la infancia. A mi abuela, que me hizo ver
la cruda realidad de la enfermedad y a toda mi familia Tinerfeia, en especial a

Loli, a Luzma y Carolina.

A la colla “pesigolla”, Silvia, Montse, Luis, M°Carmen, Jesus, Meri, Pili, Ferran,
Monica, Marian, Joao y especialmente a Paco, por estar a mi lado tantos anos.
A todos ellos que son gran parte de mi vida. A los astronautas Oscar y Sira, por

vuestra amistad, carifio y hacerme viajar a otros planetas.

A Gemma, por acordarte siempre de los “canutillos” de cartén, a Maika por ser
la mejor amiga-vecina, y a todos los que nos han ayudado a proveernos de

“canutillos” de carton y evitar males mayores entre los ratones.

Als ratolins i rates de laboratori que sense queixar-se ens faciliten el
coneixement. A totes les persones que van fer aportacions a la Maraté de TV3 i
que gracies a tots ells em pogut fer aquesta i d’altres feines. Bona part d’aquest
treball ha sigut finangat per la Maraté de TV3 n°062930.



ABREVIATURAS

BA: Péptido beta amilode

ACE: Enzima acetilcolinesterasa, implicada en la eliminacion de la Acetilcolina
ACh : Neurotransmisor acetilcolina

ACTH: Hormona adrenocorticétropa

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

ApoE: Apolipoproteina E

ApoE-4: Alelo 4 del gen de la apolipoproteina E

APP: Proteina precursora Amiloide

BLA: Amigdala basolateral

CA: Prueba del Campo Abierto

ChAT: Enzima colina acetiltransferasa, implicada en la sintesis de la
Acetilcolina

CORT: Hormona Corticosterona

CRH: Hormona liberadora de corticotropina o “Corticotropin-releasing hormone”
CT: Test de las esquinas o “Corner test”

DLB: Test de la Caja blanca/negra o “dark-light box”

EA: Enfermedad de Alzheimer

EH: Manipulacién temprana o “Early Handling”

EP: Estimulacion postnatal

GAL: Neuropéptido Galanina

GC: Hormona Glucocorticoide

HA: Acido homocisteico

hAPP: Proteina precursora Amiloide humana

HB: Prueba de la Tabla de 16 agujeros de Boissier o “Hole board”
HPA: Eje hipotalamo hipofisiario adrenal

ISRS: Inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina

LTP: Potenciacién a largo plazo o “Long Term Potentation”

NFT: Ovillos neurofibrilares o “Neurofribillar Tangles”



NGF: Factores de crecimiento nervioso o “nerve growth factor”

NI: Aislamiento neonatal

NMDA: Receptores ionotrépicos de glutamato, N-metil-D-aspartato

MWM: Prueba del laberinto acuatico de morris o “Morris water maze”

NTS: Estimulacién tactil neonatal

M-1: Receptor muscarinico del tipo 1

MCI: Deterioro Cognitivo Leve o “Mild Cognitive Impairment”

MS: Separacién maternal

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas o “platelet derived growth
factor”

PM: Test del laberinto en cruz elevado o “Plus maze”

PrP: Proteina prion o “Prion protein”

PS1: Gen de la Presenilina 1

PS2: Gen de la Presenilina 2

SCPD: Sintomas conductuales y psicolégicos de la demencia

SMT: Prueba de las funciones sensorimotoras

TM:Test del laberinto hexagonal en tunel o “hexagonnal tunnel maze”

3xTgAD: Modelo de ratdn triple-transgénico



INDICE

1. RESUMEN. ..., 1

2. INTRODUCCION

2.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER ...................cooiiiiiie, 5
2.1.1. Alteraciones neuropatoldgiCas..........cocoiiiiiiiiiiiiiii 9
2.1.2. Alteraciones en los sistemas de neurotransmision..................... 18
2.1.3. El envejecimiento como factor de riesgoenlaEA..................... 20
2.1.4. Tratamiento y estrategias terapéuticas delaEA....................... 22
2.2. MODELOS DE RATON PARA LA EA: ASPECTOS
NEUROPATOLOGICOS Y COGNITIVOS.............coooeeeei 24
2.21. Modelos de ratdon no transgenico.........c.cocoiiiiiiiii i, 25
2.2.2. Modelos Animales transgénicos parala EA............................ 26
2.2.2.1. Diversos modelos de animales transgénicos.............covvevviveen veennn. 27
2.2.2.2. Ratones transgénicos para APP...........ccccoiiiiii i 28
2.2.2.3. Ratones transgénicos para Presenilina...............ccoiiiiiiiiiiinnn. 31
2.2.2.4. Ratones doblemente transgénicos para BAPP + PS1...................... 31
2.2.2.5. Ratones transgénicos para APOE............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 31
2.2.2.6. Ratones transgénicos para TAU.........ccoiiiiiiiiiiiiii i eeeeaas 32
2.2.3. El modelo triple transgénico (3XTGAD)........ccoviiiiiiiiiiiiienes 34
2.2.3.1. Animales 3xTgAD alos4 mesesdeedad............cccvviviiiiinniiinnnn. 37

2.3. SINTOMAS NO COGNITIVOS EN LA EA Y SU MODELAJE
EN RATONES TRANSGENICOS

2.3.1. Los Sintomas conductuales y psicolégicos de la demencia......... 39
2.3.2. Los SCPD en modelosderaténparalaEA.....................ooil. 43
2.4. INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES EN LA EA
2.4.1. Elestrésylaprogresiondela EA............ooiiiiiiiiii, 46
2.4.2. La Estimulacion Postnatal..............oooii 49

2.4.3. Estudios de estimulacion postnatal en ratones.......................... 54



3. PLANTEAMIENTO ESPECIFICO, HIPOTESIS Y

OBJETIVOS
3.1. PLANTEAMIENTO ESPECIFICO................ccoooiioiiiiii . 59
3.2, OBUJETIVOS ... ..o, 62
3.3. HIPOTESIS.. ... 64

4. ESTUDIO I. ESTUDIO TRANSVERSAL DE LOS
CICLOS CIRCADIANOS, NEOFOBIA'Y FUNCIONES

SENSORIMOTORAS BASICAS
4.1. MATERIALES | METODOS

4.1, ANIMaleS. . 69

4.1.2. Estudio conductuales..............cooiiiiiiiiii 70
4.1.2.1. Test de neofobiao de las esquinas..........c..ooeviiiiii i, 70
4.1.2.2. Prueba de las funciones sensorimotoras............c.coevvieiieniinennn. 71
4.1.2.3. Actividad basal espontanea durante 24h en funcion de la edad........ 72

4.1.3. Analisis estadistiCO..........coiiiiii 73

4.2. RESULTADOS ESTUDIO |

4.2.1. Testde neofobiaodelasesquinas................ccoeiiiiiiiiiiiiinn.. 74

4.2.2. Prueba de las funciones sensorimotoras...............c.cocoviiinnnene. 75

4.2.3. Actividad espontanea durante 24h en funcion de la edad............. 80

4.3. DISCUSION ESTUDIO |

4.3.1. Funciones sensorimotoras en el ratébn 3XTgAD.............ccooeiinnn. 91

4.3.2. Respuestas de neofobia o inhibicion conductual ante la novedad

en el ratén 3xTgAD: Testde las esquinas................cccvevvevvnnannn.. 92
4.3.3. Ritmos circadianos de actividad basal y evolucion del peso corporal

en ratones 3XTGAD. ... 93
4.4. CONCLUSIONES DELESTUDIOI.............oooiiiiiiiiieee. 100



5.

ESTUDIO Il. EFECTOS DE LA ESTIMULACION
POSTNATAL EN ANIMALES DE 4 MESES

5.1. MATERIALES Y METODOS

5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.

ANIMAIES. ..o
Estimulacion postnatal..............coooiiii

Estudios conductuales. ... ..o

5.1.3.1. Test de neofobia 0 Cornertest..........oviiiiiiiiiiiii i,

5.1.3.2. Laberinto acuatico de MOITiS.........vuuiiiiiiie et

5.1.3.3. Prueba del Campo abierto...........ccooiviiiii i

5.1.3.4. Prueba del Laberinto en cruzelevado...........coooviiiiiiiiiiiinnnnnnns

5.1.3.5. Tabla de 16 agujeros de BOiSSier........covveviiiiiie i,

5.1.3.6. Prueba de la Caja blanca/negra............cccooiiiiiiiiiiiii i,

5.1.3.7. Actividad espontanea basal durante 24h................coiiiiinnn.

5.1.3.8. Laberinto hexagonal entinel..............cooooiiiiiiii i

5.1.4.

ANAlisis estadisStiCO........ooii

5.2. RESULTADOS ESTUDIO I

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.2.4.
5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.
5.2.8.
5.2.9.

Test de Neofobia o test de las esquinas.............coooviiiin..

Laberinto acuatico de MOITiS. ... ....oviiiiiii e
Prueba del Campo abierto........ ..o
Prueba del Laberinto en cruz elevado................cccooviiiiiinnnnn
Tabla de 16 agujeros de Boissier...........cccovviiiiiiiiiiiiiiin,
Prueba de la Caja blanca/negra...........ccccocviiiiiiiiiiiiiiie,
Actividad espontanea durante 24h.............ccooiiiii,

Laberinto hexagonal entunel.............coiiiiiiiii i

5.3. DISCUSION ESTUDIO I

5.3.1. Aprendizaje y memoria espacial en ratones 3xTgAD:

5.3.2.

efectos de la estimulacion postnatal...................
Inhibicién conductual ante la novedad, ansiedad incondicionada y
conducta exploratoria en ratones 3xTgAD:

efectos de la estimulacion postnatal..................oo



5.3.3. Hiperactividad en ratones 3xTgAD y

5.4.

efectos de la estimulacion postnatal..................c.ccceeoiicnnnn, 176
CONCLUSIONES ESTUDIOIl..............coooiiiiii, 182
DISCUSION GENERAL.............cocooooiiiiniiiiie, 187
CONCLUSIONES ..., 211
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 215



1. RESUMEN

El ratdn triple-transgénico (3xTgAD), portador de los transgenes humanos PS1
m1aev; APPswe ¥ Tau psoq para la Enfermedad de Alzheimer (EA) desarrolla de
manera progresiva las patologias cerebrales de la EA con un perfil temporal y
anatomico especifico que reproduce el patron que tiene lugar en el cerebro

humano.

Como parte del progreso en la caracterizacién y validacién fenotipica de los
ratones 3xTgAD como modelo animal de la EA, en la presente Tesis Doctoral
se ha estudiado el perfil de sintomas no esencialmente cognitivos en diferentes
estadios del desarrollo neuropatoldgico de estos animales trangénicos. Con
este objetivo, se han estudiado los reflejos sensorimotores basicos, respuestas
neofdbicas y ritmos circadianos de actividad motora, en ratones 3xTgAD de
edades jovenes (2 meses; estadio presintomatico) y adultos (4 y 6 meses
donde aparece acumulacion de bata-amiloide intraneuronal), asi como de
edades mas avanzadas (9, 12 y 15 meses; donde hay evolucién progresiva y
creciente de neuropatologia beta-amiloide extracelular y de ovillos de proteina
Tau). Los resultados, a todas las edades, indican que los ratones 3xTgAD
presentan signos de neofobia incrementada y de hipoactividad motora basal,

mientras que no evidencian problemas sensorimotores

En un segundo estudio, se ha caracterizado el perfil cognitivo de ratones
3xTgAD de 4 meses de edad mediante la evaluacion clasica de aprendizaje y
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris, al tiempo que se ha
caracterizado el perfil emotivo mediante la medida de las respuestas
conductuales en los test de Campo Abierto, la Tabla de 16 agujeros de
Boissier, la Caja Blanca/Negra, el Laberinto en Cruz elevado, el Laberinto en
tunel radial y la actividad exploratoria circadiana. Un objetivo esencial de este
estudio ha sido, ademas, valorar la capacidad de la estimulacion postnatal

(durante los primeros 21 dias de vida) para prevenir algunos de los déficits o



alteraciones (cognitivas o/y emocionales) que presentan los ratones 3xTgAD
de 4 meses.

Los resultados obtenidos demuestran que estos animales presentan
alteraciones cognitivas en el laberinto acuatico de Morris a los 4 meses de
edad, y una incrementada inhibicién conductual en respuesta a la novedad,
como reflejo de miedo/ansiedad. Se han hallado diferencias de género, tanto
en los test que muestran emotividad como actividad locomotora, siendo los
machos 3xTgAD los que muestran una menor conducta ansiosa y una
hiperactividad motora (respecto a las hembras transgénicas). El tratamiento de
Estimulaciéon Postnatal tiende a reducir el miedo/ansiedad, asi como la
hiperactividad relativa de los ratones 3xTgAD. Asimismo, la estimulacién
postnatal reduce significativamente los déficits cognitivos, de aprendizaje

espacial, que muestran los ratones 3xTgAD.

En conclusién, los resultados replican los datos conductuales existentes en la
literatura respecto a las fases iniciales de la neuropatologia en ratén 3xTgAD vy
aportan nuevas evidencias sobre el perfil no cognitivo y emotivo de estos
animales. Los resultados refuerzan también la hipotesis de que la beta-
amiloide intraneuronal podria ser un marcador primario en el deterioro de la
EA, asi como que el tratamiento de Estimulacion Postnatal presenta una
capacidad protectora frente a los déficits cognitivos asociados a la enfermedad
en etapas tempranas, ademas de efectos normalizadores de respuestas no

cognitivas 0 emocionales.
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2. INTRODUCCION
2.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo cerebral
progresivo, irreversible y relacionado con el envejecimiento, que produce
pérdida progresiva de la memoria, deterioro intelectual y trastornos de la
personalidad y del comportamiento (Corey-Bloom, 2002). Esta enfermedad ya
fue descrita en 1906 por Alois Alzheimer, que describié las caracteristicas
clinicas y anatémicas de la paciente Auguste D, quien a los 51 afios presenté
un trastorno clinico de delirio celotipico, deterioro progresivo de la memoria, y
finalmente desarroll6 un cuadro de demencia con desorientacion, afasia,

apraxia, agnosia e incapacidad para realizar las actividades de la vida diaria.

La EA fue inicialmente considerada como una demencia presenil, y aunque su
frecuencia fue baja durante la primera mitad del siglo XX, en las ultimas
décadas se ha convertido en un problema creciente en el orden médico,
psiquiatrico, neurolégico, epidemiolégico, social y econdmico, particularmente
en paises que tienen altas expectativas de vida. Afecta entre el 5-10% de la
poblacion mayor de 65 afos y hasta un 45% de los mayores de 85 afos.
Neuropatolégicamente, el cerebro con EA se caracteriza por dos alteraciones
estructurales principales: el desarrollo de placas seniles o placas amiloideas
compuestas principalmente por el péptido beta-amiloide (BA) y el desarrollo de
ovillos neurofibrilares o agregados hiperfosforilados de la proteina Tau
(Katzman, 1986). Sin embargo, también se dan otras alteraciones moleculares
y neuroquimicas criticas. Estos cambios son mas aparentes en la neocorteza,
las estructuras limbicas (hipocampo, amigdala y sus cortezas asociadas) y los
nucleos particulares del tronco del encéfalo. Asi, mientras que una forma de la
EA, de aparicion temprana, parece estar relacionada con un gen situado en el
cromosoma 14 y también en el cromosoma 1, otra forma hereditaria y poco
comun, que se manifiesta antes de los sesenta afos, parece relacionarse con

una mutacion en el gen de la beta-amiloide, situado en el cromosoma 21. En



cambio, otras formas mas frecuentes y de aparicién tardia podrian estar
relacionadas con genes del cromosoma 19 (Selkoe, 1993). El conocimiento
que se tiene actualmente de la enfermedad es muy extenso, aunque aun se
desconoce la causa de la patologia, lo que motiva que aun no se disponga de
un tratamiento curativo o preventivo. La opinién mas general es que la EA tiene
un origen multifactorial en el que intervienen factores genéticos y ambientales
(Cummings, 2003; Hsiung et al., 2004).

La Enfermedad de Alzheimer se puede clasificar en diferentes tipos, segun

hagamos referencia a distintos aspectos. Asi:

(1) Segun la edad de inicio, la EA puede ser:
Presenil o temprana. Generalmente con clara relacion familiar.
Comienza antes de los 65 anos, es de curso mas rapido y constituye el
0,5-2,5% de los casos.
Senil o tardia. Aparece después de los 65 afos, en su mayor parte es
esporadica y de curso lento. Este tipo representa mas del 95 % de los
casos.

(2) Segun la causa que la produce, la EA puede ser:
Familiar. Cuya causa parece ser genética coincidiendo en la mayoria
de los casos con la EA presenil o de inicio precoz. Mas de la mitad de
los casos son causados por mutaciones autosomicas dominantes de
tres genes localizados en cromosomas distintos: el gen de la proteina
precursora Amiloide (APP) situado en el cromosoma 21; el gen de la
Presenilina 1 (PS1), en el cromosoma 14; y el gen de la Presenilina 2
(PS2), en el cromosoma 1 (Rogaev et al., 1995).
Esporadica. Coincide generalmente con los casos de EA senil o tardia.
Se da en personas mayores de 65 afos y es el tipo mas comun. Su
causa es aun desconocida, aunque se han descrito distintos factores
genéticos que aumentan el riesgo de padecer la enfermedad, como es
la presencia del alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (ApoE-4),

localizado en el cromosoma 19.



Si bien la gran mayoria de los casos de enfermedad de Alzheimer son del tipo
esporadico, como se ha dicho, el trastorno se hereda con un patrén
autosémico dominante en una fraccion pequena de los pacientes (menos del
1%). La identificacion del gen mutante en algunas familias con una forma de la
enfermedad autosémica dominante de inicio temprano proporciona un
conocimiento considerable sobre los tipos de procesos que fallan en la EA. Se
sospecha que el gen mutante responsable de la EA familiar podria residir en el
cromosoma 21, fundamentalmente porque a menudo se desarrollan
caracteristicas clinicas y neuropatoldgicas similares en las personas con
Sindrome de Down (una afeccion causada, en los casos tipicos, por una copia
supernumeraria del cromosoma 21), pero con un inicio mucho mas temprano
(aproximadamente a los 30 afios en la mayoria de los casos). La prominencia
de los depdsitos de amiloide en la EA sugiere ademas que participa de alguna
forma la mutacion de un gen que codifica la proteina precursora del amiloide
(APP). Este gen fue clonado en 1987 (Goldgaber et al., 1987), observandose
que se localizaba en el cromosoma 21. Esta observacion finalmente condujo a
la identificacion de mutaciones del gen APP en casi 20 familias con la forma
autosémica dominante de inicio temprano de la enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, se debe sefalar que sélo algunas familias con la enfermedad de
inicio temprano, y ninguna de las que presentan inicio tardio, muestran estas
mutaciones particulares (Goldgaber, 2006). Con anterioridad se identificaron
los genes mutantes que subyacen a otras dos formas autosémicas dominantes

adicionales de enfermedad de Alzheimer, los genes PS1 y PS2.

Por lo tanto, la mutacion de cualquiera de varios genes parece ser suficiente
para producir una forma hereditaria de enfermedad de Alzheimer. La forma
mas frecuente de enfermedad de Alzheimer se desarrolla tarde en la vida, y si
bien los familiares de los individuos afectados corren mayor riesgo, el trastorno
indudablemente no es hereditario en cualquier sentido simple. No obstante, el
papel central de la APP en las familias con la forma de enfermedad de inicio
temprano sugiri6 que dicha proteina podria estar ligada a la cadena de

acontecimientos que culminaban en las formas “espontaneas” de enfermedad



de Alzheimer. En particular, el grupo de Strittmatter et al. (1993) postularon la
hipdtesis del importante papel que podria tener el depdsito patologico de
proteinas que forman complejos con un derivado de APP. Para probar esta
idea, buscaron proteinas en el liquido cefalorraquideo de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer que se unieran con alta afinidad. Una de las
proteinas que detectaron fue la ApoE, molécula que normalmente acompafia al
colesterol a través del torrente sanguineo. Este hecho fue especialmente
importante a la luz de un hallazgo realizado por este mismo grupo (Corder et
al., 1993), al descubrir que los miembros afectados de algunas familias con la
forma hereditaria de inicio tardio mostraban una asociacion de marcadores
genéticos en el cromosoma 19. Este hallazgo fue de particular interés, porque
un gen que codifica una isoforma de la apolipoproteina E (el alelo ¢4) se
localiza en la misma regién del cromosoma 19 implicada por los estudios
familiares. En consecuencia, estos autores comenzaron a explorar la
asociacion de los diferentes alelos de la apolipoproteina E con miembros
afectados en familias con inicio tardio pero hereditario de la enfermedad de

Alzheimer.

La ApoE participa en el transporte del colesterol sanguineo y esta presente en
las neuronas y en las células gliales normales. En las placas amiloides su
cantidad estd muy aumentada. El alelo €2, relativamente raro, podria proteger
a algunas personas frente a la EA, mientras que el alelo €4 incrementa el
riesgo. Es mas, cuanto mayor es el nimero de alelos €4, menor es la edad de
inicio de la enfermedad. Por su parte, el alelo €3, el mas frecuente en la
poblacién en general, parece tener un papel neutral en la enfermedad. De
cualquier modo, no hay que olvidar que algunas personas pueden tener uno o
ambos alelos €4 sin padecer la enfermedad y que otras pueden padecerla sin
tener ninguno. Por consiguiente, el alelo €4 constituye un factor de riesgo de
EA, pero no su causa (Strirrmatter et al., 1993). Todavia no se sabe como
contribuye la ApoE €4 al aumento del riesgo de EA, pero entre los posibles
mecanismos se encuentran la facilitacion de la acumulacion del B-amiloide en

las placas, la interaccién con las concentraciones de colesterol y los efectos



sobre la muerte de las neuronas. Numerosos estudios indican, no obstante,
que podrian existir otros factores de riesgo genético diferentes de los
mencionados (Reitz et al., 2010; Wollmer, 2010).

2.1.1. Alteraciones neuropatolégicas

La EA se caracteriza por la presencia de graves alteraciones neuroldgicas a
nivel tanto anatémico como fisiopatolégico (Corey-Bloom, 2002). Este proceso
neurodegenerativo multiple del sistema nervioso central, se caracteriza
clinicamente por la pérdida progresiva de la memoria a corto plazo y de la
atencioén, seguida de la afectacién de otras habilidades cognitivas, como el
lenguaje y el pensamiento abstracto, el juicio critico y el reconocimiento de
lugares o personas. En las primeras fases de la enfermedad el impacto
psicolégico en el paciente es devastador, y en estadios avanzados, el enfermo
evoluciona a un mutismo casi absoluto con un deterioro progresivo de sus
capacidades motrices, pudiendo llegar a una total desconexion con el entorno y

a la incapacidad de controlar sus funciones fisiolégicas mas simples.

A nivel anatémico, el estudio postmorten de los cerebros de pacientes con EA
refleja, a simple vista, una disminucién del peso y volumen cerebral y del
espesor de la corteza, una mayor separacion entre las circunvoluciones y
aumento de la profundidad de los surcos. En su interior podemos observar una
dilatacién simétrica de los ventriculos cerebrales (Bouras, 1994; Wenk, 2003).
Un estudio mas detallado, a nivel microscopico, revela una reduccion del
numero de neuronas, en especial en el hipocampo, la corteza temporo-parietal
y la corteza frontal en la zona superficial, asi como en diversos nucleos grises
internos, como la sustancia innominada o region del nudcleo basal de Meynert
(nucleos de proyeccion cerebral colinérgicos) y el locus coeruleus, todas ellas
areas muy relacionadas con funciones cognitivas (Toledano, 2004). En muchas
de las neuronas restantes se observan alteraciones patoldgicas como signos
de atrofia del cuerpo y las prolongaciones (acortamiento y reducciéon del

numero de dendritas), disminucién de las conexiones sinapticas neuronales,



engrosamientos y varicosidades a lo largo de las prolongaciones (Cuello,
2010).

Algunas veces se observan alteraciones que parecen indicar un intento, por
parte de las neuronas supervivientes, de paliar las deficiencias que origina la
pérdida neuronal de su alrededor (hipertrofia del cuerpo o las prolongaciones,
dendritas de nueva aparicion). El aumento en el numero y el tamafo de las
células gliales (principalmente astrocitos, aunque también microglia activada)
es muy llamativo y parece estar muy relacionado con la neurodegeneracion
(Heneka, 2005 y 2010).

Sin embargo, aunque son muchas las alteraciones que se observan en los
cerebros con EA, existen dos caracteristicas histoldgicas tipicas que sirven
para diagnosticar "post-mortem", de forma definitiva, la enfermedad:
alteraciones neurofibrilares extraneuronales (espacio extracelular) o “placas
seniles”, debidas principalmente a la formacién y acumulacién de la proteina
BA, y acumulaciones fibrilares intraneuronales u “ovillos neurofibrilares”,

debidos a la proteina Tau (Querfurth y Laferla, 2010) (ver Figura 2.1).

Proteina Precursora Amiloide
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Figura 2.1. Esquema de la cascada patogénica de la Enfermedad de Alzheimer. Fuente;
http://www.medicosecuador.com/espanol/articulos_medicos/164.htm
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El papel de la B-amiloide.

Las placas seniles, también denominadas placas amiloideas, consisten en
depodsitos extracelulares insolubles (péptidos de 39-43 aminoacidos de
longitud), llamados beta-amiloides y abreviados como BA (Meyer-Luehmann et
al., 2003), que son el producto de la fragmentacién de una proteina mayor,
denominada proteina precursora del amiloide (APP, por sus siglas en Inglés).
Esta proteina es indispensable para el crecimiento de las neuronas, para su
supervivencia y su reparacion (Priller, 2006; Turner, 2003). Aunque todavia no
se sabe, definitivamente, si las placas son causa o consecuencia de la
enfermedad, hay pruebas de que la formacion de depdsitos de amiloide puede
ser un proceso fundamental en el desarrollo de la enfermedad. De hecho, la
modificacion de la estructura de la APP puede causar al menos una forma
hereditaria de la enfermedad, caracterizada por mutaciones del gen de esta
proteina. Estudios recientes han proporcionado informacion sustancial sobre la
naturaleza del B-amiloide y su toxicidad neuronal, asi como sobre la formacion,

depésito y reduccion de las placas (Hillen, 2010; Kounnas, 2010).

El BA depende de la ruptura enzimatica de la proteina precursora de amiloide
(APP), y en este proceso de ruptura son responsables tres enzimas. La APP
puede fragmentarse por accion de la a- secretasa, seguida de la accion de la
y-secretasa, de manera que se generan fragmentos solubles de APP (Esch et
al., 1990; LaFerla et al., 2007; Mattson, 2004). Sin embargo, cuando sobre la
APP actua en primer lugar la B-secretasa seguida de la accion de y-secretasa,
se liberan los fragmentos de BA+.40 Y BA142, dando lugar a una nueva proteina
extracelular insoluble con conformacion en hoja B plegada (Lopez et al., 1998;
Querfurth y LaFerla, 2010), poniéndose asi en marcha la ruta amiloidogénica
(ver Figura 2.2). Este fragmento proteico se agrupa formando oligémeros
insolubles que se depositan fuera de las neuronas en forma de placas seniles y
en las paredes de las arterias de mediano calibre, dando origen a la angiopatia
amiloide (Querfurth y LaFerla, 2010).
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Figura 2.2. Cascada de la produccién de R-amiloide a partir de APP. En (A) se muestra los sitios
de segmentacién de la APP por parte de las secretasas. En (B) se muestra la via de
procesamiento normal y la via de procesamiento patoldgico por accion de las - y y-secretasas,
para originar los péptidos amiloides RA4o y RA42, cuya agregacion promueve la formacion de
placas amiloides y ovillos neurofibrilares. Fuente; Novartis
http://www.down21.org/salud/salud/Alzheimer_sd.htm

La causa que provoca la agregacion de la BA y la posterior formacion de las
placas seniles no es del todo conocida, y tampoco lo es el origen de su
toxicidad, aunque numerosos autores han sugerido el papel relevante del
estrés oxidativo (Boyd-Kimball, 2005; Cruz-Sanchez et al., 2010), las
disfunciones en la homeostasis del calcio neuronal (Green y LaFerla, 2008;
Isaacs, 2006) o los procesos inflamatorios (Dudal et al., 2004; Eikelenboom et
al., 2006) como origen de tal toxicidad (Querfurth y LaFerla, 2010).

Este fragmento (3 del amiloide también estimula el aumento intracelular de
calcio, activando dos procesos que conducen a la muerte de la neurona, como
son la citotoxicidad por calcio y la degeneracion neurofibrilar mediada por la
proteina Tau. Parece ser que el amiloide, por medio de esta movilizacion e

incremento del calcio intracelular, provoca la fosforilacién de la proteina Tau,
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dando lugar a los ovillos neurofibrilares y en ultima instancia produciendo la
muerte neuronal (LaFerla, 2010; Oddo et al., 2007, 2009; Querfurth et al.,
2010). Esto sugiere que la relacién entre BA y Tau es predominantemente (si
no exclusivamente) unidireccional, lo que es consistente con la hipétesis de la
cascada amiloide y puede explicar que los desordenes Unicos de Tau carezcan

(o estan desprovistos) de patologia de beta-amiloide (Oddo et al., 2007, 2009).

El papel de las Presenilinas.

Son proteinas de membrana que han sido propuestas como reguladoras del
procesamiento de la proteina APP, por medio de su accion sobre la secretasa
gamma, una enzima que digiere la APP. También se piensa que las
presenilinas estan implicadas en la degradacion del receptor Notch (proteina
receptora de sefales inhibitorias que modula los patrones conformacionales
del sistema nervioso durante las fases tempranas del desarrollo, Martys-Zage
et al., 2000), de modo que las presenilinas o bien regulan directamente la
actividad de la secretasa gamma, o bien ellas mismas son enzimas con

actividad proteasa.

La preselinina-1 (PS1) es una proteina con siete dominios transmembrana,
codificada por un gen localizado en el cromosoma 14, y podria ser una de las
enzimas que rompen la APP y originan la produccion de -amiloide. Ademas,
las presenilinas tienen muchas otras funciones, entre las que se encuentra su
participacion en la apoptosis, y también en la comunicacion intercelular, a
través del mantenimiento de las sinapsis. Incluso tienen un papel durante el
desarrollo embrionario similar a la de la proteina Notch-3. Se han descrito mas
de 50 mutaciones en esta proteina (PS7) que producen la EA familiar
autosdmica dominante, de inicio entre los 30 y 50 afios, siendo las mutaciones
en la PS1 la causa mas frecuente de EA hereditaria. Sin embargo, todavia
queda por determinar cual es la funcién o proceso que, una vez alterada/o en

pacientes con mutaciones de la presenilina, inicia la enfermedad. Aunque se
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sabe que se inicia antes cuando se presenta la PS1 que la PS2 (Hutton y
Hardy, 1997).

La preselinina-2 (PS2) es una proteina transmembrana con una secuencia
similar a la PS1, codificada por un gen localizado en el cromosomal. No se
conoce bien la funcién de esta proteina, pero se han descrito 5 mutaciones en
este gen, que producen la EA familiar en edades entre los 30 y 65 afos (por
tanto presenta unos limites de edad mas amplios que las anteriores

mutaciones).

El papel de la proteina Tau.

La proteina Tau juega un papel fundamental en la modulacion de la formacién
y estabilizacion de los microtubulos, a través de su fosforilacion. Estos
microtubulos son polimeros claves de la arquitectura o citoesqueleto neuronal
(Hernandez y Avila, 2007) y son ademés esenciales para mantener la dinamica
del citoplasma, en los procesos de transporte en el interior de la neurona y en
la formacion del huso mitético en células en division. En la EA, debido a una
alteracion de las sefales regulatorias, Tau deja de cumplir su papel en el
mantenimiento de la estabilidad del citoesqueleto y se transforma (por cambios
quimicos que resultan en su hiperfosforilacién) en una proteina con una
capacidad aberrante de asociarse consigo misma para formar polimeros
intracelulares (agregacion anormal), que conllevan la desintegracion del
sistema de transporte de la neurona. Dichos polimeros de Tau son los que se
organizan en las estructuras helicoidales altamente resistentes, formando los
llamados ovillos neurofibrilares (NFT, “Neurofribillar Tangles”), que son
estructuras anémalas de la neurona, cuya presencia provoca serios trastornos
en la actividad celular que la llevan a una pérdida de su capacidad de transmitir
mensajes nerviosos y finalmente al proceso neurodegenerativo (Ding vy
Johnson, 2008; Xie et al., 1998). Se sabe que las neuronas que contienen

estos NFT pierden su capacidad funcional y muchas de ellas mueren, como se
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evidencia por la presencia de residuos neuronales que contienen dichos ovillos

en el cerebro de pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Los NFT constituyen la principal lesion intraneuronal y se encuentran
fundamentalmente en los cuerpos neuronales y dendritas apicales, aunque en
menor proporcion se detectan lesiones neurofibrilares (también formadas por
NFT) en dendritas distales como los filamentos de la neuropila, y en neuritas

distréficas que rodean los nucleos centrales de algunas placas del amiloide.

Sin embargo, hoy en dia no existe consenso acerca de como la deposicion del
amiloide lleva a la demencia, ni si los depdsitos de BA son suficientes por si
solos para causar la enfermedad. Fundamentalmente es debido a que los
estudios de EA ya indicaban que las placas seniles se encontraban tanto en
cerebros con la enfermedad como en los controles, siempre que se tratara de
ancianos, lo que sugeria que tales placas podrian ser marcadores de senilidad
mas que de demencia. En apoyo de esto, existe evidencia de que la distrofia
neuritica se correlaciona con la expresion de formas de demencia clinica y que
los pacientes pueden tolerar ciertos niveles de amiloidosis antes de presentar
signos de disturbios cognitivos. También en relacién a esta hipotesis, se
descubrié una vacuna experimental que causaba la eliminacion de estas
placas pero no tenia efecto sobre la demencia (Holmes et al., 2008). La
formacion de componentes del amiloide es comun en el envejecimiento normal,
y en casos muy raros se encuentran ovillos sin la presencia de amiloide. De
esta forma, el PA posiblemente precederia a la formacién de ovillos
neurofibrilares (NFT). Sin embargo, es posible que los dos eventos celulares
claves en la EA, formacién de NFT y de placas seniles, lleven en forma
complementaria a la pérdida de la actividad de las neuronas afectadas. A pesar
de que la generacion de NFT y la deposicién del amiloide son fendmenos
molecularmente independientes, podrian tener alguna relacion a nivel de
funcionamiento neuronal, aunque hoy en dia este sigue siendo un debate
abierto entre la opcidon que apuesta por la proteina Tau como desencadenante

(teoria de los Tauistas; Mudher y Lovestone, 2002) y la que le da mayor
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relevancia al beta-amiloide como agente etiolégico primario de la EA (teoria de

los Baptistas; Hardy y Allsop, 1991).

El papel de la Apolipoproteina E.

La Apolipoproteina E es una lipoproteina transportadora de colesterol
codificada en el cromosoma 19 que se considera como un factor de riesgo para
la EA (Hsiung et al., 2004). Su secuencia de aminoacido presenta diversos
polimorfismos (desde el punto de vista genético se habla de polimorfismo
cuando una mutacion se presenta en mas del 1 % de la poblacién). Los
polimorfismos mas frecuentes en la poblacion son el polimorfismo €3 (presente
en el 80 %), y los polimorfismos €2 y €4 (presentes en el 5y 15 % de la
poblacién). Se conoce que el polimorfismo €4 es mas frecuente en la EA que
en la poblacion general y que aparece en el 50 % de los pacientes con EA
(Roses, 1994). La existencia de este polimorfismo de un modo homocigoto
(alelos €4- €4), aumenta aun mas el riesgo de padecer la EA y adelanta en
aproximadamente 10 afos su inicio. Por el contrario, la presencia del
polimorfismo €2 parece que disminuye el riesgo de padecer la EA (Roses,
1997). La influencia de estos polimorfismos para padecer EA parece seguir un
patron aditivo, siendo el riesgo mayor en sujetos €4/4, luego 4/3, 3/3,4/2,3/12 y

2/2, por este orden.

Parece ser que la Apo-E se encuentra en todas las estructuras afectadas por
lesiones de la EA: en las placas seniles, los ovillos neurofibrilares y los
depdsitos de amiloide perivascular. Se desconoce si su papel es el de reforzar
estas formaciones o bien el de facilitar el afiadido de nuevas moléculas que
favorezcan el crecimiento (Waring et al., 2008). En cambio, se ha estudiado la
relacion del desarrollo neurodegenerativo con la alteracion de la actividad de
lipoproteinas neuronales asi como de la homeostasis del colesterol y de otros
lipidos implicados en la actividad neuronal (Sekler et al., 2008). El colesterol

influye en la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de la
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proteina precursora del amiloide (APP) y en la produccién de péptidos-amiloide
(Kuo et al., 1998).

Activacion microglial e hipotesis de la “Neuroinmunomodulacion”.

Las células microgliales, descritas por primera vez en 1932 por Del Rio
Hortega, son consideradas como el macrofago del cerebro, capaz de realizar
fagocitosis y presentacion de antigenos, lo que las convierte en las células
representantes del sistema inmune en el SNC (Hanisch et al., 2007). La
activacion microglial se produce por la deteccion de las sefiales de dafio.
Existen una gran variedad de sefiales, tales como estructuras bacterianas,
virales y fungicas, proteinas enddégenas anormales, anticuerpos y factores de
complemento entre otros, que inducen la liberacidon de factores citotéxicos y
citoquinas pro-inflamatorias. Esta activacion microglial origina un fendmeno
neuroinflamatorio que parece estar directamente relacionado con la
degeneracion neuronal, principalmente por efecto de las moléculas pro-
inflamatorias (Fernandez et al., 2008). Tal evidencia ha llevado a implicar las
microglias y las citoquinas como agentes claves en el desarrollo de desérdenes

neurodegenerativos como la EA (Von Bernhardi, 2007).

Por otra parte, un estudio reciente sugiere que la BA podria tener una funcién
protectora, como parte del sistema inmunolégico (Soscia et al., 2010). Los
investigadores defienden la hipétesis de que la BA seria en realidad parte del
sistema Inmunitario innato y actuaria en defensa contra los agentes patdégenos.
Estos autores mantienen la hipotesis de que los factores que provocan la
hiperactividad del sistema inmune innato (no sélo ante infeccion, sino también
ante traumatismos craneoencefalicos y accidentes cerebro-vasculares) podrian
causar un deposito excesivo de PBA. Asi que, si el amiloide en placas
realmente no fuese lo que hasta ahora se pensaba, esto es, el resultado de la
acumulacion de proteina de desecho, podria tener un papel muy activo en esa
reaccion de defensa frente a una agresién en el cerebro. De confirmarse esta

teoria, tendria importantes consecuencias porque permitiria buscar nuevas
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dianas vinculadas con factores de riesgo que incrementen la proteina BA vy el

riesgo de la EA.

Otros factores cronicos que se han relacionado con un incremento del riesgo
de padecer EA son las alteraciones en la regulacion del colesterol, cuadros
diabéticos, constantes infecciones, un alto consumo de grasas y la deficiencia

de vitamina B12, entre otros (Fernandez et al., 2008).

2.1.2. Alteraciones en la neurotransmision

Durante el proceso de degeneracion neurofibrilar que caracteriza la
Enfermedad de Alzheimer, se produce una pérdida notable de los niveles de
ciertos neurotransmisores. Estas alteraciones en los sistemas de
neurotransmision han sido confirmadas por numerosos trabajos (p.ej. De la
Morena-Vicente et al., 2006).

Las neuronas que mayoritariamente se afectan, son las neuronas colinérgicas,
cuyo neurotransmisor es la acetilcolina (ACh), sobre todo en el hipocampo y en
la neocorteza. Esto dio paso a la primera teoria etiopatogénica de la EA, la
“teoria colinérgica” (Coyle et al., 1983; Sara, 1989). La acetilcolina (ACh) es
sintetizada por la enzima colina acetiltransferasa (ChAT), y la mayor fuente de
ChAT reside en el nucleo basal de Meynert (localizado en el prosencéfalo
basal y que proyecta hacia la neocorteza), una de las primeras zonas que se
altera en la EA, mientras que otros nucleos colinérgicos se hallan en las
neuronas del septum medial que proyectan al hipocampo. Existe una
correlacion entre la disminucién del nivel de ChAT y los trastornos de la
memoria y otras funciones cognitivas de la EA (Phillis, 2005; Whitehouse et al.,
1981, 1982). Asi que, la recuperacion de los niveles de ACh y ChAT, supondria
hipotéticamente una mejoria de los sintomas de la enfermedad. También hay
alteraciones en los receptores colinérgicos, con disminucién de los receptores
muscarinicos M2 presinapticos y de receptores nicotinicos (Caccamo et a.,
2006, 2009; Fisher, 2008; Oddo et al., 2006c). Los enfoques del tratamiento
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colinérgico han incluido la administracion del precursor ACh, estimulacion
directa del receptor colinérgico y estimulacién indirecta colinérgica (Schneider,
1998). Por desgracia, la mayoria de estas estrategias colinérgicas han
resultado ineficaces, a veces efectivas pero demasiado téxicas o bien no se
han desarrollado por completo. El uso de farmacos inhibidores de la
acetilcolinesterasa (ACE; enzima implicada en la eliminacién de la ACh) es la
base de algunos de los tratamientos farmacolégicos actuales como, por
ejemplo, la tacrina, el donecepilo y la rivastigmina. No obstante, los resultados
terapéuticos suelen ser modestos y afectan solo a una minoria de pacientes
(Fisher, 2008; Martinez Lage et al. 2001; Samadi et al., 2011).

Otros sistemas de neurotransmisores que aparecen disfuncionales en la EA
son el serotoninérgico, noradrenérgico, y dopaminérgico. Todos ellos tienen
papel regulador de las células corticales. La serotonina esta disminuida en la
corteza cerebral y selectivamente en otras areas. Los farmacos inhibidores
selectivos de la recaptacion de la serotonina (ISRS) como, por ejemplo, la
fluoxetina, la paroxetina y el citalopram, se utilizan con éxito contra la
depresion en la EA (Agulera Ortiz, 1998; Nelson et al., 2007). Dado su perfil
anticolinérgico, no deberian emplearse los farmacos antidepresivos triciclicos.
Aunque la indicacion principal para la utilizacion de los ISRS en la enfermedad
de Alzheimer es el tratamiento de los cuadros depresivos, segun su perfil
farmacolégico, estos medicamentos pueden mejorar otros sintomas como la
ansiedad, la irritabilidad, los estados de agitacion y agresividad, la impulsividad

y el insomnio (Martin Carrasco et al., 2002).

Las células piramidales de la corteza cerebral y del hipocampo utilizan el
glutamato como neurotransmisor (neurotransmision glutamatérgica) y poseen
un gran numero de receptores NMDA para el glutamato en sus membranas.
Estos receptores son fundamentales para los mecanismos sinapticos del
aprendizaje y la memoria, se encuentran selectiva y diferencialmente
disminuidos en las areas lesionadas por la EA y existe una relacion positiva

entre la alteracion de los mismos y los déficits cognitivos (Sze, 2000). Las
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alteraciones de estos receptores en la enfermedad de Alzheimer causan la
muerte neuronal por toxicidad, a través de una cascada de cambios
metabdlicos (sobreactivacion de receptores ionotropicos de glutamato) que
termina con la entrada masiva de calcio en la célula y su muerte (Fernandez-
Teruel, 2008; Martinez Lage et al. 2001). Por este motivo, la utilizacion de
bloqueantes glutamatérgicos (antagonista de los receptores NMDA) como la
memantina, pueden retardar la muerte neuronal en la Enfermedad de
Alzheimer, a través de sus propiedades neuroprotectoras, antiexcitotoxicas y

potenciadoras de memoria (Butterfield et al., 2003).

2.1.3. El envejecimiento como factor de riesgo

Durante el transcurso del envejecimiento normal, el cerebro sufre numerosas
alteraciones: mueren las neuronas de algunas regiones cerebrales (aunque no
la mayoria de las neuronas importantes para el aprendizaje); se atrofian
algunas neuronas y sus conexiones, especialmente en regiones importantes
para el aprendizaje, la memoria, la planificacion y otras actividades mentales
complejas; aparecen redes neurofibrilares y placas amiloideas en algunas
regiones cerebrales; aumenta la susceptibilidad de las mitocondrias a las
lesiones, y aumentan la inflamacioén y la carga oxidativa (Martinez Lage et al.,
2001).

En individuos sanos, el impacto de estas alteraciones puede ser ligero,
produciendo diferentes grados de pérdida de la memoria, pero en los pacientes
con EA algunas de ellas son mucho mas pronunciadas. Se estan realizando
numerosos estudios sobre los procesos implicados en el envejecimiento
normal del cerebro, con el fin de conocer mejor sus diferencias con lo que
ocurre en la EA. Entre los aspectos mas investigados se encuentran los
mecanismos oxidativos y la posible participacion de las cardiopatias o la
hipertension (Querfurth y LaFerla, 2010). En este sentido, se sabe que las

enfermedades cerebrovasculares constituyen la segunda causa mas frecuente
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de demencia, y hay indicios de que los infartos cerebrales y la EA podrian estar

relacionados (Mattson, 2004).

El dafo producido por el exceso de radicales libres es algo asociado a los
procesos de envejecimiento y en la EA, el dafno oxidativo, juega un papel
importante ya que los radicales libres atacan a las neuronas produciendo la
oxidacion de lipidos, proteinas y ADN, lo que se traduce en muerte neuronal
(Markesbery et al., 1999; Martinez Lage et al., 2001). En condiciones normales
los radicales libres son controlados por una eficiente cascada de mecanismos
de antioxidacion, que incluye tanto la intervencion de diferentes enzimas
antioxidantes como de agentes antioxidantes no-enzimaticos. Sin embargo,
durante los procesos neurodegenerativos se produce una descompensacion
entre la produccién de los radicales libres y la defensa antioxidante celular,
como consecuencia de esto se producen fallos en diferentes funciones

biolégicas, conduciendo a la muerte celular (Mattson, 2004).

Por otro lado, en cerebros con Alzheimer se producen un gran numero de
factores neuro-inflamatorios como son: inmunoproteinas y citoquinas
generadas por neuronas, astrocitos y microglia (ademas de la generacion de
radicales libres), contribuyendo a agravar las situaciones de dano oxidativo. De
manera que el dafio oxidativo y la cascada neuro-inflamatoria contribuyen de
forma paralela a la patogénesis de esta enfermedad, ofreciendo nuevas
estrategias para el desarrollo de farmacos. De acuerdo con el punto de
intervencién farmacolégico se podrian clasificar como: antioxidantes,
captadores de radicales libres o anti-inflamatorios neuronales (Engelhart et al.,
2000; Thal 2000).

En el cerebro existen, o se pueden formar en determinadas circunstancias,
sustancias que regulan el funcionamiento neuronal. Unas actian en procesos
de crecimiento, adaptacion y/o recuperacion de neuronas o de sus funciones,
como el Factor de Crecimiento Nervioso o NGF (nerve growth factor), que se

relaciona con el sistema colinérgico ascendente. En cambio, otras substancias



actuan en procesos de muerte, involucion o disfuncion de las neuronas, y a
estas sustancias se les denominan "Factores de envejecimiento”(“factores de
necrosis” o “factores de muerte celular’). En la EA, de una manera genérica, se
ha observado que existe un déficit de factores de crecimiento y un exceso de
factores de envejecimiento. Este balance desequilibrado es considerado por
muchos autores como la clave de la neurodegeneracion, no solo en la EA, sino

también en otras enfermedades neurodegenerativas (Houeland et al., 2010).

Otro factor potencialmente importante es la concentracion de colesterol, cuya
elevacion podria aumentar la velocidad de depdsito de las placas (Forti et al.,
2010; Querfurth y LaFerla, 2010). Por ultimo, se estan desvelando muchos
paralelismos entre la EA y otras enfermedades neurodegenerativas
progresivas que causan demencia, como las enfermedades de Parkinson,

Huntington y las enfermedades por priones (Kell, 2010).

2.1.4. Tratamiento y estrategias terapéuticas

La implementacién de un tratamiento médico se basa en las necesidades tanto
del paciente como de los cuidadores o familiares. En primer lugar se intenta
tratar el estado de animo del paciente para asimilar la enfermedad, y después,
paliar las afectaciones de la funcion cognitiva. Mas adelante se abordaran los

trastornos del comportamiento y la motricidad.

El tratamiento clinico que se da a la EA no es exclusivamente farmacoldgico,
sino que intervienen muchos otros aspectos. A nivel farmacolégico ya hemos
visto el uso de farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa como es el caso
de la tacrina, el donecepilo y la rivastigmina (Fernandez-Bachiller et al., 2010),
gue se decantan basicamente hacia una actuacion que potencie los sistemas
de neurotransmision afectados y deficitarios, como serian las vias colinérgicas.
La actuacion incide sobre la disponibilidad de acetilcolina, tanto facilitando la
disposicion del sustrato como bloqueando su degradacion. Asimismo, el uso de

la memantina, antagonista de los receptores NMDA para el glutamato, puede
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ser un tratamiento mas eficaz que los potenciadores de la acetilcolina
mencionados, pero este farmaco tampoco impide que la enfermedad
evolucione y siga su curso (Fernandez-Teruel, 2008; Martinez-Coria, et al.,
2010). El uso de neurolépticos del tipo haloperidol va enfocado al tratamiento
de las conductas agresivas, y la utilizacion de benzodiacepinas oly
antidepresivos se dirige hacia la sintomatologia ansiosa y afectiva (depresiva)

gue se asocia a la enfermedad.

Las estrategias terapéuticas modernas que se dirigen a la estabilizacion de la
enfermedad, se centran en farmacos con capacidad de reduccién o de
eliminacién de los depdsitos de amiloide. Esto se ha conseguido a través de
terapias inmunoloégicas (con anticuerpos que reducen la beta-amiloide, Billings
et al., 2005; Kitazawa et al., 2009; Oddo et al., 2004, 2006a; Schenk et al.,
1999), reforzando asi la importancia de inhibir o reducir la formacion y

produccion de BA en la EA.

También se estan probando tratamientos preventivos con farmacos
antidepresivos (especialmente de la familia de los ISRS), que retardan los
depdsitos de BA (Nelson et al., 2007) y reducen el exceso de estrés cronico y
de niveles de las hormonas relacionadas con el estrés (como los
glucocorticoides —GCs-; excesos que se dan en trastornos como la depresion).
Ya que el estrés cronico o/y el exceso prolongado de GCs, son potenciadores
de la degeneracion neuronal provocada por la activacion glutamatérgica, que a
su vez se hiperactiva en condiciones en que aparecen los sintomas
neuropatologicos de la EA (exceso y deposicion de BA), el hecho de que los
antidepresivos ISRS retrasen la neuropatologia EA en modelos de raton
transgénico parece prometedor, tanto como posible hallazgo clinico como por
la via de investigacion que de ahi se deriva (ver p. ej. Fernandez-Teruel, 2008;
Nelson et al. 2007).

También se complementan estas estrategias con el uso de terapias

preventivas basadas en dietas que incorporen determinados acidos grasos
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(Green et al.,, 2007) y pobres en colesterol, para modular el riesgo de la
enfermedad (Refolo et al., 2000, 2001). Por otro lado, también parecen ser
factores de proteccion el uso prolongado de farmacos antiinflamatorios o el
consumo de estrégenos (Carroll et al., 2007; Fonseca et al., 2009; McKee et
al., 2008; Rosario et al., 2006), asi como el uso de potenciadores de los
antioxidantes como la vitamina E y la seligilina (un inhibidor de Ila

monoaminoxidasa) (Markesbery et al., 1999; Mattson, 2004).

Otro factor de proteccion a considerar seria el incremento del entrenamiento
cognitivo, como seria el aspecto educativo, ya que se ha observado que los
colectivos con mas formaciéon académica y nivel intelectual presentan una
menor frecuencia de la enfermedad, posiblemente porque la estimulacion
intelectual incrementa el numero de conexiones sinapticas, de manera que las
neuronas afectadas se pueden sustituir con mas facilidad o suplir la funcion
(Rodriguez Alvarez et al., 2004; Wilson et al., 2002). Asi como la realizacién de

ejercicio fisico (Garcia et al., 2011).

2.2. MODELOS DE RATON PARA LA EA: ASPECTOS
NEUROPATOLOGICOS Y COGNITIVOS

Diversas disciplinas cientificas se benefician del conocimiento derivado del uso
de una amplia gama de procedimientos que comunmente se agrupan bajo el
término de “Modelos animales en Neuro-Psicopatologia o/y Neuro-
Psicofarmacologia”. El uso de estos procedimientos o modelos ha resultado de
enorme transcendencia y continda siendo generalmente imprescindible para el
progreso en todos aquellos ambitos de la ciencia. Los modelos animales tienen
por objetivo imitar tanto procesos psicolégicos/conductuales normales como
sintomas o sindromes psicopatolégicos (y neuropatolégicos) humanos, de
forma que sea posible el estudio y la manipulacién de los mecanismos
psicolégicos y neurobioldgicos intervinientes en tales procesos, asi como la
evaluacion de los efectos de posibles tratamientos (farmacolégicos o no)
(Fernandez-Teruel et al, 2000, 2008; Tobefay Fernandez-Teruel, 2010).
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A pesar de las importantes contribuciones de los modelos de raton transgénico
(como veremos a continuacion) para el estudio de la enfermedad de
Alzheimer, las limitaciones que presentan estos modelos son cada vez mas
evidentes y reconocidas. La mayoria de los modelos de raton transgénico se
crean con los genes que expresan mutaciones presentes en la EA familiar, una
forma de la enfermedad que representa menos del 5% de los casos. A
continuacion, revisamos de forma resumida algunos de los modelos animales
(en ratén) mas relevantes, representativos y mas utilizados para el estudio de
la neuropatologia y psicobiologia de la Enfermedad de Alzheimer (ver tabla
2.1)

2.2.1. Modelos de ratén no transgénico

El modelo SAMP8

El ratbn SAMP8 es un modelo con senescencia neural y cognitiva acelerada
(Butterfield et al., 2005; Nomura et al., 1999; Okuma et al., 1998), que se basa
en la edad, en lugar de en mutaciones. Estos ratones muestran una notable
relacion entre la edad y el deterioro acelerado en el aprendizaje y la memoria.
Una progresiva acumulacion de dafio oxidativo causa una disfunciéon de los
sistemas de defensa contra el estrés oxidativo en estos ratones, lo que
conlleva la aceleracién del envejecimiento. Ademas del estrés oxidativo, los
datos publicados muestran a los ratones SAMP8 como un modelo de
envejecimiento que presentan ademas muchas caracteristicas adicionales
relacionada con el inicio de la neuropatogénesis de la EA, como alteraciones
en el aumento de BA, hiperfosforilacion de Tau y una disminucién de los

niveles cerebrales de acetilcolina (Woodruff-Pak, 2008).

Inyecciones intraventriculares de anticuerpos BA, en cerebro de ratones

SAMP8 de 12 meses, aumentan significativamente tanto la capacidad de
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aprendizaje y memoria como los niveles de la acetilcolina en hipocampo (Farr
et al., 2003).

2.2.2. Modelos de animales transgénicos para la EA

Los modelos animales son esenciales para el progreso de la investigacion
sobre una enfermedad. Aunque existen modelos animales naturales de la EA,
como los primates envejecidos, la construccion de animales transgénicos
supone una enorme ventaja, porque permite disponer de modelos muridos de
bajo coste y facilmente reproducibles para la investigacion de la fisiopatologia y

los tratamientos experimentales de la EA.

Los animales transgénicos son generalmente ratones, ratas o cobayas, a los
que en las primeras fases del embrion se les introduce mediante inyeccion
intranuclear un gen (o parte) del de otra especie, junto con una secuencia
promotora de la expresion de este gen (Oddo et al., 2003a). En el caso de la
EA se han construido diferentes transgénicos para el gen de la APP humana
(proteina precursora de la B-amiloide) normal o con alguna mutacion
relacionada con la EA, para el gen de la presenilina 1y 2 (PS1 y PS2), e
incluso para la proteina Tau. Ademas, mediante cruces entre animales
transgénicos pueden producirse animales doblemente transgénicos, como
seria el caso de animales portadores de las mutaciones para APP vy

presenilinas (Bizon et al., 2007).

Un modelo alternativo al transgénico es el knockout, en el cual lo que se
produce es una inhibicion en la expresion del gen a examinar, lo que permite
conocer la funcion de la proteina relacionada. Las primeras investigaciones
para producir la patologia de la EA en ratones transgénicos se basaron en la
identificacion del péptido BA en pacientes con la trisomia 21 (sindrome de
Down) y después en las placas seniles de la EA (Masters et al., 1985),
centrandose en buscar la mutacién responsable de los casos de la EA familiar.

Se hallé que no existia una Unica mutacion, sino que varias mutaciones podian
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ser capaces de causar la enfermedad, mutaciones que no necesariamente se
localizaban en el gen de la APP (Chartier-Harlin et al.,1991; Goate ef al.,1991)
sino que también se encontraban en los genes de la presenilina 1 y 2 (Rogaev
et al., 1995; Sherrington et al., 1995), que participan directamente en la

produccion de la BA.

Cuando se transfiere el gen de la APP en modelos celulares, generalmente se
induce un incremento de la ratio BA4/BA4 (Borchelt et al., 1996), ya que se
induce una sobreproduccion de la proteina, y este exceso de APP puede ser
suficiente para incrementar la secrecion del péptido BA. Sin embargo,
generalmente, es necesario que esta APP esté mutada para que produzca una

cantidad suficiente de BA y asi pueda producir cambios visibles.

Las mutaciones del gen de la proteina Tau no estan asociadas con la EA, pero
si con la demencia fronto-temporal. Por este motivo, es I6gico considerar que
la patogénesis de la EA esta relacionada con un cambio en la APP y no en el
metabolismo de Tau (Oddo et al., 2007). Esta conclusion se formaliza con la
vigente "hipétesis de la cascada amiloide", la cual establece que la
acumulacion del péptido BA es la causa de unas reacciones en cascada que
conducen a la patologia Tau y a la muerte neuronal (Hardy et al., 1992; LaFerla
et al., 2005, 2007; Mattson, 2004).

2.2.2.1. Diversos modelos de animales transgénicos

Se han utilizado las tres isoformas de la APP humana (hAPP) (aminoacidos
695, 751, y 770) como transgenes. Las mutaciones del gen de la APP que se
han utilizado, suelen nombrarse segun el lugar donde han sido identificadas:
Swedish (la cual esta formada de dos mutaciones contiguas), London e Indiana
(M671L, K670N y V7171, 717F, respectivamente). EI gen hAPP es impulsado
por diversos promotores  -PDGF, thy-1 o thy-2 de raton y PrP de Hamster-,
los cuales permiten la expresion exclusiva o preferente en el sistema nervioso

central. El simple aumento del nivel de APP en ratén no causa la deposicion de
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BA, por lo que es necesaria la transfeccion de la APP humana (diecisiete
aminoacidos difieren entre el APP de ratén y el del humano para la evaluacion
de modelos de ratén transgénico para la EA) (Codita et al., 2006; Duyckaerts et
al., 2008).

El éxito de estos modelos ha sido importante para la comprensién de los
mecanismos de produccion y deposicion de BA, asi como para el estudio de
estrategias terapéuticas. Por ejemplo, copias de los genes humanos de APP y
genes de la presenilina 1 y 2 implicados en la EA familiar son utilizados para
crear modelos de ratén transgénico (Duff et al., 1996; Hsiao et al., 1996). En la
tabla 2.1 se resumen las cepas de ratones transgénicos que han sido mas

estudiadas segun la literatura.

2.2.2.2. Ratones transgénicos para APP

En estos modelos se ha encontrado un aumento de los niveles cerebrales de
BA,,, formando depdsitos de placas seniles. Algunos de ellos también
muestran neuritas distréficas, pero hasta la fecha no se encuentran ovillos
neurofibrilares. Ademas, en estos modelos, se encuentran las mismas lesiones
oxidativas que en cerebro de humanos con EA. El resultado obtenido de la
comparacion de las diferentes cepas de ratdén estudiadas, indica que la
aparicion y la gravedad de los depodsitos de amiloide estan directamente

relacionadas con el nivel de péptido BA4.. Los modelos mas utilizados son:

La cepa de ratén PDAPP.

Es la primera cepa de raton con patologia en acumulacion del péptido BA. Se
utilizé un cADN-minigen portador de la mutacion Indiana (V717/F) para la
secuencia de la hAPP. La expresion de la APP, se realiza a través del
promotor PDGF-3 (Games et al.,1995). Esta linea de transgénicos PDAPP ha
sido ampliamente estudiada, y se ha visto que, a la edad de seis meses, el

raton heterocigoto desarrolla depdsitos extracelulares de péptido BA en el
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hipocampo, y con 8 meses de edad los presenta en el cortex cerebral (Irizarry
et al., 1997a, 1997b).

La cepa de ratdon Tg2576.

Este modelo sobreexpresa la isoforma 695 del hAPP con la doble mutacion
Swedish (K670N/M671L), bajo el control de la proteina promotora (prion) de
hamster. A los 9-11 meses de edad, se encuentran depodsitos de BA, asi como
de BA difusa localizada en hipocampo, en cortex cingulado y en otras aéreas
corticales. En este modelo se han encontrado cambios conductuales y
electrofisiolégicos detectados previamente a la deposicion de placa amiloidea
(Hsiao et al., 1996).

La cepa de raton APP23

Este transgénico fue desarrollado por Novartis Pharma. La isoforma 751 del
hAPP con la doble mutacion Swedish, se expresa bajo el control de Thy-1-2
como promotor de ratéon. En este modelo, a los 6 meses de edad, se observan
depositos del péptido BA difuso en parénquima y en los vasos. Ademas, el
modelo presenta una pérdida neuronal de las células piramidales del area CA1
(Sturchler-Pierrat et al., 1997).

La cepa de ratén C3-3.

Este transgénico también contiene una APP que lleva la doble mutacion
Swedish sobreexpresada. El quimérico APP raton/humano con la mutacion
Swedish K670N/M671L contiene un dominio BA humanizado. El promotor es
un priéon-promotor de ratén. En este modelo, los ratones no desarrollan placas
de amiloide hasta de 18 meses de edad (Borchelt et al., 1996 , 1997).
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La cepa de raton Tg CRNDS.

Este raton lleva tanto la doble mutacién Swedish como la mutacién Indiana
(hAPP695 K670N, M671L y V717F). Este modelo esta disefiado para expresar
las dos mutaciones de APP, bajo el control de un prién-promotor de hamster.
El transgénico muestra una deposicién de beta-amiloide acelerada y, ademas,
las placas se desarrollan de manera temprana, hacia los 3 meses de edad
(Chishti et al., 2001). La alta concentracién de BA y el aumento de la ratio
entre BAs/PAs explican por qué la patologia en este modelo es

particularmente agresiva.

La cepa de ratéon APP Arc/Swe.

Este transgénico fue disefiado para centrarse en el estudio de los estadios de
la patologia previos a la deposicién de la BA (Dong et al., 2004, 2007). La
formacién de placa amiloide, es precedida por una fase de agregacion BA
intraneuronal intensa, que se inicia a los 4 meses de edad. Hacia los 9 meses,
los ratones presentan deposiciones de amiloide en los nucleos del tdlamo y en
regiones del cerebro con una alta expresion del transgén, asi como agregados

intraneuronales generalizados.

2.2.2.3. Ratones transgénicos para Presenilina

Las mutaciones para PS1 o PS2, son caracteristicas por inducir un aumento de
los niveles de BA4; sin formaciéon de placa (Oyama et al., 1998; Qian et al.,
1998; Sawamura et al., 2000). El deterioro conductual de este modelo es
modesto (Lalonde et al., 2003a, 2003b), sin embargo presenta alteraciones en
la homeostasis del calcio en el reticulo endoplasmatico y, ademas, se ha
demostrado que el transgén para la mutacion PS1 humana altera el transporte
axonal e incluso induce hiperfosforilacion de Tau (Lazarov et al., 2007). Los
ratones knockout permiten evaluar la funcién de las proteinas no expresadas.

En el caso de las presenilinas, lo que ocurre es que el modelo animal
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(knockout) fallece en los primeros minutos de vida por malformaciones del

desarrollo, lo que indica una funcion de esta proteina en la embriogénesis.

2.2.2.4. Ratones doble transgénicos para BAPP y PS1

Este modelo muestra un rapido desarrollo de la formacion de placas
comparado con el modelo simple para PS1. A nivel conductual presenta
alteracién en tareas de aprendizaje espacial a la edad de 15 meses (Bizon et
al., 2007). Sin embargo, este modelo tiene sus limitaciones, ya que a pesar de
ser un modelo para la amiloidosis, presenta poca pérdida neuronal asi como

poca formacion de ovillos neurofibrilares.

2.2.2.5. Ratones transgénicos para ApoE

La apolipoproteina E (ApoE) es una proteina implicada en el transporte del
colesterol. La sustitucion del gen ApoE por el alelo humano €4 se asocia con
mayores depositos de amiloide y con mayores cantidades de B-amiloide fibrilar
qgue en el caso de la sustitucion por el alelo €3. Un modelo de raton transgénico
para APP, pero knockout para el gen ApoE, desarrolla menos depdsitos de
amiloide y de forma menos extensa, lo que apoya al papel de esta proteina en
el deposito de amiloide (Bales et al., 1999, 2002). Resultados similares fueron
aportados por un modelo derivado de la linea de Tg2576 (Holtzman et al.,
2000). Los ratones carentes del gen ApoE mdrido, que expresan Apo €3
humana, tienen una latencia mas larga en el desarrollo de las placas y
muestran una reduccién de la carga de amiloide, en comparacion con animales

similares que expresan el gen Apo €4 humano.

2.2.2.6. Ratones transgénicos para Tau

La proteina Tau es una fosfoproteina que pertenece a la familia de las
proteinas asociadas a microtiubulos, que se une a la tubulina y facilita la

polimerizacion del tubulo (Cleveland et al., 1977). Las mutaciones del gen Tau,
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son conocidos por ser la causa de la demencia frontotemporal ligada a
cromosoma 17 (Gotz et al., 2008). Se observé que, ratones que expresan la
proteina Tau humana normal no desarrollan la patologia NFT, pero, una vez
que se identifico la mutacion en Tau, los estudios se orientaron hacia generar
modelos adecuados de la patologia Tau (Lewis et al., 2000). Inicialmente, la
produccion de modelos de EA se veia afectada por la aparicion de alteraciones
motoras en ratones jovenes, seguida de una muerte prematura. Después de
encontrar construcciones genéticas adecuadas, se obtuvieron lineas de
transgénicos sin patologia motora (Gotz et al., 2001a). Se ha demostrado, en
lineas de transgénicos Tau P301S y P301L (Gotz et al., 2001b; Allen et al.,
2002), que la exposicion de determinadas proteinas Tau se correlaciona con la
formacién neurofibrilar, 1o que sugiere que la agregacion de Tau es causada

por fosforilacion anormal en lugares precisos.

Las similitudes de los aspectos morfolégicos y de comportamiento entre
fenotipos de ratones transgénicos para Tau, APP/presenilina y ApoE, indican
una deficiencia clave en el transporte axonal (Wirths et al., 2006), que sugiere
la idea de centrar el tratamiento de la EA en la prevencion del desarrollo de
dicha deficiencia (Go6tz et al., 2006). La combinacién de transgénicos con doble
mutacion para la APP y Tau produce ratones en los que hay lesiones

semejantes a los ovillos neurofibrilares (Gotz et al., 2001a).
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Tabla 2.1. Resumen de los modelos transgénicos mas utilizados (extraido de Codita et al.,

2006).
MODELO BACKGROUND PROMOTOR TRANSGEN REFERENCIA
mutacién APP
PDAPP Outbred Swiss-Webster PDGF-3 hAPP V717/F Games et.al
crossed to
(C57B6xDBA2)F1 chain gen (Indiana mutation)
Tg2576(APPggs SWE) Hybrid background: Hamster PrP hAPP 695 K670N/M671L Hsiao et.al
C57B/6J x SJL F2 (Swedish double mutation)
Sturchier-
Tg APP 23 Hybrid background: Mouse Thy-1 hAPP 751 Swedish double Pierrat et.al
(C57B/6J x DBA2) x C57BL/6 mutation
hAPP 695 V71711
APP Lo FVB/N Mouse Thy 1 (London) Moechars et.al
Mutaciones combinadas APP
Tg CRND 8 Hybrid background: Hamster PrP hAPP 695 Swedish double Janus et.al
(C3H/He x C57BL/6) x C57BL/6 mutation and Indiana Chishti et.al
J20 (APP  Swedish-
Indiana) Hybrid background: PDGF-3 hAPP 695 Swedish double Mucke et.al
C57BL/6 x DBA/2 F1 chain gen mutation and Indiana
Tg APPArcSwe Hybrid background: Mouse Thy 1 hAPP Swedish double Lord et.al
C57BL/6 x CBA F1 mutation and Artic
Mutaciones Presenilina
Human PS1,,, rescue Hybrid background: Mouse Thy 1 Human wild type PS1 Qian et.al
C57BL/6 x SJL
Rat PDGF
PS1 M146V Swiss-Webster x chain Human PS1 M146V Duff et.al
(C57BL/6 x DBA/2) F1
Mutaciones APP y presenilina
hAPP Swedish and
APP751 S/PS1KI Hybrid: C57BL/6 50% Thy 1 London Casas et.al
hPS1 knockin
CBA 25% - 129SV 25% M233T/L235P
Mutaciones Tau
Hybrid: C57BL/6, Human tau 40 with 4
Tau P301L DBA/2 Mouse Thy 1.2 repeats Gotz et.al
Swiss-Webster P301L mutation
Triple transgenic mice
3xTg_AD Hybrid background: Mouse Thy 1.2 hAPP Swedish mutation Oddo et.al

129/C57BL/6

Tau P301L PS1 M146V

APP, amyloid precursor protein; PDGF-f3, platelet derived growth factor B; hAPP, human APP
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2.2.3. El modelo triple transgénico (3xTgAD)

Los ratones transgénicos 3xTgAD fueron creados a partir de la microinyeccion
de los transgenes de la APPsye Yy taupspi. en el prondcleo de una célula
embrionaria de un raton “knock in” para el gen de la PS1y46v (Oddo et al.,
2003a). Se ha definido el desencadenante molecular del declive cognitivo en
este modelo transgénico, que mimetiza varios marcadores criticos de la
neuropatologia de la EA (Billings et al., 2005). De manera consistente con la
hipétesis de la cascada amiloidea, las placas extracelulares de BA4, preceden
a los ovillos neurofibrilares y ambos se desarrollan de manera secuencial y
jerarquica en regiones cerebrales relevantes en la enfermedad (corteza,
hipocampo y amigdala), con un curso temporal similar al del cerebro humano
con EA (Billings et al., 2005; Oddo et al., 2003a) (ver resumen en Tabla 2.2).

Tabla 2.2 . Patron temporal y neuroanatémico de las patologias BA y Tau en ratones 3xTgAD
segun Billings et al. (2005) y Oddo et al. (2003a).

Modelo animal 3xTg_AD

2n 3n 4n 6m 12 meses 15 meses
Corteza (%] Inicio BA intra-
BA Intra- BA intra- | neuronal Depédsitos BA = Depositos BA
neuronal neuronal = extendida; extracelulares = extracelulares
Inicio extendidos extendidos
depdsitos BA Ovillos de tau

extracelular

Hipocampo @ (0] BA intra- = BA intra- Depédsitos BA = Depositos BA
neuronal neuronal extracelulares extracelulares
extendidos extendidos

Ovillos de tau = Ovillos de tau

La inflamacién cerebral también se desarrolla de manera relacionada con la
edad y la microglia se co-localiza con las placas BA (Kitazawa et al., 2005). La
cuestion es que la disfuncion en la plasticidad sinaptica tiene lugar antes de la

deposicidon de BA extracelular y de la formacion de ovillos, y esta asociada con
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la immunoreactividad temprana a la BA (LaFerla et al., 2005; Oddo et al.,
2003a,b), sugiriendo asi un nuevo papel patoldgico para la BA intraneuronal
(LaFerla et al., 2007). La investigacion de la relacion dinamica entre los niveles
intracelulares y extracelulares de BA, propone que la acumulacién
intraneuronal de BA provoca la aparicion de declives cognitivos, mientras que
los procesos intracelulares y extracelular son responsables del agravamiento
de la EA, como también ocurre en el modelo triple transgénico (Oddo et.al,
2006b).

Este hecho sugiere que la disfuncién sinaptica podria ser un defecto temprano
en la patologia de la EA, que precede la formacion de placas y ovillos.
Ademas, en estos animales 3xTgAD hay una pérdida selectiva (y dependiente
de la edad) de receptores nicotinicos (a7nAChRs) en hipocampo y cortex, que
aparece a los 6 meses de edad, una reduccion que correlaciona con el
aumento intraneuronal de BA vy esta restringida a regiones cerebrales que

muestran acumulacion del mismo (Oddo et al., 2005).

Como se ha mencionado antes, recientemente se han obtenido evidencias de
la acumulacién intraneuronal de BA como un acontecimiento temprano en
humanos con Alzheimer, que podria ser un marcador del inicio de los sintomas
de la demencia (Tseng et al., 2004). In vitro, se ha observado la neurotoxicidad
de la isoforma BA4, micro-inyectada (Zhang et al., 2002), la inmuno-reactividad
a la BA4, dentro de neuronas que estaban proximas a (o dentro de) placas
extracelulares, asi como también dentro de neuronas piramidales del
hipocampo, en individuos con diagnéstico clinico que va desde el deterioro
cognitivo leve (MCI o “Mild Cognitive Impairment”) a deterioro cognitivo severo
(Gouras et al., 2000). De manera similar, las acumulaciones intraneuronales de
BA se han descrito en cerebro de personas con sindrome de Down (Mori et al.,

2002), y preceden al desarrollo de las placas amiloideas (Gyure et al., 2001).

De manera consistente con la hipétesis de la cascada BA, la cual propone la

acumulacion de esta proteina como el desencadenante de todos los tipos de
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EA, en este modelo triple transgénico la deposicion de BA se inicia meses
antes que la patologia Tau, y los niveles de expresidn de los transgenes APP y
Tau son comparables (Oddo et al., 2003b, ver tabla 2.2). A pesar de que las
patologias BA y Tau se inician en regiones cerebrales diferentes, se piensa que
los depdsitos de BA podrian alterar el metabolismo celular, dando lugar a
cambios conformacionales y de fosforilacion de la Tau, y consecuentemente al

inicio de la patologia (Morrissette et al., 2009; Querfurth et al., 2010).

Los depositos de BA aparecen inicialmente en regiones corticales, se inician en
la corteza frontal (predominante a las capas 4 y 5), después se extienden hacia
regiones corticales posteriores como la corteza occipital y parietal, y con la
edad progresan hacia areas limbicas como el hipocampo y la amigdala. Las
regiones hipocampales del subiculum y CA1 se ven particularmente afectadas,
y en los ratones 3xTgAD mas envejecidos también se ha encontrado que tanto
la regién CA3 como en el giro dentado contienen extensos depdsitos de BA
(Oddo et al., 2003a; Billings et al., 2005).

Mientras que a los 3 meses de edad la inmuno-reactividad a la BA
intraneuronal es detectable con el anticuerpo especifico anti- fA4, Unicamente
en corteza cerebral, los depodsitos extracelulares de BA no empiezan a
aparecer de forma difusa hasta los 6 meses de edad, momentos en que la BA
intraneuronal ya esta ampliamente extendida en la misma region (Oddo et al.,
2003a, 2003b). A esta edad, en hipocampo ya se puede detectar la
acumulacion intraneuronal de BA, pero los depodsitos no aparecen hasta
edades mas avanzadas. Por otra parte, los déficits sinapticos (presentes a los
3 meses de edad) se manifiestan meses antes de que haya deteccion de
agregados de BA y correlacionan con la sobre-expression de APP (mas
concretamente con la acumulacion intraneuronal de BA)(Oddo et al., 2003b).
Un hallazgo interesante es el hecho de que la inmuno-reactividad decrece
entre los 9 y 12 meses de edad (Oddo et al., 2006a).
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Con respecto a la patologia Tau, los agregados aparecen inicialmente en el
hipocampo, y con el envejecimiento del animal progresan hacia regiones
corticales. Para detectar los cambios en la conformacién de la proteina, un
requisito para la formacién de los ovillos, se ha utilizado el anticuerpo MC1 (y la
AT8, que reconoce la tau fosforilada en la serina 202 y threonina 205), y se ha
visto que los ovillos intraneuronales de Tau hiperfosforilada no aparecen hasta
los 12 meses de edad a la region CA1 del hipocampo, extendiéndose
progresivamente hacia regiones corticales del ratén envejecido. Cabe tener en
cuenta que es probable que las alteraciones de la Tau afecten también a la
plasticidad sinaptica en ratones envejecidos (Medeiros et al., 2010; Oddo et al.,
2003b).

Como se ha comentado previamente, el modelo 3xTgAD manifiesta disfuncion
sinaptica, incluyendo déficits de LTP (long term potentation), de manera
dependiente de la edad y previa a la formacién de placas de BA y de los ovillos
neurofibrilares (Morrissette et al., 2009; Oddo et al, 2003a; Querfurth et al.,
2010). Por tanto, el fenotipo conductual también se ve alterado en edades

tempranas, previas a la deteccion de placas (p. €j. Billings et al. 2005).

Se ha demostrado que un determinado anticuerpo de BA, administrado como
una uUnica inyeccidon en hipocampo, puede reducir los depdsitos de BA vy
también conducir a la limpieza de la patologia Tau (Oddo et al., 2004). Este
resultado sugiere que detener la oligomerizacion de la BA es uno de los
posibles objetivos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, siempre
que se detenga o reduzca la progresion de la patologia Tau (Oddo et al., 2004
y 2006b).

2.2.3.1. Animales 3xTgAD a los 4 meses de edad
Como ya hemos mencionado anteriormente, los ratones 3xTgAD de 4 meses

de edad (que forman parte del presente trabajo), presentan disfuncion

sinaptica, incluyendo déficits en la potenciacion a largo plazo (long-term
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potentation o LTP en inglés), que se manifiestan antes de la deteccion de los
agregados de PBA y correlacionan con la acumulacion de BA a nivel
intraneuronal, sugiriendo un nuevo papel patogénico de la BA en relacion a la
plasticidad sinaptica (Billings et al., 2005; Garcia et al., 2011; LaFerla et al.,
2005, 2010; Oddo et al., 2003a). Asimismo muestran una disminucién de la
neurogénesis, relacionando asi este efecto con el empeoramiento cognitivo
que presentan los animales a esta edad (Blanchard et al., 2010; Rodriguez et
al., 2008).

También se ha observado, a esta edad de 4 meses, una pérdida temprana de
neuronas de la capa lll de la corteza somatosensorial (Bittner et al., 2010),
elevados niveles de estrés oxidativo (implicado en la toxicidad inducida por la
BA; Resende et al., 2008) y un aumento de los niveles de acido homocisteico
(HA) en hipocampo que se relacionan con la acumulacion intraneuronal del
péptido BA (Hasegawa et al., 2010). En cambio no se han encontrado
diferencias de la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) en hipocampo de
animales 3xTgAD de 4 meses de edad (Perez et al., 2010). Algunos estudios
incluso han observado un adelanto en el patron temporal de la neuropatologia
presentada por Oddo et al. (2003a), detectando depdsitos de BA a nivel
intraneuronal en hipocampo a los 2 meses de edad (Rodriguez et al., 2008),
asi como presencia de Tau fosforilada en neuronas de la amigdala basolateral
(BLA) en animales 3xTgAD de 6 meses (Espafa et al., 2010).

Respecto a los animales 3xTgAD (de 4 meses de edad) que forman parte del
presente estudio, se ha detectado presencia de BA a nivel intraneuronal en la
capa 1 (CA1) del hipocampo (Vivo et al., 2006; ver Figura 6.1 en la Discusion
general), confirmando asi los resultados obtenidos por el laboratorio de origen
(Billings et al., 2005; Oddo et al., 2003a).

Incluso se ha observado que estos animales presentan un aumento de los
receptores de Galanina (GAL) en hipotalamo (HT) y una reduccion de

receptores muscarinicos (M1) en amigdala posterior (Manuel et al., 2007). Las
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interacciones de la GAL con la neurotransmision glutamatérgica (Kinney et al.,
1998) y colinérgica (Mitsukawa et al., 2008; Ogren et al., 2010) centrales, se
asocian con el declive cognitivo de la EA, empeorando asi la memoria espacial
en roedores (Counts et al.,, 2008). La GAL ejerce también una modulaciéon
sobre la transmisién serotoninérgica en amigdala e hipocampo (Hokfelt et al.,
1998; Yoshitake et al., 2003), asi como una influencia excitatoria sobre la
liberacién mesolimbica de dopamina (Ericson et al., 1999). Asi que, podemos
decir que la GAL actua a través de varios substratos, convirtiéndose asi en un

objeto de estudio futuro interesante en el modelo de raton 3xTgAD.

2.3. SINTOMAS NO COGNITIVOS EN LAEA Y SU
MODELAJE EN RATONES TRANSGENICOS

2.3.1. Los Sintomas conductuales y psicolégicos de la

Demencia

A pesar de que los sintomas cognitivos son los que caracterizan la EA, los
sintomas no cognitivos estan adquiriendo cada dia mas importancia por su
prevalencia y las disfunciones que generan (Blennow et al., 2006; Lanari et al.,
2006). Sin embargo, a pesar de su origen comun, basado presuntamente en la
degeneracion neuronal, los sintomas cognitivos tienen un perfil diferente del
resto de sintomas neuropsiquiatricos no cognitivos, como los afectivos, los
relacionados con la agresividad, y otros. Los sintomas neuropsiquiatricos a los
que nos referimos se asocian a alteraciones en las funciones ejecutivas, pero
son independientes de otros trastornos cognitivos como la alteracion de
memoria, lenguaje y habilidades visuo-espaciales (Shinosaki et al., 2000). En
la investigacion de la Enfermedad de Alzheimer, estos sintomas (no cognitivos)
se describen como “sintomas conductuales y psicolégicos de la demencia”
(SCPD; o, en inglés, BPSD —Behavioral and Psychological Symptoms of
Dementia-), los cuales incluyen la conducta motora anormal, la depresion o

ansiedad y las alteraciones de la personalidad, como la agresividad y la
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irritabilidad. Este término —SCPD o “BPSD”- fue propuesto por la “International
Psychogeriatric Association” en 1996, y engloba asimismo las alteraciones de
la percepcion (sintomas psicoticos), del contenido del pensamiento, del estado
de animo y de la conducta en las demencias. La gravedad y la carga
asistencial que comportan tales sintomas (Finkel et al., 2003) puede contribuir
a la institucionalizacion del paciente (Assal et al., 2002), lo que ha llevado a
considerar las terapias para los SCPD tan importantes como las terapias para

la disfunciéon cognitiva en la EA (Lanari et al., 2006).

En las fases iniciales de la patologia de la EA, los trastornos mas comunes son
del orden afectivo como la apatia, la irritabilidad y la depresion, pero en las
fases mas avanzadas pueden aparecer trastornos o sintomas psicéticos como
las alucinaciones y los delirios, asi como cambios marcados en la
personalidad. Segun Reisberg et al. (1987), en la practica clinica, los SCPD se
pueden evaluar a través de escalas de valoraciéon de la conducta como la
“Behave-AD”, que distingue entre siete grupos de comportamiento: trastorno
paranoide y delirante, alucinaciones, perturbaciones de Ila actividad,

agresividad, trastornos del ritmo diurno, trastornos afectivos, ansiedad/fobias.

Un estudio reciente (Vilalta-Franch et al., 2010) divide estos sintomas no
cognitivos —SCPD- en tres grupos o factores: el factor “psicosis” (delirios,
alucinaciones y conducta motora aberrante), el factor “depresivo” (depresion,
ansiedad, irritabilidad, agitacion, y apatia) y un tercero como factor “hipomania”
(euforia y desinhibicion). Existe una correlacion significativa entre la gravedad
del deterioro cognitivo en la demencia y la frecuencia de los SCPD en general
(Agniel et al., 1990; Jeste et al., 1992).

Los cambios de personalidad mas frecuentes son la apatia y el abandono de
actividades (Bozzola et al., 1992), ademas de un deterioro en el control
emocional y pérdida de interés por los sentimientos de los demas (Rubin et al.,
1987). Dependiendo de los estudios concretos, la depresién se encuentra entre

un 5,1 a 38,1% de los pacientes, y los sintomas psicéticos entre el 11,7 y el
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70%. La existencia de agitacién se situa entre el 11 y el 56% de los casos (ver

también Cummings et al., 1997).

La agitacién motora, las alucinaciones y el insomnio se han observado con
mayor frecuencia en fases avanzadas de la EA (Ballard et al., 2009; Eisdorfer
et al., 1992). A pesar de que el 41.8% de los pacientes con EA presentan
alteraciones del suefio, son escasos los pacientes con insomnio nocturno
superior a las dos horas (Cummings et al., 1997). Los pacientes sufren un
suefo fragmentado, con una mayor actividad nocturna (Volicer et al., 2001),
que se asocia con un aumento del letargo durante las horas del dia (Onen et
al., 2003). La pérdida de peso es otro sintoma comun adicional, presente en
mas del 50% de los pacientes con EA, a pesar de que la mayoria consumen
mas calorias al dia por kilogramo de peso corporal que pacientes controles no
dementes. Se ha estudiado la relaciéon entre pérdida de peso y sintomas de
comportamiento o SCPD (White et al., 2004), observandose una correlacién
negativa entre el indice de masa corporal (IMC) y la agitacién/agresividad,
depresion, irritabilidad, conducta motora aberrante y el apetito. La pérdida de
peso aumenta con la severidad y la progresion de la enfermedad, sugiriendo

que dicha variable puede ser predictiva de mortalidad (White et al., 1998).

En una encuesta realizada a familiares con demencia senil, se hallé que en el
75% de los casos, la familia consideraba la agitacion como el principal
problema de la demencia (Tomonaga et al., 1982). De ahi que haya adquirido
especial y creciente importancia el considerar e intentar tratar las diversas
manifestaciones de la demencia, tales como la agitacion. Siguiendo un analisis
factorial de los sintomas de agitacion observados en una poblacién de
pacientes institucionalizados, los sintomas de agitacién se dividieron en tres
categorias principales: conducta agresiva (golpear, patear, empujar, arafar,
tirar, agresiones verbales, agarrar, escupir, morder), comportamiento
inapropiado no agresivo (andar, vestirse o desvestirse, cambiar de sitio,
manejo inapropiado de objetos, manierismos repetidos como palmotear o frotar

manos) y agitacion verbal (quejas, requerimientos continuos de atencion,
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negativismo, gimoteo). Esta clasificacion tiene interés por ser util a los clinicos
para la eleccion del tratamiento (o tratamientos) mas apropiado (Rockewll,
1994).

La causa de la agitacién observada en la demencia es desconocida. Sin
embargo, los factores ambientales y bioldgicos tienen un papel muy importante
en el inicio y en el mantenimiento de estas conductas en los pacientes con
demencia (Ballard et al., 2009; Cummings 2003). Posiblemente cada tipo de
manifestacion de agitacion aparezca por una interaccion diferente de factores
ambientales y bioldgicos. La base bioldgica de la agitacién de los pacientes
con demencia se explica porque las estructuras relacionadas con el control de
la agresividad, como amigdala, el hipocampo y nucleos septales, estan
afectadas de forma precoz y severa en la EA (Lanari et al., 2006). Estas
regiones tienen una inervacion rica en neurotransmisores monoaminérgicos,
acetilcolina y neuropéptidos. Existen datos bioquimicos indicativos de un
deterioro del sistema serotoninérgico en pacientes con EA. Ademas, estudios
neuropatoldgicos han encontrado lesiones, como ovillos neuro-fibrilares, en los
nucleos del rafe, principal fuente serotoninérgica ascendente. La disminucién
de la funcion serotoninérgica central ha sido implicada en la génesis de
conductas agresivas e impulsivas, tanto en animales como en el hombre
(Borroni et al., 2010; Frankle et al., 2005). Ademas, existe una alta correlacion
entre diversos marcadores serotoninérgicos como la 5-HT en liquido
cefalorraquideo, o en sangre y la conducta agresiva. El descenso en los
marcadores adrenérgicos (norepinefrina y dopamina) también se ha
correlacionado experimentalmente con un descenso en la conducta agresiva
(Lanari et al., 2006).

Como acabamos de esbozar, los SCPD se abordan actualmente con farmacos
como los antidepresivos (especialmente pro-serotoninérgicos, ISRS), los
antipsicoticos y los ansioliticos/sedantes (Cummings, 2003; Lanari et al., 2006;
Martin Carrasco, 2004; Martinez Lage et al., 2001), pero la busqueda de

nuevos tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos es intensa. Mientras
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que los tratamientos con inhibidores de la colinesterasa (por ejemplo,
donecepilo) y un antagonista de los receptores N-metil-D-aspartato
(memantina) para el deterioro cognitivo en pacientes con EA suelen ser
eficaces en retrasar dicho deterioro (Repantis et al., 2010), los antipsicoticos
utilizados para tratar los SPCD pueden tener importantes efectos colaterales.
Una senal de alarma es que la mortalidad en pacientes con demencia se
incrementd mediante el uso de antipsicoticos atipicos, e incluso el uso de
antipsicoéticos convencionales parece conllevar un riesgo similar (Wang et al.,
2005).

El Yokukansan (TJ-54), una medicina tradicional japonesa que se ha utilizado
para el tratamiento de las neurosis, insomnio e irritabilidad en los nifios, mejora
los SCPD como la agitacidon/agresividad e irritabilidad en pacientes con
demencia sin graves efectos adversos (Iwasaki et al., 2005). Esta terapia se ha
estudiado en un modelo de raton (Tg2576) para la EA, y los autores sugieren la
posibilidad de que el TJ-54 podria ser una medicina util en la gestion de los

SCPD en pacientes con demencia (Egashira et al., 2008, Tabuchi et al., 2009).

2.3.2. Los SCPD en modelos de ratén para la EA

Para que los estudios con modelos animales puedan contribuir a la
comprension y el tratamiento de la EA, es importante que estos modelos
presenten sintomas especificos de la enfermedad (Chadman et al., 2009;
Higgins et al., 2003). El modelo murido ideal deberia desarrollar patologia
neural, cognitiva, conductual (SCPD) y neuroendocrina similar a la observada
en pacientes humanos con EA. Aunque es claro que la mayoria de los estudios
que utilizan modelos de ratones transgénicos para la EA se centran en los
cambios moleculares y neuropatoldgicos de la enfermedad y en los déficits
cognitivos (p.ej. Ambrée et al., 2006; Garcia et al., 2011; Giménez-Llort et al.,
2007, 2010; Higgins et al., 2003; Vloeberghs et al., 2004), se ha empezado ya
a prestar atencion sistematica a los otros sintomas —SCPD- de la EA con

modelos animales. Asi lo evidencian trabajos con ratones transgénicos para la
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EA en los que se evaluan, por ejemplo, la conducta exploratoria y la actividad
motora, la ansiedad (p. ej. Arendash et al., 2001; Gimenez-Llort et al., 2007,
2010; Lalonde et al., 2002, 2003a y b), los niveles de glucocorticoides y funcion
del eje HPA (Green et al., 2006; Pedersen et al., 1999; Touma et al., 2004a) y
los patrones de suefio-vigilia (Ambrée et al., 2006; Huitron et.al 2002;
Sterniczuk et al., 2010a; Vloeberghs et.al 2004).

A continuacion, y sin animo de ser exhaustivos, revisaremos algunos de los
principales hallazgos obtenidos en estudios con diferentes modelos de ratén
transgénico respecto a esos otros tipos de sintomas —SCPD- no esencialmente
cognitivos, trabajos que son una muestra de como el interés cientifico se centra
progresivamente en modelar con animales esos otros aspectos o sintomas de
la EA.

En los ratones con la mutacion APP23-Swedish aparecen alteraciones de los
patrones de actividad, que emergen mucho antes de que las placas amiloides
pueden ser detectadas en cerebro (Van Dam et al., 2003). De manera similar,
los ratones TgCRND8 (otro modelo transgénico de APP para la EA) presentan
alteraciones en los patrones de actividad espontadnea circadiana, con un
incremento de actividad global y de las estereotipias, esto ultimo
correlacionado con elevadas concentraciones de costicosterona (Ambrée et al.,
2006) e hiperactividad del eje HPA (Touma et al., 2004b). No obstante, este
modelo transgénico no presenta diferencias en niveles de ansiedad respecto a
los ratones control (Touma et al., 2004b). En cualquier caso, también en este
modelo (TJCRNDS8) las alteraciones SCPD mencionadas (esto es, los ritmos
circadianos de actividad y estereotipias) aparecen en etapas previas a la

deteccion de depdsitos de amiloide (Ambrée et al., 2006).

En el raton transgénico Tg2576, que expresa la forma humana de APPggsswe
(Hsiao et al., 1996), se ha observado que, aparte de presentar la disfunciéon
cognitiva esperable, se caracteriza por su hiperactividad, conducta desinhibida
y comportamiento impulsivo (Adriani et al., 2006; Dong et al., 2005; Lalonde et
al., 2003; Ognibene et al., 2005; Stackman et al., 2003). Estos hallazgos
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sugieren que estos ratones transgénicos son una herramienta valiosa para el
desarrollo de nuevos medicamentos para la demencia y los SCPD (Tabuchi et
al., 2009).

Alteraciones en la actividad circadiana basal, en forma de incrementos o
disminuciones en funcion del estudio particular, de la fase del ciclo (a lo largo
de las 24 horas) y de la edad o sexo de los animales, han aparecido también
en estudios con el modelo de ratén (para la EA) triple transgénico 3xTgAD,
que, por otra parte, generalmente presenta inhibicion conductual (petrificacion
conductual, interpretable como ansiedad o miedo) incrementada ante
situaciones de novedad o tests tipicos de ansiedad, asi como una funcion del
eje HPA (p. ej. niveles de corticosterona circulante) incrementada
progresivamente con la edad (ver p. ej. Espana et al., 2010; Garcia et al., 2011;
Giménez-Llort et al., 2006, 2007, 2008, 2010; Green et al., 2006; Sterniczuk et
al., 2010a,b; y refs. en esos trabajos). Con el mencionado modelo de ratén
3xTgAD, no obstante, el sentido de las diferencias conductuales respecto a los
animales control presenta un cierto nivel de controversia dependiendo de los
estudios y factores mencionados arriba. Puesto que este modelo de ratén para
la EA es objeto de la presente tesis doctoral, discutiremos en mayor
profundidad todos los resultados relevantes de la literatura en la seccién de
“Discusion” (ver apartados 4.3, 5.3 y 6 “Discusion General”) de los estudios que

aqui presentaremos.
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2.4. INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES EN
LA EA.

2.4.1. El estrés y la progresion de la EA.

Ademas del conocimiento de la contribucion genética en la aparicion y
desarrollo de la EA y de otras demencias, es importante estudiar el papel que
pueden desempefiar otros factores, tales como aspectos relacionados con el
ambiente, experiencia/educacién o el estrés a lo largo de la vida de los
individuos (Sapolsky et al., 1992, 2003). Evidencias epidemioldgicas refuerzan,
por ejemplo, el papel del estrés como factor de riesgo para la EA, ya que se ha
observado que los ancianos propensos a la angustia psicologica tienen mas
probabilidades de desarrollar el trastorno que individuos no estresados a la
misma edad (Wilson et al.,, 2005, 2006). También se ha observado que,
aunque los pacientes con EA presentan niveles elevados de cortisol basal, las
disfunciones del eje HPA (ver mas abajo) sdlo parecen relevantes en etapas
iniciales de la enfermedad (Swanwick et al., 1998), ya que las disfunciones del
eje HPA no empeoran con el deterioro cognitivo en fases mas avanzadas.
Ademas, resultados mas recientes muestran que los niveles de cortisol en
pacientes con EA son un reflejo de |la presencia del alelo ApoE4 (Peskind et al.,
2001), sugiriendo que la funcion de la ApoE esta influyendo en los niveles
circulantes de dicha hormona. Todas estas evidencias han llevado a sugerir
que el estrés (especialmente si es cronico) puede ser un inductor de
reacciones 0 procesos psico-neurobiolégicos, y en particular hormonales, que
pueden afectar negativamente la supervivencia neuronal (Sapolsky et al., 2003;
Stein-Behrens et al.,1994), especialmente de células nerviosas situadas en
areas directamente implicadas en procesos cognitivos (Rodrigues et al., 2009;
Sapolsky et al., 1993; Sorrells et al., 2009).

La respuesta del estrés es una reaccion del cerebro y del organismo ante
situaciones que amenazan su homeostasis. Asi cuando los organismos

perciben algun estimulo de amenaza, se inician una serie de reacciones con el
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objetivo de movilizar las reservas energéticas hacia los tejidos que las pueden
necesitar (como seria la musculatura, el sistema cardiovascular o el SNC), al
mismo tiempo que se paralizan otros procesos hasta que la situacién critica se
normalice. El sistema nervioso autébnomo, y en particular la activacién del
sistema simpatico, es crucial para las respuestas mas rapidas (huida, lucha,
incremento del consumo de glucosa, etc) ante la situacion amenazante. Por
otra parte, en el sistema endocrino se activan toda una serie de reacciones en
cadena, que implican la sintesis y liberacion de varias hormonas en diversas
areas cerebrales (en hipotalamo y en hipdfisis, esencialmente) y en algunas
regiones periféricas, como las glandulas adrenales (Armario, 2006; Sandi et al.,
2001). La secuencia principal consiste en la activacion del llamado eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (eje HPA). De manera general podriamos decir
que la senal de alerta inicial hace que el hipotalamo sintetice la hormona
liberadora de corticotropina (CRF), la cual produce en la hipdfisis la liberaciéon
de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) al torrente sanguineo. Cuando la
ACTH llega a las glandulas adrenales situadas sobre los rifiones, éstas inician
la secrecion de los corticosteroides o glucocorticoides. Los mas caracteristicos
son la corticosterona en rata/raton y el cortisol en monos y humanos. Ya en el
torrente sanguineo, los corticosteroides son transportados a los dérganos
periféricos y al cerebro, donde actuaran sobre diversas estructuras. Una de
estas estructuras es el hipocampo, especialmente relevante para los procesos
neurales que posibilitan el aprendizaje y la memoria (Marti y Armario 1998;
Sandi et al., 2001; Sapolsky et al., 1992).

Existe una amplia evidencia experimental que muestra que la exposicidon
prolongada a los corticosteroides tiene efectos nocivos que conducen a la
muerte neuronal y al aumento de reactividad glial en el hipocampo (dos
procesos caracteristicos del envejecimiento), ademas de producir una
disminucién en la capacidad de las neuronas hipocampicas para enfrentarse a
agentes téxicos o manipulaciones/accidentes traumaticas/os que producen
degeneracion neural, como la hipoxia-isquemia o las convulsiones

excitotdxicas (Rodrigues et al., 2009; Sapolsky, 1986, 1993; Sorrells et al.,
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2009). Esto ha llevado a pensar que la elevacion prolongada de los niveles de
aquellas hormonas podria acelerar la pérdida neuronal durante el
envejecimiento y aumentar la severidad de los déficits neuroldgicos inducidos
por agentes toxicos (Sapolsky et al., 1990). En un estudio clinico realizado en
humanos, en que se evalud el efecto de la prednisona (un glucocorticoide con
propiedades antiinflamatorias), se halld6 que esta sustancia podia llegar a
acelerar el deterioro cognitivo en pacientes con EA en las primeras etapas de

la enfermedad, en comparacion con el grupo placebo (Aisen, 2000).

Ademas, algunos estudios con animales proponen una interaccion entre los
glucocorticoides y las neuropatologias caracteristicas de la EA, como la
acumulacion de amiloide vy los ovillos neurofibrilares (Budas et al., 1999;
Clinton et al., 2007; Elliott et al., 1993; Green et al., 2006). Estos hallazgos
sugieren que los altos niveles de glucocorticoides, que se encuentran en la EA,
no son simplemente una consecuencia del proceso de la enfermedad, sino que
desemperfian un papel relevante en el desarrollo y la progresion de la misma.
Asi que, si estas hormonas del estrés pueden agravar la progresion de la EA,
tanto la reduccion del estrés como ciertos medicamentos deberian poder
ralentizarla. En este sentido, en un estudio con los ratones 3xTgAD se hall6
que cuando animales jovenes (4 meses de edad) eran inyectados con
dexametasona, un glucocorticoide sintético similar a la corticosterona, los
niveles de la proteina p-amiloide en el cerebro de los ratones aumentaban un
60 por ciento (Green et al., 2006). También se observd que los niveles de la
proteina Tau estaban aumentados, lo que demuestra la consecuencia de la
exposicion excesiva a glucocorticoides al menos en un organismo y un cerebro
con predisposicion genética a la sintomatologia de EA, como es el modelo de
raton 3xTgAD. Cuando se administr6 dexametasona en animales 3xTgAD de
13 meses de edad (adultos que ya muestran neuropatologia), la hormona de
nuevo empeord considerablemente las lesiones en el cerebro, dado lugar a
una mayor formacion de placa amiloidea y acumulacion de la proteina Tau. Los
investigadores descubrieron, asimismo, que los niveles mas altos de beta-

amiloide y Tau llevan a un aumento en los niveles de hormonas del estrés,
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produciendo un efecto bucle (o de retroalimentacién positiva; Clinton et al.,
2007; Green et al., 2006).

Los estudios anteriores sugieren que, intervenir tanto en el control del estrés
como en la reduccién de los glucocorticoides, podria ser una buena estrategia
terapéutica para la EA. En relaciédn con esto, revisaremos a continuacién
evidencias de los efectos protectores frente al estrés que ciertos tratamientos
de estimulacion infantil producen en roedores, y que conllevan asimismo
efectos neuroprotectores a largo plazo (Escorihuela et al., 1994b; Fernandez-
Teruel et al., 1997, 2002; Gonzalez et al., 1994; Meaney et al., 1988, 1991;
Nufiez et al., 1996; Sapolsky et al., 1992).

2.4.2. La Estimulacion Postnatal

De forma muy genérica, el desarrollo cerebral, proceso dinamico que se inicia
en ya en las primeras semanas de la gestacion, esta influenciado por dos
grandes tipos de factores: (1) los factores genéticos, que marcaran de forma
decisiva la direccion en que debe movilizarse todo el potencial celular y
deciden, hasta cierto punto, el nivel cuantitativo al que debe de llegar el grado
de desarrollo; vy, (2) los factores ambientales que, desde estadios embrionarios
y con influencia creciente segin avanza el desarrollo del cerebro, modulan y
condicionan la cualidad y la intensidad del desarrollo. Es generalmente
asumido que ambos tipos de factores no actuan de forma independiente y

aditiva, sino continuamente en interaccioén (p. ej. Escorihuela et al., 1994b).

Charles Darwin, en 1859, fue pionero en observar la importancia del ambiente
en el desarrollo cerebral, al sefialar que los cerebros de los conejos domésticos
eran de menor tamafo que el de los conejos salvajes, postulando que las
diferencias podrian atribuirse al confinamiento y al empobrecimiento de
estimulaciéon ambiental de los animales de granja durante generaciones.
Afirmaciones en similar direccion, relativas a que las neuronas presentarian

mayor numero de sinapsis en los cerebros mas estimulados, se deben a
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Santiago Ramén y Cajal en 1894 (ver Escorihuela et al., 1994b). Es decir, las
intuiciones (mas o menos empiricas) sobre la plasticidad del cerebro durante el
desarrollo, y sobre su sensibilidad a los factores ambientales, ya existian entre
los cientificos en el siglo XIX. Las demostraciones experimentales vy
controladas de lo anterior, no obstante, se iniciaron a mediados del siglo
pasado, mediante la administracion de diferentes tipos estimulacion infantil y/o
juvenil a ratas de laboratorio que después eran evaluadas en tareas cognitivas,
de reactividad emocional, asi como a nivel neuroanatémico o neuroendocrino
(p. €j- Hebb, 1947; Levine 1956, 1962; Levine et al., 1956, 1957; Rosenzweig

et al., 1962; ver revision de Escorihuela et al., 1994b).

A estos trabajos pioneros debemos, en gran parte, el conocimiento actual de
que la exposicion a diferentes niveles de estrés o/y de estimulacion ambiental
durante el periodo postnatal o infantil/adolescente (e incluso en periodos
posteriores del desarrollo cerebral), puede alterar perdurablemente (incluso
permanentemente, en ciertos casos) procesos neuroendocrinos, indices de
funcion y plasticidad neural, asi como muliitud de aspectos

“temperamentales”/conductuales, incluidas las funciones cognitivas.

Mas directamente relacionado con los objetivos del presente trabajo, fue
Levine, en 1956 (Levine et al., 1956) quien descubri6 y evalud
sistematicamente los efectos a largo plazo de un tipo particular de estimulacion
postnatal en ratas. Las caracteristicas generales (resumiendo los
procedimientos mas utilizados en la literatura) de esta “estimulacion postnatal”
(EP) consisten en separar las crias de las madres y situarlas en
compartimentos individuales por periodos de tiempo que oscilan entre 3 y 15
minutos (dependiendo del estudio/laboratorio), diariamente, durante las
primeras 2-3 semanas de vida. Toda la manipulacién de las crias (al separarlas
de la madre y al devolvérselas) se realiza con las manos del investigador, con
extremo cuidado y suavidad, y, algunos trabajos incluso acarician las crias una
a una durante periodos de 3-5 segundos mientras estan separadas de la

madre (p. €j. ver revision de Escorihuela et al., 1994b).
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La razén de que la separacion maternal sea 6ptima durante 15 minutos diarios,
se ha comprendido bastante después de los estudios de Levine, pues varios
autores han demostrado que la separacion maternal diaria mas prolongada (de
1 hora o superior) produce mayores aumentos de las hormonas ACTH y
corticosterona en las crias (indicadores de que éstas estan recibiendo niveles
superiores de estrés), efecto que a su vez se asocia a consecuencias
conductuales negativas a largo plazo (Aisa et al., 2008; Macri et al., 2008;
Millstein y Holmes, 2007; Parfitt et al., 2007; Pryce et al.,, 2003, 2005). En
cambio, ya desde los trabajos iniciales de Levine (Levine et al., 1956, 1957), se
sabe que periodos cortos de separacion maternal (por ejemplo, de 15 minutos
o inferiores), como seria el caso de la EP utilizada en el presente trabajo, se
asocian a efectos permanentes de reduccién de la respuesta del eje HPA al
estrés en edades adultas (p. ej. Bhatnagar y Meaney, 1995; Denenberg et al.,
1962, 1968; Fernandez-Teruel et al., 2002; Levine 1962; Meaney et al., 1988;
Meerlo et al. 1999; Nufez et al., 1996; Steimer et al., 1998;).

Los mencionados efectos de reduccion de la sensibilidad (o incremento de la
resistencia) al estrés, traducidos en una mejor respuesta y regulacion del eje
HPA en ratas que recibieron EP, van unidos a una reduccién permanente de
las respuestas de ansiedad y temerosidad, tanto en situaciones de novedad o
pruebas incondicionadas (p. ej. Ader 1959, 1968; Bodnoff et al., 1987;
Denenberg et al., 1978; De Nelsky y Denenberg 1967; Eells 1961; Ferré et al.,
1995; Fernandez-Teruel et al,, 1990, 1991, 1992a-b, 1997, 2002; Levine y
Broadhurst 1963; Steimer et al., 1998) como en tareas condicionadas o
aprendidas (p.ej. Escorihuela et al., 1991, 1992, 1994a, 1995a; Levine 1956;
Levine et al., 1957; Nunez et al., 1995). La EP induce, asimismo, un claro
incremento de las capacidades cognitivas, de aprendizaje y memoria, €
importantes efectos de prevencion del deterioro de las mismas y de la
neurodegeneracion (hipocampica) asociada al envejecimiento (p. ej. Aguilar et
al., 2002; Daly 1973; Escorihuela et al., 1995b; Fernandez-Teruel et al., 1997,
2002; Lemaire et al., 2006; Meaney et al., 1988; Pham et al., 1997; Wong
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1972) (para revision mas extensa de los efectos de la EP ver Fernandez-
Teruel et al., 2002).

La sugerencia, ya desde algunos de los primeros trabajos de Levine, de que
los efectos del EP podian deberse (al menos en parte) a cambios cualitativos y
cuantitativos en la atencion materna resultantes de la separacién, se ha visto
confirmada recientemente en diversos estudios y por varios autores (p. ej.
Levine, 2000; Meaney, 2001; Pryce y Feldon, 2003; ver revision en Fernandez-
Teruel et al., 2002). En definitiva, las madres prestan una atencion
incrementada a las crias (en términos de lameteo, acicalamiento,
posicionamiento en los nidos, posturas activas de amamantamiento) una vez
que éstas les son devueltas. No obstante, se ha demostrado que, al margen de
la conducta maternal, la estimulaciéon que supone la separacion individual (de
las madres y la camada, con exposicion a un ambiente nuevo durante unos
pocos minutos) es en si misma un factor importante en las consecuencias
positivas y perdurables de la EP (p. €j. Macri et al., 2008; Tang et al., 2006).
Asimismo, diversos trabajos han puesto de manifiesto que la estimulacion tactil
postnatal (sin aislamiento ni separacion maternal), por si misma, también
produce efectos cognitivos y neurobioldgicos beneficiosos a largo plazo en
roedores (p. ej. Daskalakis et al., 2009; Denenberg 1999; Imanaka et al., 2008;
Schanberg y Field, 1987; Zhang y Cai 2008), asi como consecuencias
psicobioldgicas positivas durante el desarrollo en nifios prematuros (p. €j. Kuhn
et al., 1991; Schanberg y Filed, 1987).

Asi pues, a la luz de los trabajos mencionados parece que cada uno de los tres
componentes de la estimulacion postnatal —EP- original (Levine 1956, 1962;
Levine et al., 1956, 1957), esto es, la separacién maternal breve, la exposicion
breve a un ambiente nuevo (una caja o contenedor de reducido tamaro) y la
estimulacién tactil suave, induce efectos a largo plazo sobre el desarrollo y
mantenimiento de funciones cognitivas (y otros procesos psicologicos), asi
como sobre procesos relacionados con la neurobiologia del estrés y de la

plasticidad neuronal.
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El hecho de que la EP previene la muerte neuronal hipocampica asociada a la
edad (p. ej. Fernandez-Teruel et al., 1997; Meaney et al., 1988) en ratas,
podria estar de alguna forma en coherencia con la llamada hipotesis de la
"reserva cognitiva" (Friedland 1993; Rodriguez-Alvarez y Sanchez-Rodriguez
2004; Stern et al., 2002, 2006, 2009), que sugiere que ciertos tipos de
estimulacién/experiencias (de tipo cognitivo u otros) aumentan la conectividad
neuronal en areas cerebrales responsables del aprendizaje y la memoria. Asi,
las personas con mayor nivel educativo/académico y ocupaciones/actividades,
y con menores niveles de estrés vital, puede ser que desarrollen redes
neuronales mas fuertes y elaboradas, capaces de soportar un mayor numero
de dafos antes de mostrar signos evidentes de declive producidos por el
envejecimiento normal o por la enfermedad de Alzheimer (p. ej. Mattson, 2004;
Rodriguez-Alvarez y Sanchez-Rodriguez 2004). En este sentido, el hecho de
que la EP facilita la LTP (y esto significa una eficacia sinaptica aumentada), asi
como su capacidad de aumentar la resistencia al estrés y de prevenir la
degeneracion neural asociada al mismo y a la edad, implica un efecto protector
que esta contribuyendo a mantener la conectividad neural funcional durante

mas tiempo.

Para algunos autores, la estimulacion postnatal (EP) ha constituido un
tratamiento de eleccion en la prevencion de posibles dificultades en el
aprendizaje y de alteraciones neuroconductuales en nifios prematuros (Kramer
y Pierpont 1976; Scarr-Salapatck y Williams 1973). Asi, algunos autores se han
centrado en la administracion, varias veces al dia, de caricias/masajes en la
cara, extremidades y espalda de los nifios (p. ej. Solkoff et al., 1969), mientras
que otros autores han introducido, ademas, flexiones de las piernas y los
brazos (p. ej. Field 1986; Field et al. 2010). En general, los resultados
obtenidos indican que los nifios estimulados son mas activos, que engordan
mas deprisa (hasta equipararse en peso a niflos nacidos a término), que
permanecen mas tiempo despiertos y que muestran indices mas elevados de
habituacién, orientacion, maduracion motora y conductual que los no
manipulados (Solkoff et al. 1969; Field 1986; Field et al. 2010), asi como una
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disminucion de los efectos fisiolégicos y de comportamiento en respuesta al
estrés (p.ej. Field y col., 2010; Kuhn et al., 1991; Schanberg y Filed 1987).

2.4.3. Estudios de Estimulacion Postnatal en ratones

Aunque existe sustancialmente mas literatura sobre los efectos de la
separacion maternal (MS) o de la estimulacién postnatal (EP) en rata que en
ratéon (Francis et al., 1999; Groér et al., 2002; Holmes et al., 2005; De Kloet et
al., 2005), a continuacion resumimos lo mas relevante de los trabajos recientes

realizados con modelos muridos.

Si bien los efectos y su magnitud dependen en gran medida de la cepa
particular utilizada (para revision ver, por ejemplo, Millstein y Holmes 2007), en
la literatura encontramos efectos positivos de la EP en términos de mejora del
aprendizaje y memoria en el laberinto acuatico de Morris en diferentes ratones
transgénicos (Need y Giese 2003; Tremml et al., 2002), o en la cepa BALB/c
(Anisman et al., 1998; Zaharia et al., 1996).

Asimismo, el tratamiento de EP disminuye diversas respuestas conductuales
consideradas indicativas de ansiedad en la cepa de raton C57BL/6 (Parfitt et
al., 2007), en la cepa NMRI (Moles et al., 2004), en ratones “outbred’ albinos
(Cabib et al., 1993; D’Amato et al., 1998) y en otras cepas consideradas como
mas “neofdbicas”, como las BALB/c, FVB/NJ y 129S1 (Millstein y Holmes
2007). En las cepas BALB/c y C57BL/6J, la estimulacion postnatal afecta
positivamente a la respuesta endocrina al estrés, disminuyéndola (Craft et al.
2006; Groér et al., 2002; Weaver et al., 2004; Zaharia et al., 1996), ademas de
producir efectos positivos en parametros inmunolégicos y disminucion de las
consecuencias negativas de la separacién maternal en los ratones BALB/c
(Groér et al., 2002). Sin embargo, en cuanto a los efectos “ansioliticos”
conductuales y los efectos anti-estrés (hormonales) de la EP, existen también
resultados negativos, y controvertidos, como el reciente trabajo de Wei et al.

(2010), quienes muestran que en ratones BALB/c la EP aumenta los signos de
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ansiedad y no produce los efectos esperados en las respuestas al estrés. Los
autores senalan que tal controversia podria resolverse mediante estudios
longitudinales en los que los efectos hormonales de la separacién (de las
madres) en las crias y la conducta maternal (el “lameteo” y acicalamiento
incrementado de las madres a sus crias tras serles devueltas) sean
monitorizadas a lo largo de todo el proceso de EP oly separacién maternal
(Wei et al., 2010).

Por otra parte, ratones knockout para el receptor A1 de la serotonina presentan
una respuesta a la EP similar a la mencionada arriba, mostrando una reduccion
de la respuesta de corticosterona al estrés y de la ansiedad en el test de
interaccidn social como consecuencia de la estimulacion postnatal (Zanettini et
al., 2010).

La EP muestra efectos positivos también en otros modelos transgénicos de de
raton. Asi, en ratones CD-1, la EP produce una reduccion de la respuesta
hormonal al estrés, asi como un incremento en los niveles de NGF en
hipocampo y de la resistencia a infecciones de patégenos (Cirulli et al., 2007;
Macri et al., 2007).

En cuanto a efectos neurales de la EP, en ratones C57BI/6NCrl la estimulacion
postnatal induce un incremento de la expresién de reelina hipocampica (Gross
et al., 2010), la cual es crucial en la regulacién de los procesos de migracién
neuronal y posicionamiento en el desarrollo del cerebro (Knuesel 2010;
Knuesel et al., 2009; Lussier et.al 2011). Ademas de este papel en el desarrollo
temprano, en cerebro adulto la reelina interviene en la modulacion de la
plasticidad sinaptica, mejorando el aprendizaje y el mantenimiento de la LTP
(D’Arcangelo et al., 2005; Lussier et al., 2011; Weeber et al., 2002).

Asimismo, en ratones con alta y baja agresividad (NC900 y NC100,

respectivamente), el tratamiento de EP produce una regulacion al alza (up-
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regulation) del receptor D1 de la dopamina (Gariépy et al., 2002), y disminuye

los niveles post-estrés de corticosterona en los animales NC100.

Como ya hemos comentado anteriormente, los resultados contradictorios
encontrados en los efectos que produce la EP en ratones, pueden estar
influenciados tanto por el tipo de cepa o base genética utilizada, como por
ciertas variables durante el procedimiento de estimulacion. A pesar de ello,
podemos sugerir que en ratones el tratamiento de EP produce de forma
consistente efectos mayoritariamente positivos en la mejora de la respuesta

endocrina al estrés asi como del aprendizaje y memoria.
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3. PLANTEAMIENTO ESPECIFICO, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

3.1. PLANTEAMIENTO ESPECIFICO

La validacion de un modelo animal para la enfermedad de Alzheimer requiere
que este modelo manifieste el perfil neuropatolégico y cognitivo caracteristico
de la enfermedad en humanos y pueda ser reproducido por diversos
laboratorios. Por otro lado, los sintomas no cognitivos (0 SCPD) de la EA estan
poco estudiados en los modelos animales existentes, a pesar de que son
dichos sintomas los que aparecen a edades mas tempranas, y parece ser que

son previos a la aparicién de la patologia B-Amiloide.

Los ratones triple-transgénicos 3xTgAD (generados en el 2003 por el
Laboratorio del Prof. LaFerla, California, USA y cedidos a nuestro laboratorio
desde el 2004) parecen ser uno de los mejores modelos animales parala EA'y
para modelar procesos neurodegenerativos acelerados (Billings et al., 2005;
Oddo et al., 2003a). Por lo tanto, se esperaria que estos animales muestren
alteraciones en paradigmas de funciones cognitivas, de aprendizaje y memoria

espacial, y quiza de sintomas SCPD.

El presente trabajo forma parte de un proyecto mas amplio de nuestro
laboratorio, financiado por “La Fundacié Maraté de TV3 (n°062930)” y titulado
“Contrarrestando la progresion de la enfermedad de Alzheimer. Efectos de
tratamientos ambientales tempranos en ratones triple transgénicos 3xTgAD”,
cuyo objetivo principal era estudiar los efectos a corto y a largo plazo de la
estimulacion infanto-juvenil (estimulacién postnatal y enriquecimiento
ambiental) sobre los déficits cognitivos/conductuales y los mecanismos
neurales subyacentes en este modelo 3xTgAD. En el marco de dicho proyecto
se pretende medir, en el raton 3xTgAD (a diferentes edades), si dichos

tratamientos ambientales (y otros, como la actividad fisica) pueden prevenir o
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retardar la aparicion de fendmenos asociados a la neuropatologia de la EA,
como, por ejemplo, el estrés oxidativo cerebral, la acumulacion de beta-
amiloide intraneuronal y en placas extraneuronales, la patologia Tau, la
plasticidad sinaptica hipocampica y la funcion de diversos sistemas de
neurotransmision. Tales estudios, no obstante, forman parte de otros trabajos

de tesis doctoral de miembros del grupo de investigacion y asociados.

Volviendo al presente trabajo, segun los estudios publicados con anterioridad
al inicio de esta tesis doctoral (mediados de 2005), los ratones transgénicos
3xTgAD manifestaban ciertos (pero leves) déficits cognitivos a la edad de 4
meses. Asi segun Billings et al. (2005), a esta edad los ratones 3xTgAD solo
presentaban algun déficit de memoria espacial a largo plazo, manifestandose
unicamente en ciertas variables de test de memoria realizados a las 24 horas
de la adquisicion de una tarea de aprendizaje espacial o de la adquisicion de
un condicionamiento de miedo a un contexto espacial (Billings et al., 2005). Los
autores proponian que estos déficits tempranos en la retencion podrian estar
relacionados con la presencia intraneuronal de BA (presente ya a la edad de 4
meses) en hipocampo, considerado un marcador biolégico potencial de inicio
de la EA (Billings et al., 2005).

Por otra parte, respecto a la evaluacién de procesos predominantemente no
cognitivos o SCPD, en 2005 aun no se habia publicado ningun estudio con los
ratones 3xTgAD. En nuestro laboratorio se habia iniciado la evaluacién de
SCPD, observandose que los animales de 2.5 meses de edad mostraban
niveles relativamente elevados (respecto a los ratones controles no
transgénicos) de inhibicion conductual o miedo/ansiedad, puestos de
manifiesto por disminuciones en la actividad exploratoria (horizontal y vertical)
en el test de “Campo Abierto”. Esta alteracion conductual era aun mas evidente
a los 6 meses de edad. Paradéjicamente, no obstante, a esta misma edad los
ratones transgénicos mostraban desinhibicion conductual en el test de
ansiedad de la caja blanca/negra (DLB) que se reflejaba en un incremento

(respecto a los controles) del tiempo pasado en el compartimento blanco
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(Blazquez, 2006; Blazquez et al., 2006; Giménez-Llort et al., 2006). Por tanto,
entre 2005 y 2006, la cuestion de como eran los perfiles de comportamiento de
los ratones 3xTgAD en pruebas de novedad o ansiedad/miedo no estaba
resuelta. Era evidente la necesidad de estudios posteriores para clarificar el

perfil de SCPD en este modelo de ratén transgénico.

Respecto a la modificacién o reversion de sintomas conductuales y cognitivos
en el modelo 3xTgAD mediante procedimientos/tratamientos ambientales, aun
no se habia publicado ningun resultado en 2005-2006. No obstante, dada la
evidencia revisada en las secciones anteriores, relativa a los efectos de la
estimulacion postnatal sobre  procesos emocionales, cognitivos y de
plasticidad neural en diversas cepas de roedores (ratas y ratones), parece
I6gico esperar que este tratamiento pueda ejercer un papel protector frente a
los déficits cognitivos y las alteraciones conductuales (no estrictamente

cognitivas) que puedan aparecer en los ratones 3xTg-AD.

Para la caracterizacion del perfil conductual y cognitivo de este modelo, asi
como de los efectos de la estimulaciéon postnatal, y basandonos en la
experiencia previa de nuestro laboratorio (Escorihuela et al., 1994b, 1995c;
Giménez-Llort et al., 2002; ver también Crawley 1985; Chadman et al., 2009),
en el presente trabajo hemos utilizado pruebas que ya son clasicas en
roedores, como serian las medidas de actividad basal/espontanea y ritmos
circadianos de la misma, el laberinto hexagonal en tunel (como medida de
actividad complementaria en situacién poco aversiva), el test de Campo Abierto
para evaluar la reactividad emocional de los animales a través de la conducta
exploratoria vertical y horizontal (en una situaciéon de novedad, como es este
test), asi como el laberinto en cruz elevado o la caja blanca/negra para valorar
perfiles de ansiedad/miedo. También hemos utilizado pruebas como la tabla de
16 agujeros (test de Boissier) para medir la conducta exploratoria y “curiosidad”
de los animales (ver detalles de baterias de test similares en p.ej. Escorihuela
et al. 1995c¢; Fernandez-Teruel et al., 1991; Giménez-Llort et al., 2002, 2005),

asi como el laberinto acuatico de Morris para el estudio de procesos de
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aprendizaje y memoria espacial (ver p. ej. Escorihuela et al., 1995b; Morris
1981; Morris et al., 1986; Whishaw 1995).

Cabe decir que, al margen del tipo de estudio transversal que se plantea en el
presente trabajo (ver proximas secciones), la realizacion de un estudio
longitudinal, que abarcase medidas (repetidas) diversas relacionadas con la EA
(y la patologia de los ratones 3xTgAD) desde etapas juveniles a edades
avanzadas, seria seguramente deseable y podria aportar datos valiosos y
complementarios al estudio transversal (especialmente si ambos, transversal y
longitudinal, permitiesen comparacion entre ellos). Sin embargo, tal estudio
longitudinal requeriria mantener y envejecer un gran numero de animales de
ambos genotipos y ambos sexos, con tratamiento y sin él, que deberian ser
evaluados a varias edades (p. €j. 2, 4, 6, 9, 12, 15) con medidas/pruebas
repetidas o muy similares. Las limitaciones de espacio constituyen un
inconveniente para ello, ademas del hecho (importante) de que las medidas
repetidas (pruebas iguales o similares aplicadas repetidamente a diferentes
edades) es altamente probable que generasen resultados artefactuales,

debidos al efecto de la experiencia o del entrenamiento.

3.2. OBJETIVOS

En funcién de todos los antecedentes revisados, los objetivos del presente

trabajo son:

- La valoracién/caracterizacion basal, y a diferentes edades (y fases
neuropatoldgicas), de este modelo en relacion a ritmos circadianos de

actividad y funciones sensorimotoras basicas y neofobia.

- La caracterizacion conductual, cognitiva y no cognitiva (sintomas
SCPD), del modelo de ratén 3xTgAD en etapas iniciales de la

enfermedad.
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La evaluacién de los efectos protectores de la estimulacién cognitiva y

sensorial a través de la estimulacion postnatal (EP).

Para tales objetivos generales, se definieron los siguientes planteamientos

experimentales:

1.

El estudio transversal de las funciones sensorimotoras basicas, niveles
de neofobia y de los ritmos circadianos en animales de 2, 6, 9, 12y 15
meses de edad y en ambos sexos. Para poder valorar las asociaciones
entre ciertos sintomas de la enfermedad y los factores edad y sexo, ya
que el modelo desarrolla de manera progresiva las patologias de la BA
y Tau, con un perfil temporal y anatomico especifico que reproduce el
patron que tiene lugar al cerebro humano con enfermedad de

Alzheimer.

La caracterizacion conductual del modelo 3xTg-AD en animales de 4
meses de edad, que se encuentran en una fase prepatolégica en la que
se ha descrito la presencia de BA intraneuronal a nivel de corteza y de

hipocampo. El estudio conductual abordara:

a. La caracterizacion del perfil cognitivo mediante la evaluacioén del
aprendizaje y memoria espacial a corto y largo plazo en varias

tareas en el laberinto acuatico de Morris.

b. La caracterizacion del perfil emocional y de SCPD evaluando la
respuesta conductual (emotividad /ansiedad) de los animales en
el Campo Abierto, la tabla de 16 agujeros de Boissier, la caja
blanca/negra, el laberinto en cruz elevado y el laberinto

hexagonal en tunel.

c. El estudio de los cambios en el ritmo circadiano a esta edad.
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d. La valoracion del efecto del tratamiento de estimulacion
postnatal (EP), administrado durante los primeros 21 dias de
vida, tanto a nivel cognitivo (aprendizaje/memoria espacial)
como del perfil emotivo o de SCPD, cuando los animales tengan

4 meses de edad.

3.3. HIPOTESIS

Las hipotesis concretas subyacentes a este planteamiento experimental son:

1.

Dado que la patologia amiloide y Tau se agrava progresivamente
con la edad, seria esperable hallar alteraciones sensorimotoras y/o
de respuestas neofébicas (respecto a los animales control no

transgénicos) a medida que los ratones 3XTgAD envejecen.

Puesto que, trabajos previos y preliminares realizados en nuestro
laboratorio hasta 2005, muestran que animales 3xTgAD de 2.5, 6 y
12 meses de edad presentan una tendencia a la disminucion de la
actividad circadiana total respecto a los animales control,
esperariamos que este patron de hipoactividad se mantuviese en
todas las edades estudiadas (esto es, desde los 2 meses a los 15

meses de edad).

Si, como hemos sefnalado arriba, los ratones 3xTgAD de 2.5y 6
meses muestran inhibicion conductual en el test de Campo Abierto,
y dado que a los 4 meses de edad presentan acumulacion de beta-
amiloide intraneuronal (relacionada con déficits sinapticos
hipocampicos), podemos esperar signos de inhibicion conductual en
los ratones 3xTgAD de 4 meses expuestos al Campo Abierto y otros
tests de novedad, asi como déficits de memoria en una tarea

espacial.
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4. Sila estimulacion postnatal generalmente produce efectos positivos
en procesos emocionales (ansiedad, respuestas de estrés, etc.),
cognitivos y de plasticidad neuronal en roedores, seria esperable
que pudiese contribuir a normalizar o mejorar las alteraciones en
SCPD vy los déficits cognitivos que puedan aparecer en el modelo

3xTgAD a los 4 meses de edad.
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4. ESTUDIO I. ESTUDIO TRANSVERSAL DE LOS
CICLOS CIRCADIANOS, NEOFOBIA Y
FUNCIONES SENSORIMOTORAS BASICAS

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Animales

Se utilizaron machos y hembras (n=269 en total) procedentes de las colonias
de ratones 3xTgAD homocigotos (Tg) y de no transgénicos “C57BL/6 x 129/Sv”
(NTg; como cepa control), mantenidas en nuestro laboratorio de la Unidad de
Psicologia Médica, del Departamento de Psiquiatria y Medicina Legal e
Instituto de Neurociencias de la Universidad Autébnoma de Barcelona. Los
animales del mismo genotipo, sexo y edad fueron mantenidos en grupos de 2 a
4, en jaulas de Macrolon (35x35x25 cm), bajo condiciones estandares de
laboratorio con agua y comida ad libitum, temperatura (22+2°C), humedad
(entre el 50-60%) y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (con inicio de luces a las
08:30h) controladas a diario. Los animales fueron estudiados a los 2, 6, 9, 12y
15 meses de edad (ver tabla 4.1), de forma que asi tenemos una
representacion de las diferentes etapas neuropatolégicas descritas en este
modelo animal (Oddo et al., 2003b). Los animales se trataron en todo momento
de acuerdo con la legislacion Espafiola sobre “Proteccion de animales
utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos” y de conformidad

con la Directiva de la UE 08-88 sobre este tema.

Tabla 4.1. Numero de animales utilizados para cada grupo experimental y edad (n=269 ratones)

2m 6m 9m 12m 15m

Machos NT 14 18 12 12 12

Machos Tg 14 14 12 15 13

Hembras NT 14 14 12 12 14

Hembras Tg 14 14 12 12 15
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4.1.2. Estudios conductuales

El estudio transversal se realizé a través de una serie de pruebas o bateria
conductual estandarizada, utilizada previamente en nuestro laboratorio y util
para detectar alteraciones conductuales en roedores (Escorihuela et al., 1994b,
1995c; Giménez-Llort et al., 2002). La bateria conductual, se inicié con la
valoracion de la neofobia a través del test de las esquinas (Corner test, “CT”;
Arranz et al., 2009; Garcia et al., 2011; Giménez-Llort et al., 2007, 2010), y se
continué con una serie de pruebas sensorimotoras (SMT; Escorihuela et al.,
1995c; Giménez-Llort et al., 2002, 2007 y 2010; Garcia et al., 2011) para
evaluar las condiciones fisicas de los animales y descartar posibles
alteraciones motoras gruesas antes de estudiar el patron de actividad basal
espontanea durante las 24 horas del ciclo luz-oscuridad (Giménez-Llort et al.,
2007). Las pruebas CT y SMT se realizaron en una sala contigua, un dia antes
de la valoracion de la actividad motora basal y siempre dentro de un rango
horario delimitado entre las 10:00 y las 13:00 h, para evitar efectos debidos al

ritmo circadiano.

4.1.2.1. Test de neofobia o de las esquinas

El test de las esquinas (CT, “Corner test “) es utilizado para evaluar la
neofobia o el miedo a la novedad, y consiste en introducir al animal en el centro
de una jaula de plastico estandar (jaula idéntica a la que se utiliza para la

estabulacion) con viruta limpia y sin olores (ver Fig. 4(l)).

En este test se evalua la conducta espontanea del animal durante un periodo
de 30 segundos y se anota el numero de esquinas o “corners” explorados (el
animal tiene que oler y explorar la esquina aunque sea durante escasos
segundos) y el niUmero de “rearings” o levantamientos verticales realizados (el
animal tiene que levantar las patas delanteras). En esta prueba se utiliza una
jaula nueva (limpia) para cada animal, para evitar posibles interferencias en

esta conducta debido al rastro de olor de otro animal.

70



Figura 4(l). Test de neofobia o Corner test.

4.1.2.2. Prueba de las funciones sensorimotoras

Esta prueba de las funciones sensorimotoras (SMT) evallua varios aspectos de
las condiciones fisicas y sensoriales de los animales, como serian los reflejos
visuales, el equilibrio, la fuerza y la coordinacion motora. El test esta formado

por cuatro pruebas complementarias (ver Fig. 4(ll)).

La primera prueba: es una plancha de plastico negra (32x32 cm) y medimos
tres veces consecutivas los reflejos visuales del animal mientras lo cogemos de
la cola y lo aproximamos lentamente a la plancha. Al acercarse
progresivamente a la plancha el animal ha de extender las patas delanteras

antes de chocar con ella (puntuacion “1”).

La segunda y tercera prueba: se trata de una barra de madera cuadrada y otra
barra cilindrica y metalica de 1cm de diametro y 50 cm de largo, divididas en 8
segmentos y elevadas del suelo unos 40 cm. Se coloca el animal en el centro
de cada barra durante dos ensayos consecutivos de 20 segundos cada uno y
se mide la latencia de caida y el numero de segmentos recorridos. Esta prueba
es un reflejo tanto del equilibrio como de la coordinacidon motora del animal.

Entre los diferentes ensayos dejamos descansar al animal unos 20 segundos.

La cuarta prueba: consiste en una percha metalica (de unos 2 mm de diametro
y 40 cm de longitud) dividida en 8 segmentos (de 5 cm de distancia entre ellos)

y elevada del suelo unos 40 cm. Colgamos el animal suavemente de las patas
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delanteras en el centro de la percha y realizamos dos ensayos de 5 segundos
y un tercer ensayo de 60 segundos, con intervalos de descanso entre ellos de
20 segundos. En esta prueba se mide la latencia de caida, el numero de
segmentos recorridos. Con estas pruebas podemos evaluar la resistencia y

fuerza de agarre, asi como la coordinacién motora que presentan los animales.

Figura 4(ll). Pruebas sensorimotoras (barra de madera y percha metalica), tras realizar la
prueba de “reflejo visual’(ver texto).

4.1.2.3. Actividad basal espontanea durante 24h en funcion de la edad

El aparato consiste en una plancha horizontal con un sistema de deteccion del
movimiento a través de unas células fotoeléctricas distribuidas a modo de
cuadrados concéntricos, que permiten medir la actividad de manera
automatica. Las unidades de medida de la actividad, son el numero de
interrupciones de fotocélulas o counts. Registramos la actividad locomotora
basal del animal ininterrumpidamente a lo largo de todo el periodo del ciclo luz-
oscuridad (durante 23:30 horas) a través de cuatro placas de actividad

controladas por el programa Actitrack (Panlab, S.L, Barcelona, ver Fig. 4(lll)).

Una vez se encienden las luces del estabulario (8:30 horas) transportamos a
los animales a la sala de experimentacion, registramos el peso y colocamos
cada animal individualmente en una jaula idéntica a la de estabulacion con
viruta limpia. La sala se mantiene bajo condiciones estandares de estabulacion
(temperatura de 22+2°C, humedad a 50-60% vy ciclo de luz /oscuridad de 12
horas, con inicio de luces a las 08:00h) y con acceso al agua y comida ad

libitum durante las 24 horas.
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Figura 4(lll). Prueba de la actividad espontanea circadiana (Actimetria).

4.1.3. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (SEM) en
todas las figuras y tablas. El analisis estadistico se realiz6 mediante el
programa estadistico SPSS (version 17.0). Para comparar los diferentes
grupos y edades se utilizd el analisis factorial de la varianza ANOVA
(2’genotipos™x 2”’sexos”’x 5”edades”), seguido de contrastes post hoc mediante
la prueba de Duncan’s test cuando del analisis de varianza surgieron
interacciones significativas. En el caso de los resultados de la actividad a lo
largo del ciclo luz-oscuridad, se analizd, ademas, cada edad por separado, con
un ANOVA de medidas repetidas (MANOVA), con dos factores intersujetos
(“genotipo”x “sex0”) y un factor intrasujetos (“tiempo”). En todos los casos la

significacion estadistica se establecio en p<0.05.
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4.2. RESULTADOS ESTUDIO |

4.2.1. Test de Neofobia o de las esquinas

En la Figura 4.1(A-D) se representan tanto el numero total de esquinas
exploradas como la conducta vertical que realizan los animales durante los 30

segundos que dura el test, y a las 5 edades diferentes en que se administro.

El ANOVA global del total de esquinas exploradas, incluyendo las 5 edades y
los dos sexos, muestra efectos significativos de la edad (F 1 252=3.8, p=0.004),
indicativo de un descenso progresivo de dicha conducta a medida que la edad
avanza, Yy un claro efecto del genotipo (F(1,252=84.5, p<0.001) (Fig. 4.1A-B) en
el sentido de que los ratones 3xTgAD presentan sistematicamente niveles
reducidos de dicha variable/conducta exploratoria (Fig. 4.1A-B; ver contrastes

con pruebas de Duncan).

El ANOVA global del total de exploraciones o levantamientos verticales
(rearings, en inglés), incluyendo las 5 edades y los dos sexos, muestra efectos
significativos tanto de la edad (F252=8.69, p<0.001), como del genotipo
(F(1,252=60.7, p<0.001) y del sexo (F252=7.23, p=0.008) (Fig. 4.1C-D). El
efecto de la edad es de nuevo debido a la disminucién del ndmero de
exploraciones que se produce a medida que avanza la edad, mientras que el
efecto del genotipo refleja también una reducciéon global en el niumero de
levantamientos por parte de los animales transgénicos (ver test de Duncan,
Fig. 4.1C-D). En el caso del efecto sexo, éste nos indica que las hembras

presentan una menor actividad vertical (levantamientos) que los machos.
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Figura 4.1. Evaluacién conductual en el test de neofobia (Corner test). A y B) Numero total de
esquinas exploradas durante toda la sesion. C y D) Total de rearings o levantamientos verticales.
Duncan test, *P <0.05, 3xTgAD vs NT del mismo sexo.

4.2.2. Prueba de las funciones sensorimotoras

En la prueba del reflejo visual, se observd que el 100% de los animales de
ambos genotipos y todas las edades mostraron resultados positivos al
aproximarlos a la plancha. Todos identificaron correctamente la proximidad a la

plancha y fueron puntuados con el valor “1”.

En la Figura 4.2A-D se representa el tiempo de latencia o permanencia en el
test de la barra de madera y en la prueba de la barra metalica (la Tabla 4.2

representa la distancia recorrida por los animales en la prueba de la barra de
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madera), mientras que el tiempo de suspensién en la prueba de la percha
metalica se representa en la figura 4.3A-D. A través de estas pruebas
sensorimotoras se estudia tanto la capacidad de equilibrio como de
coordinacién motora que presentan los ratones, asi como la fuerza de agarre y

la resistencia (prueba de la percha metalica).

El ANOVA global del tiempo de latencia en la barra de madera, muestra un
efecto significativo de la edad (F,252=2.5, p=0.04), y del genotipo (F1,252=26.0,
p<0.001), asi como una interaccion “genotipo x edad” (F252=2.6, p=0.037).
Tales efectos indican que con la edad disminuye la latencia de caida, o
capacidad de equilibrio, y la interaccion nos indica que esta disminucion se
produce principalmente en los animales no transgénicos (NTg) en ambos

sexos (ver test de Duncan, Fig. 4.2A-B).

Sobre la distancia recorrida en la barra (en cm), como reflejo de coordinacién
motora, encontramos un efecto de la edad (Fy251=8.9, p<0.001) y una
interaccion “edad x sexo” (Fu4251y=4.5, p=0.001), siendo los animales de 2
meses de edad, y en especial machos, los que muestran un mayor numero de
segmentos recorridos (Tabla 4.2). Cabe destacar que no existe influencia
significativa del factor “genotipo”, lo que indica que los ratones 3xTgAD

presentan coordinacion motora/equilibrio similar a los NTg.

Tabla 4.2. Se representa la distancia recorrida por los animales en la prueba de la barra de
madera. Resultados expresados como mediazerror estandar

NTg 3xTgAD
MACHO HEMBRA MACHO HEMBRA

2m 20.79 17.8 8.86 2.9 2214 172 7.86 3.3

6m 544 +1.7 3.00 1.7 200 0.8 486 25

9m 033 0.1 1.58 0.7 408 25 7.50 2.9

12m 217 0.8 1150 4.5 327 #1.2 475 124

15m 842 128 2.86 1.1 6.70 3.1 594 1.9
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El ANOVA aplicado al tiempo de latencia en la barra metalica (ver Fig. 4.2 C-
D), muestra un efecto significativo de la edad (Fy252=17.1, p<0.001), del
genotipo (F1252=78.5, p<0.001) y del sexo (F1.252=7.8, p=0.006), asi como una
interaccion “sexo x edad” (Fu252=2.5, p=0.041). Estos efectos nos indican que
a medida que avanza la edad, los animales muestran una menor latencia de
caida (caen antes) de la barra metalica. Son los animales no transgénicos los
que presentan una latencia de caida mucho menor respecto a los animales
transgénicos en todas las edades (ver test de Duncan, Fig.4.2 C-D). Las
diferencias sexuales las encontramos especialmente en edades jovenes (2 y 6
meses), en donde las hembras muestran un mayor tiempo de latencia que los
machos (ANOVA, efecto “sexo” a los 2 meses; F(152=10.9, p=0.002; a los 9
meses F(; 56=6.2, p=0.015) (ver Fig. 4.2C-D).
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g )
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2m 6m 9m 12m 15m 2m 6m 9m 12m 15m
CINT =Ty
C 6\ D 9
50 50
* *
d J *
40 * . . 40 *
— * * —
< 304 2 30+
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o 204 8 20+
= [=
0- T T T T 0- T T T T
2m 6m 9m 12m 15m 2m 6m 9m 12m 15m

CONT = Tg

Figura 4.2. Evaluacién en la bateria sensorimotora. A y B) Latencia o tiemppo de caida de la
barra de madera (2 ensayos de 20 seg). C y D) Latencia o tiemppo de caida de la barra metalica
(2 ensayos de 20 seg). Duncan test, *P <0.05, 3xTgAD vs NT del mismo sexo.
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El ANOVA global del tiempo de latencia de caida de la percha metélica en los
dos primeros ensayos de 5 segundos, muestra un efecto significativo de la
edad (Fu252=6.2, p<0.001), del genotipo (F(252=26.4, p<0.001), y una
interaccion “genotipo x edad” (Fu252=2.9, p=0.02). Tales efectos indican que
con la edad disminuye el tiempo que pasa el animal suspendido (o fuerza de
agarre), y que esta disminucion es mas marcada en los animales no
transgénicos y en particular a los 12 meses de edad (efecto “genotipo” a los 12
meses, F(147y=14.4, p<0.001; ver test de Duncan, Fig. 4.3 A-B).

El ANOVA aplicado a la latencia o tiempo que pasa el animal suspendido en el
test de la percha durante 60 segundos, que es un reflejo de la resistencia fisica
de estos animales, nos muestra un efecto significativo de la edad (F4252=5.2,
p<0.001), del genotipo (F(252=38.5, p<0.001) y del sexo (F252=16.9,

p<0.001), asi como una interaccion “genotipo x edad” (F4252=2.4, p=0.049).

Estos efectos nos indican que las hembras muestran un mayor tiempo de
latencia de caida o mayor resistencia que los machos, que en ambos sexos el
paso de la edad disminuye el tiempo de latencia y que los animales no
transgénicos vuelven a presentar una menor resistencia respecto a los

animales transgénicos (ver test Duncan, Fig. 4.3C-D).
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Figura 4.3. Evaluacion en la bateria sensorimotora. A y B) Latencia o tiempo de caida de la
percha metdlica (dos ensayos de 5 seg). C y D) Latencia o tiempo de caida de la percha
metalica durante 60 seg. Duncan test, *P <0.05, 3xTgAD vs NT del mismo sexo.
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4.2.3. Actividad espontanea durante 24h en funcién de
la edad

La Figura 4.4A-B muestra la actividad motora basal (o espontanea)
acumulada durante todo el ciclo circadiano (24 horas). EI ANOVA global
incluyendo ambos sexos y todas las edades, muestra tan solo un efecto

marginal del genotipo (F1249)=3.47, p=0.063) en la actividad espontanea total.
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Figura 4.4. Resultados de actividad mostrados en counts. A y B) Actividad locomotora
espontanea acumulada durante todo el ciclo circadiano (24 horas).

La Figura 4.5A-D representa el total de actividad que presentan los animales
durante la fase de luz y la fase de oscuridad, mientras que la actividad durante
los primeros 30 minutos de cada fase se representa en la figura 4.6A-D. Se
observa que el efecto del factor intrasujeto “dia-noche” es altamente
significativo (F1249=25.4, p<0.001), reflejando el incremento global —a través
de genotipos y edades- de la actividad espontanea durante la fase oscura del
ciclo (Fig. 4.5 A-D), mientras que de los otros posibles efectos sélo aparece
una tendencia a la significacion del “genotipo” (F1249)=3.4, p=0.065), como ya

se observo en el analisis anterior.
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Figura 4.5. Resultados de actividad locomotora mostrados en counts. A y B) Actividad
locomotora espontanea acumulada durante la fase de luz y la fase de oscuridad en animales NT.
C y D) Actividad motora espontanea acumulada durante la fase de luz y la fase de oscuridad en
animales 3xTgAD.

El analisis de los primeros 30 minutos de actividad durante la fase de luz,
interesantes por reflejar la respuesta de los animales al aislamiento y la
novedad, muestra un efecto del genotipo (ANOVA 2 “genotipo” x 2 “sexo” x 5
‘edad”, F(1249=4.02, p=0.046), lo que indica que los animales transgénicos
presentan una menor actividad como resultado de la exposicion individual a un
ambiente desconocido (Fig. 4.6 A-B). Durante los primeros 30 minutos de la
fase de oscuridad, en cambio, encontramos un efecto “sexo x genotipo”
(F1,249=4.4, p=0.036), que nos indica que las hembras NTg muestran mayor
actividad durante esa primera fase del ciclo de oscuridad. Analizando dicha
interaccion con ANOVA separados para cada sexo encontramos que no
aparecen efectos significativos en machos (Fig. 4.6 C), mientras que las

hembras muestran un efecto de la edad (F4 126=2.6, p=0.039), indicativo éste
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de un aumento de la actividad a medida que avanza la edad y en ambos

genotipos (ver pruebas de Duncan en Fig.4.6 D).
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Figura 4.6. Resultados de actividad mostrados en counts. A y B) Actividad durante los primeros
30 minutos de exposicion en la fase de luz. C y D) Actividad durante los primeros 30 minutos de
la fase de oscuridad. Duncan test, *P <0.05, efecto de la edad; 15 meses vs 6 0 9 meses del
mismo genotipo y sexo.

Puesto que puede ser Util para hallar efectos mas especificos, se han
completado los analisis anteriores de “totales de actividad” o “totales de
actividad de dia o de noche”, representados en las Figuras 4.4A-B y 4.5A-D
respectivamente, con un analisis adicional mediante ANOVA con medidas
repetidas (MANOVA) teniendo en cuenta la “hora” como factor intrasujeto. El
MANOVA global mostré cambios significativos en el nivel de actividad de los
animales a lo largo del ciclo luz-oscuridad (Fig. 4.7 A-J), con un efecto del

factor “hora” (Fa.1,10322=23.93, p<0.001) y un efecto marginal del genotipo
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(F1249=3.4, p=0.065; tendencia, ya vista arriba, a que los ratones 3xTgAD

sean globalmente menos activos).

A pesar de que no surjan efectos globales de la “edad”, realizamos un analisis
para cada edad por separado, con el objeto de “diseccionar” en mas detalle
los resultados. Asimismo, puesto que diferencias en actividad motora basal
pueden influir decisivamente o hallarse en la base de los resultados de
diversos tipos de pruebas conductuales, se han realizado analisis de esta
variable durante las 5 primeras horas de la fase diurna del ciclo de luz-
oscuridad (equivaldria a un horario de 8:30 h a 13:30 h aproximadamente),
periodo durante el que se suelen realizar las pruebas conductuales. Un
ANOVA global (2 “genoctipo” x 2 “sexo” x 5 “edad”) de la actividad motora
durante las 5 primeras horas de la fase de luz muestra, en efecto, Unicamente
un efecto del genotipo (F(1.249= 5.7, p=0.018) que, como se ve en la Tabla 4.3,
refleja claramente que los ratones 3xTgAD desarrollan menor actividad

motora/espontanea que los NTg durante ese periodo.

Tabla 4.3. Actividad motora durante las 5 primeras horas de la fase de luz

NT 3xTgAD

MACHO HEMBRA MACHO HEMBR

A
2m 74380.6 +79201.3 59815.1 +21263.1 47392.9 +15286.1 52103.1 £16325.7
6m 45422.3 +11962.1 67286.6 +23492.5 38666.2 +11849.6 37626.3 +13325.8

9m 62891.0 7157559 44313.5 19414.3 26846.1 +6309.1 43754.4 £11415.8
12m  65565.8 +72758.7 72075.0 +23530.5 58290.0 +76298.7 42090.1 £9400.1
15m  49427.2 +5356.5 69262.4 +21447.4 34821.4 184334 60322.2 +13571.4

A la edad de 2 meses, el MANOVA global, mostré cambios significativos en el
nivel de actividad de los animales a lo largo del ciclo luz-oscuridad, con un
efecto del factor “hora” (Fs1s885=4.07, p=0.005) y una interaccion “sexo x
hora” (F(6,1885=3.4, p=0.012) (Fig. 4.7 A-B). Si aplicamos un MANOVA
independiente para el ciclo de luz (diurno) y otro para el ciclo de oscuridad

(nocturno), podemos observar como esta variacion de la actividad es
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significativa sélo durante el ciclo diurno, observandose un efecto del factor
“hora” (F(s7,208.4= 9.02, p<0.001), que refleja la habituacion de la actividad a

través de las horas en ambos sexos (Fig. 4.7 A-B).

En la fase nocturna, el MANOVA muestra un efecto del sexo (F(52=4.5,
p=0.037; globalmente las hembras realizan mayor actividad que los machos) y
una interaccion “sexo x hora” (Fg33706=3.1, p=0.003), indicativa de que
dependiendo del sexo, el efecto de las horas es totalmente contrario, los
machos, especialmente los 3xTgAD, desarrollan habituacién mientras que las
hembras muestran una mayor actividad durante el ciclo de oscuridad (Fig.
4.7A-B).
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Figura 4.7. A y B) Actividad locomotora a lo largo del ciclo luz-oscuridad (24 horas) en animales

de 2 meses de edad. Resultados mostrados en counts.
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A la edad de 6 meses, el MANOVA global mostré cambios significativos en el
nivel de actividad de los animales a lo largo del ciclo luz-oscuridad, con un
efecto del factor “hora” (F(37,2084)=3.8, p=0.006), y un efecto casi significativo
del genotipo (F156=3.9, p=0.053) (Fig. 4.7 C-D).

Y si aplicamos un MANOVA independiente para cada periodo (luz u oscuridad),
podemos observar como esta variacién de la actividad es significativa sélo
durante el ciclo diurno, mostrando un efecto del factor “hora” (F2,350.4=12.03,
p<0.001) (Fig. 4.7 C-D), mientras que durante la fase oscura aparece un efecto
del genotipo (F(156=4.6, p=0.036) que refleja una mayor actividad motora

nocturna por parte de los animales NTg (Fig. 4.7 C-D).
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Figura 4.7. C y D) Actividad locomotora a lo largo del ciclo luz-oscuridad (24 horas) en animales
de 6meses de edad. Resultados mostrados en counts.
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A la edad de 9 meses, el MANOVA global mostr6 también cambios
significativos en el nivel de actividad de los animales a lo largo del ciclo luz-

oscuridad, con un efecto del factor “hora” (F46202.4=5.8, p<0.001) (Fig 4.7 E-F).

El MANOVA aplicado independientemente para cada periodo del ciclo luz-
oscuridad solo muestra un efecto del factor “hora” (F2,350.4=12.03, p<0.001)
durante el ciclo diurno, como reflejo de la habituacion de la actividad a través

de las horas y en ambos sexos (Fig. 4.7 E-F).
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Figura 4.7. E y F) Actividad locomotora a lo largo del ciclo luz-oscuridad (24 horas) en animales
de 9meses de edad. Resultados mostrados en counts.
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A la edad de 12 meses, el MANOVA global de todo el ciclo circadiano mostré
cambios significativos en el nivel de actividad de los animales, con un efecto
del factor “hora” (F(7.4.348.9=6.2, p<0.001) (Fig. 4.7 G-H).

El MANOVA independiente para cada periodo del ciclo luz-oscuridad nos
muestra una variacion de la actividad significativa en ambos periodos,
observandose un efecto del factor “hora” tanto en la fase de luz (F92,436.7)=14.2,
p<0.001) como durante la fase oscura (efecto del factor “hora” Fs7408.9=2.8,
p=0.004) (Fig. 4.7 G-H).
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Figura 4.7. G y H) Actividad locomotora a lo largo del ciclo luz-oscuridad (24 horas) en animales
de 12meses de edad. Resultados mostrados en (counts).
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A la edad de 15 meses, el MANOVA global del ciclo circadiano mostré
cambios significativos en el nivel de actividad de los animales, con un efecto
del factor “hora” (F@si795=7.4, p<0.001) (Fig. 4.7 I-J). EI MANOVA
independiente para cada periodo del ciclo luz-oscuridad muestra Unicamente
efectos significativos durante la fase de luz, con un efecto del factor “hora”
(Fea3214=18.4, p<0.001) y efectos marginales de “hora x genotipo”
(F6.4,321.4=2.1,p=0.051)(Fig. 4.7 |-J). Desglosando esta interaccion, se observa
que es debida a que en machos se da un efecto “hora x genotipo”
(F(22440=1.58, p=0.047) debido a la tendencia a una menor actividad en los
animales 3xTgAD durante las primeras horas que desaparece en las horas

centrales y finales de la fase de luz (Fig. 4.7 |).
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Figura 4.7. | y J) Actividad locomotora a lo largo del ciclo luz-oscuridad (24 horas) en animales
de 15meses de edad. Resultados mostrados en counts.
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En la tabla 4.4 se muestra la evolucion del peso de los animales
correspondiente al periodo de 24 horas de duracion de la prueba de actividad
motora basal. Estan representados los diferentes grupos experimentales,
desde los 2 meses hasta los 15 meses de edad. Era esperable que el efecto
del aislamiento y la exposicion a la novedad durante 24 horas provocase

pérdidas de peso en los ratones.

El analisis estadistico MANOVA muestra que los animales perdieron peso
entre la primera medida (antes del inicio del test de actividad de 24 h) y la
segunda, tomada justo al sacar los animales de las cajas de actividad (efecto
“dia”, F(1252=343.1 p<0.001), pero que tal pérdida de peso fue relativamente
mayor en los ratones 3xTgAD (lo muestra la interaccion “dia x genotipo”,
F1.252=13.5 p<0.001). Aparece también una interaccion “dia x edad”,
(Fa252=2.4 p<0.047), indicativa de que hay una tendencia consistente a
que la pérdida de peso durante las 24 horas del test de actividad sea inferior en

la edad mas joven (2 meses) que en edades mas avanzadas (ver Tabla 4.4).

En relacién a efectos “entre grupos”, el MANOVA mostro también efectos del
sexo (F252=54.2, p<0.001; las hembras pesan menos), del genotipo
(F,252=29.7, p<0.001; los ratones transgénicos pesan mas), de la edad
(Fa,252=43.8, p<0.001; los ratones ganan peso con la edad), de la interaccion
“sexo x genotipo” (F(1252=10.8, p=0.001; el incremento global de peso que
presentan los ratones transgénicos -respecto a los NTg- es mas pronunciado
en los machos) y de la interaccion “sexo x edad” (F4,252=5.9, p=0.001), dado
gue, a medida que avanza la edad, las hembras tienden a alcanzar valores de
peso similares a los machos (ver valores medios de peso entre machos y

hembras alos 2 y a los 15 meses de edad en Tabla 4.4).
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Tabla 4.4. Evolucion del peso de los animales durante 24 horas de la prueba de actividad
locomotora basal.

Tg
MACHOS n=14
Peso inicio 36.6
(9) +1.7
Peso final 34.8
(9) +1.7

Tg
HEMBRA n=13
S
Peso inicio 39.5
(9) +1.9
Peso final 37.9
(9) +1.9




4.3. DISCUSION ESTUDIO |

4.3.1. Funciones sensorimotoras en el ratén 3xTgAD

Se realizaron pruebas sensorimotoras dentro de una bateria estandarizada
para valorar las habilidades motoras y la condicion fisica del animal, a través
de la capacidad de equilibrio y de coordinacion motora, asi como de la fuerza
de agarre y la resistencia a una serie de las barras (Escorihuela et al., 1995c;
Giménez-Llort et al., 2002). De esta manera podemos asegurar que no existen
interferencias en los resultados obtenidos en el estudio de actividad circadiana
por problemas motores o visuales por parte de los animales. En esta bateria
sensorimotora nuestros animales transgénicos muestran unas capacidades
tanto visuales, como prensiles y de equilibrio, idénticas o superiores a sus
respectivos controles. Resultados similares ya han sido observados
anteriormente en nuestra colonia de ratones (Garcia et al., 2011; Giménez-Llort
et al., 2007 y 2010). En cambio, si que aparecen diferencias sensorimotoras
relacionadas con la edad en ambos genotipos, disminuyendo las capacidades
a medida que los animales son mas viejos (Lalonde y Strazielle, 2009). Pero
siempre mostrando los animales transgénicos unas capacidades similares o
superiores a sus controles NTg. Es importante comentar las diferencias
sexuales que se encuentran en el estudio, que indican que las hembras
presentan un mayor equilibrio en el test de la barra metalica (test de mayor
dificultad), asi como también una mayor resistencia o fuerza de agarre en el
test de la percha metalica respecto a los machos. Esto es consistente con
resultados de otros estudios realizados en nuestro laboratorio (Giménez-Llort
et al., 2010).

En cualquier caso, los resultados de estas pruebas de “control” sensorimotor,
indican que las diferencias en actividad durante el ciclo circadiano, que como
veremos a continuacion presentan los ratones 3xTgAD a diferentes edades
respecto a los animales NTg, no son debidas a posibles anomalias

sensorimotoras, sino que mas probablemente se deban a caracteristicas
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relacionadas con su misma alteracion genética. Lo mismo cabe decir de los
resultados del “Estudio II”, que discutiremos en préximas secciones, y que
presumiblemente tampoco puedan ser debidos a diferencias sensorimotoras

“gruesas” entre los ratones de ambos genotipos.

4.3.2. Respuestas de neofobia o inhibicion conductual

ante la novedad en el raton 3xTgAD: Test de las esquinas

El test de neofobia nos indica temor por lugares o elementos nuevos, y ya se
han observado resultados similares en esta misma cepa de ratones
transgénicos (Arranz et al., 2009; Giménez-Llort et al., 2007 y 2010,). Esta
conducta neofébica incrementada es una caracteristica comun a muchos
ratones transgénicos de APP descritos en la literatura (Janus y Westaway
2001). Encontramos que tanto machos como hembras 3xTgAD presentan
sistematicamente niveles superiores de la conducta de neofobia al compararlos
con sus respectivos controles NTg. Esto indica que los transgénicos 3xTgAD
presentan una mayor inhibicién conductual para explorar las esquinas, asi
como también una reduccidén de la exploracion vertical (levantamientos o
rearings)(Giménez-Llort et al., 2007 y 2010). Esta conducta también muestra
una relacion con la edad, siendo menor, a medida que los animales son mas

viejos.

Es interesante comentar, que los efectos observados en el test de neofobia
(Corner test) tengan el mismo sentido que en la medida de actividad
circadiana, en particular por el efecto del “genotipo” y por las similitudes que se
pudiesen establecer entre el factor “respuesta a la novedad” del Corner test y
de los primeros 30 minutos de exposicion a la caja (nueva) del test de actividad
circadiana (ver seccién siguiente). AuUn asi, hay que sefialar que ambas
medidas de actividad en respuesta a la novedad no presentan correlacién entre
ellas. De hecho, hemos realizado correlaciones de Pearson entre las medidas

de ambos test y los coeficientes obtenidos son de entre r=-0.095 y r=-0.014,
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dependiendo de si se incluyen sélo los animales no transgénicos (controles) o

bien toda la muestra.

4.3.3. Ritmos circadianos de actividad basal y evolucion

del peso corporal a diferentes edades en ratones 3xTgAD

Ritmos de actividad espontanea

El objetivo de este estudio fue detectar las alteraciones en el comportamiento
locomotor espontaneo de los ratones 3xTgAD y evaluar las analogias posibles
con los "sintomas conductuales y psicolégicos de la demencia"(SCPD). De
hecho, los trastornos del suefio son una manifestacion clinica de la EA, con
despertares frecuentes en la noche y un incremento de la propension a dormir
durante el dia, razon principal para la institucionalizacién de los pacientes con
EA (Satlin et al., 1995; Volicer et al., 2001). Es interesante observar que los
pacientes con Alzheimer muestran menos actividad locomotora en la fase
diurna, pero mas en la fase nocturna que los controles sanos (Harper et al.,
2004). Esta fragmentaciéon del sueio puede implicar importantes

consecuencias en los procesos de memoria (Graves et al., 2001).

Como factores que podrian contribuir a la fisiopatologia de las perturbaciones
del ritmo circadiano en la EA, se han hipotetizado: 1) una disminucion de la
secrecion de melatonina (Mishima et al, 1999); 2) alteraciones de
neurotransmisores en el hipotalamo (Sparks et al., 1988); 3) cambios
funcionales del nucleo supraquiasmatico (Swaab et al., 1996); 4) reduccion de
la vasopresina (Swaab et al., 1985, 1996); 5) procesos fisiopatologicos tipicos
relacionados con la EA, como la acumulacion progresiva de B-amiloide, la

placa BA y la pérdida de células neuronales (Mattson, 2004).

Es importante recordar que la fase activa de los ratones sucede durante la fase

de oscuridad (esto es, cuando se apaga la luz), al contrario que en los seres
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humanos. En el estudio de ritmos circadianos de actividad a diferentes edades,

se han observado como principales resultados, los siguientes:

1) Globalmente, teniendo en cuenta las 24 h, los ratones 3xTgAD
muestran una tendencia (p<0.063) a presentar menor actividad que los
animales no transgénicos. Dicha tendencia es claramente significativa
si se observan los valores de actividad durante las primeras 5 horas de
la fase de luz.

2) Ambos genotipos presentan una mayor actividad durante la fase
oscura.

3) Tan solo aparece un efecto asociado al sexo durante los primeros 30
minutos de la fase de oscuridad, siendo las hembras NTg las que
presentan una mayor actividad.

4) Es notable, que los ratones transgénicos, a través de todas las edades,
manifiestan una mayor inhibicion conductual ante la novedad, como
pone de manifiesto el hecho de que presenten significativamente menor
actividad que los no transgénicos durante los primeros 30 minutos de

exposicidn a las cajas de medida de actividad.

Durante las primeras horas de exposicion al test, en fase de luz, todos los
animales tanto jovenes como adultos presentan un pico en la actividad. Esta
hiperactividad inicial se va reduciendo con el paso del tiempo y se debe a la
conducta exploratoria provocada por la novedad y al proceso de habituaciéon
gradual tipico de la conducta en ambientes desconocidos (Galani et al., 2001;
Ganea et al., 2007; Tang y Sanford 2005).

A pesar de que el patrén circadiano de actividad motora espontanea (durante
24 horas) es similar entre ambos grupos, los animales 3xTgAD muestran una
menor actividad global respecto al grupo control NTg. Y esta diferencia es
significativa durante las primeras 5 horas de exposicion al test durante la fase
de luz. Otros estudios, con este mismo modelo 3xTgAD, muestran como

machos transgénicos de 2 y 6 meses de edad presentan una tendencia a la
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disminucion en la actividad circadiana total, producto de que tal tendencia
aparece tanto en fase diurna como en fase nocturna respecto al raton NTg
(Giménez-Llort et al., 2007; y datos no publicados). Incluso animales 3xTgAD
de 12 meses de edad presentan una menor actividad durante la primera hora
de la fase diurna (Giménez-Llort et al., 2007). Un estudio similar realizado con
este mismo modelo transgénico, pero midiendo la actividad en una rueda
durante 10 dias consecutivos, muestra que los animales 3xTgAD presentan
una disminucion en el porcentaje de actividad nocturna (fase activa) respecto a
sus animales controles (Sterniczuk et al., 2010a). Este efecto es comparable

con lo que sucede en la EA en humanos.

El caso mas acusado de hipoactividad que encontramos en nuestro estudio,
ocurre en las hembras transgénicas de 6 meses de edad, justo la etapa de la
enfermedad en la que se ha descrito que por primera vez aparece
inmunoreactividad de la BA a nivel extracelular, déficit sinaptico de LTP (Oddo
et al., 2003a) y déficits de aprendizaje/memoria (Billings et al., 2005; Giménez-
Llort et al., 2007). Estas hembras muestran una hipoactividad muy marcada
respecto a su grupo control no solo en la fase oscura, sino que se mantiene

durante las 24 horas del ciclo.

Podriamos considerar que en general nuestro estudio todos los grupos
muestran un ritmo circadiano bien definido, en donde el mayor pico de
actividad se presenta durante la fase de oscuridad. Este patron de la actividad

lo podriamos definir como dentro de la normalidad (Ganea et al., 2007).

Estudios similares, en ratones APP23, muestran cOmo mientras en ratones
jovenes (3 meses) y adultos (6 meses) no se encuentran diferencias en
actividad durante la fase de oscuridad, los ratones transgénicos heterocigotos
de edad avanzada (12 meses) muestran hiperactividad durante la fase oscura
en comparacion con su grupo control (Vloeberghs et al., 2004), demostrando
una alteracién del patrén de actividad locomotora circadiana dependiente de la
edad en este modelo APP23.
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En la literatura, encontramos resultados muy variados e incluso contradictorios
respecto a los ciclos circadianos en ratones transgénicos usados como
modelos de EA. Muchos modelos presentan un efecto de hipoactividad en la
fase oscura por parte del ratén transgénico, como es el caso del modelo que
expresa una 3-APP;s; humana, que tanto a los 6 meses como a los 12 meses
de edad (el déficit de aprendizaje en este modelo tan sélo se observa a partir
de los 12 meses) presentan esta menor actividad (D'Hooge et al., 1996; Moran
et al., 1995). Otro estudio muestra que estos mismos ratones, homocigotos
para APP;s5q, presentan valores de hiperactividad entre los 3-5 meses de edad,
que disminuyen (especialmente la actividad nocturna) en edades mas
avanzadas hasta alcanzar los niveles de los animales “control” no transgénicos
(Huitron-Resendiz et al., 2002). Incluso dentro de un mismo modelo se pueden
encontrar resultados opuestos, como el hallado en hembras transgénicas para
APP23, que a los 6 y 16 meses presentan hipoactividad, mientras que a la
edad de 24 meses presentan hiperactividad (Lalonde et al., 2002, 2003a). En
cambio otro estudio sobre este mismo modelo de APP23 ha observado una
hiperactividad nocturna a los 6 meses de edad (Van Dam et al., 2003),
mientras que los mismos ratones son menos activos que sus controles cuando

se encuentran en un ambiente nuevo.

Otro ratén transgénico, con la doble mutacion APP/PS1, también muestra
hipoactividad respecto a su control (Pugh et al., 2007). Esta hipoactividad fue
evidente tanto en entornos familiares como desconocidos, y esto sugiere que
sus niveles de actividad siguen siendo inferiores a los animales control
independientemente del nivel de novedad. Por lo tanto, en este caso, la

familiaridad con el entorno no tiene ningun efecto sobre su fenotipo conductual.

Como hemos visto hasta ahora, numerosos estudios han evaluado la actividad
locomotora en modelos de ratén con sobreexpresion de APP o APP/PS1
(Kawasumi et al., 2004; King y Arendash 2002; King et al., 1999; Lee et al.,
2004; Ognibene et al., 2005; Touma et al., 2004b), y reflejan la dificultad de

determinar el efecto preciso de la sobreexpresion de la APP sobre la actividad
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de los animales. Esta inconsistencia, de los resultados previamente descritos,
podria ser atribuida a variaciones en la construccién del transgénico como, por
ejemplo, el tipo de cepa utilizada como control, asi como el propio APP mutado
y las diferencias en el nivel de expresion o seleccion del promotor. Sin olvidar
otro de los factores importantes sobre los efectos de las manipulaciones
genéticas, que seria el sexo del animal. Otros autores refuerzan esta teoria, y
contribuyen a la idea de que esta diversidad de resultados, de hipoactividad e
hiperactividad, que refleja la literatura sobre el mismo tipo de modelo de
animal, se debe a las diferencias de edad, la dimensién de los aparatos que se
utilizan, la duracion de la prueba y, evidentemente, al fondo o background

genético (Dumont et al., 2004)

El background genético es uno de los determinantes mas importantes de la
conducta en muridos (Gerlai, 1996). La influencia de la procedencia genética
(que determina el que sera el background o “fondo” genético) puede
enmascarar o potenciar sustancialmente el efecto de la manipulacién genética,
bien sea en modelos de sobreexpresion génica (transgénicos) o en modelos de
silenciamiento (knockouts). Asi que, es posible que los diferentes fenotipos
producidos por la sobreexpresion del mismo gen en los diferentes modelos
transgénicos encontrados en la bibliografia, sean debidos a diferencias del
fondo genético (Crawley et al., 1997; Pugh et al., 2004).

Se sabe que el fenotipo de un ratébn mutante o transgénico no es solo el
resultado del gen sobreexpresado, sino que también refleja la interaccion de la
mutacion con los genes del background genético, con los productos de los
mismos, asi como de ambos (genes y/o productos) y el ambiente (Crabbe et
al., 1999; Crawley et al., 1997; Gerlai, 1996). Las proteinas no producen sus
efectos aisladamente, sino incorporadas en complejas cascadas bioquimicas,
en las que cada reaccion es directamente dependiente de muchas otras
reacciones moleculares simultaneas. Por tanto, la caracterizacién fenotipica de
ratones transgénicos y la interpretacién correcta de los efectos de la

manipulacién genética se ha de realizar considerando el perfil conductual de
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las cepas parentales. Es importante no olvidar que en nuestro modelo se
insertan 3 genes diferentes, y es probable que la interaccion de los mismos con
multiples genes especificos del background genético sea lo que finalmente

produce un fenotipo determinado.

Ademas de los efectos genéticos, que indudablemente juegan un papel crucial
en el comportamiento que podemos observar en nuestros animales, también
es necesario no olvidar la importancia que puede ejercer el efecto ambiental
sobre la conducta. Algunos autores explican que la diversidad de resultados en
la actividad motora que encontramos en la literatura, incluso en un mismo
modelo animal, se debe a las condiciones ambientales especificas de cada
laboratorio (Crabbe et al., 1999; Wahlsten et al., 2003).

Un estudio realizado en tres laboratorios diferentes, con ocho cepas
consanguineas de ratén y en cinco pruebas de comportamiento e intentando
realizar el mismo procedimiento experimental, obtuvo diferencias significativas
(e incluso efectos contrarios) en algunas de las conductas estudiadas en
funcion del laboratorio. Esto sugiere que las diferencias en los resultados
pueden ser debidas a las condiciones ambientales especificas de los distintos
laboratorios, y algunos de los efectos especificos de comportamiento podrian
no ser atribuidos a las manipulaciones/caracteristicas genéticas. Por este
motivo es importante, si es posible, que los genotipos sean probados en
diferentes laboratorios y evaluados con multiples pruebas de conducta antes
de concluir que un gen especifico influye en un dominio especifico del
comportamiento (Crabbe et al., 1999, 2003; Wahlsten et al., 2003; Wolfer y
Lipp 2000).

Volviendo a nuestro estudio, cabe decir que en ratones se ha observado que el
comportamiento estereotipado ocurre principalmente durante las primeras
horas de la fase de oscuridad (Ambree et al., 2006). Este aumento de la
actividad locomotora se va reduciendo durante la segunda parte de la fase

oscura (en la mayoria de los casos), terminando con unos pocos picos
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secundarios. Este patron o ritmo de actividad diaria se ha descrito en la
literatura, y en concreto en la cepa de ratones C57BL/6J (Kopp, 2001; Tang y
Sanford, 2005; Vloeberghs et al., 2004), de la que derivan los animales
controles y transgénicos utilizados en este estudio (Oddo et al., 2003a). Asi
que podriamos decir que el patron observado en nuestros animales entra
dentro de la normalidad; incluso los animales control exhiben un patrén del

ritmo circadiano variable (Kopp et al., 2001).

En general los autores suelen relacionar los resultados de la alteracién en la
actividad motora como una reminiscencia de las perturbaciones en actividad y
ritmos diurnos observados en pacientes de la EA (Okawa et al., 1991; Van
Someren, 2000; Volicer et al., 2001; Witting et al., 1990). En cambio, en
nuestro estudio no hemos hallado resultados concluyentes que presenten

similitudes con el patrén que se presenta en humanos.

Cambios en el peso corporal

Era esperable que el efecto del aislamiento y la exposicion a la novedad
durante 24 horas provocase pérdidas de peso en los ratones. Y, curiosamente,

tal pérdida de peso fue relativamente mayor en los ratones 3xTgAD.

Las medidas del peso muestran un claro dimorfismo sexual, siendo los
machos los que presentan un peso mayor respecto a las hembras, pero a
medida que avanza la edad, las hembras tienden a alcanzar valores de peso
similares a los machos. Este aumento de peso por parte de los animales
3xTgAD, como las diferencias sexuales, ya se han observado en otros

estudios de nuestro laboratorio (Giménez-Llort et al., 2007 y 2010).

Este incremento del peso en los animales 3xTgAD, llegando a un punto
maximo y después disminuyendo con la edad, sigue la linea que observamos
en la literatura o inclusive en la propia EA, en donde las perturbaciones

psicomotoras y en los patrones de la ingesta de alimentos estan asociadas con
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medidas de deterioro cognitivo y funcional, asi como con una disminucién del
peso corporal (Greenwood et al., 2005). Hay que decir que en modelos
animales encontramos toda una serie de resultados controvertidos, desde los
gue mimetizan las observaciones clinicas de la EA (Lalonde et al., 2002) hasta
los que no encuentran ninguna diferencia en el peso de los animales
transgénicos y controles (Lalonde et al., 2003a), incluso los que muestran unas
diferencias superiores respecto a su control (Lalonde et al., 2003b). Estas
discrepancias, halladas en los diferentes modelos de EA, probablemente no
so6lo dependan del tipo de mutacién o de la posicion de aminoacido que
alberga, sino también de la edad o etapa neuropatologica en que se encuentra

el animal.

4.3. Conclusiones del Estudio |

Globalmente, podemos afirmar que:

¢ Nuestros animales 3xTgAD muestran unas capacidades, tanto visuales,
como prensiles y de equilibrio idénticas o superiores a sus respectivos
controles a cualquier edad. EI envejecimiento, por otra parte, produce
un empeoramiento progresivo en varias de las capacidades/medidas

sensorimotoras en ambos genotipos.

e Es notable, que los ratones 3xTgAD manifiestan una mayor inhibicién
conductual ante la novedad en diferentes test, presentando
sistematicamente niveles superiores de respuestas de neofobia (mayor
inhibicién conductual) al compararlos con sus respectivos controles
NTg.

e Respecto a los ritmos circadianos de actividad espontanea, los ratones
3xTgAD muestran una respuesta de hipoactividad en relacion a los
animales controles no transgeénicos. La hipoactividad es especialmente

clara durante la primera mitad de la fase de luz.
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e A pesar que inicialmente los machos 3xTg_AD presentan un mayor
peso corporal que las hembras, a medida que avanza la edad, las

hembras tienden a alcanzar valores de peso similares a los machos.

e La exposicion a las “cajas de actividad” durante 24 horas provoca una
reduccion de peso globalmente mayor en los ratones 3xTgAD que en

los controles NTg.

Por tanto, por lo que respecta a los procesos sensorimotores “gruesos” (iguales
0 mejores en los ratones 3xTgAD que en los controles) y a la actividad
circadiana (hipoactividad en los ratones 3xTgAD), los resultados no irian en la
direccion de que el modelo 3xTgAD reproduzca adecuadamente Ia
sintomatologia de la EA humana, mientras que si seria consistente con la

misma el perfil neofébico de estos ratones transgénicos.
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5. ESTUDIO IIl. EFECTOS DE LA ESTIMULACION
POSTNATAL EN ANIMALES DE 4 MESES

5.1. MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Animales

Se utilizaron machos y hembras de las colonias de ratones 3xTgAD
homocigotos (Tg) y de no transgénicos C57BL/6J (NT; como cepa control),
mantenidos en nuestro laboratorio del Departamento de Psiquiatria y Medicina
Legal, del Instituto de Neurociencias de la Universidad Autonoma de

Barcelona.

Los animales se evaluaron a los 4 meses de edad. Escogemos esta edad a
partir de los estadios neuropatoldgicos descritos por Oddo et al. (2003a), ya
qgue en esta edad los animales presentan immunoreactividad a la BA a nivel
intraneuronal tanto en hipocampo como en corteza. Asimismo, se obtuvieron
resultados similares en la evaluacion neuropatolégica de la RBA intraneuronal
por inmunohistoquimica realizada por M. Vivo et al. (2006) en estos mismos

animales (ver figura 6.1 en la Discusién general)

Los animales, del mismo genotipo, sexo y tratamiento se mantuvieron en
grupos de 2-3 animales, en jaulas de Macroldon (35x35x25 cm), bajo
condiciones estandar de laboratorio (agua y comida ad libitum, temperatura de
22+2°C, humedad a 50-60%* 10% y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con

inicio de luz a las 08:00h) hasta el momento de la prueba.

Todos los procedimientos experimentales descritos a continuacion fueron
previamente aprobados por el “Comité de ética para la experimentacion animal
y humana” de la Universidad Auténoma de Barcelona (CEEAH), y toda la

investigacion se llevé a cabo bajo la legislacion Espafiola sobre “Proteccion de
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animales utilizados para la experimentacién y otros fines cientificos” y de

conformidad con la Directiva de la Unién Europea (UE 08-88) sobre este tema.

5.1.2. Estimulacién postnatal

El dia 0 es el dia del nacimiento de las crias, asi que en el dia 1 postnatal se
inicio el tratamiento de estimulacion postnatal (EP). La EP consistio en retirar la
madre de la camada y separar las crias entre ellas, dos veces al dia, durante 8
minutos en cada sesion (primera sesion por la mafana entre las 09:00 y las
10:00 horas y la segunda sesion a la tarde entre las 16:00 y las 17:00 horas,
con un intervalo minimo entre sesiones de unas 7 horas) y durante los
primeros 21 dias postnatales (coincidiendo con el dia del destete; descrito por
Escorihuela et al., 1994b; Fernandez-Teruel et al., 1991; ver evolucion por
edades en Fig. 5(1)). El tratamiento se realizé fuera del estabulario, en una sala
contigua, y bajo condiciones de temperatura controlada para evitar posibles

efectos negativos de hipotermia.

En las dos sesiones diarias se colocaron las crias individualmente en cajas de
plastico con un papel y cada cria se estimuld individualmente a través de
suaves masajes (durante 3-4 segundos) con el dedo pulgar del
experimentador, realizando movimientos repetitivos desde la cabeza hasta la
cola del animal. En cada sesion de 8 minutos se realizan tres manipulaciones
(al coger el animal o minuto “0”, al minuto “4” y al minuto “8”). Al finalizar el
tratamiento las crias se devuelven a la jaula original y una vez esta la camada
completa devolvemos a la madre. Pesamos a las crias el primer dia del
tratamiento, o dia 1, y el dia 21 al finalizarlo (previo al destete). Este control del
peso también se realiza en los grupos no tratados. Estos animales, no tratados,
no son perturbados durante este periodo postnatal a excepcion de los cambios

rutinarios de viruta semanales.
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Por tanto, tenemos 4 grupos experimentales por cada sexo (con un numero

total de 107 animales):

Ratones 3xTgAD con EP, (Tg-EP). n=113-129

Ratones 3xTgAD sin tratamiento (Tg). n= 143-149
Ratones no transgénicos con EP (NT-EP) n= 144-149
Ratones no transgénicos sin tratamiento (NT) n= 143-149

- 4
& N

Figura 5(1). Diferentes edades durante el transcurso del tratamiento de estimulacion postnatal
5.1.3. Estudios conductuales

La bateria utilizada para el fenotipado conductual esta basada en trabajos
previos de nuestro laboratorio (Escorihuela et al., 1995¢c, Giménez-Llort et al.,
2002, 2007 y 2011). Esta bateria consiste en una serie de pruebas
conductuales clasicas para la caracterizacion de perfiles cognitivos vy

conductuales en roedores.

La bateria conductual (ver Tabla 5(1)), se inicia con el test de neofobia o test de
las esquinas (“corner test’, CT), continia con el estudio de capacidades de
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris (“morris
water maze”, MWM), seguido de pruebas clasicas como el campo abierto (CA),
el laberinto en cruz elevado (“Plus maze”, PM), la tabla de 16 agujeros de
Boissier (“Boissier’s 16-hole board’, HB), y la caja blanca/negra (“Dark-light
box”’, DLB), que permiten evaluar patrones de respuesta conductual que
incluyen conducta exploratoria y de emotividad/ansiedad o miedo. También se
estudia el patron de actividad espontanea circadiana durante 24 horas

(“Actimeter test’, ACT), asi como la actividad exploratoria en condiciones mas
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etoldgicas a través del laberinto hexagonal en tunel (“Hexagonal Tunnel Maze”,
TM) (ver Tabla 5(1)).

Los experimentos se llevaron a cabo en dias consecutivos, siempre durante el
rango horario de las 10 a las 13 horas, contrabalanceando por genotipo, sexo y
tratamiento, y en 4 tandas experimentales. Los animales fueron pesados al
inicio de cada test. Los estudios se llevaron a cabo segun la ley 86/609/EEC y
siguiendo las directrices de la Comision ética de la UAB, que hace referencia al

cuidado de los animales durante el proceso de experimentacion.

Tabla 5(I). Cronologia de la bateria conductual del Estudio I.

TEST C PT4 PT, PTs; PT,4 RM, CUE CA PM H DLB ACT TM
T RM; B

DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 19

CT; “Corner test’. PT1-PT4;"Place task” dias 1-4. RM1-RM2; “Prove test’o “Removal’1-2. CUE;
“Cue task’.CA; Campo abierto. PM; Laberinto en cruz elevado. HB; “Boissier's 16 hole
board”.DLB; “Dark-light box test’. ACT; “Actividad espontanea circadiana”. TM; “Hexagonal
tunnel maze”.

5.1.3.1. Test de Neofobia o Corner test

El Test de Neofobia o Corner test (CT) consiste en introducir al animal en el
centro de una jaula de plastico estandar (tipo Macrolén) con viruta limpia y sin
olores, durante 30 segundos (ver fig. 5(Il)). Este test se realiza aprovechando
los cambios semanales de viruta y haciéndolo coincidir con las edades de 2, 3
y 4 meses de estos animales. Asi, se pueden ya evaluar efectos en este test
durante la estabulacion de los animales y antes de empezar la bateria
conductual propiamente dicha. En esta prueba se evalua el numero de
esquinas (corners) explorados por el animal (el animal tiene que oler y explorar
la esquina aunque sea durante escasos segundos) y el numero de “rearings” o
levantamientos verticales realizados durante 30 segundos (Arranz et al., 2009;
Garcia et al., 2011; Giménez-Llort et al., 2007, 2010).
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Figura 5(ll). Prueba de las esquinas o Corner test.

5.1.3.2. Laberinto acuatico de Morris

El posible déficit cognitivo en el aprendizaje y memoria espacial fue evaluado a
través del laberinto acuatico de Morris (MWM), en 2 paradigmas o tareas que
dependen fundamentalmente de la integridad de la funcion del hipocampo,
area diana afectada en la EA. Los animales fueron entrenados para localizar la
plataforma sumergida (7 cm de diametro) en una piscina circular (71 cm de
diametro y 20 cm de profundidad de agua opaca a 24°C) situada en una sala
negra con diversas sefales visuales en las paredes que ayudan al animal a
orientarse y recordar donde se encuentra la plataforma (Escorihuela et al.,
1995c, 1998; Morris 1981,1984; Whishaw, 1995; Wolfer et al., 1998, ver fig.
5(ll)). Los animales que no encuentran la plataforma durante los 60 segundos
de la prueba, se situaron encima de la plataforma durante 15 segundos, el
mismo periodo que los animales que lo conseguian. Todas las sesiones o
ensayos fueron grabados y analizados por el sistema de analisis

computerizado SMART (Panlab S.L, Barcelona, Spain).
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Figura 5(lll). Laberinto acuatico de Morris y trayectoria representativa realizada por cada

genotipo
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Dias 1-4, Tarea de aprendizaje espacial de referencia o “Place task” (PT).

La denominaremos también tarea de adquisicion espacial. El ratén se coloca
en la piscina (orientado hacia la pared) desde los puntos de salida escogidos al
azar (orientacién norte “N”, sur “S”, este “E” y oeste “W”) y tiene que aprender a
localizar la plataforma (sumergida a 1,5 cm debajo del agua y situada en el
centro del cuadrante SW), en un tiempo maximo de 60 segundos por ensayo
(ver Fig. 5(IV)). Los animales que no hallaron la plataforma durante este

tiempo, se colocaron sobre la plataforma durante 15 segundos.

Se realizaron 4 ensayos por dia con un intervalo entre ensayos de 15 minutos.
Esta prueba se repiti6 durante 4 dias, y la capacidad de recordar la
localizacion de la plataforma se evalué midiendo la latencia o tiempo que tarda
el animal en llegar a la plataforma, la distancia recorrida y la velocidad de

natacion.

S

Figura 5(IV). Posicion de la plataforma durante la tarea de adquisicion.

Dia 4: Test de memoria sin plataforma, a la 1:30 horas tras la adquisicion
(“Probe test” o “Removal”, RM 1:30h).

Una hora y media después de finalizar el ultimo ensayo de la tarea de
adquisicion del cuarto dia, se evalué la capacidad de retencion a corto plazo

(memoria a corto plazo). La plataforma se extrae de la piscina y el animal, se
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libera desde el cuadrante opuesto de donde se encontraba la plataforma. Se
realiza un ensayo de 60 segundos de duracion (ver Fig. 5(V)).

La capacidad de retencion o memoria a corto plazo se evalué por el nimero de
“cruces a través de la posicion donde se hallaba la plataforma” (CP; o “annulus
crossings”), o por las correspondientes posiciones en los otros cuadrantes de
la piscina, asi como el porcentaje de preferencia ((CP x 100)/ total de cruces
por todas las posibles posiciones de la plataforma). También se evaluaron las
trayectorias o distancias recorridas en el cuadrante donde se hallaba la
plataforma (DIST-P) y en cada uno de los otros 3 cuadrantes, asi como la
variable de preferencia segun la formula “(DIST-P x 100)/total DIST recorrida
en todos los cuadrantes”. También se evalud la distancia y la velocidad
recorrida desde el inicio del test hasta el primer cruce por la posicién donde se

hallaba la plataforma.

Figura 5(V). Dibujo esquematico de las posiciones imaginarias de la plataforma en los diferentes

“ " “n

cuadrantes, durante la prueba de retencion. “p” posicion de la plataforma, “0” posiciéon opuesta a
la plataforma, “ar” posicién adyacente a la derecha de la plataforma, “al” posicion adyacente a la
izquierda de la plataforma

Dia 5: Test de memoria sin plataforma a las 24 horas tras la adquisicion (RM
24h).

Para la evaluacion de la memoria o capacidad de retencion a largo plazo, se
volvié a repetir el ensayo sin plataforma 24 horas después de la Ultima sesion
de adquisicion. En esta prueba se vuelven a evaluar el nimero de “cruces a

través de la posicion donde se hallaba la plataforma” (CP; o “annulus
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crossings”), y por las correspondientes posiciones en los otros cuadrantes de la
piscina, asi como el porcentaje de preferencia ((CP x 100)/ total de cruces por
todas las posibles posiciones de la plataforma). También se evalu6 la
trayectoria o distancia recorrida tanto en el cuadrante donde se hallaba la
plataforma (DIST-P) como en cada uno de los otros 3 cuadrantes, asi como la
variable de preferencia segun la férmula “((DIST-P x 100)/total DIST recorrida

en todos los cuadrantes)”.

Dia 6: Aprendizaje guiado por sefiales locales o “Cued task” (CUE).

En esta tarea se coloca la plataforma visible (que sobresale 1 cm por encima
del agua) y se sefaliza con una bandera (con rallas de color blanco y negro, de
5 x 8 x 15 cm) que sirve como sefial o estimulo visual externo. La plataforma
con la bandera se situan en el cuadrante NW al de la tarea de adquisiciéon. Se
realizan 4 ensayos con entradas al azar (por los 4 puntos cardinales, N, S, E,
0O), con intervalos de 15 minutos entre ellos y se evalua la distancia recorrida
hasta hallar la plataforma y la velocidad de natacién. De esta manera, se
descarta la posibilidad de problemas visuales, motivacionales o motores

“gruesos” de los animales.

Figura 5(VI). Posicion de la plataforma con la bandera, durante la prueba de la “CUE”.
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5.1.3.3. Prueba del Campo abierto

El test del Campo Abierto (CA) es una prueba clasica de las baterias
conductuales en la que el animal se expone en un ambiente nuevo, abierto e
iluminado (p.ej. Crawley 1985; Walsh y Cummins 1976). Su conducta en este
espacio esta determinada por el equilibrio entre el interés por la novedad
(conducta exploratoria) natural de los animales y el miedo a los espacios
desconocidos, abiertos e iluminados (emotividad /ansiedad). El aparato
consiste en una caja de madera blanca (55 x 55 x 25 cm de altura) con 25
cuadrados dibujados en la base que permiten contabilizar los desplazamientos

horizontales del animal (ver Fig. 5(VI)).

El ratén se coloca en el centro del aparato y se observa su conducta durante 5
minutos. Las variables que medimos son los desplazamientos horizontales o
actividad exploratoria horizontal (CA-deam; deambulacién), la conducta
exploratoria vertical (CA-rear; levantamientos o “rearings”). También se
evaluaron conductas relacionadas con la emotividad, como el tiempo de la
conducta de petrificacion (CA-freez; o “freezing”, desde el inicio del test) y el
“tiempo de salida del centro” del aparato en direccién a la periferia del mismo

(CA-centro). Esta prueba se graba con video-camara.

Figura 5(VII). Prueba del campo abierto o CA.
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5.1.3.4. Prueba del Laberinto en cruz elevado

El Laberinto en cruz elevado (“Plus Maze”, PM) es uno de los modelos
conductuales mas utilizado para el estudio de la ansiedad incondicionada en
roedores (Pellow et al., 1985, 1986; Rodgers y Dalvi, 1997). Esta prueba se
basa en el miedo natural a las alturas y espacios desprotegidos, y es uno de
los mas utilizados para la validacion de farmacos ansioliticos (Pellow et al.,
1985). El aparato esta formado por dos brazos abiertos (BA; 30 x 5 cm) y dos
brazos cerrados (BC; 30 x 5 x 15 cm, con el suelo y paredes negras)
dispuestos en cruz formando un cuadrado de 5 x 5 cm en el centro. El laberinto
esta elevado a unos 40 cm del suelo y situado en una sala pintada de negro
(suelo y paredes). El animal se situa en el centro del aparato, encarado hacia
uno de los brazos cerrados (siempre la misma orientacion), y se observa su
conducta durante 5 minutos (ver Fig. 5(VIIl)). Este test es grabado por video-
camara, y el aparato se limpia con etanol al 5% (v/v, diluido en agua) antes y
después de que cada animal pase la prueba. Para evaluar el grado de
ansiedad del animal se cuantifican las siguientes variables: el “tiempo de
latencia de entrada al brazo abierto” (tiempo que tarda el animal en salir por
primera vez al brazo desprotegido), el numero de “entradas en los brazos
abiertos” (EBA), el nimero de entradas en los brazos cerrados (EBC; como
indicador tipico de actividad) y el tiempo transcurrido en los brazos abiertos
(TBA). Se aclcul6 asimismo, el “porcentaje de entradas en los brazos abiertos”
(%EBA= (EBA/EBA+EBC)*100) vy el “porcentaje de tiempo pasado en los
brazos abiertos” (% TBA=(TBA/TBA+TBC)*100).

Figura 5(VIIl). Prueba del laberinto en cruz elevado o PM.
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5.1.3.5. Tabla de 16 agujeros de Boissier

El test de Boissier (HB) es, en concepto, similar a la Tabla de 4 Agujeros o
Hole-Board, pero de dimensiones mas grandes (60 x 60 x 40 cm de altura) y un
mayor numero de agujeros (16 agujeros equidistantes, de 3 cm de diametro),
en los que puede haber (0 no) objetos, con el objetivo de estimular la
exploracion de los animales (Crawley, 1985; File y Wardill, 1975). En esta
prueba, colocamos el animal orientado hacia una esquina de la pared del test y
se valora la conducta exploratoria desarrollada por el animal en torno a los

agujeros durante 5 minutos (ver Fig. 5(IX)).

Estudiamos el “numero total de agujeros explorados” (nHB; veces que el
animal explora introduciendo la cabeza dentro del agujero sin objetos) y el
tiempo acumulado que el animal pasa explorandolos (‘tiempo total de
exploracion”; tHB). También se contabilizé el porcentaje de exploracion de los

agujeros que se encuentran en el centro del aparato. Este test es grabado con

video-camara.

Figura 5(IX). Tabla de 16 agujeros de Boissier o HB.
5.1.3.6. Prueba de la Caja blanca/negra
Otro test de ansiedad, muy utilizado en las ultimas décadas, es la caja de dos

compartimentos, uno blanco/iluminado y otro negro/oscuro (“Dark-light box”,

DLB) que se fundamenta en la preferencia (etolégica) de los roedores



(animales nocturnos) por lugares oscuros y su aversion por los espacios claros
o iluminados (Bourin et al., 2003; Chaouloff et al., 1997). Este aparato se utiliza
en diferentes versiones dependiendo del lugar en donde colocamos
inicialmente el animal (en el compartimento blanco o el negro) o el tipo de
iluminacion que utilizamos (varios grados). La caja blanca/negra (Panlab, S.L.,
Barcelona, Spain) esta constituida por dos compartimentos (negro, 27 x 18 x
27 cm; blanco, 27 x 27 x 27 cm) separados por una pared de 47 cm de altura
que tiene una apertura (7 x 7 cm) en su base, por la que el ratdn puede pasar
de un compartimento al otro (ver Fig. 5(X)). El aparato esta situado en una sala
oscura y mientras el compartimento negro no esta iluminado, el compartimento

blanco esta ligeramente iluminado por una luz roja (bombilla de 20W).

Se escogieron estas condiciones de iluminacion porque en estudios previos
(Johansson et al., 2001; Giménez-Llort et al., 2002 y 2007) se observé que
generaban un ambiente de adversidad medio que facilita la entrada de los
animales no transgénicos (controles) al compartimento blanco. El sujeto se
coloca en el compartimento negro, de espaldas a la apertura, encarado hacia
la pared, y se observa durante 5 minutos. El nivel de ansiedad se mide
mediante la latencia de entrada (LAT), el numero total de entradas (NE), el
tiempo pasado (T) y la actividad horizontal (nimero de cruces) realizada en el

compartimento blanco. Este test es grabado por medio de una video-camara.

Figura 5(X). Prueba de la caja blanca/negra o DLB.
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5.1.3.7. Actividad espontanea basal durante 24h

El aparato consiste en una plancha horizontal con dos marcos cuadradros
superpuestos, que contienen células fotoeléctricas distribuidas en todo su
perimetro, que detectan el movimiento y permiten medirlo de manera
automatica. La unidad de medida de la actividad es el numero de
interrupciones de fotocélulas o counts. Registramos la actividad motora
espontanea horizontal del animal ininterrumpidamente durante todo el periodo
del ciclo luz-oscuridad (23:30 horas), utilizando cuatro placas de actimetria
idénticas controladas por el programa Actitrack (ver fig. 5(XI); Panlab, S.L,

Barcelona).

Una vez se encienden las luces del estabulario (8:30 horas) transportamos a
los animales a la sala de la actimetria, registramos el peso y colocamos cada
animal individualmente en una jaula con viruta limpia idéntica a la de
estabulacion, con acceso al agua y comida ad libitum durante todo el periodo.
La sala se mantiene bajo condiciones estandares de estabulacién (temperatura
de 22+2°C, humedad a 50-60% Yy ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con inicio
de luces a las 08:00h)

Figura 5(XI). Prueba de la actividad espontanea basal circadiana (“Actimetria” de 24 horas).
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5.1.3.8. Laberinto hexagonal en tunel

En el Laberinto hexagonal en tunel (TM) solo utilizamos 63 animales del total
(varios animales de los diferentes grupos habian sido previamente asignados a

estudios neuroquimicos). Se distribuyeron de la siguiente manera:

Ratones 3xTgAD con EP (Tg-EP). n=73-129
Ratones 3xTgAD sin tratamiento (Tg). n= 63-69
Ratones no-transgénicos con EP (NT-EP) n=103-109

Ratones no-transgénicos sin tratamiento (NT) n=63-69

El aparato es un laberinto totalmente cerrado (Escorihuela et al.,, 1997;
Fitzgerald et.al, 1988; Fernandez-Teruel et al., 1991,1992b y 1994; Giménez-
Llort et al., 2005) con un techo que se puede elevar (esto facilita la limpieza de
la superficie y la captura del animal), al cual estan adheridas las paredes que
conforman los 6 brazos radiales independientes (perimetro de 180 cm, tuneles
de 5 cm de anchura y 9 cm de altura) conectados a un hexagono central por
donde entra el animal (perimetro de 66 cm). De esta forma, los pasillos o

brazos quedan totalmente a oscuras durante la prueba (ver Fig. 5(XII)).

La medida de la actividad motora del animal se realiza a través de 42 unidades
de fotocélulas de infrarrojo conectadas a un ordenador y colocadas
uniformemente en las paredes, permitiendo asi detectar en cada momento la
posicién del animal. Cada brazo radial se ramifica en forma de T y el animal
puede escoger entre dos direcciones; a la derecha siempre se encuentra con
un brazo muy corto o callejon sin salida y a la izquierda con un brazo mucho
mas largo. La prueba tiene una duracion de 6 minutos por sesion. Los
parametros medidos fueron: la actividad motora o “distancia” recorrida durante
los 6 minutos que durd el test, asi como el tiempo que tarda el animal en

explorar los seis brazos diferentes (Latencia)
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Figura.5(XIl). Laberinto hexagonal en tunel (TM).

5.1.4. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (SEM) en
todas las tablas y figuras. El analisis estadistico se realiz6 mediante el
programa estadistico SPSS (versiéon 15.0-17.0). Para comparar los diferentes
grupos se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA), seguido de contrastes
post hoc mediante la prueba de Duncan cuando del analisis de varianza
surgieron interacciones significativas. En el analisis de la varianza con medidas
repetidas (MANOVA), cuando no se lograba la esfericidad de Mauchly se utilizd
la correccidon de Huynh-Feldt. En todos los casos, la significacion estadistica se

considero a partir de un nivel p<0.05.



5.2. RESULTADOS ESTUDIO I

5.2.1. Pesos

En la Tabla 5.1. estan representados los pesos de los diferentes grupos
experimentales desde los 2 meses hasta los 5 meses de edad (tiempo que

durd la fase experimental del Estudio II).

El MANOVA (2 “genotipo” x 2 “sexos” x 2 “tratamiento” x 4 “edades /medidas
de peso”) muestra efectos significativos del factor edad (F(205,121.13=188.5, p
<0.001), del genotipo (F(159=19.7, p<0.001), del tratamiento (F159=18.3,
p<0.001) y del sexo (F(159=72.5, p<0.001). Tales efectos principales indican
que con la edad aumenta el peso, que los ratones transgénicos muestran
mayor peso globalmente, que el tratamiento de estimulacion postnatal induce
un incremento del peso y que los machos pesan mas a través de las diferentes
edades. Aparecen interacciones significativas de “edad x genotipo”, “edad x
tratamiento” y “edad x sexo” (todas las F20s, 121.13) 23.5, y p<0.032 en todos
los casos), indicando que el incremento de peso en funcion de la edad ocurre

de forma diferente segun sea el genotipo, el tratamiento o el sexo.

Asimismo, se observan efectos “genotipo x tratamiento” (F159=11.7, p=0.001)
y “genotipo x sexo” (F(159=5.9, p=0.018). Lo que principalmente indican estas
dos interacciones (ver también contrastes de Duncan en Tabla 5.1) es, por una
parte, un mayor incremento de peso en los animales 3xTgAD que recibieron
estimulacion postnatal y, por otra parte, que la diferencia de peso de los
ratones 3xTgAD respecto a los no transgénicos es mas pronunciada en

machos.
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Tabla 5.1. Se muestra los pesos de cada grupo desde los 2 meses hasta los 5 meses de edad.

MACHOS HEMBRAS
No-transgénico 3xTgAD No-transgénico 3xTgAD

Control EP Control EP Control EP Control EP
Edad n=14 n=14 n=14 n=11 n=14 n=13 n=14 n=12
2m 24.7+1.1 | 25.620.6 25.8+0.9 @ 31.0+1.8# 20.1+0.7 = 21.1£0.4 20.9+0.7 @ 24.0+0.5#
3m 26.3+1.2 | 27.520.6 28.6+0.7 @ 36.5+2.8# 22.3+0.8 22.7#0.5 22.4+0.5 26.0+0.7#
4m 28.7#1.0 | 29.620.8 30.4+0.9 @ 39.8+#3.1# 24.0+1.2 24.4+06 23.0+0.3 @ 28.6+1.0#
5m 31.2+0.7 = 32.3#0.7 36.7x1.5 41.2+21# 26.1+0.9 27.0£0.7 26.7+0.9  30.3+1.3#

Efecto del tratamiento (EP): #p<0.05 respecto a los animales 3xTgAD no tratados del mismo

sexo (Duncan test).

5.2.2. Test de Neofobia o de las esquinas

En la Figura 5.1A-D se representan tanto el numero total de esquinas
exploradas como la conducta vertical ‘“rearings” que realizan los animales
durante los 30 segundos que dura el test, y a las 3 edades diferentes en que se

administro.

El MANOVA global del total de esquinas exploradas, incluyendo las 3 edades y
los dos sexos, muestra efectos significativos de la edad (F,,118=33.5, p<0.001)
y una interaccion “genotipo x tratamiento” (F59=5.2, p=0.025) (Fig. 5.1A-B).
El efecto de la edad es debido a la evidente habituacién (disminucién del
numero de esquinas exploradas) que se produce a través de las repeticiones
de la prueba, mientras que la interaccion “genotipo x tratamiento” mencionada
se debe a que la estimulacion postnatal muestra una clara tendencia a
aumentar el “numero de esquinas exploradas” en los ratones 3xTgAD (de
ambos sexos) a las tres edades y un efecto globalmente contrario en los

animales no transgénicos.
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A través de la edad (con las tres repeticiones de la prueba) las hembras
muestran un patron de habituacion mas consistente que los machos
(interaccion “sexo x edad”, F(118=3.3, p=0.037; ver Fig. 5.1A-B).

Aplicando ANOVAs por sexos para estudiar en mas detalle alguno de los
efectos mencionados, se observa que en el primer test de neofobia, a los 2
meses de edad, aparece un efecto del genotipo (F(127=6.4, p=0.017) en
machos, indicativo de que los no transgénicos exploran mas esquinas que los
transgénicos (ver test de Duncan en Fig. 5.1A). Asimismo, el correspondiente
ANOVA aplicado a los datos de las hembras de 2 meses (primer test de
neofobia) indica una interaccion “genotipo x tratamiento” (F(132)=7.1, p=0.012;
ver también test de Duncan en Fig. 5.1B) que va en idéntico sentido al de la
misma interaccion (genotipo x tratamiento) que indicaba el MANOVA global

arriba mencionado.

El MANOVA global del total de exploraciones verticales o “rearings”,
incluyendo las 3 edades y los dos sexos, muestra efectos significativos tanto
de la edad (F(,118=31.2, p<0.001) como del genotipo (F159=41.9, p=0.001)
(Fig. 5.1C-D). EIl efecto de la edad es de nuevo debido a la evidente
habituacién (disminucion del numero de exploraciones) que se produce a
través de las repeticiones de la prueba, mientras que el efecto del genotipo
refleja un aumento global en el niUmero de rearings por parte de los animales
no transgénicos (Fig. 5.1C-D). El efecto de habituacion mencionado (efecto
“‘edad”) es mas pronunciado en los ratones no transgénicos y en los ratones sin
tratamiento, y ello da lugar a interacciones “genotipo x edad” (F118=21.2,
p<0.001), “tratamiento x edad” (F(2118=4.8, p=0.01) y “genotipo x tratamiento
x edad” (F(,118=5.8, p=0.004).

Asimismo, se observa que el patréon diferente de habituacién en funcion del
genotipo (efecto “genotipo x edad” mencionado) varia en funcién del sexo, lo
que genera una interaccion “genotipo x sexo x edad” (F(,118=3.7, p=0.028;
Fig. 5.1C-D). Un analisis mas pormenorizado de la primera prueba de neofobia

(a los 2 meses de edad), mediante ANOVAs aplicados a ambos sexos por
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separado, muestra efectos globales del genotipo en ambos sexos (machos:
F(127=24.9 p<0.001; hembras: F32=49.0 p<0.001), indicando que los ratones
3xTgAD presentan claramente menor actividad vertical (rearings) que los no
transgénicos (ver también tests de Duncan en Fig. 5.1C-D). En las hembras,
en particular, se produce ademas una interaccion “genotipo x tratamiento”
(Fa32=4.5, p=0.042, Fig. 5.1D) que, igual que ocurria en la medida de
“‘namero de esquinas” (ver arriba y Fig. 5.1B), indica que el tratamiento de
estimulacién postnatal reduce la conducta vertical en los ratones (hembra) no

transgénicos.
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Figura 5.1. Evaluacion conductual en el test de neofobia de las esquinas (“Corner test”). Ay B)
Numero total de esquinas exploradas durante toda la sesion. C y D) Total de exploraciones
verticales (rearings). Duncan test: *P <0.05, NT vs 3xTgAD del mismo sexo.**P <0.05, 2m vs 4m
del mismo genotipo. #P <0.05, NT vs NT-EP del mismo sexo.
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5.2.3. Laberinto acuatico de Morris

5.2.3.1. Tarea de aprendizaje espacial de referencia

En la Figura 5.2A-E se representan los resultados de la tarea de aprendizaje
(espacial) de referencia (o “place task”). Se han utilizado las distancias
recorridas por los animales en cada ensayo, en lugar de las latencias (tiempo
transcurrido hasta alcanzar la plataforma), puesto que se han encontrado
diferencias significativas en velocidad entre los diferentes grupos

experimentales (como puede verse en la Fig. 5.2D-E).

Se puede observar como ambos genotipos muestran una clara curva de
aprendizaje a través de los dias de entrenamiento, como refleja la disminucién
progresiva de la distancia total recorrida (MANOVA, efecto “dia”: F3297=67.4,
p<0.001; Figura 5.2A-B). ElI MANOVA (2 “genotipo” x 2 “tratamiento” x 2
“sex0” x 4 “dia”) muestra, asimismo, efectos significativos del genotipo
(F1,09=37.1, p<0.001), del tratamiento (F,99=6.0, p=0.016) y, marginalmente,
del sexo (F(1,99=3.9, p=0.051) (ver Fig. 5.2A-C).

En esencia, estos efectos indican que los ratones 3xTgAD son menos
eficientes (recorren mayores distancias) que los no transgénicos en la
adquisiciéon de la tarea de aprendizaje espacial de referencia, al tiempo que el
tratamiento de estimulacion postnatal mejora significativamente dicha eficiencia
(ver también Fig. 5.2C, que resume el efecto global del “genotipo” ,

F(1,105=36.2, p<0.001, y muestra el efecto del tratamiento de EP).

El efecto “sexo”, aunque marginalmente significativo, sugiere que las hembras
son globalmente menos eficientes en esta tarea (Fig. 5.2A-B). El MANOVA
(2x2x2x4) aplicado no detecta interacciones significativas entre los factores.
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La aplicacion de MANOVAs (2 “genotipo” x 2 “tratamiento” x 4 “dia”) en ambos
sexos por separado indica efectos del “dia” en ambos casos (machos:
F251273=33.7 p<0.001; hembras: F(3150=34.2 p<0.001), del genotipo
(machos: F(149=12.5 p=0.001; hembras: F(150=25.0 p<0.001) y efecto del

tratamiento solamente en las hembras (F(150=6.1 p=0.017) (ver Fig. 5.2A-B).

Por lo que respecta al analisis de las velocidades (Fig. 5.2 D-E), el MANOVA
(2x2x2x4) muestra efectos del “dia” (F(.s2825=3.5, p=0.017), del genotipo
(Fr1,09=56.9 p<0.001) y del tratamiento (F(99=15.3, p<0.001). Indican,
principalmente, que los animales transgénicos presentan claramente mayor
velocidad de natacion que los no transgeénicos, asi como que el tratamiento de
estimulacion postnatal reduce dicha velocidad de natacion hasta el punto de
hacerla similar entre ambos genotipos (interaccién “genotipo x tratamiento”,
F(109=10.8, p=0.001; ver Fig. 5.2E) particularmente en el caso de las hembras

(interaccion “sexo x tratamiento”, F(199=4.8, p=0.03; ver Fig. 5.2C-D).
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5.2.3.2. Test de memoria (0 “probe test’) sin plataforma a la 1:30 horas

tras la adquisicion

Una hora y media después de finalizar el Ultimo ensayo de la tarea de
adquisicidon espacial de referencia del cuarto dia, se evalud la capacidad de
retencion o memoria a corto plazo en un ensayo (60 segundos) sin plataforma.
En la Figura 5.3A-D se representan los resultados de dicho test (o “probe
test”).

Podemos observar los “cruces a través de la posicion donde se hallaba la
plataforma” (CP; o “annulus crossings”), o por las correspondientes
posiciones en los otros cuadrantes de la piscina, en la Figura 5.3A y 5.3B. La
Figura 5.3C-D representa el porcentaje de preferencia, es decir “(CP x 100)/

total de cruces por todas las posibles posiciones de la plataforma”.

El ANOVA global (2 x 2 x 2) de esta variable de preferencia (0 memoria),
incluyendo ambos sexos, muestra un efecto genético (F(199= 9.9, p=0.002) y
un efecto del tratamiento (F(199=5.2, p=0.025), indicando un menor numero de
CP (cruces por la antigua posicion de la plataforma) en el caso de los ratones
3xTgAD, asi como una reduccion de dicha preferencia en el caso de los

animales tratados con EP (ver Fig. 5.3C y D).
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Figura 5.3. Evaluacion conductual en el Test de memoria (o “probe test’) sin plataforma a la 1:30
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D) Porcentaje de preferencia por la posicion donde se hallaba la plataforma (C-p). Duncan test
#P<0.05 vs respectivo grupo sin tratamiento EP.

En la Figura 5.4A-D se representan las distancias recorridas (DIST) en el
cuadrante donde se hallaba la plataforma (DIST-P) y en cada uno de los otros
3 cuadrantes (Fig. 5.4A y B), asi como la variable de preferencia segun la
formula “(DIST-P x 100)/total DIST recorrida en todos los cuadrantes” (Fig.
5.4C y D). EI ANOVA global (2 x 2 x 2) de esta variable de preferencia (o
memoria), incluyendo ambos sexos, muestra un efecto del genotipo (F(1,99)=

1259, p=0.001) 'y una interaccién “genotipo x tratamiento”
(F(1,09=12.37,p=0.001).
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Estos efectos indican, respectivamente, una menor distancia DIST-P recorrida
(respecto la distancia total) en el caso de los ratones 3xTgAD, asi como que el
tratamiento de EP reduce dicha variable (esto es, el porcentaje de distancia
“DIST-P” respecto a la total) preferentemente en los ratones transgénicos,
mientras que produce una cierta mejoria en los animales no transgénicos (Fig.
5.4Cy D).
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Figura 5.4. Evaluacion conductual en el Test de memoria (o “probe test”) sin plataforma a la 1:30
horas tras la adquisicion. A y B) Distancias recorridas en el cuadrante donde se hallaba la
plataforma (DIST-P) y en cada uno de los otros 3 cuadrantes. C y D) Porcentaje de preferencia
segun la formula “(DIST-P x 100)/total DIST recorrida en todos los cuadrantes”. Duncan test,
#P<0.05 vs respectivo grupo sin tratamiento EP.
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La Figura 5.5A-B muestra la distancia recorrida desde el inicio del test hasta el
primer cruce por la posicion donde se hallaba la plataforma. El ANOVA (2 x 2 x
2), con ambos sexos, resulta en un efecto marginal del “sexo” (F1,98=3.6,
p=0.059) y una interaccion “sexo x genotipo” (F, 98=7.8, p=0.006). Para
desglosar dicha interaccion se aplico un ANOVA separado para cada sexo,
dando lugar unicamente a un efecto del “genotipo” en hembras (F(1.49=5.4,
p=0.025), que indica una mayor distancia recorrida (hasta el primer paso por la
posicién de la plataforma) en el caso de los ratones transgénicos hembra (Fig.
5.5B).

Finalmente, la Figura 5.5C-D representa las velocidades de llegada al primer
cruce por la posicion donde se hallaba la plataforma. El ANOVA (2 x 2 x 2),
incluyendo ambos sexos, muestra efectos del “genotipo” (F(, 9=13.8,
p<0.001; indican que los ratones transgénicos son mas veloces; ver también
pruebas de Duncan en Fig. 5.5C y D), del tratamiento de EP (F, 95=17.9,
p<0.001; indican que el tratamiento reduce globalmente la velocidad) y de la
interaccion “genotipo x EP” (F(1, ¢8=8.9, p=0.004). Esta interaccion se debe a
que el tratamiento de EP reduce la velocidad en mayor proporcion en los
ratones transgénicos que en sus controles y en ambos sexos, como puede
observarse en la Figura 5.5C-D y en las pruebas de Duncan que en ella se

muestran.

(Nota: las diferencias en velocidad entre ambos genotipos es lo que ha hecho
gue se escojan principalmente variables de “distancia” para el analisis -menos
contaminadas” en lugar de variables de “tiempo” o “latencias”, al igual que

ocurria en la fase de adquisicion del aprendizaje espacial de referencia).
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Figura 5.5. Evaluacion conductual en el Test de memoria (o “probe test’) sin plataforma a la 1:30
horas tras la adquisicion. Ay B) Distancia recorrida desde el inicio del test hasta el primer cruce
por la posicién donde se hallaba la plataforma. C y D) Las velocidades de llegada al primer cruce
por la posicion donde se hallaba la plataforma. Duncan test: *P <0.05 entre los correspondientes
grupos 3xTgAD y NT ; #P<0.05 vs respectivo grupo sin tratamiento.

5.2.3.3. Test de memoria (o0 “probe test”) sin plataforma a las 24 horas

tras la adquisicidn

La unicas variables de memoria que resultaron en efectos significativos son las
representadas en la Figura 5.6A-D (para la variable CP, como en la seccién
anterior) y la Figura 5.7A-D (variable DIST-P y porcentaje de preferencia,

como en el apartado anterior).
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Por lo que respecta a la variable del porcentaje de preferencia por CP,
incluyendo ambos sexos, el ANOVA (2 “genotipo” x 2 “sexo” x 2 “EP”) muestra
efecto “genotipo” (F(199=4.7, p=0.032) y una interaccion “genotipo Xx
tratamiento”(F (1 99y=4.0, p=0.047), que indican, respectivamente, una peor
ejecucion global en esta variable (es decir, menor numero relativo de cruces
por la posicién de la plataforma -o CP- respecto a las otras posibles posiciones
de la misma en los otros cuadrantes) en ratones transgénicos, asi como que el
tratamiento de EP aumenta el valor de dicha variable en los animales no
transgénicos mientras que produce el efecto contrario en los transgénicos (Fig.
5.6Cy D).
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Figura 5.6. Evaluacion conductual en el Test de memoria (o “probe test’) sin plataforma a las 24
horas tras la adquisiciéon. A 'y B) Cruces a través de la posicion donde se hallaba la plataforma
(C-p) y por las correspondientes posiciones en los otros cuadrantes de la piscina. C y D)
Porcentaje de preferencia.
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En cuanto a la variable DIST-P, el ANOVA (2 x 2 x 2) indica un efecto global
del genotipo (F(199=9.1, p=0.003) e interaccion “genotipo x tratamiento”
(F(1,99=6.7, p=0.011), debidos, respectivamente, a que los ratones transgénicos
muestran menor preferencia - en términos de DIST-P - relativa por el
cuadrante donde se hallaba la plataforma, al tiempo que el tratamiento de EP
aumenta dicha preferencia (por el cuadrante de la plataforma) en los animales

control y la reduce en los transgénicos (Fig. 5.7C y D).
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Figura 5.7. Evaluacion conductual en el Test de memoria (o “probe test’) sin plataforma a las 24
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5.2.3.4. Aprendizaje guiado por senales locales (o “cue task”)

En la figura 5.8A-D se muestran los resultados de la tarea de aprendizaje
guiado (media y error estandar de los 4 ensayos). Aparecen diferencias en
velocidad (Fig. 5.8C-D) debidas al hecho de que es mayor globalmente en los
ratones transgénicos (ANOVA 2 x 2 x 2, efecto “genotipo™:F 4 ¢5=6.8 p=0.01),
mientras que el tratamiento de EP la reduce (efecto “EP, F(195=9.2 p=0.003)
pero en mayor grado en los animales 3xTgAD (efecto interaccion “genotipo x
EP”, F(,5=6.1 p=0.01) (Fig. 5.8C-D). En cuanto a la eficiencia en la tarea,
medida por la distancia recorrida hasta alcanzar la plataforma sefalizada con
la bandera, el ANOVA no muestra diferencias o efectos significativos de

ninguno de los factores ni de interaccion (Figura 8A-B).
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Figura 5.8. Tarea de aprendizaje guiado por sefales locales (CUE). A y B) Distancia recorrida
hasta alcanzar la plataforma. C y D) velocidad de natacion hasta alcanzar la plataforma. Duncan
test, , #P<0.05 vs respectivo grupo sin tratamiento EP.
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5.2.4. Prueba del Campo Abierto

En la Figura 5.9A-F y 5.10A-D se representan, respectivamente, las diferencias
en actividad exploratoria horizontal (CA-deam, deambulacion) y en conducta
vertical (CA-rear; exploraciones verticales o “rearing”) que realizan los animales
durante la prueba del campo abierto. Es importante destacar que el tiempo de
la conducta de petrificacion (CA-freez; o “freezing”, desde el inicio del test; Fig.
5.9A-B) y el “tiempo de salida del centro” del aparato en direccion a la
periferia del mismo (CA-centro; Fig. 5.9A-B) correlacionan positiva y
significativamente, tanto tomando toda la muestra de animales usada (r=0.61
p<0.001; n=107) como si se toman unicamente los 2 grupos de ratones no
transgénicos y controles -no tratados- (r=0.98 p<0.001; n= 28) incluyendo

ambos sexos (ver Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Correlacion entre el tiempo de conducta de petrificacién o freezing (CA-freez) y el
tiempo de salida del centro (CA-centro ), segun la muestra utilizada.

Correlacion de Pearson entre CA-freez y CA-centro

(r) (p)
Toda la muestra n=107 0.61 <0.001

Controles NT n=28 0.98 <0.001

Abundando en lo mismo, el analisis factorial de las dos variables anteriores
junto a los totales de actividad (horizontal y vertical) en los 5 minutos del test
(Tabla 5.3. y 5.4), muestra un factor claro para “actividad exploratoria total” de
ambos tipos y un factor separado de “inhibicion conductual ante la novedad” en
el que saturan (entre 0.85 y 0.98) las dos variables indicadoras de inhibicion
(CA-freez y CA-centro), tanto para toda la muestra de animales (n=107; Tabla
5.3) como para la submuestra de animales no transgénicos de ambos sexos y

sin tratamiento (n=28; Tabla 5.4).

Estos resultados correlacionales y factoriales, especialmente los hallados en

los ratones no transgénicos y no tratados de ambos sexos (n=28), permiten y
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justifican el uso indistinto de “CA-freez” y “CA-centro” como variables
indicadoras de inhibicién conductual en respuesta a la novedad, y son
compatibles con la interpretacion de que dichas variables reflejan miedo o

ansiedad.

Tabla 5.3. Analisis factorial (rotacion VARIMAX) de variables del CA de toda la muestra.

Analisis Factorial (rotacion VARIMAX) de variables del CA en toda la
muestra (n=107)

Variables Factores

Actividad Inhibicion

exploratoria conductual
CA-deam 0.90 -
CA —rear 0.93 -
CA-freez - 0.94
CA-centro - 0.85
Varianza explicada 57.2% 27.4%

Actividad exploratoria horizontal (CA-deam, deambulacién), actividad exploratoria vertical
(CA-rear; “rearing”), tiempo de conducta de petrificacién o freezing (CA-freez) y tiempo
de salida del centro (CA-centro ). Valores de saturacion = 0.35

Tabla 5.4. Analisis Factorial (rotaciéon VARIMAX) de variables del CA en ratones NT,
no tratados y en ambos sexos.

Analisis Factorial (rotacion VARIMAX) de variables del CA en ratones
NTg, no tratados y ambos sexos (n=28)

Variables Factores

Inhibicion Actividad

conductual exploratoria
CA-deam - 0.91
CA -rear - 0.93
CA-freez 0.98 -
CA-centro 0.97 -
Varianza 64.7% 29.0%
explicada

Actividad exploratoria horizontal (CA-deam, deambulacién), actividad exploratoria vertical
(CA-rear; “rearing”), tiempo de conducta de petrificacién o freezing (CA-freez) y tiempo
de salida del centro (CA-centro ). Valores de saturacion = 0.35
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La aplicacion del ANOVA global en ambos sexos nos muestra un efecto del
genotipo (F1,99=6.2, p=0.014) en la variable CA-centro (Fig. 5.9 A-B), lo que
indica que los animales transgénicos tardan mas tiempo en salir de la parte
central del test, aparentemente por experimentar mayor ansiedad/miedo

(inhibicion conductual) que los no transgénicos.

Si observamos la actividad motora horizontal minuto a minuto, el MANOVA
muestra un efecto global del factor “minuto x genotipo” (F 33 326.7=4.8, p=0.002),
un efecto del genotipo (F(199=7.0, p=0.009), un efecto del tratamiento
(F(1,99=5.7, p=0.018) y un efecto “genotipo x tratamiento” (F 1 99=4.9, p=0.029)
(ver Fig. 5.9 C-D).

En resumen, tales efectos aparecen porque, 1) los ratones no transgénicos
presentan mayor actividad horizontal ya desde los primeros minutos de la
prueba (Fig. 5.9 C-D) y “habituan” globalmente mas que los transgénicos con
el paso de los minutos de test (interaccion “minuto x genotipo”; Fig. 5.9 C-D),
2) el genotipo no transgénico presenta mayor actividad horizontal globalmente
que los ratones transgénicos (efecto “genotipo”; ver Fig. 5.9 E-F), 3) el
tratamiento de EP produce un incremento global de la actividad horizontal
(efecto “tratamiento”; Fig. 5.9 C-F), pero dicho aumento es mas marcado en
los animales no transgénicos (efecto “tratamiento x genotipo”) como se observa

con claridad en la Figura 5.9 E-F (ver test de Duncan).
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Figura 5.9. Evaluacién conductual en el CA. A y B) Tiempo (s) de conducta de petrificacion o
freezing (CA-freez) y tiempo (s) de salida del centro (CA-centro). C y D) Actividad locomotora
horizontal minuto por minuto. E y F) Actividad locomotora horizontal acumulada (CA-deam,
deambulacion). *P <0.05, representa el efecto genotipo global. Duncan test: #P<0.05 vs grupo

control respectivo.
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Si observamos la actividad exploratoria vertical, el MANOVA global, incluyendo
ambos sexos, nos muestra un efecto del factor “minuto” (F(39392.0=4.1,
p=0.003), “minuto x sexo (Fz93920=6.1, p<0.001), “minuto x sexo x genotipo”
(F.93920=3.5, p=0.008), un efecto “genotipo” (F(199=31.9, p<0.001), efecto
“tratamiento” (F(199=4.8, p=0.03) y una interaccion “genotipo x tratamiento”
(F(1.99=5.9, p=0.017) (ver Fig. 5.10 A-D).

Resumiendo, respecto a los mas relevantes de dichos efectos y en buena
concordancia con lo observado en la actividad motora horizontal, los animales
transgénicos presentan un menor numero de levantamientos exploratorios
verticales (efecto “genotipo”), siendo mas acusado en el caso de las hembras
(interaccion “minuto x sexo x genotipo”; ver test de Duncan, p<0.05, en Fig.
5.10 A-B).

El tratamiento de EP, al igual que en el caso de la actividad horizontal,
aumenta el numero total de levantamientos -o rearings- (efecto “tratamiento”)
de manera significativa, siendo este efecto mas marcado en los animales no
transgénicos y en ambos sexos (interaccién “genotipo x tratamiento”; ver
Duncan test, Fig. 5.10 C-D).
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Figura 5.10. Evaluacién conductual en el CA. A y B) Actividad eploratoria vertical minuto por
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genotipo global. Duncan test:, **P <0.05 3xTgAD vs NT respectivo; #P<0.05 vs grupo control sin
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5.2.5. Prueba del Laberinto en Cruz Elevado

En la Figura 5.11A-L se representan los resultados de la prueba de ansiedad
del “laberinto en cruz elevado”. EI ANOVA global del “tiempo de latencia de
entrada al brazo abierto” (tiempo que tarda el animal en salir por primera vez al
brazo desprotegido), nos muestra un efecto del tratamiento EP en ambos
sexos y genotipos ((F(1,97=20.4, p<0.001). Esto se traduce en una reduccion
del tiempo de salida en todos los grupos con tratamiento (ver Fig. 5.11A-B), lo
qgue sugiere que la EP disminuye la conducta ansiosa tanto en machos como

en hembras.

140



El ANOVA aplicado a las “entradas en brazos abiertos” (EBA) muestra efectos
del genotipo (F(197=4.4, p=0.038), del tratamiento (F¢7=11.3, p=0.001), del
sexo (F1,97=6.6, p=0.012), asi como una interaccion significativa “genotipo x
sexo” (Fuen=7.1, p=0.009). Desglosando esta ultima, se confirma en
machos el efecto del genotipo (F145=9.8, p=0.003) y en hembras el efecto del
tratamiento (F(149=10.4, p=0.002) (Fig. 5.11C-D).

En cuanto al numero de entradas en los brazos cerrados (EBC; como indicador
tipico de actividad) el ANOVA muestra efectos del tratamiento de EP
(Fren=10.6, p=0.002), que globalmente tiende a incrementar los valores de
esta variable, y un efecto “genotipo x sexo” (F(1¢7=5.0, p=0.027) indicativo de
que las hembras transgénicas (pero no asi los machos) presentan valores
inferiores de entradas en brazos cerrados (véanse, en hembras, efecto
“genotipo”, F(149=4.2 p=0.044, y efecto “tratamiento”, F(149=8.8, p=0.005,
incluyendo pruebas de Duncan en Fig. 5.11E-F).

Como se observa en la Figura 5.11G-H, los ratones transgénicos pasaron,
globalmente, mas tiempo en los brazos abiertos (TBA; efecto “genotipo”,
Fuon=4.2, p=0.043), siendo ademas significativo el efecto del “sexo”
(Fron=4.9, p=0.028), puesto que los machos de ambos genotipos presentan
valores mas elevados que las hembras en dicha variable (F14g=5.1, p=0.028;
Fig. 5.11G).

Aunque el efecto del “genotipo” en algun caso se aproximé a la significacion
(ver a continuacién), no encontramos diferencias o efectos principales (ni de
interaccién) netamente significativos en las medidas de “porcentaje de
entradas en los brazos abiertos” (%EBA; “genotipo”, F(197y=2.1, p=0.14; Fig.
5.111-J) o “porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos” (%TBA;
“genotipo”, F1,97y=3.6 p=0.059; Fig. 11K-L). Tan solo encontramos un efecto del
sexo en el “porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos” (F ¢7y=4.2
p=0.042; Fig. 5.11K-L), indicativo de que los animales macho pasan un mayor

tiempo en los brazos abiertos respecto de las hembras.
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5.2.6. Tabla de 16 agujeros de Boissier

En la figura 5.12A-F se representan el “numero total de agujeros explorados”
(nHB), el “tiempo total de exploracion” (tHB) y el porcentaje de agujeros
centrales explorados en la tabla de 16 agujeros de Boissier (HB). EI ANOVA
global nos muestra un efecto “sexo” (F1,09=9.7, p=0.02) y una interaccion “sexo
x genotipo” (F(1,99=16.27, p<0.001), dado que son los machos globalmente
(efecto “sex0”) los mas exploradores, pero al mismo tiempo son los machos
transgénicos los que presentan una mayor actividad de exploracién de los
agujeros (interaccion “genotipo x sexo”). Asi, dependiendo del género que
observemos, encontramos una respuesta opuesta de los animales
transgénicos (Fig. 5.12A-B). Esto viene reflejado por los ANOVA para cada
sexo, que muestran un efecto “genotipo” en machos (F(149=9.7, p=0.003, ver
también prueba Duncan; Fig. 5.12A) indicativo de mayor conducta exploratoria
en los transgénicos, y un efecto “genotipo” en hembras (F150=6.6, p=0.013)
que indica justo la tendencia contraria (menor actividad exploratoria en

hembras transgénicas que en las controles).

En el caso del tiempo que pasan los animales explorando los agujeros (tHB;
Fig. 5.12C-D), el ANOVA nos muestra una interaccion significativa “sexo x
genotipo” (F(1,99=14.0, p<0.001) al igual que en el caso de la variable nHB. Asi,
los machos 3xTgAD también emplean un mayor tiempo de exploracion de los
agujeros que los NTg (efecto “genotipo” F149=14.7, p<0.001, ver test de
Duncan; Fig. 5.12C). Los machos transgénicos, no tan solo muestran una
mayor exploracién y tiempo de exploracion de los agujeros, sino que también
muestran un mayor porcentaje de exploracion de los agujeros que se
encuentran en el centro del aparato (Fig. 5.12E-F). En este caso, el ANOVA
global muestra, de nuevo: (1) un efecto “sexo” (F1,09=28.3, p<0.001), pues las
hembras exploran menos el centro; (2) un efecto marginal del “genotipo”
(F(1,99=3.7, p=0.054), que tiende a reflejar que los ratones transgénicos pasan
mayor tiempo en los agujeros centrales, y (3) una interaccién “sexo x genotipo”

(F(1.99=3.9, p=0.049). EI ANOVA parcial (sexos separados), nos muestra un
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efecto “genotipo” (F(149=6.8, p=0.012) en el caso de los machos, siendo los
animales transgénicos los que presentan un mayor porcentaje de actividad de

exploracion en el centro del aparato (Fig. 5.12E).
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Figura 5.12. Evaluacion conductual en el test HB. A y B) Numero total de agujeros explorados.
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5.2.7. Prueba de la Caja blanca/negra

En la Figura 5.13A-H se representan los resultados de la latencia de entrada
(LAT), el numero total de entradas (NE), el tiempo pasado (T) y la actividad
horizontal (nUmero de cruces) realizada en el compartimento claro de la caja
blanca/negra (“DLB” o Dark light box). No se encuentran diferencias entre
ambos genotipos en cuanto a la “latencia de entrada” o tiempo transcurrido
hasta la primera entrada al compartimento blanco (efecto “genotipo”, F¢s=2.1,
p=0.14; Fig. 5.13A-B), mientras que el ANOVA muestra una interaccion
“genotipo x tratamiento” (F(1¢s=4.9, p=0.029) indicativa de que el tratamiento
de EP tiende a disminuir la latencia en los animales trangénicos al tiempo que

la incrementa en las hembras NTg (ver test de Duncan, Fig. 5.13A-B).

El ANOVA aplicado al numero total de entradas en el compartimento blanco
(Fig. 5.13C-D) muestra un efecto “genotipo” ( F(1,98)=5.6, p=0.019) y un efecto
“sexo” (F(1,98)=15.7, p<0.001), siendo los machos transgénicos los que
muestran un mayor numero de entradas (efecto “genotipo” en machos,
F(1,49)=6.8, p=0.012).

El ANOVA de tiempo pasado en el compartimento blanco (Fig.5.13E-F)
también muestra un efecto “genotipo” (F(1,s=5.1, p=0.025) y un efecto del sexo
(F(1.98=13.7, p<0.001), siendo los machos transgénicos los que vuelven a
presentar de nuevo un mayor tiempo pasado en la zona clara respecto a los
no transgénicos (efecto “genotipo” en machos, F(149=8.6, p=0.005; ver test de
Duncan, Fig. 5.13E). En el caso de las hembras encontramos una interaccion
“genotipo x tratamiento” (F150=4.3, p=0.043), que indica que dependiendo del

genotipo el efecto del tratamiento es en sentido contrario (ver Fig. 5.13F).

Si observamos la actividad (n° de cruces) que realizan los animales una vez
han entrado en el compartimento claro de la caja blanca/negra (Figura 5.13G-
H) vemos que las figuras son completamente coherentes con las de la variable

anterior (T; Fig. 5.13E-F). Asi, el ANOVA global muestra un efecto “genotipo”
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(F(1,98=4.8, p=0.029) y un efecto “sexo” (F(1,95=18.9, p<0.001), confirmando una
menor actividad en las hembras (efecto “sexo”) y mayor actividad por parte de
los animales macho transgénicos respecto a sus respectivos controles no
transgénicos (efecto “genotipo” en machos; F49=5.3, p=0.025; ver test de
Duncan; Fig. 5.13G).
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Figura 5.13. Evaluaciéon conductual en la DLB. A y B) latencia de entrada al compartimento
claro. C y D) Numero de entradas al compartimento claro. Duncan test: #P<0.05 vs respectivo
grupo control (no tratado).
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5.2.8. Actividad espontanea durante 24h

Las figuras 5.14A-B muestran la variacién en la actividad motora basal (o
espontanea) durante todo el ciclo circadiano. El analisis estadistico mediante
ANOVA con medidas repetidas (MANOVA) mostré cambios significativos en el
nivel de actividad de los animales a lo largo del ciclo luz-oscuridad, con un
efecto del factor “hora” (F(s13158=8.8, p<0.001), una interaccion “hora x

tratamiento” (F(3.13158=2.7, p=0.039) y otra interaccion “genotipo x tratamiento”

(F(1,00=5.3, p=0.023).
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Esta ultima interaccion nos indica que el efecto del tratamiento EP varia
dependiendo del genotipo (ver Fig. 5.14C-D, donde se representan los valores

totales —acumulados- de actividad).

La Figura 5.14E-F ayuda a entender que la interaccién “genotipo x
tratamiento” se debe a que el tratamiento de EP disminuye claramente la
actividad nocturna en machos transgénicos (con una tendencia similar en
hembras) mientras que presenta una tendencia a incrementar la actividad en
los animales NTg. A pesar de que no surjan efectos “sexo” globales,
realizaremos analisis por sexos separados, en casos convenientes, con objeto

de “diseccionar’ en mas detalle los resultados.

Pero, si aplicamos un MANOVA independiente para el ciclo de luz (diurno) y
otro para el ciclo de oscuridad (nocturno), podemos observar como esta
variacion de la actividad es significativa sélo durante el ciclo diurno, mostrando
un efecto del factor “hora”( Fus 44s53= 21.9, p<0.001) y una interaccion
“genotipo x tratamiento” (F(199=4.6, p=0.035) (Fig. 14A-B). Esta interaccion
refleja, en esencia, que en ratones no transgénicos de ambos sexos, el
tratamiento de EP incrementa la actividad en la fase diurna (obsérvese en
detalle la Fig. 5.14A-B y el resumen de totales acumulados en la Fig. 5.14E-
F).

El estudio pormenorizado del comportamiento en ambos sexos por separado
muestra, en la fase de luz, un efecto “hora” tanto en machos (MANOVA,
F(3_3,164_2)=10.5,p50.001) como en hembras (F(2_41122_79)=12.3, p50001), que

refleja la habituacion de la actividad a través de las horas (Fig. 5.14A-B).

En la fase nocturna, y en machos, el MANOVA muestra una interaccion
“genotipo x tratamiento” (F(149=4.1, p=0.047), indicativa de que los machos
3xTgAD desarrollan una mayor actividad durante el ciclo de oscuridad (o
hiperactividad locomotora) y el tratamiento EP reduce dicha hiperactividad (ver
test de Duncan, Fig. 5.14E).

149



En las hembras, y en la fase de oscuridad, se observa una interaccion “hora x
genotipo” (MANOVA, F13s53=2.22, p=0.031), que refleja diversas variaciones
en actividad en funcion del genotipo y de la hora pero sin un patrén que sea

claramente interpretable (Fig. 5.14F).

El analisis de la actividad en respuesta a la novedad, es decir, durante la
primera media hora del test (y en la fase de luz), muestra un efecto global del
sexo (F(1,99=9.4, p=0.003), dado que las hembras son menos activas, y una
interaccion “genotipo x tratamiento” (F(199=17.5, p<0.001) (Fig. 14-G-H). Tal
interaccion indica, tal y como hemos comentado en pruebas anteriores, que el
tratamiento EP “normaliza” la actividad del animal transgénico hasta valores
similares a los del animal no transgénico no tratado, y, por el contrario, la EP
activa o aumenta la actividad motora en los animales no transgénicos (ver test
Duncan, Fig. 14G-H).

Durante los primeros 30 minutos de la fase oscura, el ANOVA muestra una
tendencia a la interaccion “genotipo x tratamiento” (F(9=3.2, p=0.077) que
aproximadamente va en el mismo sentido mencionado en el parrafo anterior
(Fig. 141-J).
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En la Tabla 55 se muestra la evolucion del peso de los animales
correspondiente al periodo de 24 horas de duracidon de la prueba de actividad
locomotora basal. Era esperable que el efecto del aislamiento y la exposicién a
la novedad durante 24 horas provocase pérdidas de peso en los ratones. El
MANOVA muestra que los animales perdieron peso entre la primera medida
(antes del inicio del test de actividad de 24 h) y la segunda, tomada nada mas
sacar los animales de las cajas de actividad (efecto “hora”, Fj99=238.4
p<0.001), pero que tal pérdida de peso fue relativamente mayor en los ratones

3xTgAD (lo muestra la interaccion “hora x genotipo”, F199=7.6 p=0.007).

Aparecieron también efectos del sexo (F(199=97.7, p<0.001; las hembras
pesan menos), del genotipo (F(199=28.9, p<0.001; los ratones transgénicos
pesan mas), del tratamiento (F199=9.9, p=0.002; los ratones tratados con EP
pesan mas) y de la interaccion “sexo x genotipo” (F1,99=9.4, p=0.003), pues el
incremento de global de peso que presentan los ratones transgénicos
(respecto a los NTg) es mas pronunciado en los machos (ver también test de

Duncan, en Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Peso de los animales antes y después de la prueba de actividad espontanea (24 h).

Machos Hembras
No-transgénico 3xTgAD No-transgénico 3xTgAD
Pesos Control EP Control EP Control EP Control EP
n=14 n=14 n=14 n=11 n=14 n=13 n=14 n=12

Inicio(g)  31.2¢0.7 < 32.3+0.7 36.7+1.5* | 412:2.1# 26.1:0.9 27.0+0.7 26.7+0.9 = 30.3+1.3#

Final (g) 30.6x0.8 @ 31.5£0.8 35.1+1.5" 39.9+2.1# 24.7+0.9 25.7£0.6 25.3+0.9 28.7+1.2#

Duncan test: *P <0.05, 3xTgAD vs respectivo grupo NT del mismo sexo; #P<0.05, vs respectivo
control sin tratamiento (mismo genotipo).
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5.2.9. Laberinto hexagonal en tunel

En la Figura 5.15A-D, se representa la conducta en la prueba del laberinto
hexagonal en tunel. Se muestra la actividad motora (Fig. 15A-B) durante los 6
minutos que duro el test, asi como el tiempo que tarda el animal en explorar los

seis brazos diferentes (“Latencia”; Fig. 5.15C-D).

El ANOVA global de la distancia recorrida, muestra un efecto del sexo
(Fus5=7.1, p=0.01), efecto del genotipo (F(155=11.6, p=0.001) e interaccion
“genotipo x tratamiento” (F(155=6.3, p=0.015). El efecto “sexo” nos indica que
los machos muestran una mayor actividad global respecto a las hembras. El
efecto “genotipo” indica que los animales transgénicos son los que presentan
una mayor distancia recorrida respecto al grupo de ratones no transgénicos
(ver test de Duncan en Fig. 5.15A-B).

La interaccion “genotipo x tratamiento” es debida a que el tratamiento de EP
produce una disminucion global de la actividad en animales transgénicos,
llegando a valores similiares a los de la actividad mostrada por los ratones no
transgénicos, Yy, en cambio, la EP tiende a producir un efecto de tendencia
contraria (esto es, al incremento de la actividad) en los animales no

transgénicos, como se observa en la Figura 5.15A-B (ver test de Duncan).

Si observamos el tiempo de latencia, o tiempo que tarda el animal en explorar
los 6 brazos diferentes, el ANOVA global con ambos sexos nos muestra un
efecto del genotipo (F(155=7.2, p=0.009) y una interaccion “genotipo x
tratamiento” (F155=6.1, p=0.017). Estos efectos obedecen a que los animales
3xTgAD tardan globalmente menos tiempo en explorar por completo los 6
brazos (efecto “genotipo”; ver también prueba Duncan en Fig.5.15C-D),
mientras que los efectos del tratamiento de EP son de sentido contrario entre
ambos genotipos (interaccion “genotipo x tratamiento”), pues la EP aumenta la
latencia en los transgénicos al tiempo que la disminuye en los ratones NTg
(Fig. 5.15C-D).

154



400+ 400~
2 2
2 3004 + 30041 *
S 5
g8 | = g
3 200 B 2000 T
) o
3 =
3 1004 g 1004
0 T 0 T
NT NT-EP Tg Tg-EP NT NT-EP Tg Tg-EP
CINT NT-EP BN Tg B2 Tg-EP CONT NT-EP mEE Tg @222 Tg-EP
(o} 6 D 9
400~ 4004
300 300
g | T |-
© © *
g 200+ * S 200
[ Q
% ‘a
— —
100 100
0 T 0 T
NT NT-EP Tg Tg-EP NT NT-H Tg Tg-H
CINT NT-EP WEE Tg E228 Tg-EP CONT NT-EP mmm Tg E228 Tg-EP
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5.3. DISCUSION DEL ESTUDIO Il

5.3.1. Aprendizaje y memoria espacial en ratones

3xTgAD: efectos de la estimulacién postnatal

Para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria de estos animales, se realizé
la prueba del laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1984), en la que deben
aprender a localizar una plataforma sumergida e invisible, que se sitia en el
mismo lugar a lo largo de las cuatro sesiones de adquisicion, a partir de
sefiales ambientales o contextuales (aparatos, cuadros o posters del
laboratorio, ventanas, ect). En nuestro estudio no tan solo encontramos
diferencias entre genotipos, en donde los animales 3xTgAD presentan una
peor capacidad para el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris,
sino que también encontramos diferencias sexuales (tendencia p<0.051), pues
las hembras tienden a mostrar una menor eficiencia en el aprendizaje, cosa
gue ya se habia observado en estudios anteriores con estos mismos animales
a los 6 meses de edad (Clinton et al., 2007).

Esta peor capacidad para la adquisicion de la tarea de aprendizaje espacial de
referencia, se refleja a través de una mayor trayectoria o distancia recorrida
hasta hallar la plataforma por parte de los animales 3xTgAD, respecto a sus
controles (Billings et al., 2005; Giménez-Llort et al., 2007). Este déficit lo
muestran otros modelos de EA con la mutacion APP695SWE (Adriani et.al,
2006) y otros ratones transgénicos para la APP, como es el caso de los
ratones APP23, (Dumont et al.,, 2004; Lalonde et al., 2002), que también
presentan deficiencias en esta tarea de aprendizaje a edades tempranas (3
meses de edad), previas a la aparicion de placa de BA (King et al., 1999).
Otros autores sugieren que estas formas solubles de RA inducen la pérdida de
memoria en edades tempranas (4 y 6 meses de edad) en ratones Tg2576
(Jacobsen et al., 2006; Tabuchi et al., 2009; Westerman et al., 2002).
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Asimismo, modelos de ratones doble transgénicos, para APP y PS1, muestran
déficits cognitivos que se reflejan en un deterioro en la adquisicién y retencion
de la informacién espacial (Faure et al., 2011). Ademas de una mayor distancia
recorrida, los animales 3xTgAD también presentan diferencias en velocidad
respecto a sus controles (Giménez-Llort et al., 2010, Pietropalolo et al.,
2008b).En efecto, los ratones 3xTgAD muestran mayor velocidad de natacion
que los NTg, como posible reflejo de hiperactividad en estos transgénicos
(otras evidencias de dicha hiperactividad se discutiran mas adelante en esta

seccion de la Discusion).

El perfil hiperactivo y el déficit de aprendizaje de los ratones 3xTgAD se
asemeja al presentado por otros modelos con mutacion en la proteina APP y
formacion de placa BA, como seria el caso del modelo BAPPggsswe ¥ €l modelo
RAPP\\p. Los déficits neuroconductuales en estos transgénicos, pueden ser
causados por la BA y la acumulacién en placa, lo que interferirian en las
respuestas cerebrovasculares y en el metabolismo del cerebro (Dumont et al.,
2004; Lalonde et al., 2004).

Otro modelo de raton transgénico para la proteina TAU, como es el modelo
P301S, también muestra un perfil hiperactivo y de desinhibicion motora
(Scattoni et al., 2010). Este animal presenta una mayor velocidad de natacién y
un mayor nivel de locomocion o de exploracion, que se refleja en un
incremento de la distancia recorrida durante el primer dia de adquisicion en el
laberinto acuatico. El autor sugiere que las anormalidades del comportamiento
pueden ser detectadas mucho antes que la aparicién de la neurodegeneracion,
ya a la edad de 3 meses, y esto podria representar un tipo de marcador

precoz de la patologia (Scattoni et al., 2010).

Las diferencias descritas en la tarea de aprendizaje espacial de referencia
durante las sesiones de adquisicion, también fueron evidentes en la sesion del
test de memoria sin plataforma (o “probe test’), administrado 1:30 horas tras la

adquisiciéon. Durante esta prueba se cuantifica la retencion o memoria de los
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animales, evaluando la distancia que recorren en el lugar/cuadrante donde
habia estado la plataforma en las sesiones de adquisicion y el numero de
cruces realizados a través la posicion (o “annulus”) donde se hallaba la
plataforma sumergida en dicha fase. Encontramos diferencias de genotipo en
la capacidad de recordar la posicion de la plataforma entre los ratones
controles y transgénicos, siendo los animales 3xTgAD los que presentan una
menor distancia recorrida en dicho cuadrante y un menor nimero de cruces a
través de la posicion exacta donde la plataforma sumergida estuvo colocada.
Si observamos la distancia recorrida desde el inicio del test hasta el primer
cruce por la posicion donde se hallaba la plataforma, encontramos que las
hembras 3xTgAD realizan una mayor trayectoria respecto al grupo control no
transgénico respectivo. En esta prueba sin plataforma también encontramos

una mayor velocidad de natacion por parte de los animales transgénicos.

Estos resultados estan en concordancia con los que presentan los ratones
transgénicos para TAU, como es el caso del modelo P301L, que presentan
una discapacidad en la memoria de referencia espacial (Pennanen et al.,
2006). Estos animales muestran una disminucién en el tiempo pasado en el
cuadrante donde estuvo la plataforma y una disminucién de cruces sobre la
posicion donde se hallaba la misma. Este transgénico, a pesar de mostrar una
desinhibicion motora en términos de conducta exploratoria (tanto en el test de
Campo Abierto como en el “O-maze”), no presenta diferencias respecto a sus
controles ni en velocidad de natacién ni en conducta de flotacion. Este
modelo P301L también desarrolla un deterioro cognitivo a edades tempranas
que, al igual que se ha observado en nuestro modelo 3xTgAD, se produce

antes de la formacion de cualquier placa o patologia Tau (Billings et al., 2005).

En la sesion del test de memoria sin plataforma a las 24 horas de finalizar la
adquisicién, se cuantifica la memoria espacial a largo plazo de los animales,
evaluando de nuevo la distancia recorrida en el lugar/cuadrante donde habia
estado la plataforma y el nimero de cruces realizados por dicha posicién. Los

resultados nos vuelven a confirmar que los animales 3xTgAD muestran una
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menor preferencia relativa por el cuadrante donde se hallaba la plataforma, es

decir, peor retencién/memoria a largo plazo.

En el aprendizaje guiado por sefales locales (o “cue task”), no encontramos
diferencias en cuanto a la eficiencia en la tarea, medida por la distancia
recorrida hasta alcanzar la plataforma sefalizada. En cambio volvemos a
encontrar una mayor velocidad de natacion por parte de los animales
transgénicos. Por tanto, los resultados de estas pruebas nos sugieren que el
deterioro de la capacidad de aprendizaje espacial que presentan los animales
3xTgAD, no se puede explicar por una falta de motivacion o por alteraciones
visuales, ya que en la prueba de la CUE, no presentan ningun tipo de problema

“grueso” con respecto a sus controles no transgénicos.

Otros estudios, con este modelo de ratdén transgénico, no han mostrado
déficits cognitivos consistentes en ratones 3xTgAD de 4 meses de edad
durante la adquisicion de la tarea espacial, pero si que se han hallado déficits
en la retencion de la misma a largo plazo (Billings et al., 2005; Garcia et al.,
2011). A esta edad se ha publicado que estos animales presentan
acumulacion de BA a nivel intraneuronal que se inicia tanto en corteza como en
el hipocampo (Oddo et al 2003a, b), pero que no presentan acumulacion
extraneuronal de RA ni otros signos neuropatolégicos tipicos de la EA hasta los
6 meses de edad (Oddo et al., 2003a; Billings et al., 2005; ver Tabla 2.2, en la
“Introduccion sobre el modelo triple transgénico”, punto 2.2.3). Esto puede
darle mas relevancia al presente estudio, dada la escasez de resultados
diferenciales (entre ratones controles y 3xTgAD) en tareas cognitivas a esta
edad -excepcion hecha del trabajo de Billings et al. (2005) mencionado- ,
puesto que podria tal vez significar que la presencia de RA intraneuronal tiene
un reflejo funcional a nivel conductual/cognitivo. Si esto es asi, como los
presentes resultados sugieren, y si se confirma en futuros trabajos, este inicio
de las primeras alteraciones en los mecanismos ligados a la RA hipocampica

podria ser ya responsable de anomalias conductuales-cognitivas observables
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en determinadas tareas (espaciales o no), condiciones o procedimientos

experimentales.

Lo que si que podemos confirmar es que tanto la hiperactividad, como la
desinhibicion y el deterioro cognitivo espacial (y no sélo de este tipo) se
encuentra tanto en modelos de ratén como en la propia EA en humanos, y que
trabajos previos con los animales 3xTgAD han demostrado que presentan
sintomas neurolégicos y cognitivos a menudo vistos en pacientes de EA
(Billings et al., 2005; Clinton et al., 2007; Giménez-Llort et al., 2007;
Pietropaolo et al., 2008a,b).

Efectos de la estimulacion postnatal

De forma generalizada podriamos decir que los déficits observados en el
laberinto de Morris, en nuestros animales 3xTgAD, son parcialmente
mejorados por el tratamiento de EP. Este tratamiento de EP reduce de manera
significativa tanto la distancia recorrida como la velocidad de natacion,
mejorando asi la eficiencia del aprendizaje espacial en nuestros animales
3xTgAD.

Paraddjicamente, en las sesiones de la prueba de memoria sin plataforma a la
1:30 y 24 horas tras la adquisicion, el tratamiento de EP disminuye tanto el
numero de cruces como la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma
en los ratones 3xTgAD. En cambio, aumenta el valor de estas variables en el
caso de los animales no transgénicos (controles NTg), aumentando asi su
preferencia por estas areas. Asi que podriamos sugerir que el tratamiento de
EP, no es suficiente para compensar la falta de memoria a corto y a largo plazo
que encontramos en los animales transgénicos, mientras que si tiende a
mejorar (como seria esperable) la ejecucion de la tarea que presentan los NTg.
En cambio, la EP si que es de nuevo eficaz para reducir la velocidad de
natacion globalmente, que es excesiva en los grupos 3xTgAD de ambos sexos

(ver Figura 5.5). Estos resultados son, cuando menos, controvertidos, puesto
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que es dificil explicar qué factor (o factores) determina/n que la EP presente
efectos positivos en las pruebas de memoria en animales no transgénicos y
empeore dichos indices de memoria en los ratones 3xTgAD, a pesar de
disminuir —como ocurria en la fase de adquisicion de la tarea- la excesiva

velocidad de natacién de los animales transgénicos.

Aspectos motivacionales/emocionales o sensorimotores “gruesos” no parece
plausible que sean responsables de tales resultados, puesto que en la tarea
natatoria “guiada por sefiales” (CUE; ver Figura 5.8) se observa que no hay
efectos significativos de ninguno de los factores (genotipo, sexo o tratamiento)
en la eficiencia de aprendizaje, si bien la EP también reduce la velocidad
natatoria en los ratones 3xTgAD. Cabe especular que quiza una fase de
adquisiciéon de la tarea espacial mas prolongada, de tal forma que todos los
animales permaneciesen en asintota durante mayor numero de ensayos o
dias, tal vez podria ofrecer resultados mas concluyentes —o0 menos
paradojicos- en las pruebas de memoria sin plataforma. Por otra parte, esta
claro que seran necesarias otras pruebas de aprendizaje/memoria, espaciales
y no espaciales (p. €j. reconocimiento/ discriminacion de objetos, laberinto
radial, laberinto en “T”, evitacion pasiva, etc), en ratones de ambos genotipos y

con EP para resolver definitivamente esta paradoja.

De forma general podemos aventurarnos a decir que los animales 3xTgAD
tratados con la EP, son mas competentes y eficaces en la fase de adquisicién
de la tarea espacial, bien porque la EP mejora su capacidad cognitiva en
relacién al procesamiento de las sefiales contextuales, bien porque la
reduccion que la EP produce en su aparente hiperactividad, o bien por ambos
motivos. No obstante, tal superioridad, inducida por la EP durante Ia
adquisiciéon, no se refleja en las pruebas de memoria en los ratones 3xTgAD.

Sin duda, este aspecto merecera ulteriores estudios.

Es bien conocido que el tratamiento de EP mejora las capacidades cognitivas

en roedores (tanto en rata como en ratén) evaluados en distintos paradigmas
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experimentales, incluyendo el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de
Morris (Aguilar et al., 2002a; Escorihuela et al., 1995b; Meaney et al., 1988;
Stamatakis et al., 2008; Tremml et al., 2002; Zaharia et al., 1996). No obstante,
no hemos hallado en la literatura ningun trabajo en el que se hayan evaluado
los efectos de la EP utilizada en este estudio (o similar) en funciones cognitivas
en ratones transgénicos para cualquiera de los genes implicados en la
neuropatologia de la EA. Sin embargo se han obtenido resultados similares, de
mejoria producida por la EP, tanto en ratones BALB/c que presentan
hipersecrecion de corticosterona (Zaharia et al., 1996), como en ratones
transgénicos bAPP-/- (mutantes nulos) con baja expresion de la APP (Tremml
et al., 2002).

Desde los afios 60s del siglo pasado gran numero de estudios han mostrado
que el tratamiento de EP disminuye la respuesta del eje hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA) al estrés a largo plazo, y que estos efectos han sido
interpretados como modificadores de la reactividad emocional de los animales,
siendo la EP inductora de una reduccion en los niveles de ansiedad
(Escorihuela et al., 1994b; Fernadez-Teruel et al., 1991, 1992a, 2002; Levine,
1957, 1958; Levine et al., 1957, 1967; Meaney et al., 1987, 1988, 1989,1996;
Nufez et al., 1996; Steimer et al., 1998; Wakshlak et al., 1990). Estos cambios
no solo estan causados por la propia manipulacion implicita en el tratamiento,
sino también por el hecho de que las crias reciben una mayor frecuencia de
cuidado y lamido por parte de las madres (Meaney et al., 1988, 1991).
También se ha observado que la EP atenua las respuestas al estrés de los
ratones BALB/c y mejora sus capacidades de aprendizaje en el laberinto de
Morris (Anisman et al., 1998; Zaharia et al., 1996).

Se ha observado que el estrés excesivo o el exceso de GCs (por una elevada
actividad del eje HPA) empeoran la ejecucidén cognitiva e incrementan
(acelerando y/o anticipando) la aparicion de signos neuropatolégicos tipicos en
varios ratones transgeénicos para la EA. Asi, determinados tipos de estrés o el

exceso de GCs potencian la accién de factores (como b-APP, BACE, etc)
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involucrados en la generacion de depdsitos neurotdxicos de BA (Dong et al.,
2004; Green et al., 2006; Jeong et al., 2006; Li et al., 2010; Markham et al.,
2010; Querfurth y LaFerla 2010; Yao et al., 2007), al tiempo que reducen la
neurogénesis y la neuroplasticidad en el hipocampo (Berger et al., 2006;
Lemaire et al., 2006; Pham et al., 2003; Rodriguez et al., 2008; Xi et al., 2011).

La mayor eficacia que presentan los animales precozmente estimulados con el
tratamiento de EP en retornar el eje HPA a su funcionamiento basal tras un
estrés, se explicaria como un incremento de la eficacia en el control del
“feedback” negativo del eje HPA durante el estrés (Meaney et al., 1985, 1988;
Sapolsky et al., 1985), y podria estar mediada por una mayor sensibilidad de
las neuronas del hipocampo a los glucocorticoides circulantes, asi como por un
numero superior de receptores para los glucocorticoides en esta area (Ferrer et
al., 1994; Nufiez et al., 1996; Steimer et al., 1998; Zou et al., 2001). De hecho,
se ha visto que la EP produce un incremento en el numero de dichos
receptores (Meaney et al., 1989; Sarrieau et al., 1988; Stamatakis et al., 2008).
Por lo tanto, un aumento en el numero de receptores conduciria a niveles de
corticoides circulantes mas bajos, retrasandose la aparicion de problemas de
aprendizaje, déficits de memoria y muerte neuronal en el hipocampo (Meaney
et al., 1987, 1988,1989, 1991).

A su vez, la reducciéon de GCs excesivos es protectora respecto a la aparicion
de los sintomas neuropatologicos de la EA en ratones. Asi, tratamientos tipicos
antidepresivos y anti-estrés, como la Fluoxetina (Prozac®) o la Paroxetina
(Paxil®), que reducen los niveles de glucocorticoides (Finn et al., 2003;
Gartside et al., 2003; Gémez et al., 1998; Jackson et al., 1998), previenen los
efectos neuropatoldgicos inducidos por estrés, retrasan la aparicion de déficits
cognitivos y de la patologia amiliode y de Tau en modelos animales para la EA
(incluido el raton 3xTgAD, ver Dong et al., 2004; Green et al., 2006; Jeong et
al., 2006; Markham et al., 2010; Nelson et al., 2007), y producen un incremento
de la neurogénesis (Berger et al., 2006; Lemaire et al., 2006; Xi et al., 2011).
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Se han observado disfunciones neuroquimicas en cerebros de pacientes con
EA, que incluyen niveles reducidos de neurotransmisores como la acetilcolina o
la serotonina (Gsell et al., 2004), asi como también se ha constatado el efecto
del historial depresivo como un factor de riesgo para la EA (Ownby et al.,
2006).

Varios estudios epidemioldgicos relacionan la depresion con la enfermedad de
Alzheimer, ya que ambas comparten tanto mecanismos moleculares como vias
fisiopatolégicas en parte comunes (Caraci et al., 2010; Aznar et al., 2011). Los
sintomas depresivos se asocian a un mayor riesgo de desarrollar la EA, lo que
plantea la cuestion de si tales sintomas pueden ser una manifestacion de
sutiles cambios neuropatoldgicos asociados con la EA precoz. Ambos autores
sugieren que una hiperactivacion del eje HPA, asi como la inflamacion crénica
y el déficit de sefalizacion de neurotrofinas, pueden ser considerados como los
mecanismos fisiopatoldgicos comunes entre la depresién y la enfermedad de
Alzheimer. Asimismo sugieren que esos dos mecanismos podrian utilizarse
como nuevas dianas predictivas en la progresion de la depresion hacia la EA,
asi como para la identificaciéon de etapas tempranas de la EA y para el
tratamiento farmacologico de estos dos trastornos (Caraci et al., 2010). La
hipotesis propuesta por Aznar et al. (2011) se basaria en la disfuncionalidad
genética de uno o de varios de los sistemas cerebrales implicados en la
adaptacion o regulacién del estrés. Tal disfuncién cursaria con un aumento de
GC'’s, que iniciarian un proceso perjudicial en cascada, proceso que finalizaria
con el mal funcionamiento del sistema serotoninérgico y el colinérgico, asi
como con la reduccion del volumen del hipocampo y de la plasticidad cerebral.
Estos cambios aumentarian la vulnerabilidad del cerebro a los efectos
negativos de la respuesta del estrés, incrementando la disfunciéon cognitiva y el

riesgo del desarrollo de la neuropatologia de la EA (Aznar et al., 2011).

La reduccion de la actividad serotoninérgica puede promover una disfuncién
sinaptica y muerte neuronal en la EA (Mattson, 2004). También se conoce que

las neuronas serotoninérgicas procedentes de los nucleos del rafe
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proporcionan una entrada masiva a estructuras corticolimbicas que participan
en el control de los estados ansiosos, la impulsividad y procesos cognitivos
(Costall et al.,, 1989; Millan et al., 2003). Asimismo, encontramos multiples
estudios que sugieren que los sistemas aminérgicos centrales pueden estar
relacionados, ya sea directa o indirectamente, con la mediacion de conductas
ansiosas (p. €j. Boix et al., 1990; Handley et al.,1993). Asi, los mencionados
efectos positivos de los farmacos antidepresivos en modelos de ratones para la
EA, parecen guardar coherencia con lo anterior. Ademas, no puede
descartarse que los efectos del tratamiento con EP, observados aqui, puedan
en parte estar mediados por acciones del tratamiento sobre la transmision
serotonérgica ya en estadios tempranos del desarrollo, pues, como han
mostrado diferentes estudios (Fernandez-Teruel et al., 2002; Meaney et al.,
1989; Mitchell et al., 1990, 1992; Stamatakis et al., 2008; Zanettini et al., 2010),
los efectos de la EP sobre la serotonina pueden mediar sus consecuencias a
largo plazo sobre la actividad del eje HPA y los receptores de GCs centrales

(especialmente los hipocampicos).

A la luz de lo anterior, parece plausible suponer que la EP pudiese estar
paliando (o retrasando) la aparicion de los déficits cognitivos -y quiza de los
signos neuropatoldgicos- en los ratones 3xTgAD por su (ya demostrada)
accién anti-estrés a largo plazo tanto a nivel conductual como, a través de
alguno de los mecanismos apuntados arriba, por la reduccion de la actividad
del eje HPA y el aumento de los receptores de GCs hipocampicos (Levine et
al., 1967; Meaney et al.,1988,1989). Como hemos visto en parrafos anteriores,
si la EP estuviese produciendo dichos efectos, la menor funciéon (o
funcionamiento mas “correcto” o eficaz) del eje HPA podria modular aspectos
moleculares vinculados al procesamiento de la APP, el BA y/o enzimas
relacionados, como seria el BACE (Dong et al., 2004; Green et al., 2006; Jeong
et al., 2006; Mattson, 2004). El resultado final podria ser una disminucién de la
acumulacion de aquellas proteinas o enzimas, con el consecuente retraso en la
aparicion de los primeros signos neuropatologicos, tales como los déficits de

funciéon sinaptica —hipocampica- tempranos, observados en este modelo
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3xTgAD a los 4 meses de edad (LaFerla y Oddo, 2005), o/y la acumulacion de

BA a nivel intraneuronal.

Aunque lo expuesto parece una hipotesis (0 secuencia de hipétesis) plausible,
en funcién de lo que se conoce sobre los efectos a largo plazo de la EP tanto a
nivel conductual/cognitivo como a nivel del eje HPA, de ciertos
neurotransmisores y de los efectos neurales relacionados, es obvio que seran
necesarios estudios que verifiquen cada uno de los aspectos hipotéticos
apuntados arriba. En cuanto a si la EP ha producido efectos sobre los
procesos neuropatologicos incipientes en los ratones 3xTgAD, que pudiesen
relacionarse con los efectos cognitivos hallados aqui, también queda pendiente

de confirmar.

En nuestro laboratorio se hallan en curso estudios en los que podra verificarse
tal hipotesis, dado que se estan investigando los efectos de la EP en estos
ratones transgénicos, a edades mas avanzadas, tanto a nivel

cognitivo/emocional como de la neuropatologia de BA.

5.3.2. Inhibicion conductual ante la novedad, ansiedad
incondicionada y conducta exploratoria en ratones

3xTgAD: efectos de la estimulacion postnatal

Nuestra hipodtesis es que el perfil de los ratones 3xTgAD muestra un
comportamiento que puede corresponder a los cambios de la personalidad
temprana observados en la EA en humanos, incluyendo el aumento de la
ansiedad y la conducta perseverante (Scattoni et al., 2010). Antes de iniciar el
estudio conductual y aprovechando el cambio de viruta semanal, realizamos
una vez cada mes, la prueba de neofobia (test de las esquinas) y un control del
peso de los animales (desde los 2 hasta los 5 meses de edad). Las medidas

del peso muestran un claro dimorfismo sexual, siendo los machos los que
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presentan un peso mayor. También indican que con la edad aumenta el peso,
que los ratones 3xTgAD muestran un mayor peso global y que el tratamiento
de EP induce un incremento del peso en todos los grupos. El mayor peso de
los animales 3xTgAD respecto a los NTg, asi como las diferencias sexuales
comentadas, se han observado también en otros estudios realizados en
nuestro laboratorio con este mismo ratén transgénico (Garcia et al., 2011;
Giménez-Llort et al., 2007, 2010) y en otros modelos animales para la EA
(Lalonde et al.,2003b).

Inhibicion conductual ante la novedad

Como ya observamos en el “Estudio I” del presente trabajo, el test de neofobia
—0 corner test- nos indica una mayor temerosidad en una situacion que
presenta elementos de novedad para los ratones (Arranz et al., 2009;
Giménez-Llort et al., 2007, 2010). En este estudio, repetimos la prueba del
corner test a los 2, 3 y 4 meses de edad, y encontramos una evidente
habituacion al test (disminucion del nimero de esquinas exploradas) en funcion
de la edad, es decir, en funcién de las repeticiones. El tratamiento de EP
muestra una clara tendencia a aumentar el nUmero de esquinas exploradas en
los ratones 3xTgAD (de ambos sexos) a las tres edades, asi como un efecto
globalmente contrario en los animales no transgénicos, especialmente en el
primer test (a los 2 meses de edad). Si observamos tan solo la conducta
exploratoria que presentan los animales a los 2 meses de edad (primer
contacto con el test), aparece un efecto del genotipo en machos, indicativo de
que los 3xTgAD presentan sistematicamente niveles superiores de inhibicion
conductual al compararlos con sus respectivos NTg. Esto nos indica que a
edades juveniles estos animales 3xTgAD presentan mayor neofobia, incluso en
una situacioén en la que puede considerarse que la novedad implicada es leve.
En cualquier caso se puede considerar que este efecto esta en linea con otros
resultados de nuestro laboratorio en los que se ha observado una marcada

inhibicién conductual en los ratones 3xTgAD (en relacion a los NTg) a la edad
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de 2.5 meses (Blazquez 2006; Giménez-Llort et al., 2007) en la prueba del
Campo Abierto.

La actividad en el Campo Abierto (CA) es considerada como un indice de
actividad motora/exploratoria influida por componentes emocionales de
reactividad ante la novedad de la situacién, de tal forma que la conducta
exploratoria en el test de CA se asume que depende en parte de la neofobia
que el sujeto experimenta (Broadhurst, 1975; Crawley, 1985; DeFries et al.,
1970; Denenberg, 1969; Denenberg et al., 1969; Streng, 1971).

En relacién a los ratones NTg, los animales 3xTgAD muestran una mayor
inhibicién conductual en respuesta a la novedad (como probable reflejo de
miedo/ansiedad) y tienden a permanecer mayor tiempo en el centro del
aparato (inmovilidad inicial o freezing), lo que se refleja en una latencia

significativamente mayor de salida del centro hacia la periferia del CA.

Si observamos la variable de “tiempo de conducta de petrificacion” o freezing
(CA-freez) en la prueba del campo abierto y la correlacionamos con la variable
de “tiempo de salida del centro” (CA-centro), podemos observar como estas
dos conductas correlacionan intensa y positivamente (ver Tabla 5.2), lo que
claramente indica que estas dos variables van en el mismo sentido de
representar reactividad emocional/inhibicion conductual ante un espacio nuevo.
Por tanto, la interpretacion mas plausible de las diferencias en “tiempo de
salida del centro” en el CA es la de que dicha conducta refleja que los ratones
3xTgAD estan mas tiempo “semi-petrificados” como efecto de la neofobia o
miedo. En cambio, el analisis factorial de las dos variables anteriores (CA-freez
y CA-centro) junto a los totales de actividad horizontal y vertical (CA-cross y
CA-rear) en los 5 minutos de la prueba de Campo Abierto, separa
conceptualmente estas variables en dos grupos, conformando por una parte un
factor que indicaria claramente “actividad exploratoria total” y otro factor
separado de “inhibicion conductual ante la novedad” (ver analisis factorial en
Tabla 5.3y 5.4).
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Aunque los roedores tienden a explorar su entorno para conocerlo y asegurar
la disponibilidad de los recursos necesarios como la comida y la bebida, estos
animales han aprendido a protegerse de los predadores evitando los espacios
abiertos e iluminados, y por eso tienden a evitar el centro de los espacios
abiertos, tanto en condiciones de luz como de oscuridad. Se acepta, en
general, que aquellos animales que deambulan mas por el centro del campo
abierto son menos temerosos (Archer, 1973; Gray, 1979; Walsh y Cummins,
1976). Nuestros resultados en la prueba del campo abierto son coherentes con
estas afirmaciones, ya que en el presente trabajo todos los grupos de ratones
realizaron una mayor actividad en la periferia que en el centro del campo
abierto, independientemente del tratamiento ambiental recibido. Los animales
transgénicos muestran una menor exploracion horizontal y vertical (rearing)
que los ratones NTg. En el caso de los machos 3xTgAD, incluso muestran una
menor actividad exploratoria durante el primer minuto de exposicién al test.
Esta reduccion de la actividad exploratoria es coincidente con los resultados de
otros estudios en este mismo modelo transgénico (Giménez-Llort et al., 2007 y
2010; Sterniczuk et al., 2010b).

Es dificil determinar el efecto preciso que sobre la actividad produce la
sobreexpresion de APP en los animales transgénicos, ya que existen
resultados opuestos en la literatura. Muchos de los estudios sugieren que,
utilizando la prueba de campo abierto, ratones con sobreexpresion de APP,
tanto si portan la mutacion Swegs como la mutacion Londonyesy, pueden
mostrar un aumento en los niveles de actividad. Sin embargo, también existen
resultados de animales transgénicos APP que muestran cambios minimos en
la actividad locomotora (Lee et al., 2004; Pugh et al., 2007; Touma et al.,
2004b).

Por otra parte, se conocen bien los efectos beneficiosos que ejerce el
tratamiento de estimulacion postnatal (EP) sobre la emotividad mostrada por
roedores en el campo abierto y otras situaciones de novedad que dependan en

alguna medida de la actividad locomotora (ver revisiones en Fernandez-Teruel
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et al., 1997, 2002; Gariépy et al. 2002; Macri et al., 2008; Tremml et al., 2002,
Zanettini et al., 2010). De ahi que esperasemos encontrar una menor
respuesta emotiva/neofdbica, que viniese reflejada como un incremento en la
actividad realizada por estos ratones transgénicos con EP, pero en nuestro

estudio dicho aumento es mas marcado en los animales no transgénicos.

Desinhibicion conductual y conducta exploratoria

El laberinto en cruz elevado (PM), es una prueba muy utilizada para evaluar la
conducta ansiosa de roedores, de manera que la conducta en los brazos
abiertos es indicativa de menores niveles de emotividad o de ansiedad del
animal (Pellow y File, 1986). El PM es un test considerado valido, tanto
farmacolégica como etologicamente, para la medida de la ansiedad en
roedores, que utiliza estimulos naturales similares a algunos de los que
pueden inducir ansiedad en humanos (Dawson et al., 1995; Pellow y File,1986;
Rodgers y Dalvi et al., 1997).

En nuestro estudio no se produjeron efectos netamente significativos en las
variables tipicas de ansiedad medidas en el PM, como serian el “porcentaje de
entradas en los brazos abiertos” o el “porcentaje de tiempo pasado en los
brazos abiertos”. Resultados similares se han obtenido tanto en nuestro
laboratorio como en otros estudios que utilizan este modelo (Giménez-Llort et
al., 2007; Pietropaolo et al., 2008a). Tan sdélo encontramos un efecto del sexo
en la variable “porcentaje de tiempo en los brazos abiertos”, siendo los
machos 3xTgAD los que presentan valores superiores en dicha medida.
Incluso podemos observar como muestran una tendencia a presentar un mayor
numero de entradas respecto a sus controles macho NTg, efecto que también
se presenta en otro estudio realizado con estos animales a los 6 meses de
edad (Pietropaolo et al., 2009).

Estas diferencias sexuales aparecen en diferentes variables del PM, que

globalmente sugieren que los machos 3xTgAD muestran consistentemente una
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mayor actividad motora exploratoria en una situacién de novedad como es este
test. Este comportamiento se refleja tanto por un mayor nimero de entradas a
los brazos abiertos como por un mayor tiempo pasado en dichos brazos. Asi
que, estos machos 3xTgAD no unicamente muestran una conducta de
desinhibiciéon o de mayor curiosidad respecto a las hembras transgénicas, sino
que también respecto al grupo de machos controles NTg. Se considera que a
mayor cantidad de conducta exploratoria en los brazos abiertos del PM se
corresponderian niveles de ansiedad mas bajos, ya que se ha observado que
tanto los ansioliticos, como las benzodiacepinas y dosis bajas de alcohol,
aumentan la conducta en los brazos abiertos, mientras que los farmacos

ansiogénicos disminuyen dicha conducta (Pellow y File, 1986).

Por otra parte, las hembras transgénicas muestran un menor numero de
entradas en los brazos cerrados respecto a sus respectivas NTg. Estudios
realizados con estos animales en otros laboratorios muestran también
diferencias sexuales en el PM, siendo las hembras 3xTgAD las que presentan
un menor porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos respecto a sus
controles NTg (Pietropaolo et al., 2009). Asi que podriamos concluir, en
funcién del presente y de otros estudios, que los machos 3xTgAD se muestran
mas activos, desinhibidos y aparentemente menos ansiosos que sus

respectivos controles NTg y que las hembras 3xTgAD.

Estos resultados son consistentes con trabajos previos con diferentes modelos
de animales que sobreexpresan la BAPP, como son los ratones APP23
(APP7s5¢; Lalonde et al., 2002, 2003a) y los ratones Tg2576 (APPggs, Ognibene
et al., 2005), que muestran una tendencia a la desinhibiciéon conductual en la

prueba del PM a diferentes edades.

En la literatura encontramos una gran variedad de resultados sobre la conducta
que presentan los animales que sobreexpresan la doble mutacion para los
transgenes APP y PS1 (Arendash et al., 2001). Mientras que este autor no

encuentra ningun efecto de los transgenes sobre los niveles de ansiedad, otros
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estudios mas recientes (Jensen et al., 2005) indican una disminucién de la
ansiedad de estos ratones APP/PS1 en el PM, incluso en ambos sexos (Pugh
et al,, 2007). Un analisis mas detallado de la actividad locomotora de estos
animales APP/PS1 indica que sus respuestas ante un ambiente nuevo se

caracterizan por mostrar mayores niveles de actividad (Pugh et al., 2007).

Un nuevo modelo de ratén, llamado APP/PS1-Ki, presenta un perfil de
conducta hiperlocomotora (observable en el test de campo abierto, en
actimetria —_medida de actividad basal- y en el PM) y signos de desinhibicion
(Faure et al., 2011).

Este comportamiento de desinhibicidn, en cuanto a la conducta exploratoria,
también se observa en ratones transgénicos para la proteina Tau P301L, a los
6 y 11 meses de edad, tanto en el test de campo abierto como en el laberinto
circular elevado (Pennanen et al., 2006; Scattoni et al., 2010). En este mismo
modelo transgénico, dicho perfil hiperactivo se ha observado ya en etapas
juveniles (a las 9 semanas de edad) en la prueba de campo abierto (Boekhoorn
et al., 2006).

Otro modelo de ratén transgénico para la proteina Tau P301S, muestra
también conducta desinhibida e hiperactividad (Scattoni et al., 2010). Ademas,
un estudio con ratones transgénicos para la proteina Tau V337M que expresa
el transgén solo en el hipocampo, muestra aumento tanto de la actividad
locomotora/exploratoria en el PM como un aumento de la locomocion en el CA,
pero en cambio no presenta un deterioro significativo en el aprendizaje

espacial en el laberinto de Morris (Tanemura et al., 2002).

En suma, la conducta desinhibida en diferentes situaciones/tests de novedad
y/o ansiedad, la podemos encontrar en un abanico amplio de animales
transgénicos portadores de cualquiera de las tres mutaciones que presenta

nuestro modelo 3xTgAD.
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El tratamiento de EP pareceria que muestra un efecto reductor de la ansiedad
en el PM en todos los grupos experimentales, como podria interpretarse por la
disminucion de la latencia de entrada a los brazos abiertos. No obstante, se
observa que la EP aumenté tanto el numero total de entradas a los brazos
abiertos como de los brazos cerrados en ambos sexos, pero no asi los
porcentajes de entradas o de tiempo en los brazos abiertos. En conjunto, por
tanto, puede interpretarse que en nuestro experimento la EP presenta un
efecto desinhibido de la conducta, pues aumenta la actividad exploratoria en el
test PM, pero sin afectar de forma concluyente las medidas tipicas de

ansiedad en dicho test.

El test de la tabla de agujeros de “Boissier’” es una prueba que mide la
curiosidad aprovechando la tendencia natural de los ratones a explorar los
agujeros del suelo, aunque no puede olvidarse que el numero de exploraciones
puede depender también de la actividad locomotora inespecifica. Este test,
también se halla influido por un componente de reactividad emocional, debido
a la novedad de la situacién (Barbier et al., 1991; File y Wardill, 1975).

De nuevo, aparecieron diferencias sexuales entre los grupos en la tabla de
agujeros, siendo los machos 3xTgAD los que presentan conducta desinhibida
(o de mayor curiosidad) no tan soélo respecto a las hembras 3xTgAD, sino
también respecto al grupo de machos controles NTg. Esta conducta no
Unicamente refleja un mayor numero de exploraciones de agujeros sino
también que los animales transgénicos dedican mas tiempo a explorar dichos
agujeros. De hecho, se han obtenido resultados similares en ratones trisémicos
(modelo animal de la trisomia 21 humana; Escorihuela et al., 1995c),
indicativos de que la mayor conducta exploratoria de los mismos posiblemente
dependa de un incremento en la actividad inespecifica. Es decir, no se trataba
de mayor curiosidad sino, también, de hiperactividad no dirigida (Escorihuela et
al., 1995c; Martinez-Cue et al., 2002).
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Globalmente no encontramos ningun efecto del tratamiento de EP en la
conducta de los animales en la tabla de agujeros. Asi que, podriamos decir que
los resultados conductuales observados en la tabla de agujeros de Boissier van
en la misma direccién que los datos obtenidos en el laberinto en cruz elevado,
y que apuntan consistentemente a una mayor actividad y/o desinhibicion
conductual de los machos 3xTgAD ante situaciones de novedad, asi como a
una respuesta mas emotiva (tendente a la inhibicidon conductual locomotora)

por parte de las hembras transgénicas.

Una tercera prueba que nos permite evaluar conductas emotivas o ansiedad es
el test de la caja blanca/negra (DLB). Esta prueba, basada en la preferencia
innata de los roedores por lugares oscuros y la aversion por los iluminados, es
sensible a tratamientos con farmacos ansioliticos (Belzung et al., 2000;
Crawley et al., 1997; Griebel et al., 2000). Se consideran buenos indicadores
de la conducta ansiosa en este test la latencia de entrada (al compartimento
blanco/iluminado), el tiempo pasado en el compartimento claro y el nUmero de

transiciones entre ambos compartimentos (Yuk et al., 2009).

Vuelven a aparecer diferencias de sexo entre los grupos experimentales en
este test. Y, de nuevo, los machos 3xTgAD presentan conducta desinhibida o
de mayor curiosidad respecto a las hembras 3xTgAD, asi como también
respecto al grupo de machos controles NTg. Esta conducta se traduce en un
mayor numero de entradas al compartimento blanco, un mayor tiempo pasado
en el mismo, asi como una mayor actividad exploratoria una vez dentro del
compartimento blanco. Un estudio realizado con estos mismos animales
3xTgAD en nuestro laboratorio, y que muestra el efecto del ejercicio moderado,
informa de conducta desinhibida en las hembras 3xTgAD con y sin tratamiento
en la prueba de DLB (Giménez-llort et al., 2010). También en nuestro
laboratorio, esta misma conducta desinhibida se ha observado en animales
3xTgAD macho de 6 meses de edad (Giménez-Llort et al.,, 2007), y es
completamente consistente con la reduccion de la conducta ansiosa, en la DLB

y en el PM, observada en los ratones transgénicos que expresan la mutacion
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PS2 (N1411), los cuales presentan un aumento en el tiempo pasado en el
compartimento claro/iluminado y un mayor nimero de desplazamientos entre

ambos compartimentos (Yuk et al., 2009).

Respecto al efecto que ejerce el tratamiento de EP en la DLB, globalmente no
se hallaron consecuencias sobre la conducta de los machos 3xTgAD. Sin
embargo, si que se observa como la EP tiende a reducir la conducta ansiosa
de las hembras 3xTgAD, en términos de incrementar moderadamente (aunque
las interacciones “genotipo x tratamiento” son significativas; ver “Resultados”
de este estudio) el tiempo que transcurren en el compartimento blanco y
reducir el tiempo que tardan en entrar en el mismo por primera vez (véase Fig.

5.13).

En resumen, la practica totalidad de los trabajos revisados que utilizan ratones
transgénicos para alguno de los genes (0 combinacion de los mismos) de la
EA, asi como el triple transgénico 3xTgAD, parecen presentar una
predominante tendencia a la conducta desinhibida o a la hiperactividad en
diferentes situaciones que implican novedad, como el test de Campo Abierto
(con la excepcion del presente trabajo), el PM, la DLB o la tabla de agujeros.
Dicha tendencia a la conducta desinhibida no siempre es consistente con una
disminucion de la ansiedad, puesto que en muchos casos las
variables/medidas mas tipicas de ansiedad (p. €j. los porcentajes de entradas o
de tiempo en brazos abiertos del PM) no presentan valores diferentes entre
ratones transgénicos y sus controles. De hecho, sera precisa mas
investigacion respecto a los niveles de ansiedad/miedo de los ratones 3xTgAD,
a otras edades y en otras situaciones o tareas (p.ej. tareas condicionadas),
puesto que los resultados obtenidos en diferentes estudios y laboratorios estan
aun lejos de ofrecer un escenario consistente (comparese el presente estudio
con p.ej. Giménez-Llort et al., 2007, Sterniczuk et al., 2010b; Espafa et al.,
2010).
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El tratamiento de EP parece inducir, como efecto mas genérico, un incremento
de la desinhibicion conductual (o, quiza, reduccion de la ansiedad) que se
manifiesta principalmente en forma de reducciones de las latencias de entrada
a los brazos abiertos del test PM en ambos genotipos y ambos sexos,
incremento del numero de entradas en los brazos abiertos del test PM también
en ambos genotipos y sexos, asi como un incremento del tiempo transcurrido

en el compartimento blanco de la DLB en las hembras 3xTgAD.

5.3.3. Hiperactividad en ratones 3xTgAD y efectos de la

estimulacién postnatal

Actividad motora espontanea durante 24 horas.

Durante varias décadas, el impacto de la EA en las habilidades cognitivas han
sido el principal punto de interés en la investigacion sobre la enfermedad de
Alzheimer. Sin embargo, en los ultimos afos, muchos estudios se han centrado
en el estudio de los sintomas conductuales y psicologicos de la demencia
(SCPD), con especial atencién en los patrones de actividad y alteraciones del

ritmo circadiano en pacientes con EA (Volicer et al., 2001; Witting et al., 1990).

La caracterizacién conductual llevada a cabo en nuestro laboratorio ha
revelado que los ratones 3xTgAD presentan una reducida conducta
exploratoria horizontal y/o vertical en el test de Campo Abierto, a los 2.5
(previo a la formacion de beta-amiloide), 6 y 12 meses de edad, asi como
conducta neofébica (en el “corner test”) a los 12 meses de edad y déficits en
aprendizaje espacial a los 6 y 12 meses de edad (Blazquez 2006; Giménez-
Llort et al., 2007). Los resultados de actividad espontanea diurna en situaciéon
basal (minima novedad), muestran hiperactividad en los ratones 3xTgAD de 12
meses de edad en la primera hora de test (Giménez-Llort et al., 2007). Es
conocida la correlacion existente entre los déficits cognitivos y la patologia de

la BA intraneuronal que se inicia en la regién CA1 de hipocampo, pero que

176



también es visible en corteza y amigdala a los 4 meses de edad (Oddo et al,,
2003a; Billings et al., 2005). Incluso se ha observado inmunoreactividad de la
A en hipocampo a los 2 meses de edad (Mastrangelo y Bowers, 2008). Por
los motivos anteriores nos planteamos que seria importante estudiar el ciclo
circadiano de actividad basal a la edad de 4 meses, que es cuando existen

evidencias del inicio del proceso neuropatoldgico a nivel intraneuronal.

Al igual que en el “Estudio I” del presente trabajo, es importante recordar que la
fase activa de los ratones sucede durante la fase de oscuridad, al contrario que
en los seres humanos. El estudio de la actividad locomotora espontanea
durante 24 horas, en estos animales de 4 meses de edad, nos indica lo

siguiente:

1. A pesar de que ambos genotipos presentan una mayor actividad
durante la fase oscura, los machos 3xTgAD en particular, muestran
una hiperactividad locomotora durante esta fase de oscuridad
respecto a los controles NTg.

2. Tan so6lo aparece un efecto asociado al sexo durante los primeros
30 minutos de la fase de luz, siendo globalmente los machos los
que presentan una mayor actividad. Pero tanto machos como
hembras 3xTgAD muestran significativamente mayor actividad que

sus respectivos NTg.

Durante los primeros 30 minutos de exposicion al test, en fase de luz, todos los
grupos presentan un pico en la actividad, pero se va reduciendo con el paso
del tiempo, por el efecto de la habituacion exploratoria (Ganea et al., 2007).
Durante estos primeros 30 minutos de exposicién al test se hallan ya
diferencias entre los genotipos, y curiosamente, son los animales 3xTgAD los
que presentan una mayor actividad locomotora respecto a sus controles NTg.
Resultados similares se han obtenido con animales de 6 y 12 meses de edad

(Giménez-Llort et al., 2007) durante los 5 primeros minutos o la primera hora
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de exposicion a las cajas de actividad (con las mismas condiciones

ambientales que en el presente estudio).

Podriamos considerar que, en nuestro estudio, todos los grupos muestran un
ritmo circadiano bien definido, en donde el mayor pico de actividad se presenta
generalmente durante la fase de oscuridad. Este patron de actividad lo
podriamos definir como dentro de la normalidad (Ambree et al., 2006; Ganea et
al., 2007). Pero encontramos dos grupos con patrones especiales vy

remarcables:

1. Por una parte, los machos 3xTgAD sin tratamiento, parecen estar
continuamente despiertos e hiperactivos durante la fase de oscuridad
(ver Fig. 5.14A).

2. Los machos NTg que han recibido el tratamiento de EP, presentan un
patron estable durante todo el ciclo circadiano, pues no parecen
mostrar ni habituacién de la actividad durante la fase de luz ni un

incremento de la misma durante la fase de oscuridad (ver Fig. 5.14A).

Esta hiperactividad locomotora en fase de oscuridad, que presentan los
machos 3xTgAD, también se encuentra descrita en la literatura en un modelo
de APP23 (Van Dam et al., 2003), que estudia la actividad de estos animales
en su propia jaula en edades jovenes (6-8 semanas, 3 meses y 6 meses de
edad). Otro estudio sobre los niveles de la actividad locomotora espontanea en
condiciones basales confirma que los ratones Tg2576 (APPsyw) son mas
activos que sus controles (Ognibene et al., 2005) y que a la edad de 3 meses

este mismo transgénico presenta hiperactividad locomotora (King et al., 1999).

El modelo de doble transgénico de APP-PS1, muestra hipoactividad tanto en
tareas/pruebas especificas de corta duracion (30 minutos en caja de actividad
tipo CA) como durante todo el periodo de luz. En cambio si se observa su

conducta durante un periodo de 24 horas, los animales macho de 5y 10
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meses y las hembras de 10 meses de edad, muestran hiperactividad
locomotora (Phugh et al., 2007).

Un estudio ha demostrado la implicaciéon de la BA en la regulacion de la
actividad circadiana, a través de injertos en cerebro de rata con sobreexpresion
de BA (Tate et al.,1992). Por tanto, a la luz de lo anterior, la hiperactividad que
en general y en condiciones basales se observa en la mayor parte de ratones
transgénicos utilizados como modelos de la EA (referencias anteriores) y en el
estudio presente, pareceria ser consistente con la mencionada implicacién del

beta-amiloide en la locomocién.

También encontramos hiperactividad en los ratones trisébmicos Ts65Dn
(modelo de Sindrome de Down que desarrollan neuropatologia beta-amiloide)
respecto a sus controles en el test de campo abierto durante la fase oscura del
fotoperiodo (Coussons-Read y Crnic, 1996; Escorihuela et al., 1995c¢; Holtzman
et al., 1996; Reeves et al., 1995). Estos autores asocian la hiperactividad,
observada durante la fase oscura en estos ratones trisdmicos, a una
incapacidad para inhibir la conducta, y sugieren que de alguna manera se

puede deber a un funcionamiento inadecuado de la corteza prefrontal.

El efecto del tratamiento de EP varia dependiendo del genotipo. Asi, en el
caso de los animales 3xTgAD, la EP reduce claramente la hiperactividad que
presentan los machos durante la fase nocturna (ver Fig. 5.14A y 5.14E), la
actividad total e incluso la presentada durante la primera media hora del test,
reduciendo la actividad locomotora hasta niveles similares a los observados en
el grupo control NTg. En cambio el efecto que produce la EP en los animales
control NTg es opuesto, incrementando la actividad locomotora, en especial

durante los primeros 30 minutos.

Tales efectos de la EP, principalmente la normalizaciéon de la hiperactividad
observada en los ratones 3xTgAD, sugieren que dicha actividad excesiva es

anomala, tal vez vinculada a incipientes procesos o alteraciones relacionadas
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con el beta-amiloide (que a esta edad empieza a acumularse a nivel
intraneuronal; ver Fig. 6.1. -fotos de acumulacién de beta-amiloide en estos
mismos ratones 3xTgAD de 4 meses- en la seccion siguiente, “Discusion
general”), que podrian verse contrarrestados por la estimulacion postnatal.
Esta es una sugerente hipétesis, en nuestra opinién, que debera confirmarse
en futuros estudios con EP en estos transgénicos, e idealmente deberian
también evaluarse en edades mas avanzadas tanto a nivel cognitivo (al
margen de otros aspectos conductuales, o SCPD) como neuropatolégico.

Estudios dirigidos a tal fin se estan realizando en nuestro laboratorio.

Cambios en el peso corporal

Al igual que en el Estudio I, el efecto del aislamiento y la exposicion a la
novedad durante 24 horas provoco pérdidas de peso en los animales. Y en
concordancia, la pérdida de peso también fue relativamente mayor en los
ratones 3xTgAD. También encontramos un claro dimorfismo sexual en esta
edad, siendo los machos los que presentan un peso mayor respecto a las
hembras. Este aumento de peso por parte de los animales 3xTgAD, asi como
las diferencias sexuales, se observado ademas en otros en estudios de nuestro
laboratorio (Garcia et al., 2011; Giménez-Llort et al., 2007, 2010). Por otra
parte, el tratamiento de EP produce un aumento de peso en todos los grupos

experimentales.

Actividad locomotora en un contexto mas etolégico: laberinto hexagonal

en tunel

Battig et al. (1976) idearon y describieron el laberinto hexagonal en tunel como
una serie de callejones (tuneles) interconectados y concéntricos, para el
estudio de la actividad locomotora, respuestas de miedo/ansiedad y funcion
cognitiva (aprendizaje, memoria) en ratas, en ausencia de recompensas 0O

castigos (Fitzgerald et al., 1988). Asi que, para examinar mas a fondo la
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conducta hiperactiva que presentaban estos animales, introdujimos dentro de

la bateria conductual la prueba del laberinto en tunel radial de 6 brazos.

La estructura de este laberinto oscuro, permite que los animales se desplacen
libremente y puedan explorar los diferentes tuneles de forma espontanea,
reproduciendo las caracteristicas de una madriguera y proporcionando asi un
contexto mas etoldgico (Oettinger et al., 1985; Giménez-Llort et al. 2005), sin

(o con menos) intervencién de la ansiedad/emotividad.

En nuestro estudio, nos limitamos a estudiar la actividad locomotora o distancia
recorrida durante los 6 minutos que durd el test, asi como el tiempo que tarda
el animal en explorar los seis brazos diferentes. A pesar de encontrar
diferencias de género, indicativas de que los machos muestran en general
mayor actividad que las hembras, el efecto significativo del “genotipo” muestra
que los animales 3xTgAD recorren mayores distancias que sus respectivos

controles NTg.

Respecto al tiempo empleado para explorar los seis brazos diferentes,
encontramos que los animales 3xTgAD tardan globalmente menos tiempo en
explorar por completo los 6 brazos respecto a sus controles NTg. Asi que,
podriamos concluir que los animales 3xTgAD realizan una mayor distancia en
un menor tiempo, lo que es consistente con una mayor velocidad locomotora, y
es congruente a su vez con los resultados que hemos descrito en varias
pruebas (velocidad en laberinto acuatico, actividad basal, actividad en el test
PM, etc.) del presente “Estudio II".

Esta diferencia de actividad locomotora se ha observado en este mismo
laberinto radial en una cepa de ratas seleccionadas psico-genéticamente por
respuestas relacionadas con la ansiedad, en donde también los animales con
un perfil conductual mas desinhibido presentan una mayor actividad

locomotora (Escorihuela et al., 1994b; Fernandez-Teruel et al., 2002).
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El tratamiento de EP induce una disminucién global de la actividad o distancia
recorrida en los machos 3xTgAD, llegando incluso a valores similares a los de
la actividad mostrada por los ratones controles NTg. Es destacable, que
también en el laberinto hexagonal en tanel, la EP “normalice” la hiperactividad
en los ratones 3xTgAD, pues supone un resultado similar al que describimos
respecto a la velocidad en el laberinto acuatico y a la hiperactividad en la

prueba de actividad basal circadiana.

5.3.4. Conclusiones del Estudio Il

Como resumen de los resultados que presentan los animales 3xTgAD de 4

meses de edad, podemos decir que:

e Los ratones 3xTgAD presentan un déficit de aprendizaje/ memoria
espacial ya a los 4 meses de edad (estadios iniciales de la
neuropatologia -beta-amiloide intraneuronal-) al compararlos con sus
respectivos controles NTg.

e Los ratones 3xTgAD manifiestan una mayor inhibiciéon conductual ante
la novedad en diferentes test, presentando sistematicamente niveles
superiores de neofobia a los de sus respectivos controles NTg.

e Los machos 3xTgAD presentan conducta desinhibida en pruebas que
involucran respuestas de miedo/ansiedad, mientras que las hembras
3xTgAD presentan un perfil mas ansioso que los machos.

¢ Respecto a la actividad espontanea en situacion de minima aversividad,
los animales 3xTgAD muestran un comportamiento hiperlocomotor y/o
hiperactivo tanto en la prueba de actividad basal circadiana como de la
actividad global presentada en el laberinto en tunel.

e Alos 4 meses de edad, los machos 3xTgAD presentan un mayor peso

corporal que las hembras.
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Y respecto al efecto del tratamiento de estimulacion postnatal, podemos

resumir los siguientes efectos:

e La EP, produce una mejora del aprendizaje espacial en el laberinto de
Morris, y disminuye la velocidad de natacion, en los ratones 3xTgAD.

e En cambio, y paraddjicamente, la EP empeora la ejecucion de los
ratones 3xTgAD (pero no de los NTg) en cuanto a retencién o memoria
de la tarea espacial.

e La EP, aumenta la actividad motora y la conducta exploratoria en el test
de Campo Abierto.

e La EP, aumenta en general la desinhibicién conductual de los ratones
3xTgAD en varias medidas de los test PM, HB y DLB.

e La EP, reduce y normaliza la conducta hiperactiva de los ratones
3xTgAD observada en el test de actividad basal de 24 horas y en el

laberinto hexagonal en tunel.
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6. DISCUSION GENERAL

¢ Como se muestran a nivel cognitivo los ratones 3xTgAD

a los 4 meses de edad y qué efectos produce la EP?

Los animales 3xTgAD de 4 meses muestran déficits en la capacidad de
adquisicidn de la tarea de aprendizaje espacial de referencia, que se reflejan a
través de una mayor trayectoria o distancia recorrida hasta hallar la plataforma,
respecto a sus controles. Tales déficits son asi mismo extensivos a las
sesiones del test de memoria sin plataforma (o “probe test’) administrados a
las 1:30 horas y a las 24 horas tras la adquisiciéon, y que cuantifican la
consolidacion/retenciéon de lo aprendido en dicha fase de adquisicion. En todas
las pruebas realizadas en el MWM encontramos una mayor velocidad de
natacion por parte de los animales transgénicos respecto a los controles,

quizas como un posible reflejo de hiperactividad en estos animales.

El tratamiento de EP revierte los déficits observados en los animales 3xTgAD
en la fase de adquisicion en el laberinto acuatico de Morris, reduciendo de
manera significativa tanto la distancia recorrida como la velocidad de natacion,
y mejorando asi la eficiencia del aprendizaje espacial en los ratones

transgénicos.

Puede considerarse que nuestros resultados muestran, por primera vez, un
déficit cognitivo (espacial) importante, global y en ambos sexos, en ratones
3xTgAD de 4 meses de edad, es decir, a la edad en que se inicia la
acumulacion de 3-amiloide intraneuronal (ver acumulacion de RA intraneuronal
en ratones 3XxTgAD del presente estudio en Figura 6.1; Vivo et al., 2006) y los
déficits en LTP dependiente de hipocampo (Billings et al., 2005; Garcia et al.,
2011; Oddo et al, 2003a; LaFerla y Oddo, 2005).
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Figura 6.1. Aparicion de BA intraneuronal de la capa CA1 del hipocampo de animales machos
NTg y 3xTgAD de 4 meses de edad (imagen cedida por M. Vivo).

Decimos que son resultados novedosos porque previamente tanto Billings et
al. (2005) como recientemente Garcia et al. (2011) han mostrado déficits de los
ratones 3xTgAD de 4 meses en la tarea espacial del MWM, pero sus
resultados se restringen practicamente a la prueba de memoria sin plataforma
realizada 24 horas después de finalizar la fase de adquisicion (memoria a largo
plazo). Sin embargo no observaron diferencias globales en las curvas de
adquisicion entre estos animales 3xTgAD y sus controles, asi como tampoco
observaron diferencias en un ensayo de memoria sin plataforma realizado a las
1:30 horas de la adquisicion, ni pudieron establecer efectos del sexo o la
generalizacion de los déficits a ambos sexos. Al margen de lo anterior, cabe
recordar que Billings et al. (2005; Clinton et al., 2007; Garcia et al., 2011)
utilizaron “latencias de escape” como su medida (variable dependiente) de
adquisicion en la tarea espacial del MWM, asumiendo que no existian
diferencias entre genotipos en cuanto a la velocidad de natacion, al igual que
otros trabajos realizados con este modelo de ratén a diferentes edades (Billings
et al., 2007; Espana et al., 2010; Giménez-Llort et al., 2007; Gulinello et al.,
2009; Halagappa et al., 2007; McKee et al., 2008; Pietropaolo et al.,
2008a,2009). En cambio trabajos posteriores, incluidos el presente y otros no
publicados de nuestro laboratorio (Pietropaolo et al., 2008b; Giménez-Llort et

al., 2010; Blazquez, 2011 Tesis doctoral en curso), muestran consistentemente
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que los ratones 3xTgAD son significativamente mas veloces nadando (en el
MWM) que los animales NTg, por lo que la variable dependiente que debe
utilizarse para evaluar la adquisicién de esta tarea es la “distancia recorrida”
hasta hallar la plataforma (en lugar de la “latencia”). Billings et al. (2005)
hallaron, por otra parte, déficits de memoria en los ratones 3xTgAD de 4 meses
en una tarea de evitacion pasiva, concluyendo que la funcién de la amigdala

cerebral podria estar afectada ya a esta edad en los animales transgénicos.

En conjunto, la afectacion cognitiva hallada por Billings et al. (2005; tanto en el
MWM como en la evitacién pasiva) como por Garcia et al. (2011) y en el
presente trabajo, es coherente con la conclusion propuesta por dichos autores
sobre la existencia de una correlacion entre tales déficits y los depdsitos de RA
a nivel intraneuronal en hipocampo, amigdala y corteza, asi como un aumento

de la BA4; insoluble a esta edad temprana (Billings et al., 2005).

El hecho de que, como ya comentamos en la seccion 5.3.1 (“Aprendizaje y
memoria espacial en ratones 3xTgAD”), el estrés excesivo y el exceso de
glucocorticoides (GCs) perjudiquen la funcién hipocampica y cognitiva (Meaney
et al., 1985, 1988; Sarrieu et al., 1988), al mismo tiempo que se asocian a un
incremento de los signos neuropatologicos de EA en modelos de ratén para
esta enfermedad (Dong et al., 2004; Green et al., 2006; Jeong et al., 2006; Li et
al., 2010; Markham et al., 2010; Yao et al., 2007), permite pensar que la
reduccion de GCs circulantes pueda prevenir o revertir tales efectos
neurales/cognitivos negativos. Los efectos beneficiosos de la administracion de
antidepresivos ISRS sobre la neuropatologia de la EA (Finn et al., 2003;
Gartside et al., 2003; Gémez F et al., 1998; Jackson et al., 1998; ver también
seccion 5.3.1) en modelos de raton transgénico serian consistentes con esta

ultima hipétesis.

Uno de los procedimientos o tratamientos clasicamente utilizados para reducir
las respuestas de estrés en ratas y/o ratones es la estimulacion postnatal (EP).

Asi, como ya vimos en secciones de la “Introduccion” (apartado 2.4.2.) y en el
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punto 5.3.1, y resumiendo, la EP ha mostrado capacidad para: (1) mejorar a
largo plazo diversas funciones cognitivas; (2) reducir la ansiedad/miedo y la
sensibilidad al estrés; (3) reducir las respuestas hormonales del eje HPA (GCs
circulantes, entre otros) y asi aumentar la densidad de receptores de GCs en
hipocampo (Fernandez-Teruel et al., 2002; Levine et al., 1967; Meaney et al.,
1988,1989); (4) disminuir la neurodegeneracion hipocampica consecuencia de
la cascada neurotoxica “GCs-Glutamato-calcio” (ver discusiéon en Fernandez-
Teruel et al.,, 2002 y Sapolsky et al., 1992) y aumentar la expresion
hipocampica de mRNA-NGF (Mohammed et al. 1993; Pham et al., 1997, 1999),
y, (5) congruentemente, facilitar la potenciacién sinaptica a largo plazo -o
LTP- (Long Term Potentiation;, Wilson et al., 1986, Zou et al., 2001). Todo lo
anterior hace de la EP un tratamiento con el que (o, a través del que) podemos
hipotetizar que podran afectarse procesos neurales o/y neuroendocrinos de los
que intervienen en el desarrollo de los -0, al menos, de algunos de los-
aspectos neuropatologicos relacionados con la EA y que se manifiestan en el

modelo de ratén 3xTgAD.

Abundando en lo anterior, la reelina, una glicoproteina cuya expresion es
mediada por la corticosterona y el estrés, se halla en exceso acumulada (en
forma de agregados/placas) en la EA y en el hipocampo de ratones
transgénicos para dicha enfermedad, incluidos los 3xTgAD (Knuesel et al.,
2009, 2010). Parece que la reduccion de la normal expresion neuronal de
reelina, asi como su acumulacién en placas, podria estar en relacion con una
aceleracion de la neuropatologia de la EA, incluida la deposicion de beta-
amiloide y formacién de patologia de TAU (Knuesel et al., 2009; Kocherhans et
al., 2010).

La reelina es crucial en la regulacion de los procesos de migracion neuronal y
posicionamiento en el desarrollo del cerebro (Kuesel et al.,2010; Lussier et al.,
2011). Ademas de este papel en el desarrollo temprano, en cerebro adulto
interviene en la modulacién de la plasticidad sinaptica, mejorando el

aprendizaje y el mantenimiento de la LTP (D’Arcangelo et al., 2005; Lussier et
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al., 2010; Weeber et al., 2002). En linea con tales efectos, se ha observado
que el tratamiento con EP en ratones (recordemos que la EP facilita la LTP y el
aprendizaje “hipocampo-dependientes”) induce un incremento de la expresion
de reelina hipocampica (Gross et al., 2010). Podemos estar, por tanto, ante
un posible y nuevo mecanismo molecular a través del cual la EP produzca sus

efectos, que hipotéticamente seria el siguiente:

La regulacion al alza de la expresion de reelina hipocampica, producida por la
EP, tendria efectos positivos a nivel de plasticidad neural del hipocampo, asi
como (y posiblemente relacionado con lo anterior) efectos preventivos sobre la
aparicion de procesos neuropatoldgicos de la EA, como son la deposicion beta-

amiloide y la formacion de ovillos de TAU.

Uno de los objetivos fundamentales del presente trabajo era el de evaluar la
capacidad de la estimulacion postnatal de revertir (o retrasar) los déficits de
aprendizaje y memoria, asi como de cualquier deterioro o cambio conductual
presente en nuestro modelo de raton 3xTgAD para la EA. Parece plausible
pensar que las consecuencias positivas de la EP sobre la funcion cognitiva,
observadas en este trabajo, puedan estar mediadas (entre otros posibles) por
sus efectos sobre (1) la actividad del eje HPA (Gcs y sus receptores
hipocampicos), (2) la funciéon de la reelina, (3) la funciéon y plasticidad
hipocampica (implicando probablemente el neurotransmisor glutamato), y (4) el

retardo en la acumulacion de la BA intraneuronal y en placas extraneuronales.

Completando este esquema hipotético, en la Figura 6.2 hemos intentado
representar algunos de los principales mecanismos y efectos conocidos de la
EP. La intencidon es esencialmente describir los aspectos principales o mas
conocidos influidos por la EP, sin animo de llegar a establecer con precision
todas las posibles interacciones biolégicas o conductuales-biolégicas ni su
signo/direccién, puesto que es aun objeto de estudio en la mayor parte de
casos tanto el sentido, como el momento ontogenético, como la cantidad e

importancia de tales interacciones.
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Figura 6.2. Diagrama esquematico de los mecanismos biolégicos que podrian intervenir en los
efectos de la EP. Modificado de Escorihuela et al. (1994b).

En el estadio actual, el presente estudio no permite responder las hipotesis
planteadas sobre los mecanismos por los que la EP produjo una mejora
cognitiva en los ratones 3xTgAD, pero se espera que estudios ya en curso en
nuestro laboratorio puedan empezar a proporcionar respuestas sobre algunos
de los mecanismos/efectos bioldégicos mencionados, asi como sobre la
capacidad (o no) de la EP de modificar el desarrollo de neuropatologia EA en

estos ratones.

N)



¢ Presentan los ratones 3xTgAD niveles de
ansiedad/miedo diferentes de los animales NTg? ¢;Coémo

afecta la EP a sus respectivos perfiles de respuestas?

Ansiedad y efectos de la Estimulacién Postnatal

Si tenemos en cuenta los dos estudios realizados, se constata que los ratones
3xTgAD muestran mayor respuesta de neofobia o inhibicién conductual ante la
novedad que a los animales controles NTg, como se ha observado en el test
de las esquinas (CT o corner test; Estudio | y Il), en la “petrificacion” inicial en
el test de campo abierto (CA; Estudio Il) y en los primeros 30 minutos de
exposicidon a una caja nueva en el test de actividad motora basal (Estudio |,
especialmente). Podriamos decir que, en relacion a lo que indica la conducta
en dichos test (situaciones de novedad), los ratones 3xTgAD presentan
respuestas de miedo/ansiedad elevadas respecto a sus controles, y dichos
resultados tienden a ser consistentes con los de otros estudios con este mismo
modelo transgénico (Arranz et al., 2009; Espafa et al., 2010; Giménez-Llort et
al., 2007, 2008, 2010; Gulinello et al., 2009; Pietropaolo et al., 2008a;
Sterniczuk et al., 2010b).

La mayor inhibicion conductual de los ratones transgénicos ante la novedad
resulta disminuida por la estimulacion postnatal en el test de las esquinas
(Estudio 1), y se observa un efecto de la EP de tendencia similar (pero no
significativa) sobre la latencia de movimiento inicial en el test de campo abierto
(CA; Estudio Il). Ademas de estos efectos, la EP produce (i) una mejora
cognitiva en la tarea de aprendizaje (en ratones 3xTgAD) y memoria (ratones
NTg) espacial, (ii) un incremento global de la conducta exploratoria (cruces y
levantamientos —o rearings-) en el test de CA, (iii) un aumento de la actividad
horizontal (en ratones NTg) en los primeros 30 minutos de exposicion a la caja
nueva del test de actividad basal, asi como (iv) una reduccion de la latencia de

entrada en brazos abiertos y del numero de entradas a cualquier tipo de brazo
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en ambos genotipos (NTg y 3xTgAD) en el test del laberinto en cruz elevado.
Tales resultados globales (del Estudio Il) permiten pensar que el tratamiento de
estimulacion postnatal (EP) ha sido efectivo, puesto que ha ejercido sobre los
animales de ambos grupos experimentales efectos de aparente reduccion de
las respuestas emotivas (ansiedad, miedo) que subyacen a la inhibicién
conductual en situaciones de novedad, y que dependen en alguna medida de
la actividad locomotora. Otra evidencia clara de la eficacia de la EP usada aqui
la constituyen, recordemos, sus efectos positivos sobre la ejecucion en las
tareas de aprendizaje/memoria espacial discutidas en la secciéon 6.1 anterior
(ver revisiones en Fernandez-Teruel et al., 1997, 2002; Gariépy et al., 2002;
Macri et al., 2008; Tremml et al., 2002; Zanettini et al., 2010).

No obstante lo dicho, esto es, que los ratones 3xTgAD se caracterizan por
mostrar predominantemente inhibicion conductual (superior a la de los
animales NTg) en los test de novedad mencionados y que la EP tiende a
disminuir dicha inhibicion conductual, cabe decir que no se observa
exactamente lo mismo en el laberinto en cruz elevado, en la caja blanca/negra
y en el test de Boissier. Asi, en estos tres test se han observado resultados
indicativos, por primera vez, de lo que pareceria ser una reduccién de la
ansiedad/miedo en los machos 3xTgAD no tratados de 4 meses de edad, pues
dichos animales presentan desinhibicion conductual en las tres pruebas

mencionadas.

Cabe notar que el grado de inhibicidon/desinhibicién conductual que muestran
estos animales 3xTgAD varia dependiendo si se trata de una prueba mas o
menos aversiva y de las posibilidades de escape (a un lugar mas confortable)
que ofrece al animal. Asi, podemos observar como en las pruebas de campo
abierto o similares (p.ej. test de las esquinas, medida de actividad en caja
nueva), caracterizadas por ser test abiertos a un espacio con cierto nivel de
iluminacion y sin posibilidad de escapatoria a otro tipo de espacio, los ratones
3xTgAD muestran sistematicamente una mayor conducta de inhibicion (ver
Arranz et al., 2009; Garcia et al., 2011; Giménez-Llort et al., 2007, 2008, 2010;
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Gulinello et al., 2008; Nelson et al., 2007; Sterniczuk et al., 2010b, y el presente
trabajo). En cambio, en los test como el PM, la DLB y la tabla de agujeros, en
los cuales los animales tienen la posibilidad de escoger entre varios espacios
con niveles de estimulaciéon marcadamente diferentes, o incluso de esconderse
(al menos, la cabeza), la conducta que presentan es contraria a menudo. Esto
es, o bien los ratones 3xTgAD no presentan inhibicion conductual (respecto a
los NTg) o bien presentan incluso conducta desinhibida que puede sugerir un
nivel de ansiedad disminuido (Blazquez, 2006; Garcia et al., 2011; Giménez-
Llort et al., 2007, 2010; Pietropaolo et al., 2008a, resultados del presente

trabajo).

Como dijimos en el apartado de discusion del Estudio Il (5.3; ver referencias
alli), es muy comun que en los trabajos que utilizan ratones transgénicos para
alguno de los genes de la EA, incluido el raton 3xTgAD, estos transgénicos
presenten una predominante tendencia a la conducta desinhibida o a la
hiperactividad en diferentes situaciones que implican novedad. No obstante,
ocurre en muchos casos que, como en el estudio presente, dicha desinhibicion
no puede interpretarse como una reducciéon de la ansiedad, puesto que las
variables mas relevantes (p. ej. porcentajes de entradas o tiempo en brazos
abiertos del PM) no se hallan significativamente afectadas (ver referencias en

seccioén 5.3.2).

Otro de los aspectos que entre diferentes estudios puede dar lugar a
resultados controvertidos es la “historia experimental” con la que los animales
llegan a un determinado test conductual. Un ejemplo de ello es el reciente
trabajo de Garcia et al. (2011) en el que ratones NTgy 3xTgAD de 4 meses de
edad se sometieron a los test de las esquinas, test de CA, de la caja
blanca/negra y de la tabla de 4 agujeros. En el test de las esquinas y en el de
CA, los resultados fueron consistentes con los del presente trabajo, pues en el
primero de ellos se observé inhibicion conductual en los ratones 3xTgAD
(ambos sexos), mientras que en el CA soélo en hembras 3xTgAD se observo

una disminucion de la actividad exploratoria y una latencia de movimiento
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inicial mayor que en los correspondientes animales NTg (Garcia et al., 2011).
En cambio, ni en la caja blanca/negra ni en el test de la tabla de agujeros se
observé indicio alguno de desinhibicion conductual en los ratones 3xTgAD, a

diferencia de lo observado en el presente Estudio Il.

Cabe recordar que en el Estudio Il nuestros animales se sometieron a los test
de CA, laberinto en cruz elevado, caja blanca/negra y tabla de agujeros tras
haber pasado por 6 dias de entrenamiento en las tareas de aprendizaje en el
laberinto acuatico de Morris, mientras que en el estudio de Garcia et al. (2011)
los ratones iniciaron la bateria de pruebas conductuales por pruebas
sensoriomotoras, seguidas del test de las esquinas, test de CA, test de la caja
blanca/negra y test de la tabla de agujeros. Precisamente este aspecto, el
orden de las pruebas, o la cantidad de “entrenamiento” (manipulacion, etc.) que
los animales han recibido antes de un determinado test, podria hallarse en la
base de los resultados discrepantes entre diferentes estudios. Nuestros
animales (Estudio Il) pasaron por experiencias conductuales/ experimentales
mas extensas y presumiblemente mas aversivas (laberinto acuatico) que los
sujetos del trabajo de Garcia et al. (2011), lo que podria eventualmente
cambiar su perfil conductual en algunas pruebas en particular (y quiza no en
otras). De hecho, en otro trabajo previo, realizado en nuestro laboratorio con
ratones de 6 meses de edad, se les sometié a la misma bateria de pruebas y
en el mismo orden que en el presente estudio Il, observandose que los ratones
3xTgAD realizaban mas conducta en el compartimento blanco del test de la

caja blanca y negra (Giménez-Llort et al., 2007, Blazquez, 2006).

Establecer las causas por las que aparecen tales discrepancias entre estudios,
no es facil, pero la literatura reune evidencias suficientes de que la historia
conductual (o experiencia/entrenamiento previos) y las variables ambientales
en general pueden modificar perfiles conductuales considerados tipicos o
esperables —e incluso predispuestos genéticamente- en determinados
animales (Billings et al., 2007; Costa et al., 2007; Crabbe et al., 1999, 2003;

Mcllwain et al., 2001; Zhu et al., 2009). Incluso se han obtenido resultados
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beneficiosos como la mejora de la memoria, de la plasticidad neural, y la
disminucion de la acumulacién de BA, tras simplemente entrenar animales
transgénicos en determinadas tareas cognitivas (Billings et al., 2007; Costa et
al., 2007; Vicens et al., 1999, 2002; Wolfer et al., 1998; Zhang et al., 2010).

La literatura muestra también que se dan diferencias conductuales segun el
orden en que se produce el test dentro de una bateria de pruebas
experimentales (Mcllwain et al., 2001). Por ese motivo es aconsejable cuando
se disefia una bateria de pruebas ordenarlas de la menor a mayor aversividad.
En un estudio que evalud los efectos del orden de las pruebas en dos cepas
diferentes de raton, la cepa 129S6 y la cepa C57BL/6J (ambas, base genética
de los ratones de nuestro estudio), se encontraron diferencias significativas
tanto en la latencia de entrada a la DLB como en el numero de transiciones luz-
oscuridad, pues ambas conductas fueron significativamente afectadas por el

orden de la pruebas/tests en los ratones C57BL/6J (Mcllwain et al., 2001).

En definitiva, pareceria que los ratones 3xTgAD son mas ansiosos (o
temerosos) en algunas pruebas, como el CA y el test de las esquinas, pero
queda por resolver de forma definitiva si la relativa desinhibicion conductual
que muestran (respecto a los ratones NTg) en test como el laberinto en cruz
elevado o la DLB es debida a su menor ansiedad en esas situaciones o
simplemente a un exceso relativo de actividad locomotora (hiperactividad), tal
vez debido a su “historia experimental”. Esta hiperactividad ya ha sido descrita
previamente en este modelo 3xTgAD (tanto la distancia total en el PM como la
actividad locomotora en CA) a la edad de 12m, refiriéndose a un reflejo de

hipofuncionalidad hipocampal (Pietropaolo et al., 2008a).

La idea de que las respuestas que hipotéticamente reflejarian ansiedad en la
DLB vy el laberinto elevado (esto es, latencias de entrada, nimero de entradas,
tiempo en dichos espacios), pueden estar fundamentadas en procesos que
difieren entre los ratones NTg y los 3xTgAD, es algo que resulta reforzado por

los analisis factoriales realizados con las variables de los diferentes test de
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novedad/ansiedad (ver tabla 6.1 y 6.2). Dichos analisis muestran un escenario
bastante claro en animales controles NTg (no tratados), con un primer factor de
predominio de variables tipicas de ansiedad, como el porcentaje de entradas
en brazos abiertos (peso de 0.69) y el numero de entradas en el
compartimento blanco de la DLB (peso de 0.90), y un segundo factor en el que
los pesos relevantes son exclusivamente para las variables de actividad total
en el CA (0.73), actividad en los brazos cerrados del laberinto elevado (0.78) y
la actividad total en el “actimetro” (0.68). Es decir, pareceria que en los
ratones controles sin tratamiento, su conducta se explica por dos dimensiones
diferenciadas, en primer lugar por la ansiedad y en segundo lugar por la
actividad locomotora. En cambio, en los animales 3xTgAD no tratados, el
panorama factorial es muy diferente, pues aparece un primer factor con todas
las variables relacionadas con actividad locomotora y las de ansiedad, salvo el
porcentaje de entradas en brazos abiertos del laberinto elevado, que satura
solo en el segundo factor y conjuntamente con la medida de actividad
locomotora del mismo test (entradas en brazos cerrados). Es decir, pareceria
realmente que la conducta de los ratones 3xTgAD en situaciones de novedad
(o pruebas tipicas de ansiedad incondicionada y dependientes de la actividad)
esta preferentemente modulada por procesos que, mas que con la ansiedad,

tienen que ver con la conducta motora (Tabla 6.3 y 6.4).

Dicho de otra manera, en los ratones control (NTg no tratados, ambos sexos)
su conducta en la pruebas de novedad/ansiedad se estructura claramente en 2
factores independientes (Tabla 6.2), uno que reune principalmente las
variables/respuestas consideradas tipicas de ansiedad y otro que agrupa las
respuestas de actividad locomotora. En los ratones transgénicos 3xTgAD (no
tratados, ambos sexos), en cambio, su conducta no esta tan diferenciada, o
esta siempre relacionada con la actividad locomotora, como reflejan las
saturaciones de variables de ansiedad y de actividad en los dos factores (Tabla
6.4).
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Tabla 6.1. Correlacion entre las variables en ratones NTg, sin tratamiento y ambos sexos (n=27)

CA-deam CA centro PM-EBC PM-%EBA HB- DLB- ACT-total

n nE

CA-deam
CA —centro

-0.431** 1
PM-EBC

0.343* 117 1
PM-%EBA

-0.125 0.038 -0.199 1
HB-n

0.073 -0.006 -0.115 0.274 1
DLB-nE

0.099 -0.039 0.088 0.488** 0.675*** 1
ACT-total

0.228 0.187 0.421** -0.042 0.215 0.190 1

Coeficiente de correlacion de Pearson, *p<0.05, **p<0.01, p***<0.001. CA-deam; actividad
horizontal (n°® de cruces) en el test de Campo Abierto (5 min); CA-centro, tiempo de salida del
centro del test de Campo abierto ; PM-EBC; niumero de entradas a los brazos cerrados en el
laberinto en cruz elevado; PM%EBA, porcentaje de entradas al brazo abierto del test del
laberinto en cruz elevado; HB-n, numero total de agujeros explorados (5 min); DLB-nE, niumero
total de entradas en el compratimento iluminado de la caja blanca y negra; ACT-total, Actividad
espontanea basal.

Tabla 6.2. Analisis Factorial (rotacion OBLIMIN) con normalizacién Kaiser de diferentes
variables en ratones NTg, no tratados y en ambos sexos.

Andlisis Factorial (rotacion OBLIMIN) en ratones NTg, no tratados y
ambos sexos (n=27)

Variables
Factores

Factor 1 F2. Actividad

Ansiedad Locomotora
CA-deam - 0.73
CA —centro - -
PM-EBC - 0.78
PM-%EBA 0.69 -
HB-n 0.83 -
DLB-nE 0.90 -
ACT-total - 0.68
Varianza acumulada 29.2% 54.0%
explicada

Correlacién entre factores = 0.01, valores de saturacion 2 0.35. Las variables relevantes de cada
test conductual se seleccionaron tras analisis factoriales con rotacién Varimax (ortogonal), con
objeto de escoger las mas representativas y menos redundantes de cada una de las pruebas
para el definitjvo analisis factorial con rotaciéon OBLIMIN (ver Aguilar et.al 2002b; Lopez-Aumatell
et.al 2008, 2009).
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Tabla 6.3. Correlacion entre las variables en ratones 3xTgAD, sin tratamiento y ambos sexos

(n=28).
CA-deam CA centro PM-EBC PM-%EBA HB- DLB- ACT-total
n nE
CA-deam .
CA -centro
0.335* 1
PM-EBC
0.521* -0.225 1
PM-%EBA
0.063 0.011 -0.265 1
HB-n
0.439* -0.506** 0.440** 0.139 1
DLB-nE
0.582*** -0.417* 0.337* 0.294 0.555** 1
ACT-total
0.312 -0.049 0.232 0.079 0.156 0.142

Coeficiente de correlaciéon de Pearson, *p<0.05, **p=<0.01, p***<0.001.

Tabla 6.4 Analisis Factorial (rotacion OBLIMIN) con normalizaciéon Kaiser de diferentes variables
en ratones 3xTgAD, no tratados y en ambos sexos.

Andlisis Factorial (rotacion OBLIMIN) en ratones 3xTgAD, no

tratados y ambos sexos (n=28)
Variables
Factores

Factor 1 Factor2
CA-deam 0.80 -
CA -centro -0.62 -
PM-EBC 0.70 -0.55
PM-%EBA - 0.91
HB-n 0.80 -
DLB-nE 0.80 -
ACT-total 0.37 -
Varianza acumulada 40.8% 59.0%

explicada

Correlacion entre factores = 0.019, valores de saturacion = 0.35
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Actividad locomotora basal y efectos de la EP

Los ratones 3xTgAD presentan una clara tendencia a la conducta hipoactiva
(Estudio 1) a todas las edades, mostrando una menor actividad motora basal (o
espontanea) acumulada durante todo el ciclo circadiano (24 horas) respecto al
grupo control NTg (efecto “genotipo”, p<0.065; ver seccion 4.2). Esta diferencia
es claramente significativa en los primeros 30 minutos de exposicion al test
durante la fase de luz (efecto “genotipo”, p = 0.046 ; ver seccion 4.2), indicativa
de una mayor inhibicién conductual ante la novedad por parte de los ratones
3xTgAD, asi como durante las primeras 5 horas de medida de actividad (en

fase de luz; efecto “genotipo”, p = 0.018; ver seccion 4.2) en todas las edades.

No es plausible por tanto, pensar que a la edad de 4 meses se produce un
incremento de la actividad (hiperactividad), visto lo que ocurre a los 2 y 6
meses de edad en el estudio | (ver Fig. 6.3). En cambio, parece mas que
parsimonioso suponer que el efecto de la historia experimental, es decir, la
bateria conductual administrada, haya producido cambios en los perfiles
conductuales (de actividad espontanea), incrementando la de los ratones
3xTgAD de 4 meses, y disminuyendo la de los ratones control NTg (como

puede observarse en la grafica comparativa de la Figura 6.3).

450000+ # C? 450000+ 9

300000 300000

150000+ 150000+

Actividad (counts)
Actividad (counts)

b3 £
NTg 3xTgAD

B 2m C14m EEM4m-EP ESS6m

Figura 6.3. Grafica comparativa de los Estudios | y Il. Actividad locomotora basal 24h, en
animales de 2 y 6 meses (Estudio I) y de 4 meses (controles y tratados con EP; Estudio Il). T de
Student; #p<0.001 control vs EP.
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Llama considerablemente la atencion que la hiperactividad de los ratones
3xTgAD de 4 meses (especialmente los machos) se manifieste también en el
test del laberinto en tunel y que, en ambas situaciones, medida de la actividad
basal circadiana y laberinto en tunel, la EP tienda a normalizar los valores de
los animales transgénicos, como muestran las interacciones “genotipo x
tratamiento” en las secciones 5.2.8 (Figura 5.14C-D) y 5.2.9 (Figura 5.15A-D).
Aunque el presente trabajo no permite concluir definitivamente sobre ello, las
interacciones descritas parecen reforzar la idea de que los ratones 3xTgAD de
4 meses presentan —quiza como consecuencia de la “historia experimental’-
indices de actividad locomotora andmalos que tienden a ser contrarrestados

(de hecho, prevenidos) por el tratamiento de EP.

En ningin momento nos referimos que las baterias conductuales no se deban
utilizar, de hecho, Mcllwain et al. (2001) sugieren que la bateria conductual es
la mejor estrategia para obtener la mayor cantidad de informacién utilizando el
menor numero de ratones. Eso si, destacan la necesidad de considerar y
controlar el historial previo de los animales experimentales para comprender e

interpretar mejor los resultados.

¢Existe algun patron definido de dimorfismo sexual en

este modelo de ratén transgénico?

Aunque las caracteristicas de la patologia principal de la enfermedad de
Alzheimer no difieren entre hombres y mujeres, existen evidencias que
sugieren que la relacién entre la patologia y el estado clinico en humanos
puede ser especifico del género (Barnes et al., 2005). Es conocido que en
mujeres existe una mayor susceptibilidad a desarrollar la EA (Fratiglioni et al.,
1997; VihAa et al.,, 2010), habiéndose sugerido que los mecanismos
subyacentes en las diferencias sexuales pueden estar relacionados con los
efectos protectores de la testosterona (Gouras et al., 2000). Incluso se ha

observado en humanos que los hombres que estdn genéticamente
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predispuestos a adquirir la EA, presentan niveles bajos de testosterona
(Hogervorst et al., 2005).

Se ha observado que ratones machos 3xTgAD gonadectomizados exhiben una
disminucion de la funcién hipocampal y a su vez un incremento de la BA en
hipocampo y amigdala (Rosario et al., 2006). Por otro lado, en hembras
3xTgAD ovariectomizadas, el tratamiento con estrogenos puede prevenir el
incremento de la acumulacion de la BA y el déficit de memoria, asi como
retrasar el inicio de la enfermedad (Caroll et al., 2007). En concordancia con
todo esto, también encontramos que los niveles de la enzima (neprilisina) que
degrada BRA y que es regulada en parte por estrégenos, se hallan
significativamente reducidos en hembras 3xTgAD (lwata et al., 2004). Por este
motivo se ha hipotetizado |la pérdida de estrogenos en la menopausia puede

incrementar la susceptibilidad a la EA en mujeres (Gandy y Duff, 2000).

En el presente trabajo aparecen diferencias sexuales sistematicas, siendo los
machos 3xTgAD los que generalmente presentan una conducta desinhibida o
de mayor curiosidad respecto a las hembras. Si agrupamos los resultados,
podemos concluir que, respecto a los machos, las hembras 3xTgAD presentan,
a grandes rasgos: una mayor conducta de neofobia (Corner tests) y mayor
respuesta ansiosa (DLB, PM), una menor conducta exploratoria (HB), menor
actividad locomotora (PM —entradas en brazos cerrados-, laberinto hexagonal
en tunel, medidas de actividad basal -24 h-) y un mayor deterioro del

aprendizaje y de la memoria (MWM).

En la historia de este modelo transgénico, encontramos diferencias de género
tanto a nivel neuropatolégico como del perfil conductual. Se ha hallado
dimorfismo sexual tanto en procesos cognitivos como en la respuesta al estrés,
siendo las hembras las que presentan una peor ejecucién en determinadas
tareas de aprendizaje/memoria, mayor ansiedad y mayores niveles de

corticosterona plasmatica que los machos 3xTgAD (Clinton et al., 2007; Garcia
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et al., 2011; Gulinello et al., 2008; Pietropaolo et al., 2008b, 2009; Sterniczuk et
al., 2010).

También se han hallado diferencias sexuales a nivel cuantitativo de la RA en
hipocampo, que es mas elevado en hembras, y se asocia a una patologia mas
agresiva que en los machos 3xTgAD (Hirata-Fukae et al., 2008; Nelson et al.,
2007; Pietropaolo et al.,, 2008b;). De hecho, respecto a los machos, las
hembras 3xTgAD muestran un aumento en la produccion y una diminucién de
la degradacion de RA, de modo que ambos procesos contribuyen al aumento
de la neuropatologia (Hirata-Fukae et al., 2008). En concordancia con esta
mayor afectacién por neuropatologia de EA, también existe una mayor
reduccion de la neurogénesis en las hembras 3xTgAD (Rodriguez et al., 2008).
Por todo lo anterior, es razonable hipotetizar que esta mayor afectacion en las
hembras 3xTgAD, en términos de la neuropatologia, es probable que
contribuya a los déficits cognitivos observados en el laberinto acuatico de

Morris.

En otros modelos de EA también aparecen diferencias sexuales en el
desarrollo de la patologia. Este es el caso de las hembras del modelo Tg2576,
en las que se observa un aumento significativo de los niveles de RA4 y de la
cantidad de placa respecto a los machos (Callahan et al., 2001). Las hembras
JNPL3, portadoras del transgén para Taupsos, también presentan una mayor
patologia que los machos, y esto parece ser consecuencia de una mayor
expresion del transgén (Lewis et al., 2000, 2001). Incluso se han encontrado
diferencias sexuales en la cepa control C57BL/6J (utilizada como base
genética de los 3xTgAD), en estudios sobre estrategias de orientacion espacial
(Bettis et al., 2009).

En suma, podemos sugerir que el modelo de raton 3xTgAD puede ser util
como herramienta para investigar aspectos relativos a las causas de las
diferencias de género en la EA y servir en futuros estudios para su prevencion

y tratamiento.
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Aportaciones y limitaciones de este estudio a la

investigacion de la EA

A pesar de la dificultad de encontrar un buen modelo animal que simule o
replique la enfermedad de Alzheimer, podemos considerar que los resultados
presentes contribuyen a validar los ratones 3xTgAD como un modelo animal
con un buen potencial para estudiar los mecanismos neuronales y
neuroendocrinos subyacentes a algunos procesos psicologicos/conductuales
alterados y relevantes en la EA, asi como para evaluar posibles estrategias

terapéuticas o preventivas.

Los resultados también confirman que ciertas alteraciones conductuales que se
producen en este modelo 3xTgAD, como por ejemplo la neofobia, aparecen a
edades tempranas (antes de que la patologia de la BA pueda ser detectada a
nivel extracelular), planteando la posibilidad de que quiza algunos sintomas no
cognitivos de tipo emocional puedan aparecer en pacientes con Alzheimer
durante fases muy iniciales de la enfermedad. Obviamente, estamos realizando
una argumentacion antropocéntrica, pero esta claro que una de las prioridades
mas urgentes en la investigacion sobre la EA es la de identificar precursores, o
marcadores de estadios incipientes de la enfermedad para el desarrollo de

nuevas terapias dirigidas a las primeras etapas de la misma.

Los resultados obtenidos en aprendizaje/memoria espacial también refuerzan
la hipotesis de que la BA intraneuronal sea un marcador primario en el inicio
del deterioro cognitivo y que pueda ser relevante en la enfermedad de
Alzheimer. Aunque parece claro que para que aparezcan dichos procesos
ligados a la BA intraneuronal debe ser necesario que existan otros procesos

neurales ya previamente alterados.

A pesar de la implicacion de los factores genéticos en la enfermedad, es muy
importante considerar los efectos de los factores ambientales, ya que los genes

no se expresan de forma aislada respecto al medio ambiente. Existen muchas
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evidencias que muestran el impacto del ambiente en la induccién de cambios
cerebrales, incluyendo neurogénesis en el hipocampo de adultos y ancianos,
en paralelo a cambios en la funcidon cognitiva (Codita et al., 2006). Por otra
parte, como hemos revisado en el presente trabajo, experiencias ambientales
en sentido amplio, como el estrés de diversos tipos o el exceso de
glucocorticoides, agravan o aceleran la neuropatologia EA en modelos de

raton.

En cuanto a factores ambientales positivos, la importancia de los factores
ambientales (tales como la nutricion, la actividad fisica y la educacion) en
mantener la funcién cognitiva en la vejez, es bien conocida (Mattson, 2004.).
Experimentalmente, incluso se ha comprobado que los efectos de dichos
factores pueden reducir notablemente tanto los niveles como la deposicion de
beta-amiloide en cerebros de ratones transgénicos (Billings et al., 2007;
Giménez-Llort et al., 2010; Lazarov et al., 2005), al tiempo que inducen
mejoras en la funcién cognitiva (Arendash et al., 2004; Costa et al., 2007;
Garcia et al., 2011; Pietropaolo et al., 2008a). Asimismo se ha observado que
las experiencias tempranas, tales como el tratamiento de la EP, pueden
compensar y mejorar los sintomas cognitivos en ciertos modelos transgénicos
de ratén (Tremml et al., 2002).

En la literatura, algunos autores sugieren que la efectividad del tratamiento de
estimulacién postnatal (EP) puede depender de su accién sobre la disfuncién
sinaptica (Wilson et al., 1986; Zou et al., 2001). Se atribuye a esta, a la disfuncién
sinaptica, el papel de ser un factor muy significativo que contribuye en las etapas
iniciales de la pérdida de memoria en la EA (La Ferla y Oddo 2005; Morrissette et
al., 2009; Oddo et al., 2004; Querfurth y LaFerla, 2010). Esto convierte a la EP en
una forma de intervencidn con posible capacidad protectora frente a los déficits
asociados a la enfermedad de Alzheimer en etapas tempranas, como son, por
ejemplo, los que se producen durante el envejecimiento normal, la
descompensacion hormonal (eje HPA en especial) y de respuestas de estrés, la

disminucién de la plasticidad sinaptica, la neurodegeneracion, etc. (Fernandez-
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Teruel et al., 2002; Gross et al., 2010; Meaney et al., 1988,1989; Wilson et al.,
1986; Zou et al., 2001).

Nuestro trabajo ha puesto de manifiesto que la EP puede prevenir (tal vez el
efecto es el de retrasar) la aparicion de algunos déficits cognitivos y otras
alteraciones psicolégicas/conductuales en ratones 3xTgAD adultos pero aun
jovenes (4 meses). Presumiblemente, estos déficits o alteraciones deben tener
unos mecanismos neuroendocrinos subyacentes, que se ponen en marcha en
alguna etapa temprana a lo largo del desarrollo (probablemente bastante previa a
la edad de los ratones de este estudio), y tales mecanismos son los que en un
futuro deberian estudiarse, en cuanto a su relacion con la aparicién de la
sintomatologia EA en estos animales y en cuanto a las posibilidades de

modulacién a través de experiencias (o tratamientos) ambientales como la EP.

Debemos destacar, no obstante, ciertas limitaciones del presente estudio. Por
una parte, como ya habiamos comentado en el planteamiento de la presente tesis
(apartado 3.1), un estudio longitudinal, con medidas de SCPD y cognitivas
repetidas (en los mismos animales) a diferentes edades, probablemente aportaria
datos valiosos, especialmente si se realizase de forma que permitiese su

comparacion con un estudio transversal.

Por otra parte, la ausencia de parametros neuroquimicos y neuropatolégicos
confirmativos en los diferentes grupos experimentales del presente trabajo, limita
las posibilidades de interpretacion de los resultados y las conclusiones que
podemos extraer, puesto que todo ello recae unicamente en parametros
conductuales. Trabajos en curso en nuestro laboratorio y colaboraciones con
otros grupos estan dirigidos a cubrir estos aspectos neurobioldgicos (véase p.ej.
Garcia et al. 2011; Giménez-Llort et al. 2010).

A pesar de que el desarrollo y uso de buenos analogos/modelos animales, de
procesos psicolégicos humanos, de psicopatologias y neuropatologias (o

sintomas o aspectos parciales de las mismas), ha demostrado ser ineludible y
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crucial para la comprension de los mecanismos psico-neurobiologicos
subyacentes a los sintomas y trastornos (p. ej. Gotz y Ittner 2008; Tobefa vy
Fernandez-Teruel, 2010), en nuestro caso es importante no olvidar que se esta
intentando “modelar” (o imitar) en raton toda la complejidad de la EA. Y recordar
que ello se hace en base a la manipulacion de “solo” tres genes y utilizando una
base genética (“genetic background’) muy concreta. De hecho, en el presente
trabajo, los ratones 3xTgAD no reproducen, al menos en lo que respecta a ritmos
circadianos de actividad, aspectos sensorimotores y algunas respuestas

emocionales (0 no cognitivas), el perfil de pacientes con EA.

Lo que principalmente sugiere la presente tesis es la importancia de que futuros
estudios se centren en la ontogenia de los procesos neuropatolégicos (y sintomas
conductuales/cognitivos) en este modelo de ratéon o/y en otros similares. El
estudio a lo largo del proceso del desarrollo, y los efectos que ejerce el ambiente
(o manipulaciones como la EP) sobre los cambios en la regulacién genética,
sobre la aparicion y curso de las sucesivas fases de pre-patologia o de
neuropatologia evidente de EA, son seguramente aproximaciones mas
heuristicas que los estudios puramente transversales. Debera también
comprobarse si los efectos preventivos de la EP, observados aqui, perduran a lo
largo de la vida de los ratones 3xTgAD, y qué modificaciones provocan en
aspectos neurobioldgicos que puedan asociarse a tales efectos, pero este es un

trabajo que ya se esta llevando a cabo en nuestro laboratorio.
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7. CONCLUSIONES

l. Respecto a sus controles NTg, los ratones transgénicos 3xTgAD no
muestran déficits sensorimotores a ninguna edad, mientras que si presentan

un incremento significativo de peso corporal.

.  Respecto a sus controles, los ratones 3xTgAD son “timidos”, muestran
mayor inhibicion conductual (o ansiedad/miedo) en situaciones de novedad que
implican espacios abiertos homogéneos (del tipo del Campo Abierto cuadrado

0 una caja nueva cuadrada).

lll. Cuando no han sido aun entrenados en tareas cognitivas, los ratones
3xTgAD muestran actividad basal circadiana disminuida en diferentes edades,
efecto que es mas marcado en las primeras horas (de luz) de medida de la

actividad.

IV. En cambio, tras ser evaluados en varias pruebas (cognitivas y de
novedad), los ratones 3xTgAD de 4 meses y con dicha “historia experimental”,
presentan cierto “atrevimiento” en pruebas tipicas de ansiedad, de conducta
exploratoria y de actividad basal, siendo este efecto mas marcado en los

machos.

V. Globalmente, el tratamiento de estimulacion postnatal tiende a disminuir
conductas indicativas de inhibicion conductual o ansiedad en ratones control,
como era esperable, y a “normalizar” (reducir) la hiperactividad mencionada en

ratones 3xTgAD de 4 meses de edad (con “historia experimental”).

VI. Los ratones 3xTgAD de 4 meses de edad muestran claros déficits de
aprendizaje y memoria espacial, ademas de una incrementada velocidad de
natacion, indicando por primera vez importantes déficits cognitivos espaciales
en ratones joévenes “triple-transgénicos” en los que ya existe acumulacion de

beta-amiloide intraneuronal.
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VII. El déficit de adquisicion de la tarea de aprendizaje espacial, y la excesiva
velocidad de natacién de los ratones 3xTgAD de 4 meses, son revertidos por el
tratamiento de estimulacion postnatal. Paraddjicamente, el tratamiento no
revierte, e incluso empeora en ciertos aspectos, el déficit que los ratones

3xTgAD presentan en las pruebas de retencion/memoria espacial.

VIIl. En la mayoria de los test de novedad o de ansiedad, aparecen
consistentes efectos ligados al sexo, indicativos de que las hembras presentan

globalmente menor conducta activa o mayor inhibicion conductual.

IX. Por tanto, podemos concluir que, los ratones 3xTgAD de 4 meses de
edad muestran un perfil de ciertas funciones cognitivas (espaciales) y de
algunos procesos/respuestas emocionales (neofobia), que modelan ciertos
sintomas de los estadios iniciales de la Enfermedad de Alzheimer (EA). En
este sentido, puede decirse que este modelo de raton transgénico presenta
cierta validez, que lo hace interesante para estudios ulteriores de mayor

alcance y profundidad.

X. No cabe decir lo mismo de la validez del ratéon 3xTgAD respecto a su
capacidad de modelar otros aspectos de la EA, como los procesos
sensorimotores o los ritmos circadianos de actividad motora basal. Respecto a
este tipo de procesos no esencialmente cognitivos, y a la luz de los resultados

disponibles, todo indica que la validez del modelo queda en entredicho.
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