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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas comun a nivel
mundial. Su aumento esta relacionado con la esperanza de vida y el
envejecimiento del adulto mayor. Esta enfermedad es una enfermedad
neurodegenerativa irreversible, que a medida que avanza en la persona que la
padece va desencadenando un déficit en varias esferas integrales del ser
humano, como la cognitiva, funcional, emocional y conductual. La sintomatologia
de la enfermedad a nivel clinico se caracteriza primeramente por la pérdida de
la memoria, la atencién, concentracion, orientacion y el lenguaje, tanto hablado
como escrito, pues a medida que avanza la enfermedad se ha observado un
declive en areas del cerebro relacionadas con estas funciones, como se ha visto
en diferentes estudios (H. Braak & Braak, 1991).Las areas mas afectadas que
podemos destacar son: el hipocampo, la amigdala y la neurocorteza. En la
actualidad, para el estudio de la EA se emplean diferentes modelos animales
gue simulan los diferentes marcadores que se observan en la enfermedad como
son: los depdsitos de las placas de péptidos amiloides y la formacion de los
ovillos neurofibrilares (NFT). En este trabajo analizamos si existen alteraciones
en la conducta en relacion con la memoria y el reconocimiento social asociados
a los depositos neuropatolégicos en la en EA en el modelo de ratén 3xTgAD en

diferentes estados temporales.

Para nuestro estudio hemos utilizados ratonas 3xTgAD y ratonas tipo salvaje
(WT),salvaje (B6129F/J) de diferentes estadios de edad a partir de los 3 meses
de edad hasta los 15 meses. Las cuales estuvieron emparejadas por edad y

tuvieron acceso a gua y comida ad libitum. Fueron criadas en las instalaciones



del servicio de experimentacion animal (SEA) de la Universidad Jaume | (UJI).
En este estudio hemos comparado el comportamiento de las ratonas 3xTgAD y
controles en varias pruebas conductuales para medir la capacidad cognitiva y la
memoria social. Como son las pruebas de: Laberinto Elevado, Campo Abierto,
Reconocimiento de Objetos Novedosos (NORT) y la prueba de Tres
Habitaciones (3 Chamber-room). Luego que los animales realizaran la prueba de
comportamiento, aproximadamente no mas de una hora después, se procedio al
sacrificio de los animales. Para evaluar el nivel de proteina neuronal de fos por
inmunohistoquimica posteriormente de la prueba se procedié a realizar el

analisis estadistico.

En cuanto a los resultados obtenidos evaluando la activacion neuronal, hemos
encontrado una disminucion en la sefializacion neuronal en los animales 3xtg-ad
en comparacién con los controles en Aco y Mea a los 9 meses, en Pir lll a los 12
meses y en Pir Il a los 15 meses.Por otro lado, al realizar las pruebas de
comportamiento se observo un fenotipo de desinhibicibn en nuestras ratonas
3XTgAD, al pasar mas tiempo en la prueba de Laberinto Elevado en los brazos
abiertos que sus homodlogas controles. Encontrandose estos resultados solo a
los 3 meses de edad. En la prueba de campo abierto no se observé ninguna
diferencia significativa en ambos grupos. Por otra parte, los datos obtenidos en
la prueba NORT, sefialan que los animales realizaron bien la prueba en todos
los estadios temporales en la primera prueba de familiarizacion. Sin embargo, a
la hora de realizar la segunda prueba de reconocimiento de objetos novedosos,
nuestras ratonas 3xTgAd de edades de 9 hasta los 15 meses, mostraron un

indice de discriminacién disminuido en comparacion con las controles. En los



resultados de la prueba de Tres habitaciones (3 three-roon) que mide la memoria
social, hemos obtenido que en la prueba de socializacion las ratonas controles
pasaron mas tiempo con el coespecifico que con el objeto, que es lo esperado,
sin embargo, las ratonas 3xTgAD no discriminaron entre ambos o visitaban mas
el objeto que al raton como las ratonas de 15 meses de edad. En cuanto a la
prueba de discriminacion social, las ratonas del grupo control pasaron mas
tiempo con el animal nuevo que con el animal familiar, pero las ratonas 3xTgAD
no discriminaron entre ambos animales o como en el caso de las de 12 y 15

meses de edad pasaron mas tiempo con el raton familiar que con el ratén nuevo.

El modelo 3xTgAD puede ser un buen modelo para continuar estudiando el
mapeo de las areas de la amigdala relacionadas con la memoria social
aumentando los nucleos a estudiar y el nimero de muestra, ya que se pudo
observar una disminucion en algunos nucleos de la amigada de los animales
experimentales en comparacion con sus controles y esto nos podria arrojar luz
en la patologia de la EA a nivel de las esferas cognitiva y emocional que se ve
afectada en el paciente que padece la enfermedad. Se sabe que pocos estudios
nos han arrojado datos en cuanto a el estudio de la memoria emocional y el
reconocimiento social que se observa en este paciente y hemos podido contactar
gue a medida que avanza la enfermedad estas areas se ven mas afectadas a
nivel del cerebral, llevando al desconocimiento social del sujeto a la hora de

reconocer.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common type of dementia worldwide. Its
increase is related to life expectancy and aging of the elderly. This disease is an
irreversible neurodegenerative disease, which as it progresses in the person who
suffers it, triggers a deficit in several integral spheres of the human being, such
as cognitive, functional, emotional, and behavioral. The symptomatology of the
disease at the clinical level is characterized firstly by the loss of memory,
attention, concentration, orientation and language, both spoken and written,
because as the disease progresses, a decline has been observed in related areas
of the brain with these functions, as has been seen in different studies (H. Braak
& Braak, 1991). The most affected areas that we can highlight areas: the
hippocampus, the amygdala and the neurocortex. At present, for the study of AD,
different animal models are used that simulate the different markers that are
observed in the disease, such as: the deposits of the amyloid peptide plaques
and the formation of neurofibrillary tangles (NFT). In this work we analyze
whether there are alterations in behavior in relation to memory and social
recognition associated with neuropathological deposits in AD in the 3xTgAD

mouse model in different temporal states.

For our study we have used 3xTgAD mice and wild-type (WT), wild-type (B6129F
/ J) mice of different age stages from 3 months of age to 15 months. They were
age-matched and had access to guide and food ad libitum. They were raised in
the facilities of the animal experimentation service (SEA) of the Jaume |
University (UJl). In this study we have compared the behavior of 3XTgAD mice

and controls on various behavioral tests to measure cognitive ability and social



memory. As are the tests of. Elevated Maze, Open Field, Novel Objects
Recognition Test (NORT) and the Three Chamber. After the animals performed
the behavior test, approximately no more than one hour later, the animals were
sacrificed. To evaluate the level of neuronal protein of fos by

immunohistochemistry, after the test, the statistical analysis was carried out.

Regarding the results obtained by evaluating neuronal activation, we have found
a decrease in neuronal signaling in 3xtg-ad animals compared to controls in Aco
and Mea at 9 months, in Pir lll at 12 months and in Pir Il at 15 months. On the
other hand, when performing the behavioral tests, a disinhibition phenotype was
observed in our 3XTgAD mice, spending more time in the Elevated Maze test in
the open arms than their control counterparts. Finding these results only at 3
months of age. In the open field test, no significant difference was observed in
both groups. Moreover, the data obtained in the NORT test indicate that the
animals performed the test well in all temporal stages in the first familiarization
test. However, when performing the second novel object recognition test, our
3xTgAd mice, aged 9 to 15 months, showed a decreased discrimination index
compared to controls. In the results of the Three Chamber that measures social
memory, we have obtained that in the socialization test the control mice spent
more time with the conspecific than with the object, which is expected, however,
3xTgAD mice did not discriminate between the two or visited the object more than
mice like 15-month-old mice. Regarding the social discrimination test, the mice in
the control group spent more time with the new animal than with the familiar

animal, but the 3xTgAD mice did not discriminate between both animals or, as in



the case of 12 and 15-month-old mice. they spent more time with the familiar

mouse than with the new mouse.

The 3XxTgAD model can be a good model to continue studying the mapping of the
areas of the amygdala related to social memory by increasing the nuclei to study
and the number of samples, since a decrease could be observed in some nuclei
of the friend of the experimental animals compared to their controls and this could
shed light on the pathology of AD at the level of the cognitive and emotional
spheres that is affected in the patient suffering from the disease. It is known that
few studies have provided us with data regarding the study of emotional memory
and social recognition that is observed in this patient, and we have been able to
contact that as the disease progresses these areas are more affected at the brain

level, leading to the social ignorance of the subject when it comes to recognizing.
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1.INTRODUCCION



1.1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia a nivel mundial. Se
caracteriza por ser una enfermedad neurodegenerativa que presenta dos aspectos distintivos
principales desde el punto de vista neuropatolégico que son: los depdsitos extracelulares de beta
amiloide (Ap), formando placas seniles y la presencia de ovillos neurofibrilares de tau
hiperfosforilada (NFT). Los principales sintomas clinicos son deterioro cognitivo, emocional y
conductual (Weller & Budson, 2018). Atendiendo al comienzo de la enfermedad se puede
clasificar en EA de inicio temprano (EOAD) que se inicia aproximadamente a los 45 afios con una
historia genética familiar y, la mas frecuente, EA de inicio tardio (LOAD) cuya edad de debut se
encuentra entre los 65-75 afos y que representa el 95 % de los pacientes que la padecen (Masters

etal., 2015).

1.1.1. Antecedentes historicos

En 1907, Aloysius Alois Alzheimer, publicd su obra seminal en la que describe por primera vez
los sintomas de la enfermedad que posteriormente llevd su nombre. Esta obra se deriva de los
hallazgos neuropsicologicos y neuropatologicos, de su paciente Auguste Deter, que se encontraba
en el asilo psiquiatrico estatal de Frankfurt, en Alemania. La paciente, de 51 afios, ingres6 en 1901
aquejada de una acuciante celotipia, con rapida pérdida de memoria, desorientacion temporal y
espacial, delirios y alucinaciones (Stelzmann et al., 1995). Cuando Auguste fallecio, cuatro afios
y medio después de la aparicion de los sintomas, utiliz6 la técnica de tincion de plata de
Bielschowsky para realizar un estudio neuropatoldgico. La autopsia mostr6 un cerebro

uniformemente atrofico con cambios arterioescleroticos. El analisis histoldgico revelé numerosas



fibrillas intra y extraneuronales, la presencia de ovillos neurofibrilares ocupando el espacio de
neuronas ausentes y abundantes “focos miliares” derivados de la deposicion de una sustancia
especial en la corteza, posteriormente esta sustancia fue identificada como beta-amiloide. A pesar
de que, derivado de estos hallazgos y la aparicion de casos semejantes, Alois postuld la existencia
de una novedosa enfermedad, fue su mentor, Emil Kraepelin, quien bautiz6 la enfermedad
neurodegenerativa con el epénimo hoy conocido en la edicion de 1910 de su famosa obra

“Psiquiatria: Un libro de texto para estudiantes y residentes” (Kraepelin, 1910).

Figura 1. Marco histérico de la enfermedad de Alzheimer. La figura representa el correlato historico de la EA.
De esta manera se observa la fotografia de Alois Alzheimer, nacido en Marketbreit (14 junio 1864, Alemania) y
reconocido por describir la enfermedad que se lleva su nombre (A), The Municipal Asylum for the Insane and

Epileptic en Frankfurt, donde se diagnostico por primera vez la demencia tipo Alzheimer en 1907 (B) y una fotografia



de Auguste Deter, primera paciente documentada que presentd las caracteristicas anatomopatoldgicas de la EA: i)

atrofia cerebral, ii) NFT y los depdsitos amiloides caracteristicos de la enfermedad descrita por Alois Alzheimer (C).

Durante el siglo pasado se avanzo en el conocimiento de la EA, asi se demostré que la principal
caracteristica de la EA presenil era un déficit en la memoria, derivada de dos factores, una pérdida
anormalmente rapida de la informacion almacenada a corto plazo y una dificultad de transferencia
entre el almacenamiento a corto y a largo plazo (E. Miller, 1971, 1973), Estas alteraciones
cognitivas correlacionaban con alteraciones estructurales a nivel del I6bulo temporal medial
especificamente el hipocampo y la corteza entorrinal (Hyman et al., 1984). Si nos atenemos a los
criterios del diagnostico clinico para la EA, estos se especificaron por primera vez en el Manual
Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-I11, 1980) y se han ido actualizando
progresivamente (DSM-1V, 1997; DSM-V, 2013). Sin embargo, los criterios mas utilizados fueron
los derivados de DSM-4 y de la Clasificacion Internacional de Enfermedades, décima edicion
(CIE- 10), que son parte de la clasificacion internacional de enfermedades publicada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 1992). En dichos criterios, se establece que la
demencia se caracteriza por un deterioro en la capacidad de aprender nueva informacion o recordar
la previamente aprendida) concomitante con otras alteraciones cognitivas como apraxia, agnosia,

afasia, apraxia o alteracion de las funciones ejecutivas que afectan a la actividad social y laboral.

En las Gltimas décadas se ha alcanzado un entendimiento basico, en cuanto a los principales rasgos
identificativos de la enfermedad, a partir de la unién de dos lineas de investigacion independientes.
Primero, el estudio molecular de los depositos llevd a la identificacion de sus principales
componentes. Segundo, el estudio de formas raras y hereditarias de la EA dio como resultado el
descubrimiento de los defectos genéticos causantes. En la mayoria de los casos, los genes

defectuosos codifican los principales componentes de las lesiones patoldgicas o los factores que



cambian sus niveles. De ello se desprende que una propiedad tdxica de las proteinas que componen
los depositos fibrilares subyace en los casos de enfermedades hereditarias. Una propiedad toxica

similar también puede causar las formas esporadicas, mucho mas frecuentes, de la EA.

1.1.2. Epidemiologia

A dia de hoy se estima en 46,000,000 millones el nimero de personas afectadas por EA a nivel
mundial Segln la OMS, para el afio 2030y 2050, 74,7 millones y 114 millones de personas sufriran
de EA, respectivamente (Prince et al., 2015, 2016). El costo estimado de la atencion de estas
personas es de alrededor de 2 billones de dolares Segun un estudio de meta analisis realizado en
2016, para los individuos mayores de 60 afos, la prevalencia general de la EA es de 40,19% en
todo el mundo (Fiest et al., 2016). EI Informe Mundial sobre el Alzheimer de 2015 manifestd que
existian 46,8 millones de personas que vivian con demencia en todo el mundo, donde el nimero

de casos previstos casi se duplicaba cada 20 afios (Reitz & Mayeux, 2014).

En lapoblacién espafiola, la prevalencia de la demencia en la poblacién mayor de 65 afios se estima
entre el 4% y el 9%. Este porcentaje es mayor en mujeres en todos los grupos de edad, siendo la

EA la causa mas frecuente de demencia (50-70% de los casos) (Villarejo Galende et al., 2017).

1.1.3. Caracteristicas clinicas

En cuanto a la clasificacion de la EA segun las caracteristicas clinicas podemos observar tres
amplios grupos fenotipicos: i) los que presentan alteraciones a nivel del I6bulo frontal, junto con
las alteraciones corticales posteriores, con una temprana edad de debut de la enfermedad y fuerte
asociacion familiar no relacionado con APOEe4 ii) los que presentan alteraciones en el hemisferio
posterior (en lébulo temporoparietal, parietal y occipital), con fuerte predominancia del género

femenino, asociados con una mediana edad y baja incidencia familiar y iii) los que manifiestan



sintomas asociados con una disfuncion del I6bulo temporal, sin sesgo de género, avanzada edad y

alta incidencia familiar de demencia asociada con APOEg4 (Snowden et al., 2007).

En general, el patron clinico tipico del paciente con EA comienza con una disfuncion de la
memoria episédica y luego progresa a otros dominios cognitivos (Dubois et al., 2007a). Sin
embargo, en ocasiones se han descrito presentaciones atipicas, sin deterioro de la memoria
episddica al inicio (Galton et al., 2000). Estas manifestaciones clinicas atipicas son més frecuentes
en el caso de la EOAD, en las que alrededor de 1/3 de los pacientes presentan deterioro visual,
ejecutivo, conductual o del lenguaje (Balasa et al., 2011).Asi mismo, tanto en la EA como en otras
demencias los sintomas neuropsiquiatricos también se encuentran presentes, estando su gravedad

modulada por la severidad de los déficit cognitivos (Petrovic et al., 2007).

De especial interés para la presente tesis es el hecho de la existencia de alteraciones emocionales
en los pacientes con EA en comparacion con el envejecimiento normal (Brueckner & Moritz,
2009), siendo especialmente acuciante el déficit en los recuerdos y asociaciones emocionales en

estos pacientes (Meléndez et al., 2019).

1.1.4. Neuropatologia

Como se ha comentado anteriormente, las dos lesiones anatomopatoldgicas principales halladas
en los cerebros de pacientes con EA son la presencia placas seniles compuestas principalmente por
APy los NFT intracelulares. Existen multiples subtipos de placas como las difusas, neuriticas y
compacta (Castellani et al., 2010). EI mal procesamiento de la proteina precursora amiloide (del
inglés “amyloid precursor protein”, (APP)) origina los acimulos de beta amiloide que se depositan
como placas seniles(Masters & Selkoe, 2012; Miiller et al., 2017). Los NFT son filamentos

hiperfosforilada intraneurales compuestos principalmente por proteina tau (H Braak & Braak,



1997; Crews & Masliah, 2010). De igual manera se han descrito lesiones intrahipocampales
compuestas principalmente por cuerpos de Hirano y degeneracion vacuolar granulosa, asociadas

con pérdida neuronal y afectacion del neuropilo (Scheff et al., 1993).

Desde el punto de vista neuropatoldgico se puede clasificar la EA en seis etapas o estadios,
conocidos como estadios de Braak, atendiendo a su seminal estudio en el que empleando la tincion
de plata clasica describieron la distribucién de los NFT (H. Braak & Braak, 1991). La distribucion
de los NFTs sigue un proceso de propagacion “tipo prionoide” en el se observan secuencialmente
en: i) region transentorrinal (estadios | y II), ii) region limbica (estadios Il y V) y éareas

isocorticales (estadios V y VI) (Figura 2) (H. Braak & Braak, 1991; Heiko Braak et al., 2006)
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Figura 2. Estadios de Braak I-VI. Hemisferios coronales de cerebros humanos que muestran los estadios de Braak
donde se observa como progresa la acumulacion de proteina tau hiperfosforilada mediante inmunotincion para fosfo-

tau. Tomado de (Heiko Braak et al., 2006).



Segun avanza la enfermedad, se observa una progresiva atrofia cerebral en el area entorrinal, la
amigdala, el hipocampo y las regiones asociativas del neocértex (Calderon-Garciduefias &

Duyckaerts, 2017; Vallar, 2017).

La cronologia de la pérdida neuronal tiene un doble componente: localmente, es un acontecimiento
tardio, que se produce después de la acumulacién de AP y la agregacién de tau; regionalmente,
afecta selectivamente a las areas corticales y subcorticales cominmente afectadas por la patologia
de tau (Heiko Braak et al., 2006; J. L. Price et al., 2001). En la capa Il de la corteza entorrinal,
afectada tempranamente, la pérdida puede alcanzar el 90% incluso en los casos moderadamente
graves; mientras que en areas del neocdrtex la pérdida es més tardia y menos marcada (Calderon-
Garciduefias & Duyckaerts, 2017; Grignon et al., 1998). Otras areas afectadas son el bulbo
olfatorio, el nucleo basal de Meynert, la parte rostral de locus certleo y el ndcleo del rafe
(Castellani et al., 2010; Duyckaerts et al., 2009; Gowrishankar et al., 2015). La causa de la pérdida
neuronal sigue siendo objeto de controversia: la presencia de ovillos difusos indica que la muerte

neuronal esta asociada, pero también posiblemente vinculada, a la presencia de NFT.

La activacion del sistema inmunoldgico en la EA puede representar un papel semejante al de un
marcapasos, perpetuando y acelerando el curso de la enfermedad; aunque, a dia de hoy, no se
piensa que sea el desencadenante de la enfermedad, no puede excluirse que las acciones
inmunoldgicas, al menos en parte, puedan también tener un papel perjudicial en el inicio de la

misma (Heppner et al., 2015).

1.1.5. Factores geneéticos en la EA

Aungue solo el 1% de los casos de EA se pueden atribuir a factores genéticos, de ellos los Gnicos

genes determinantes para el desarrollo de la EA es la presencia de mutaciones en uno de estos tres
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genes: presenilina 1 (PSEN1) localizado en el cromosoma 14q24.3, presenilina 2 (PSENZ2)
localizado en el cromosoma 1g31-g42. y la proteina precursora de amiloide (APP) localizado en
el cromosoma 2121 (Bateman et al., 2010). EI mayor riesgo de padecer EA que presentan los
pacientes con sindrome de Down, se explicaria por tanto por encontrarse ambas patologias
relacionadas con el mismo cromosoma, estando este riesgo conferido por la presencia de tres

copias del gen que codifica la APP (Wiseman et al., 2015).

Se confirmo también un cuarto gen involucrado, la apolipoproteina (APOE), que es el mayor factor
de riesgo para la EA tardia. Ubicado en el cromosoma 19q13.2, este gen tiene tres variantes €2, 3,
and ¢4 (Corder et al., 1993; Pericak-Vance et al., 1991). La variante APOEg4 es reconocida como
el factor de riesgo mas fuerte para la EA esporéadica, los portadores heterocigotos triplican el riesgo
de padecer EA, mientras que los homocigotos lo aumentan de 10 a 12 veces (Corder et al., 1993).
Ademas, la dosis de APOEge4 esta negativamente correlacionada con la edad de aparicion, mientras
que APOEg2 disminuye el riesgo de la EA y se correlaciona positivamente con la edad de inicio

(Strittmatter et al., 1993)

Tras la identificacion de APOE &4, se han realizado varios estudios de GWAS que han mostrado
numerosos nuevos loci genéticos de riesgo de la EA. Estos loci de riesgo, hoy en dia se han
identificado 40, pueden participar en varias vias patogenas de la EA, tales como la respuesta
inmune, el metabolismo lipidico o la integridad sinaptica (Andrews et al., 2020; Bertram et al.,

2007; Shao et al., 2017).

Dado que los cerebros post mortem de pacientes con EA, mostraban unos depdsitos caracteristicos
tanto intracelulares, NFT, como extracelulares, placas seniles, desde el siglo pasado se convirtieron

en los principales candidatos causantes de la patologia de la enfermedad.
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1.1.6. Hipdtesis clasica de la cascada amiloide

En el brazo largo del cromosoma 21 se localiza el gen de la APP, que codifica para la proteina
precursora de amiloide, una proteina transmembrana cuyo procesamiento da lugar al AB. La APP
es escindida sucesivamente por la enzima p-secretasa (BACEL) y por la y-secretasa, donde PS1y
PS2 tienen su sitio catalitico. BACEL rompe la APP en el extremo N de la secuencia AP, liberando
la APP-3 secretada y el fragmento C99 unido a la membrana (Vassar et al., 1999). Tras la division
por el BACEL, el complejo de la y-secretasa se une al fragmento C99 dividiéndolo en dos partes y
liberando el fragmento C-terminal (CTF) y un péptido AP. Este péptido presenta una longitud
variable, entre 36-43 aminoéacidos, siendo las formas més frecuentes aquellas constituidas por 40
(AB1-40) o 42 (AB1-42) aminoacidos (Haass et al., 2012) y la forma menos habitual de 43
aminoacidos (AB1-43), la mas citotdxica (Burnouf et al., 2015; Saito et al., 2011). Entre las formas
mas comunes la AB42 es menos soluble y por tanto méas propensa a agregarse (D. . Walsh & D.J,
2007),. Por otra parte, la APP puede ser escindida por otras enzimas tales como la a- 0 la n-
secretasa, en cuyo caso no se forma la proteina AB. La funcion que desempefia esta proteina

Ap todavia no ha sido dilucidada.

Este AP se oligomeriza difundiéndose en las hendiduras sindpticas e interrumpiendo la
sefializacion siendo esta forma oligbmera la neurotoxica. (Crews & Masliah, 2010).
Posteriormente, los oligobmeros se agrupan formando fibrillas amiloides que se agregan
constituyendo las PS. En este sentido, se ha demostrado que este AP, precede a la formacion de
los ovillos, de hecho, se postula que induce la formacion de estos. Ap inicia la activacion de

quinasas, que desencadenan la hiperfosforilacion de la proteina tau y por tanto la formacion de
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NFT insolubles. Estos dep6sitos de NFT generan una inflamacion local que deriva en un ambiente

neurotoxico por el reclutamiento de células microgliales alrededor de las PS y en la proximidad de

las neuronas con NFT (Galea et al., 2012; Guo & Lee, 2014; Tiwari et al., 2019).
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- H

Figura 3. Ruta de degeneracién postulada en la enfermedad de EA. De acuerdo con esta hip6tesis, el aumento

de beta amiloide es la que da lugar a todos los dafios ocurridos como la disfuncién sinaptica y la muerte neuronal en

el paciente que padece de EA.

1.1.7. La hipdtesis de la proteina Tau

El otro rasgo anatomopatolégico caracteristico de la EA es la presencia de NFT descritos por

primera vez a mediados del siglo pasado (Kidd, 1963). Sin embargo, la composicion de estos
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filamentos helicoidales emparejados, no fue dilucidada hasta dos décadas mas tarde, cuando se
demostro la presencia de la proteina tau como el componente principal proteico de esta estructura
(Arendt, 2009). Tau es una fosfoproteina asociada a microtibulos (MAP), codificada por el gen
MAPT situado en el cromosoma 17g21, y por tanto esencial para la estabilizacién de estos
(Weingarten et al., 1975) desempefiando una importante funcion en la consolidacion estructural
del citoesqueleto neuronal y el mantenimiento del transporte axonal y de las vias de sefializacion

(Kosik K.S, 1993; Tudorica et al., 2017).

El principal componente de los neurotlbulos es la tubulina (Kosik K.S, 1993), y su polimerizacién
y despolimerizacion esta regulada por la accion de quinasas y fosfatasa de sus proteinas asociadas
(Mandelkow et al., 1995), como tau que regula la polimerizacién de los neurottbulos a los que se
une por un dominio formado por tres o cuatro repeticiones de secuencias. Hay isoformas tau de 3
0 4 repeticiones (3R o0 4R). En la EA, ambas isoformas se acumulan y son hiperfosforiladas

(Calderon-Garciduerias & Duyckaerts, 2017)

La funcidn bioldgica de tau depende pues de su estado fosforilado, al fosforilarse se desprende de
los neurotlbulos que se desestabilizan y despolimerizan. Las principales proteinquinasas
involucradas en la fosforilacion anormal de tau son: las dependientes de ciclina (Cdk5/p35) y la
de glucogeno sintasa (GSK3p) (Ballatore et al., 2007; Gendreau & Hall, 2013). La proteina tau se
halla principalmente a nivel axonal, pero igualmente se observa a nivel sinaptico, relacionada con
la regulacion del trafico de receptores de glutamato. Al exponerse la neurona a los oligémeros de
AP, tau se acumula en el compartimento somatodendritico (Zempel et al., 2010). De igual manera
la acumulacion de tau fosforilada en las espinas dendriticas interfiere negativamente con la

plasticidad sinaptica (Frandemiche et al., 2014).
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Asi mismo, la presencia de tau fosforilada induce alteraciones en la fosforilacion oxidativa (Su et
al., 2010) lo que deriva en déficits funcionales a nivel mitocondrial y por tanto constituyen un

factor importante en la neurodegeneracién (Tudorica et al., 2017).

1.2. TIPOS DE MEMORIA

El deterioro de la memoria es una caracteristica central y definitoria de la EA (Dubois et al.,
2007b). Si bien se ha documentado ampliamente la disfuncién de la memoria a largo plazo y
episodica, se ha prestado mucha menos atencion a los déficits de la memoria a corto plazo de la
enfermedad. De igual manera, dada la heterogeneidad en la sintomatologia clinica de la EA, se ha
sugerido una variacion fenotipica en las alteraciones de la memoria con las que cursa (Stopford et
al., 2007). Las alteraciones detectadas en la memoria de trabajo, pero no en la memoria episédica,
en pacientes con EA leve-moderada estan asociadas a la disfuncion del lenguaje y la vision
espacial, lo que sugiere un papel contributivo de la neocorteza temporoparietal (Stopford et al.,

2007, 2008).

1.2.1. Memoria a corto plazo

La memoria de corto plazo (short term memory, STM), también denominada almacenamiento de
corto plazo, o memoria primaria o activa, engloba los diferentes sistemas de memoria que
intervienen en la retencién de fragmentos de informacion (trozos de memoria) durante un tiempo
relativamente corto (por lo general hasta 30 segundos). Las areas cerebrales implicadas en la STM
son las frontales premotoras y parietal posterior que se encuentran en el hemisferio izquierdo del
cerebro y las areas del hemisferio derecho relacionadas con la STM espacial. La STM ayuda en el

proceso de aprendizaje de nueva informacion, produccion y compresion del habla (Courtney,
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2010; Vallar, 2017). La capacidad de retener informacion durante cortos periodos de tiempo
desemperfia un papel fundamental en casi todas las tareas cognitivas. En este sentido, la STM se
asemejaria a un "bloc de notas" para la recuperacion temporal de un nimero limitado de datos (ej.
en el dominio verbal se postula la recuperacion de 7+ 2 elementos) que provienen del registro
sensorial y que seran procesados a través de la atencién y el reconocimiento (Cascella & Al Khalili,

2020).

Estudios recientes sugieren que la STM surge cuando la atencién va dirigida a sefiales de
representacion sensoriales que estan almacenadas en estructuras especificas del cerebro
relacionadas con el almacenamiento, que va de lo sensorial a lo cognitivo (Jolicoeur et al., 2015).
La STM se interrumpe de forma facil hasta que se guarda en la memoria a largo plazo, siendo una
memoria fragil a cualquier interferencia, con una duracion de 15 a 30 segundos (Michael-Titus et

al., 2010; Morgano, 2005).

Algunos autores postulan que la STM es un componente de la memoria de trabajo (working
memory, WM), el sistema cognitivo que subyace a nuestra capacidad de mantener temporalmente,
asi como manipular la informacion cuando ya no es accesible en el entorno. Sin embargo, otros
conciben la STM y la WM como dos entidades distintas (Cascella & Al Khalili, 2020). STM, de
hecho, seria un conjunto de sistemas de almacenamiento, mientras que la WM indica las
operaciones cognitivas y las funciones ejecutivas asociadas con la organizacion y manipulacion
de la informacién almacenada (E. K. Miller et al., 2018). A pesar de la controversia de criterios

ambos términos STM y WM se utilizan a menudo indistintamente en la bibliografia.

Finalmente, también habria que distinguir la STM de la "memoria sensorial” (sensorial memory,

SM), reflejada en las memorias eco acusticas y/o visuales iconicas, que tienen una duracion mas
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corta (fraccion de segundo) que la STM y reflejan la sensacion original, o percepcion, del estimulo.
En otras palabras, la SM es un concepto especifico de la modalidad de presentacion del estimulo.
Esta informacidn sensorial "en bruto" se somete a un procesamiento y cuando se convierte en STM

se expresa en un formato diferente del que se percibe inicialmente.

Al principio se postuld que existia un déficit general en el componente ejecutivo central de WM
en los pacientes con EA mas que en el mantenimiento (Baddeley et al., 1991). Sin embargo,
trabajos mas recientes han hecho hincapié en una reduccion de la capacidad de WM, destacando
una dificultad en el almacenamiento vinculada a la atrofia en las regiones temporoparietales mas
que en regiones frontales (Kobylecki et al., 2018). Recientes estudios han demostrado que las

predicciones de la STM se encuentran preservadas en los pacientes con EA (Bertrand et al., 2019).

Recientemente se ha sugerido que los déficits de la STM podrian ser un distintivo de la EA (Zokaei
et al., 2020). En el estudio de (Liang et al., 2016), sobre la STM en pacientes con EA familiar en
comparacion con individuos sanos utilizando una bateria neuropsicolégica y resonancia magnética
estructural encontraron que en general los que tenian la EA familiar, obtuvieron puntuaciones mas
bajas que los controles y mostraron una mayor confusion de la identidad y ubicacién del objeto
frente a los controles. Asi mismo, Parra y cols., han realizado numerosos estudios en este sentido,
en 2009, estudiando pacientes con EA y controles, utilizando las matrices visuales de objetos,
colores, y objetos sueltos, encontraron que los pacientes con EA recordaban peor los objetos
asociados con colores en comparacion con el recuerdo de las caracteristicas Unicas no ligadas. En
el segundo experimento con pacientes con EA y adultos mayores sanos, por medio del recuerdo
de 8 elementos evaluaron las caracteristicas Unicas de cada uno y se encontr6 deterioro en los
pacientes con EA en relacion con los controles sanos (Parra et al., 2009). De igual forma, también

este mismo grupo, evaluo el déficit visual en relacion con la STM, en i) pacientes con EA Familiar,
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ii) portadores de la mutacién de la enfermedad, pero que no cumplian con los criterios del
diagnostico de la EA vy iii) en familiares sanos, observandose en que los pacientes con la EA
familiar y los del grupo de los portadores obtenian peores puntuaciones que los controles en la

evaluacion de la prueba neuropsicoldgica (Parra et al., 2010).

Finalmente, también realizaron un estudio en el cual se analizaron las imagenes de resonancia
magnética con tensor de difusién para estudiar la estructura de la sustancia blanca en relacion con
la STM. Para ello, en pacientes con EA familiar, portadores asintomaticos y controles, se evalué
la STM con dos pantallas consecutivas que mostraban matrices de forma o de forma y color. Los
resultados demostraron que los controles obtuvieron mejor puntuacion que los que padecian la EA
familiar, mientras que los asintomaticos solo se diferenciaron de los controles en la tarea de union

de vinculacién (Parra et al., 2015).

En cuanto a las investigaciones realizadas para estudiar la STM en animales, se ha demostrado que
ratones macho y hembra 3XxTgAD de 6,5 meses de edad, tenian déficit en el aprendizaje y la
memoria en comparacion con los salvajes en la prueba de laberinto de Barnes, sin embargo,
obtuvieron un mejor desempefio en la prueba de laberinto en Y en comparacion con los salvajes
(Stover et al., 2015). Empleando esta misma cepa murina en el laberinto de agua de Morris
(MWM) se ha observado que los ratones 3xtg-AD, entre 2 y 15 meses de edad presentan un déficit
en laWM y de referencia en comparacion con los controles, (Stevens & Brown, 2015). Finalmente
Igualmente (Clark et al., 2015) usando el modelo 3xTgAD vy controles, evaluaron la memoria de
trabajo espacial por medio del laberinto radial de 8 brazos, y hallaron que los ratones 3XTgAD a
los 3 meses de edad presentaban un significativo déficit en la WS espacial, que sorprendentemente
era igual a la presentada en estos ratones a los de 8 meses de edad, en comparacion con los

controles de la misma edad.
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1.2.2. Memoria a largo plazo

La memoria a largo plazo (LTM) consiste en un amplio deposito de informacion de registros de
eventos ya pasados, se trata por tanto de un conjunto de recuerdos almacenados por un largo tiempo
(Cowan, 2009).La LTM contiene recuerdos sobre la experiencia de la vida, de meses hasta afios,
siendo mas estable y duradera que la STM (Sandi et al., 2001). La informacion recogida en el
almacenamiento de la LTM consiste en memorias para la realizacion de acciones o habilidades (es
decir, memorias procedimentales, "saber como"”) y memorias de hechos, reglas, conceptos y

eventos (es decir, memorias declarativas, "saber eso™).

La memoria procedimental implica ciertas actividades que aprendemos practicando y
exponiéndonos repetidamente a una serie de salidas motrices (por ejemplo, montar en bicicleta o

conducir un coche).

La memoria declarativa incluye la memoria semantica y la memoria episddica. La primera se
refiere al conocimiento amplio de hechos, reglas, conceptos y proposiciones (*'conocimiento
general™), la segunda se relaciona con los acontecimientos personales y experimentados y los

contextos en que se produjeron (“recuerdo personal’) (Almaraz-Espinoza & Grider, 2020).

La memoria se consolida de las memorias a corto plazo a las memorias a largo plazo,
principalmente en el hipocampo y se almacena en toda la corteza. Estas estructuras interconectadas
ayudan a interpretar los estimulos para actuar en consecuencia, ya sea recuperando viejos
recuerdos para tomar decisiones en base a experiencias previas o almacenandolos para que

podamos aprender de ellos.

En relacién con los estudios de LTM en pacientes con EA, estudios de fluidez verbal o seméantica

categorial han demostrado que existe una pobre fluidez verbal en los adultos mayores con EA
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comparados con los individuos sanos (Saudl et al., 2010). De igual manera, los pacientes con EA
presentan una mejor conservacion de los recuerdos pasados remotos, memoria autobiografica, que

de los recuerdos maés recientes (Kirk & Bertntsen, 2018).

1.2.3. Memoria procedimental

La memoria procedimental, no declarativa y a menudo implicita, se define como la capacidad de
adquirir, mediante la practica y el ensayo-error, habilidades cognitivas y conductuales que
posteriormente se realizan de forma automatica. La memoria procedimental se puede dividir en
motora, perceptual y cognitiva (Mochizuki-Kawai, 2008). En nuestra vida diaria hacemos uso de
ella cuando caminamos, conducimos un coche, usamos el mando a distancia de la television,

tocamos un instrumento, montamos en bicicleta o leemos.

Desde el punto de vista neuroanatdmico, las principales areas implicadas son los ganglios basales,
el cerebelo y el area motora suplementaria del cortex (Shrivastava et al., 2019). Por ello, los
principales deficits en este tipo de memoria se registran con mayor frecuencia en pacientes con la

enfermedad de Parkinson o de Huntington (Matthews, 2015).

1.2.4. Memoria social y memoria emocional

1.2.4.1. Memoria y reconocimiento sociales

La interaccion del ser humano con la sociedad, base de la supervivencia del individuo, se basa en
un complejo circuito en el que se engloban procesos cognitivos y de reconocimiento de otros

semejantes. Este circuito determinard como interrelacionamos con otras personas, nuestra

conducta sexual o agresiva, nuestra capacidad cooperativa 0 nuestro comportamiento social.
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En el caso de los animales el reconocimiento social es primordial en su supervivencia, mediante
la impronta de recuerdos episodicos que le permiten tanto cohabitar con individuos de su grupo
(Lai, 2005), como reconocer el comportamiento cooperativo, agresivo o evasivo de otros animales
(Okuyama, 2018). recuerdos episddicos se componen de diferentes informaciones como son la
espacial (donde), temporal (cuando), de eventos (que) y la social (quien) (Hitti & Siegelbaum,
2014; Kitamura, 2017) El reconocimiento social, por tanto, en un animal da a conocer su capacidad
para aprender y recordar al otro (Gao et al., 2009). En el caso de los roedores, el grado de memoria
social se puede evaluar calculando el tiempo total de la interaccion con los ratones nuevos en
comparacion con ratones familiares realizando la discriminacion social en ellos (Perna &

Engelman, 2016).

1.2.4.2. Memoria emocional

La memoria emocional es un tipo de memoria que almacena la informacidn que tiene que ver con
el aprendizaje implicito y el significado emocional de los eventos. En estudios de laboratorio en el
aprendizaje de modela con el estudio del comportamiento clasico (LeDoux, 1993). El area del
cerebro involucrada en la memoria emocional es la amigdala y las estructuras que se encuentran
conectadas o que proyectan a ella, como hipocampo (LeDoux, 1993; Suzuki, 2009). Los recuerdos
de las situaciones que evocan emociones negativas son persistentes (Wagner et al., 2006). El
procedimiento de los eventos emocionales funciona como un sistema selectivo, eligiendo los
hechos més relevantes de mayor significado para nosotros, que estarian guardados de forma

duradera en nuestra memoria (Rodriguez et al., 2004).

En relacion con la EA, estudios que evaluaron la memoria de reconocimiento de caras en pacientes

con EA, con deterioro cognitivo leve (DCL) y adultos sanos empleando la escala de Wechsler I,
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sefialan que los pacientes con EA presentan un déficit significativo en este tipo de memoria en

comparacion con los que padecian DCL y los adultos sanos (Seelye et al., 2009).

1.3. EL SISTEMA LIMBICO Y EL CIRCUITO DE LA MEMORIA.

1.3.1. El sistema limbico

El sistema limbico est& constituido por diferentes estructuras que intervienen en funciones tan
complejas e interrelacionadas como las interacciones sociales, el aprendizaje y la memoria. Esta

compuesto jerarquicamente por dos niveles estructurales y funcionales.

El primer nivel engloba al 16bulo limbico, en el que se agrupan estructuras corticales de la porcién
méas medial (o limbo, de ahi su nombre) del hemisferio, inmediatamente adyacente al cuerpo
calloso y al diencéfalo. Brevemente estas estructuras, localizadas desde la lamina terminal en
direccion caudal, son: i) area subcallosa, ii) giro cingular, iii) istmo del giro cingular, iv) giro
parahipocampal y vi) el uncus. En este 16bulo limbico también hallamos a la formacién del
hipocampo. En el segundo nivel encontrariamos estructuras del sistema limbico junto con nucleos

(n. septales, n. accumbens y ns. amigdalinos entre otros) y tractos subcorticales.

La formacion del hipocampo engloba a tres estructuras principalmente: i) el hipocampo

propiamente dicho, ii) el giro dentado v iii) subiculo,

El giro dentado y el hipocampo estan constituidos por tres capas (allécortex), la i) la mas externa
es la capa molecular, ii) la capa media, o capa granular en giro dentado o capa piramidal
(hipocampo) v iii) la capa mé&s interna, capa multiforme en giro dentado y capa oriens en

hipocampo. A su vez de segun su citoarquitectura el hipocampo se puede dividir en cuatro regiones
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(CA1-CA4). La capa CAL se encuentra entre el hipocampo y el subiculo. La capa CA2 y la CA3

en el interior del hipocampo y la CA4 entre el hipocampo y el giro dentado.

El subiculo se localiza entre el allocortex (tres capas) del hipocampo y el paleocortex (cinco capas)

del giro parahipocampal.

1.3.2. Circuito de la memoria

El funcionamiento de la memoria se asocia a tres areas principales que son: los I6bulos temporales,
el cerebro basal anterior y el diencéfalo (Bauer et al., 2003). El 16bulo temporal medial y el
diencéfalo se encargan de establecer nuevos recuerdos declarativos, que luego se almacenan en
areas especificas de la corteza cerebral. El 16bulo frontal y los ganglios basales son relevantes en
la memoria declarativa, que se asocia mas al razonamiento. Las formas no declarativas de la
memoria se asocian a su vez a estructuras como el cerebelo, los ganglios basales y la corteza
cerebral (Poldrack & Gabrieli, 1997). Se considera que los recuerdos se almacenan primero en la
corteza hipocampal-entorrinal (HPC-EC) (memoria reciente) y mas adelante se van consolidando

en la neocorteza (memoria remota) (Buzsaki, 1996; Preston & Eichenbaum, 2013).

Desde el célebre caso del paciente Henry Gustav Moilason (H.M.) en el afio 1957, que, tras serle
extirpado el hipocampo y estructuras cercanas al 16bulo temporal, perdié la capacidad de formar
nuevos recuerdos, estas areas cerebrales se han postulado como las responsables de nuestros
recuerdos. A continuacion, se procedera a describir las areas anatbmicas mas relevantes en el

procesamiento de la memoria.

Al l6bulo temporal medial (LTM) se le atribuye diferentes areas que ayudan a una mejor retencion

de la memoria, las estructuras que forman parte del LTM son: el hipocampo, la corteza entorrinal
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(CE), la corteza perirrinal (CP) y las cortezas parahipocampales (CPH) (Squire & Zola-Morgan,

1991).

Como se menciono anteriormente, el hipocampo es una estructura primordial en el procesamiento
de la memoria (Knierim, 2015). Lesiones en el hipocampo inducen déficits en la memoria espacial
de roedores evaluada mediante la prueba de Morris (Morris Water Maze, MWM) (Knierim, 2015;
Nunez, 2008). Asimismo, el hipocampo se puede dividir en CAl, CA3y giro dentado (Knierim &
Neunuebel, 2016). La formacion hipocampal estd compuesta por las areas CAl, CA2, CA3y CA4

(Cuerno de Ammon), el giro dentado y el subiculo (Witter et al., 2000).

Por otro lado, la CE es un area del cerebro que rodea al hipocampo, como un centro de red cortical
que contribuye al mantenimiento de la memoria (Suzuki & Amaral, 2004). De igual forma
(Takehara-Nishiuchi, 2014), sefiala que esta area se encarga de lograr la asociacion durante la
recuperacion de nuevos recuerdos, por medio de las regiones neocorticales sensoriales dando
acceso al hipocampo. Sin embargo, se cree que la CP esta relacionada con la familiaridad con el
contenido de algo que no se conoce antes nada de ello. En cuanto a la memoria espacial se

considera que es mediada por la CPH (Shelton & Gabrieli, 2002).

Otra area implicada en la memoria es el sistema limbico (Vogt, 2019), partiendo de las ideas de
Papez 1937, McLean describi6 el termino de sistema limbico considerando otras estructuras
importantes en la codificacion de la memoria con la implicacion de las emociones en el proceso

del recuerdo (MacLean, 1952),.
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1.4. EL RECONOCIMIENTO SOCIAL

Los circuitos neuronales que regulan los comportamientos sociales se ensamblan de acuerdo con
al menos dos principios organizativos. Una sola regiéon del cerebro puede coordinar varios
comportamientos sociales diferentes, como la agresion, la reproduccién, la crianza de los hijos y
la sociabilidad, asi como comportamientos no sociales, como la alimentacién y el aseo personal.
Al mismo tiempo, comportamientos tan complejos como las interacciones sociales son

orquestados por una amplia red de regiones en todo el cerebro (Raam & Hong, 2021)

El reconocimiento social es el sistema especializado en percibir y procesar sefiales sociales que
sean relevantes para el individuo, de manera que se puedan integrar con su propio estado
fisioldgico interno y producir una respuesta conductual especifica para cada situacion. Esta
respuesta, por tanto, estard modulada por factores genéticos, epigenéticos y ambientales (Hofmann
et al., 2014). De igual manera, esta respuesta ha de ser dindmica y adaptativa, ya que el contexto
social se modifica constantemente, actualizdndose con nueva informacion. Alteraciones en este
reconocimiento social, y por tanto en la respuesta del individuo frente a los cambios en el ambiente,

derivan en importantes implicaciones para la salud humana.

Las estructuras cerebrales implicadas en estos procesos cognitivos sociales, identificadas a partir
del estudio de cerebros de pacientes con deficiencias conductuales especificas, conforman el
Ilamado "cerebro social” (Brothers, 1990). Histéricamente comprende areas relacionadas con la
percepcion y el procesamiento de las caras (cortezas somatosensorial y temporal), las emociones

(amigdala) y la funcién ejecutiva (corteza prefrontal).

Teniendo en cuenta que el presente estudio pretende establecer un marco translacional para el
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paciente con EA, partiendo del modelo murino debemos considerar las limitaciones de este
modelo. Partiendo de esa base, los estudios de reconocimiento social deben fundamentarse sobre
comportamientos no directamente relacionados con el apareamiento o las relaciones entre padres
y crias, sino sobre procesos etolégicamente relevantes para las demandas de procesamiento social
en roedores, incluyendo motivacion/afiliacion social, memoria/reconocimiento social y
dominancia. Estos dominios conductuales pueden, de esta forma, asimilarse conceptualmente con
las categorias humanas: i) motivacion social, ii) reconocimiento tanto de uno mismo como de sus

semejantes iii) establecimiento de las jerarquias intragrupales.

El reconocimiento social en roedores depende fundamentalmente del hipocampo, dada su
importancia en la formacion de la memoria (Kogan et al., 2000), y la porcién medial del complejo
amigdalino (MeA), que se encarga de procesar las sefiales olfativas volatiles (Noack et al., 2015).
Ambas estructuras son evaluadas en los paradigmas conductuales que evaltan la motivacién social
en roedores. Estos paradigmas basados en pruebas de preferencia social, como el 3-chamber-test,
evalUan la preferencia frente a un objeto/individuo y/o individuo familiar/nuevo (Moy et al., 2004)
y en ellos la MeA es importante dado que estaria implicada en la recuperacion de sefiales olorosas

necesarias para la memoria de reconocimiento (Noack et al., 2010).

1.4.1. El cortex prefrontal

El cortex prefrontal (CPF) es un regulador del reconocimiento social tanto en humanos como en
roedores. En los seres humanos, el reconocimiento social acontece durante la infancia y la
adolescencia, por lo que la maduracion adecuada de los circuitos del CPF puede desempefiar un
papel clave en esta trayectoria. En este sentido, el CPF modula la toma de decisiones y el control
ejecutivo, de manera que, integrando las claves emocionales y sensitivas, adecua cada decision al

contexto de la situacion percibido.
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Las areas cerebrales que regulan el reconocimiento/motivacion social no difieren de las que estan
implicadas en las conductas de recompensa en general, esto es, el estriado ventral, la amigdala y
el CPF, incluyendo la corteza frontal orbital medial (mOFC) y la corteza cingulada anterior
perigenual (Chevallier et al., 2012). En general, las regiones mediales del CPF, incluyendo las
areas mediales (CPFm), dorsomediales (CPFdm) y ventromediales (CPVm), son esenciales para
comportamientos de reconocimiento social como la motivacion, la identificacion tanto de uno
mismo como de los demas y el establecimiento de conductas grupales complejas (Bicks et al.,
2015). En este sentido, se ha demostrado que los pacientes con lesiones del CPFvm muestran tanto
aislamiento social y apatia (Barrash et al., 2000) como una disminucion del comportamiento
prosocial, evaluado mediante juegos de toma de decisiones sociales (Krajbich et al., 2009). De
igual manera, individuos con altas puntuaciones en la escala de psicopatia presentan una

disminucién de la actividad del CPFvm al realizar tareas de cooperacion (Rilling et al., 2007).

Por su parte, los comportamientos sociales que implican el reconocimiento tanto de uno mismo
como de los demas estan relacionados sistematicamente con la activacion de un area medial

particular del CPF que incluye el CPFm y CPFdm (Amodio & Frith, 2006).

La cognicion social emocional/implicita engloba principalmente a las regiones fuera del CPF,
como la circunvolucién frontal inferior y la amigdala, mientras que CPFm y CPFdm estan
implicadas en el reconocimiento social explicito (Frith & Frith, 2008; Mitchell, 2009; Shamay-

Tsoory et al., 2009).

De igual manera, la parte lateral del CPF est4 intimamente relacionada con las percepciones
jerarquicas. Se ha demostrado que el CPF lateral se activa al ver a un individuo que se encuentra
en un escaldn jerarquico superior, ya sea en condiciones estables o inestables, mientras que la

amigdala y la porcion medial del CPF solo se activan en condiciones jerarquicas inestables (Zink

27



et al., 2008). De esta manera podriamos decir que la porcion lateral del CPF desempefia una
funcion importante en la percepcion del lugar que ocupa el individuo en la jerarquia, mientras que
tanto la porcion medial del CPF como la amigdala modulan la adaptaciéon a una estructura

jerarquica cambiante (Bicks et al., 2015).

En roedores, existen ciertas evidencias de que el CPF esta implicado en el reconocimiento social.
En este sentido se ha demostrado que la lesion en ACC, pero no asi en OFC, afecta al
reconocimiento social en ratas (Rudebeck et al., 2007). EI factor de crecimiento de fibroblastos
17 (Fgfl7) es una molécula de sefializacion segregada que participa en el desarrollo del cerebro
anterior rostral (Cholfin & Rubenstein, 2007). De igual manera los ratones deficientes en Fgfl7,
implicado en el desarrollo del cerebro rostral anterior, muestran tanto un déficit en el
reconocimiento social como una disminucion en la activacion de c-fos en el CPF tras explorar un
entorno nuevo (Scearce-Levie et al., 2008). Estas pruebas apuntan a la importancia del CPF en el
reconocimiento social (Scearce-Levie et al., 2008) y del CCA especificamente en ratas (Rudebeck
etal., 2007). No obstante, hasta la fecha, no se puede concluir que el CPF desempefie una funcion

relevante en el reconocimiento social en roedores.

1.4.2. La corteza somatosensorial y temporal

La corteza somatosensorial (SSC) se ha implicado en el reconocimiento de las emociones
faciales (Adolphs, 2010), y la corteza temporal (TC) en el procesamiento visual de las caras (Tsao,

2006).

1.4.3. La amigdala

La amigdala es una estructura compleja, importante para el procesamiento emocional, situada en

el 16bulo temporal. Aunque sus circuitos y funciones se han conservado durante la evolucion, se
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han observado diferencias entre las especies. Mientras en especies como los reptiles, aves y peces
se observa una region similar a la amigdala, en primates esta region engloba a aproximadamente

13 nucleos (Sah et al., 2003).

Ampliamente conectada con estructuras tanto corticales como subcorticales, su gran
heterogeneidad se asocia a una gran variedad de funciones entre las que destaca el procesamiento

de las emociones.

La amigdala, convencionalmente vinculada al procesamiento de estimulos relacionados con el
miedo o la deteccion de amenazas, desempefia de igual manera una importante funcién en la
cognicién y comportamiento social (Adolphs, 2010). En este sentido, también se ha relacionado a
las cortezas perirrinal y entorrinal y a la corteza polar temporal, con estos comportamientos
sociales. El efecto de la amigdala sobre este tipo comportamiento depende de los efectos
sustanciales del contexto, de los estimulos y es notablemente susceptible a las diferencias

individuales.

La amigdala sirve de punto “pivot” o de nexo de tres redes corticolimbicas parcialmente distintas
relacionadas con funciones sociales disociables. Por una parte, una red de apoyo a la percepcion,
implicada en los procesos sensoriales implicados en la deteccion, descodificacion e interpretacion
de las sefiales sociales relacionadas tanto con la experiencia pasada como con la presente. En
segundo lugar, una red que apoya la filiacion, importante para los procesos asociados a la
motivacién de comportamientos prosociales o filiativos, como consolar a un ser querido. Por
altimo, una red de relacionada con la aversién, importante para los procesos que permiten las
conductas de evitacion, como alejarse de un individuo extrafio que nos genera desconfianza

(Bickart et al., 2014).
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1.4.3.1. El complejo amigdala basolateral

Anatomicamente, el ndcleo mas ampliamente estudiado es el complejo amigdala basolateral
(BLA).Este nlcleo estd compuesto principalmente por neuronas de proyeccion excitatoria
glutamatérgica que reciben proyecciones sensoriales de los ndcleos talamicos y de la corteza, y a
Su vez proyectan a otras areas cerebrales dentro del circuito social, como el CPFm, el septum
lateral, la amigdala central (CeA), corteza auditiva, el hipotalamo, hipocampo ventral (vHPC) y el

nucleo accumbens (NAcc) (T.-N. Huang et al., 2019; Janak & Tye, 2015).

La BLA tiene especial relevancia en los procesos afectivos y el aprendizaje social, adaptando la
conducta a la variacion en los estimulos que el individuo recibe del entorno (Wassum & lzquierdo,
2015). De igual manera, también se ha visto un aumento de su actividad durante la conducta social
(Katayama et al., 2009; Rosenberger et al., 2019). Recientemente se ha demostrado, empleando
marcadores retrégrados desde mPFC a BLA, que las neuronas que proyectan desde BLA a la
corteza infralimbica (IL) se activan preferentemente en respuesta a una sefial social en
comparacion con las neuronas que proyectan desde BLA a la corteza prelimbica (PL), de manera
que o bien que la activacion de los circuitos PL-BLA o la inhibicién de los circuitos IL-BLA altera

la conducta social (W.-C. Huang et al., 2020).

Especialmente interesante son las proyecciones desde BLA hasta el vHPC. Se ha demostrado,
mediante estudios de optogenética, que la activacion bilateral de estas proyecciones reduce la
interaccion social, tanto en el test de resident intruder como en el de sociabilidad en el paradigma
de las tres habitaciones, mientras, paraddjicamente, aumentan las conductas de autocuidado de

estos animales (Gur et al., 2014).
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De igual manera tanto en humanos como en roedores, la BLA esta implicada en a trastornos o
conductas de la ansiedad (Katayama et al., 2009). La BLA proyecta a regiones relacionadas con el
miedo y la ansiedad tales como la amigdala central (CeA) y el nlcleo de la estria terminal (ST).
Estas neuronas tienen una respuesta preferente a estimulos aversivos (Beyeler et al., 2016)
mientras que la proyeccion desde BLA a CeA se refuerza por el miedo condicionado (Namburi et
al., 2015). Las neuronas de BLA también envian proyecciones reciprocas retrogradas hacia areas
corticales frontales mediales y laterales para modular los procesos ejecutivos relacionados con
estimulos emocionalmente relevantes. En relacidn con las pruebas de comportamiento, las lesiones
bilaterales en BLA y MeA inducen respuestas ansiogénicas en las pruebas de campo abierto y

laberinto elevado, sin implicar afectacion en la interaccion social (Wang et al., 2014).

1.4.3.2. La amigdala medial

Un nodo Unico dentro de la red de comportamiento social y la sociabilidad es la MeA. La MeA es
un nacleo fundamental para una amplia gama de comportamientos sociales, estando implicada
tanto en funciones sensoriales como conductuales y conectada funcionalmente con una amplia red

de regiones del sistema limbico (Lymer et al., 2018).

La MeA difiere de otras divisiones del complejo amigdalino mas cominmente estudiadas, como
la amigdala basolateral, en que presenta propiedades anatdmicas, citoarquitecténicas y funcionales
Unicas (Canteras et al., 1995; Petrulis, 2020). Funcionalmente responde a situaciones de miedo y
estrés, Recibe una fuerte entrada aferente vomeronasal del sistema olfativo accesorio, que capta
las sefiales de las feromonas y es la principal region encargada de transmitirlas al resto del cerebro

(Keshavarzi et al., 2015; Mohedano-Moriano et al., 2007; Pro-Sistiaga et al., 2007). De igual
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manera, la MeA también recibe entradas indirectas del sistema olfativo principal a través de la

amigdala cortical (Keshavarzi et al., 2015).

A nivel anatémico, podemos diferenciar cuatro subdivisiones principales: dorsal (MeAad),
anteroventral (MeAav), posterodorsal (MeApd) y posteroventral (MeApv). Mientras que las
subdivisiones dorsales contienen una mayor fraccién de neuronas inhibidoras, las ventrales

presentan mayor porcentaje de neuronas excitadoras (Keshavarzi et al., 2014).

En cuanto al patrén de proyecciones, se ha evidenciado en roedores, que la mayor parte de estas
subregiones se proyectan densamente y reciben proyecciones reciprocas de areas como la ST, el
area predptica medial (MPOA), la amigdala posterior (PA), el nacleo premamilar ventral (PMv) y
el hipotdlamo ventromedial (VMH) (Cadiz-Moretti et al., 2016; Canteras et al., 1992, 1995; Gu et
al., 2003). Por su parte, la MeAad también proyecta al bulbo olfativo accesorio (AOB) (Canteras
et al.,, 1995). Ademaéas de estas proyecciones reciprocas, el MeA también recibe entradas
unidireccionales de los nucleos talamicos y de la corteza entorrinal y perirrinal (Cadiz-Moretti et

al., 2016; A.J McDonald & Mascagni, 1997).

Aunque la cartografia de proyecciones anatomicas de la MeA humana no esta bien establecida, se
ha demostrado que muchas de estas proyecciones se conservan en primates no humanos. En este
sentido, hacia la MeA de los primates no humano se han observado entradas procedentes de los
bulbos olfatorios, los nlcleos hipotaldmicos, los nicleos amigdalinos, la ST y la corteza entorrinal

(Amaral et al., 1982; Alexander J. McDonald, 1998; D. L. Price et al., 1991; Raam & Hong, 2021).

Ademas, se ha observado una expresion génica sexual diferente en las subpoblaciones
GABAérgicas y glutamatérgicas de la MeA (Chen et al., 2019). Asi, las neuronas GABAérgicas

presentan una expresion génica de mayor dimorfismo sexual que las neuronas glutamatérgicas, lo
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que concuerda con las funciones conductuales de dimorfismo sexual de las neuronas GABAérgicas

(Chen et al., 2019).

En este sentido, puede presentar una gran relevancia las aferencias que, procedentes del AOB,
recibe la MeA. Este AOB se encuentra a dos estaciones sinapticas del 6rgano vomeronasal (VNO),
el cual desempefia una importante funcion tanto en el procesamiento de las sefiales feromonales
como en la diferenciacion de las sefiales sensoriales sociales (Mohedano-Moriano et al., 2007; Pro-
Sistiaga et al., 2007). Sin embargo, no debemos obviar que la MeA desencadena una respuesta
mas especifica para discriminar diferentes sefiales sociales (machos, hembras, crias, sefiales de
depredadores...), estando sus respuestas, incluso las del AOB, mas determinadas a los olores de

machos y hembras (Bergan et al., 2014).

Aparte de su papel en el procesamiento de las sefiales sensoriales, la MeA también estd implicada
en la agresividad. Se ha visto que la estimulacion optogenética de las neuronas GABAGérgicas, pero
no asi de las glutamatérgicas, presentes en la MeApd de ratones macho promueve la agresividad
de forma temporizada (Hong et al., 2014). Estos resultados no implican que todas estas neuronas
desemperfien un papel unitario en estimular la agresividad, ya que la MeA esta formada por subtipos
heterogéneos de neuronas GABAérgicas (Chen et al., 2019), existe la posibilidad de que un
subconjunto de neuronas GABAérgicas (como ciertas interneuronas locales) pueda desemperfiar

un papel distinto (o incluso opuesto) en la agresion.

En cuanto a la implicacién de la MeA en el comportamiento sexual, mientras que los estudios de
lesiones en machos parecen indicar una respuesta global en el apareamiento (Kondo, 1992), en las
hembras comportamientos sexuales tales como la lordosis parecen depender mas especificamente

de la MeApv (DiBenedictis et al., 2012; Ishii et al., 2017). De igual manera, las neuronas presentes
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en esta area que responden a las feromonas sexuales en las hembras son muy diferentes de las que

se activan frente a los olores de los depredadores.

De igual manera, la inactivacion de la MeA parece estar implicada en los comportamientos tanto
de crianza como de recuperacion de las crias. En este sentido, la estimulacion optogenética de las
neuronas GABAGérgicas en el MeA promueve comportamientos de crianza dirigidos a las crias
tanto en ratones macho como hembras, mientras que la estimulacion de alta intensidad en los
machos induce comportamientos infanticidas (Chen et al., 2019). Este comportamiento infanticida
estaria relacionado con la captacion de sefiales feromonales dentro del eje VNO-AOB (lsogai et

al., 2018; Trouillet et al., 2019).

Por Gltimo, la MeA también es importante para la memoria de reconocimiento social, sobre la que
se fundamentan las interacciones sociales de un individuo. Asi, se ha demostrado que la infusién
local de un antagonista de los receptores de oxitocina en MeA afecta a la memoria social (Ferguson
et al., 2001), ya que la memoria social requiere de una depresion a largo plazo dependiente de la

oxitocina en las proyecciones sinapticas que van del AOB a MeA (Gur et al., 2014).

Ademas de las funciones sociales descritas anteriormente, MeA también participa en otros
contextos conductuales, como el aprendizaje social (Twining et al., 2017), la dindmica social de
grupo (Shemesh et al., 2016), los comportamientos de autoasistencia (Hong et al., 2014) y la
interaccidon entre especies, como el comportamiento defensivo hacia los depredadores y la

evitacion de estos (Ishii et al., 2017; Li et al., 2017; S. M. Miller et al., 2019).

Es importante destacar que, aunque la funcion del MeA ha sido dificil de dilucidar en primates
humanos y no humanos, su participacion en los procesos sociales en estos contextos parece estar

conservada.
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En este sentido, los resultados derivados de lesiones de MeA en primates sugieren un papel clave
de esta area en el funcionamiento social. Aunque ningln estudio ha lesionado especificamente la
MeA, lesiones amplias que incluyen MeA junto con otros nucleos amigdalares inducen una
disminucién del miedo y la agresividad (Emery et al., 2001; Meunier et al., 1999). En el humano
es importante para la afiliacion social y el vinculo materno (Atzil et al., 2017; Bickart et al., 2012).
Ademas, la MeA se suele agrupar como parte de la CMA (amigdala centromedial, que incluye el
nucleo central de la amigdala), la cual se activa en los circuitos implicados en la empatia y la
recompensa social (Bzdok et al., 2012; Rademacher et al., 2010). Pacientes con grandes lesiones
de la amigdala, que incluyen la MeA, presentan déficits en el reconocimiento de las emociones,
mientras que aquellos con lesiones que no afectan a esta area mantienen intacta su capacidad de

reconocimiento social (Adolphs et al., 2002; Becker et al., 2012).

1.5. MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA EA

El estudio de la EA desde sus inicios hasta la fecha ha progresado, basandose en modelos
experimentales que nos permiten no solo conocer mejor la enfermedad a nivel bioldgico y
conductual sino también comprender mejor su patogénesis y realizar pruebas preclinicas de nuevas

terapias.

Hasta la fecha, la gran mayoria de los modelos experimentales son modelos animales, que
consisten casi exclusivamente en ratones transgénicos. Estos ratones expresan genes humanos que

dan lugar a la formacion de placas amiloides (mediante la expresion de APP humana sola o en
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combinacion con PSEN1 humana) y ovillos neurofibrilares (mediante la expresion de MAPT

humana (Drummond & Wisniewski, 2017).

1.5.1. Modelos monogénicos y bigénicos

Los modelos transgénicos iniciales que surgieron se realizaron con una mutacion individual para
la EA familiar. EI primer modelo de ellos fue de raton PDAPP, que expresaba APP humana con

la mutacion indiana de APPV717F con el PDGF (Games et al., 1995).

Mas adelante surgi6 el modelo de ratén Tg2576 estos expresaron APP humana con doble mutacion
Swedish (APPK670N, M671L), con el control del promotor PrP (proteina pridnica de
hamster) (Sturchler-Pierrat et al., 1997). Mas adelante se observo que la expresion de maultiples
mutaciones relacionadas con la EA familiar daba como resultado una patologia tipo Alzheimer

mas grave, como en raton J20 (Younkin, 1995).

Asimismo, se han desarrollado modelos transgénicos para PSEN1 , estos animales presentan
AB42, pero no presentan perdida neuronal ni placas amiloides (Elder et al., 2010). También existe
el modelo de ratdn que expresan tau, los mas utilizados son los que expresan tau 4R con mutaciones

de P301L o P301S (Yoshiyama et al., 2007).

1.5.2. Modelos trigénicos. EI modelo 3xTgAD

A principios de este siglo, se logré crear un modelo triple transgénico (3xTg-AD), que expresaba
tres genes relacionados con la EA familiar, APPwe, PSIM146V y tau P301 (Oddo, Caccamo,

Shepherd, et al., 2003). Este modelo representa un claro inicio de la enfermedad, pues
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dependiendo de la edad se desarrolla la neuropatia en estos ratones (Mastrangelo & Bowers, 2008;
Sterniczuk, Dyck, et al., 2010). El raton 3XTgAD representa depositos amiloides intracelulares en
el neocortex a los 3 meses (Billings et al., 2005) (Janelsins et al., 2005) a los 6 meses se observan
amiloides extracelulares de beta amiloide en la corteza frontal (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al.,
2003) y en el hipocampo (Billings et al., 2005) (Janelsins et al., 2005) y a los 12 meses se desarrolla
en el hipocampo y regiones corticales, sin embargo los ovillos de tau se observan a los 12 meses
en las neuronas piramidales CA1 del hipocampo (Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). En
estos ratones antes de que se formen la AB se ha visto un comportamiento de deambulacion
aumentado y un nivel exploratorio reducido en comparacion con los controles (Giménez-Llort et

al., 2007).
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Figura 4. Representacion gréafica de la creacidon del ratdon 3xtg-AD. La figura muestra la inyeccion de dos
constructos codificando APPSwe and tauP301L (A) el andlisis genotipico para la identificacion de los ratones
homocigoticos (B), la expresion de Tau y APP expression esta doblada en el raton homocigético (C) y los niveles
estables de la proteina APP y tau son aproximadamente de 3 a 4 veces y de 6 a 8 veces mas altos que los niveles

enddgenos en los hemicigotos. Tomado de (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003).

1.6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 'Y OBJETIVOS

Con el incremento de la esperanza de vida y la ausencia de tener una terapia estratégica contra la
EA, esta se convierte en un problema social sanitario, afectando no solo a la persona que la padece,

sino también al cuidador a nivel econémico y emocional.
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En la actualidad se estima que la EA puede contribuir del 60 al 70% de los casos a nivel
internacional (OMS, 2020). En el caso de la poblacion espafiola, estos datos no difieren mucho de
los observados a nivel europeo (Virués-Ortega et al., 2011), donde se estima una prevalencia del
5,05%, duplicando por sexo las mujeres a los hombres, y una incidencia del 11,08 por 1.000

personas-afo siendo ambos factores crecientes por grupos de edad (Niu et al., 2017).

Las alteraciones en la memoria y el reconocimiento social, han sido omitidas como dianas de los
estudios sobre la patologia asociada a la EA, y cuando ha sido abordadas, como es el caso de la
EA moderada, ha mostrado resultados inconsistentes(Bucks & Radford, 2004; Kohler et al., 2005).
Por lo tanto, la disfuncion social asociada a los estados de demencia leve-moderada de la EA es
poco conocida. En particular, sigue sin estar claro hasta qué punto los procesos neurodegenerativos
gue conducen a la demencia de tipo Alzheimer alteran la capacidad de procesar sefiales sociales
bésicas. La deteccidn clinica del paso del deterioro cognitivo leve a la demencia moderada tipo
Alzheimer resulta bastante dificultosa. Una opcion es intentar diagnosticar las alteraciones en la

autonomia del paciente, ya sea a nivel profesional, de la vida cotidiana o de sus relaciones sociales.

De igual manera, hasta la fecha no se ha realizado un estudio neuroanatomico profundo sobre las
estructuras relacionadas con la memoria social. Para ello, los modelos animales de la enfermedad,

como el modelo 3xTgAD resultan sumamente tiles.
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1.7. OBJETIVOS

Partiendo de los antes mencionado, nuestro trabajo se centra en los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Determinar si existen alteraciones en la conducta relacionada con la memoria 'y
reconocimiento social asociados con el desarrollo de los depésitos neuropatoldgicos en el

modelo 3XTgAD.

Con el fin de evaluar la relacion de los cambios en el comportamiento en relacion con la patologia
de la EA, se utilizaran varias pruebas de comportamiento de manera que este objetivo general lo

podemos subdividir en tres objetivos secundarios.

Objetivo 1.1. Analizar si los animales del modelo 3xTgAD presentan rasgos ansiogénicos

subyacentes a la patologia tipo Alzheimer asociados con la progresion de la enfermedad.

Objetivo 1.2. Determinar las posibles alteraciones en la memoria de trabajo relacionadas con

los distintos estadios de la patologia tipo Alzheimer.

Objetivo 1.3. Estudiar las posibles deficiencias en las tareas de reconocimiento social en el
modelo 3xTgAD vy definir su inicio o progresion relacionada con los patrones temporales de

formacion de los depdsitos neuropatoldgicos.

Objetivo 2: Determinar la funcionalidad de la amigdala en diferentes estados temporales

relacionados con la aparicion de depdsitos patoldgicos en animales 3xtg-AD.

Para ello analizaremos la actividad neuronal mediante marcaje de c-Fos en la amigdala de los

ratones 3xtg-AD. c-fos es un gen temprano inmediato que se induce rapida y transitoriamente en
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las neuronas después de aplicar una variedad de estimulos. La expresion del gen inmediato
temprano c-fos y su producto proteico c-Fos en nucleos celulares se ha utilizado ampliamente para
mapear la actividad funcional evocada por estimulos en el cerebro y como indicador de la

activacion neuronal (Garcia-Diaz et al., 2019).
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2. MATERIALES Y
METODO



2.1. ANIMALES

Los experimentos se realizaron en ratones hembra 3xTg-AD (B6129-psenltm 1Mpm Tg (APPswe,
tau P301L) 1L alfa /Mmjax (Jackson Laboratory: MMRRC Stock No: 34830 JAK)) que
presentaban tres genes mutantes humanos: PS1M146V, APPSWE y tau (TauP301L) y en animales
de hembra tipo salvaje (WT) salvaje (B6129F/J (Jackson Laboratory: MMRRC Stock No: 101045)
emparejados por edad. Las ratonas WT utilizados en este estudio tienen el mismo fondo o
background genético de los embriones knock-in de presenilina utilizados para generar el modelo
de ratén 3xTg-AD, pero en lugar de expresar el gen mutante PSIM146V expresan el gen endégeno
PS1M146V del ratdbn WT (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003). Las ratonas fueron destetadas a
los 21 dias de edad y alojadas en grupos de 2-4 compafieras de camada en jaulas de plastico (18,75 cm X
28 cm x 12,5 cm). Los animales se mantuvieron a 22 + 2 °C, 60% de humedad relativa, en un ciclo
de luz y oscuridad de 12 h, con acceso a agua y comida ad libitum. Las camadas 3xTgAD vy de
tipo salvaje se criaron en las instalaciones de cuidado de animales del Servicio de Experimentacion
Animal (SEA) de la Universitat Jaume I. La experimentacién animal se llevd a cabo de acuerdo
con las directrices establecidas por la legislacion espafiola (RD 53/2013) y el reglamento de la
Unién Europea (2010/63/UE) y también con las directrices de la directiva de la Comunidad
Europea para el uso de animales en el laboratorio (2010/63/UE). Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Universitat Jaume | (nimero de aprobacion 2015 / VSC /

PEA/00213).

Durante todo el proceso experimental se ha seguido estrictamente la regla de las 3Rs de la
European Research Association, reduciendo el nimero de animales y refinando los procedimientos

empleados para preservar el bienestar de los animales. Es por ello por lo que empleamos 60
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animales hembra 3xTgAD y 60 animales hembra WT. Los animales fueron aleatoriamente
divididos en 5 grupos relacionados con cinco (5) marcos temporales, a saber 3, 6,9, 12 'y 15 meses

de edad.

2.2. PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

Todas las pruebas de comportamiento se realizaron en dias sucesivos, por lo que, para evitar el
estres en los animales que pudiesen interferir en los procesos de aprendizaje y retencion, se
distribuyeron comenzando por las pruebas con menor demanda cognitiva y finalizando con las de

mayor demanda.

Todos los experimentos conductuales se llevaron a cabo entre las 9.00 y las 13.00 horas, siempre
en la misma sala. Dicha sala experimental es a prueba de sonido y presenta una corriente de aire
regulada, en la que los animales permanecieron 30 minutos antes de cada prueba, evitandose
cualquier estrés ambiental o fisico por contexto que pudiese alterar el resultado de las pruebas.
Todos los aparatos utilizados se limpiaron minuciosamente antes y después de cada sesion de

ensayo con una solucién al 30% de etanol.

2.2.1. PRUEBAS DE ANSIEDAD

Para evaluar la ansiedad en los animales, procedimos a realizar dos pruebas conductuales, las

cuales fueron la prueba de campo abierto y la prueba de laberinto elevado.

2.2.1.1. Laberinto elevado (elevated plus maze)

La prueba del laberinto elevado (PM) se ha utilizado como protocolo para el estudio de la ansiedad

en roedores durante décadas , teniendo una alta validez (Rodgers & Dalvi, 1997). Esta prueba, al
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igual que la anterior, aprovecha la aversion natural de los roedores a los campos expuestos. Por lo
tanto, se basa en un agente ansiogenico, un campo elevado sin proteccién [25], expresandose el
nivel de ansiedad como el nimero de entradas y el tiempo que el animal pasa en la zona aversiva.
Junto con el OF, constituye una de las pruebas de eleccion para evaluar las bases genéticas del
comportamiento ansioso en el roedor, incluidos los modelos animales modificados genéticamente,
como los ratones transgénicos de nuestro estudio. De igual manera, también nos da informacion

de las medidas de locomocion y exploracién del animal.

La PM consistia en dos brazos abiertos (30x5 cm, rodeados por un borde de 0,25 cm de altura) y
dos brazos cerrados (45x5 cm, rodeados por paredes de 40 cm de altura), con los dos pares de
brazos idénticos, que salian de una plataforma central (5x5 cm), colocados uno frente al otro [19].
La base de los brazos y la plataforma central eran de plexiglas negro, mientras que las paredes de

los brazos cerrados eran de plexiglas translicido. El aparato estaba elevado 45 cm por encima del

suelo (Podhorna & Brown, 2002).
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Figura 5. Prueba de laberinto elevado. La prueba esta constituida por dos brazos abiertos y dos cerrados. Al

momento de la prueba el animal se coloca en el centro y se permite que explore libremente durante 5 minutos.
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Para llevar a cabo nuestro experimento adaptamos dos protocolos previamente validados

(Podhorna & Brown, 2002; Psotta et al., 2015).

Tras el periodo de habituacion del animal a la sala, se procedié a realizar la prueba de laberinto
elevado durante 5 minutos. La prueba se inicié colocando al ratén en la plataforma central del
laberinto, de manera aleatoria de cara a uno de los brazos abiertos (Podhorna & Brown, 2002;
Psotta et al., 2015), y dejandolo moverse libremente. EI comportamiento fue registrado con una
camara de video (Sony, Canadd) colocada sobre el aparato. Las grabaciones de las sesiones de
prueba se evaluaron con el software Smart 2.5. 19. El laberinto se limpié cuidadosamente con
alcohol al 30%. Se considerd0 permanencia o entrada en un brazo/centro cuando el animal
introducia su cabeza y cuatro patas dentro del area determinada, Los parametros analizados fueron

los siguientes:

e NuUmero de entradas y tiempo en el brazo cerrado: numero de veces que el animal
permanecia o entraba en el brazo cerrado y tiempo que permanecia en el mismo.

e NuUmero de entradas y tiempo en el brazo abierto: nimero de veces que el animal

permanecia o entraba en el brazo abierto y tiempo que permanecia en el mismo.
e NuUmero de entradas y tiempo en el centro del PM: nimero de veces que el animal

permanecia o entraba en el centro del laberinto y tiempo que permanecia en el mismo.

2.2.1.2. Prueba de campo abierto

El laberinto de campo abierto (OF) se desarrollé inicialmente en 1934 como una prueba para medir
la emocionalidad en roedores (Hall, 1934). Desde entonces ha alcanzado el estatus de ser una de

las pruebas de comportamiento mas utilizadas en los estudios conductuales en animales (R. N.
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Walsh & Cummins, 1976). Esta prueba proporciona una evaluacion facil y bastante rapida de
comportamientos bien definidos, y no requiere ningln entrenamiento previo del animal y poco o
ningun entrenamiento especializado para el personal investigador que la administra. Parte de su
popularidad y amplio uso se debe a que los conceptos psicoldgicos y fisioldgicos en los que se
basan son, en general, sencillos y de facil comprension. En este sentido, se ha postulado que la
presion evolutiva ha seleccionado una respuesta comun en los animales, de modo que la mayoria
de las especies muestran respuestas de miedo o huida mediadas por la ansiedad ante estimulos
especificos. Los roedores, por ejemplo, muestran una clara aversion a los entornos amplios,
iluminados, abiertos y desconocidos, que podrian resultarles en una mayor exposicion a los
depredadores en espacios no controlados (Choleris, 2001). Podemos, asi, suponer que han sido
condicionados filogenéticamente para ver este tipo de entornos como peligrosos. Todas estas
caracteristicas pueden ser analizadas en el OFM y constituyen la base de su uso en las pruebas de
paradigma conductual (Carola et al., 2002). En general, consiste en espacio cerrado, de forma
cuadrada u ovalada, con la suficiente altura imposibilitar que el animal se escape (Seibenhener &
Wooten, 2015). Parametros como una menor locomocién o una mayor preferencia del animal por
situarse cerca de las paredes de la caja se relacionan con una conducta mayor ansiogénica (Carola
et al., 2002. Para nuestra investigacion hemos utilizado un protocolo adaptado de investigaciones

previas (Brown et al., 1999; Podhorna & Brown, 2002).

Brevemente, nuestro OF consistia en una superficie realizada con madera y barnizada para una
limpieza més eficaz. Dicha superficie, cuadrada y blanca (72x72 cm), estaba dividida en 16
cuadrados (18x%18 cm), rodeados por paredes continuas de 25 cm de altura. En el centro del OF se
dibuj6é un cuadrado con lineas rojas. En esta prueba, los 12 cuadrados adyacentes a la pared

representan un campo protegido, denominado “periferia del OF", mientras que 4 interiores
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representan un campo expuesto o "zona media del OF", finalmente el cuadro central marcado en

rojo es el “centro del OF” Adaptado de (Swiergiel & Dunn, 2008).
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Figura 6. Prueba de campo abierto. Esta constituido por un area cerrada en la cual al momento de realizar la prueba

se le permiti6 al animal moverse libremente la zona del centro (circulo rojo), y en la zona media y en la periferia.

Tras el periodo de habituacién anteriormente referido, la prueba se inicié colocando una ratona en
el centro del OF y permitiendo la libre exploracion durante 5 minutos. EI comportamiento de cada
uno de los animales fue continuamente registrado mediante una camara (Sony, Canadd) colocada
sobre la estructura y analizado mediante el programa SMART 2.5.19. Los parametros analizados

fueron los siguientes:

e Tiempo en cuadro central: tiempo que el animal pasa en el centro del cuadro marcado en
rojo.
e Tiempo en el medio: Tiempo el animal permanece en la zona media del OF.

e Tiempo en la periferia: Tiempo que pasa el animal cerca de las paredes del OF.
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Tras finalizar cada prueba el animal fue llevado a su jaula de origen en la sala del animalario que

le correspondia.

2.2.2. PRUEBAS COGNITIVAS

Los investigadores del comportamiento animal han tratado de estudiar y medir los aspectos
cognitivos en los roedores, un protocolo muy usado para medir la memoria de reconocimiento
desde sus inicios es la prueba de reconocimiento de nuevos objetos (Ennaceur & Delacour, 1988),
(Cohen & Stackman, 2015). Otra prueba muy usada es la prueba de las tres habitaciones (3-
chamber room), la cual nos permite evaluar la memoria de reconocimiento social (Kaidanovich-

Beilin et al., 2010), (Felix-Ortiz & Tye, 2014). Ambas pruebas son la que usamos en este estudio.

2.2.2.1. Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT)

Permite evaluar tanto la memoria reciente como consolidada. Inicialmente se les presenta a los
animales dos objetos y posteriormente uno de los objetos se le cambia por un objeto completamente
diferente y por tanto novedoso. Cuando se les presenta un objeto novedoso los animales necesitan
examinarlo de cerca. Por otro lado, si algo familiar esta presente, requerira atenciony reevaluacion.
Sin embargo, cuando estimulos nuevos y familiares estan presentes juntos, el nuevo estimulo sera
el més explorado hasta que pierda su novedad. La tarea de reconocimiento de objetos novedosos
(NOR) fue realizada en el OF anteriormente descrito (Podhorna & Brown, 2002). El protocolo
empleado se adapto6 a partir de bibliografia previa (Podhorna & Brown, 2002; Psotta et al., 2015;
Stover et al., 2015) y se representa en la figura X. Brevemente, las ratonas fueron sometidas
durante dos dias consecutivos a 10 minutos de habituacion sin objetos en el campo abierto, y 24

horas después a una fase de prueba que consistira en dos ensayos. En el primer ensayo se colocaron
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dos objetos diferentes en esquinas diagonalmente opuestas del campo abierto y se permitio a las
ratonas explorarlas durante 10 minutos. Treinta minutos después, uno de los objetos fue
reemplazado por un objeto nuevo y la ratona exploré nuevamente durante 10 minutos. ES
importante resefiar se que se realizd un contrabalanceo de los objetos antes de entrar el animal en
la caja. Mediante una camara (Sony, Canadad) montada sobre el OF se registraron los movimientos
de cada animal durante cada una de las fases del ensayo y los pardmetros realizados de la prueba
fueron analizados mediante el programa Smart 2.5. 19. Los objetos utilizados fueron pequefios
juguetes de plastico de tamarfios similares y facil limpieza. Entre cada ensayo el laberinto se limpid

utilizando etanol al 30% para eliminar cualquier sefial olfativa.

FAMILIARIZACION TEST

t = 10min t=10min

Figura 7. Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR). Podemos observar la disposicion de los objetos
en la fase de familiarizacion y en la fase de test (0 prueba). Durante 10 minutos se permitié al animal explorar

libremente dos objetos iguales (fase de familiarizacion) o dos diferentes, repitiéndose un objeto de la fase previa (fase
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de prueba o test). Cada una de las fases tuvo una duracién de 10 minutos con un intervalo de 30 minutos entre ambas.

(Creado con Biorender.com)

Los pardmetros analizados fueron los siguientes:

e Fase de familiarizacion: tiempo que el animal pasaba con cada uno de los objetos
presentados. Como ambos objetos se prevé que le presenten el mismo grado de novedad
para el animal cualquier animal que presentaba diferencias significativas en la preferencia
por algun objeto fue descartado en el analisis de los resultados del segundo test.

e Fase de test: tiempo que el animal pasaba con cada uno de los objetos presentados (uno

novedoso y el otro familiar).

Para homogeneizar los resultados de la fase test se llevo a cabo una puntuacion en base al indice

de discriminacion calculado en base a la siguiente formula

tiempo explorando el nuevo objeto
( ) x 100

tiempo explorando nuevo objeto + tiempo explorando objeto familiar

2.2.2.2. Prueba de las tres habitaciones (3-chamber-room)

Las pruebas de habituacion/deshabituacion social, como la 3-chamber-room permite medir dos
componentes del comportamiento social de los roedores: 1) el interés en un estimulo social familiar
mostrado repetidamente durante un corto periodo de tiempo; y 2) la capacidad de reconocer un
nuevo estimulo social (Tejada y Rissman, 2012; Ujjainwala et al., 2018 ). En este paradigma, el
raton utilizado para proporcionar un estimulo social se coloca debajo de una taza de alambre para
confinarlo en un lugar fijo y separarlo fisicamente del raton cuyo comportamiento se esta

examinando ("raton de prueba™). El interés se mide por la cantidad de tiempo que el raton de prueba
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pasa explorando el raton de estimulo bajo la taza de alambre, normalmente cuantificado mediante
el olfateo. Este paradigma puede utilizarse para investigar las influencias biologicas y ambientales

sobre el interés social y/o el reconocimiento social.

El test est& construido con plexiglés transparente, presenta unas medidas totales de 59x39,5x21,5
cm y esta dividido en tres habitaciones de 18,5 cm x 39,5 cm. Las tres habitaciones se comunican
mediante una abertura cuadrada de 7x7 cm. Cada una de las habitaciones laterales contiene un
cilindro de 20x10 cm de diametro con barreras de metal, colocadas a 6mm de distancia de cada
esquina en cuya parte superior se dispone un contrapeso para evitar su desplazamiento (Ter Horst

etal., 2014) .

Como animales sefiuelo empleamos ratones hembra Swiss que fueron dispuestos en una jaula en
una habitacidn separada para evitar el contacto visual, auditivo y olfativo con los ratones de prueba.
Estudios previos han indicado que la cepa del sefiuelo no cambia el acercamiento social del animal
testado (Nadler et al., 2004).Cada animal sefiuela se utilizé dos veces al dia. Los sefiuelos para la
prueba de sociabilidad y para la prueba de preferencia por la novedad social se tomaron de
diferentes jaulas. El confinar al raton extrafio en un cilindro evita las interacciones agresivas y

sexuales, asegurando también que todo acercamiento social sea iniciado por el raton de prueba.

El protocolo empleado, adaptado de (Ter Horst et al., 2014), consto de tres etapas que fueron las

siguientes:

1. Habituacion: La ratona a testar se coloca en la cAmara central, con acceso libre a los tres
compartimentos y se le permite explorar durante 5 minutos las tres cAmaras. Las dos camaras

laterales contienen un cilindro vacio. El cilindro vacio presenta un nuevo objeto inanimado sin
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valor social. Se mide la actividad general, la posible preferencia por una parte del aparato (la

camara central o una de las laterales) y la exploracion del cilindro.

2. Sociabilidad: Tras el periodo de habituacion, se introduce un raton desconocido (sefiuelo) en
uno de los cilindros y se coloca en una de las cAmaras laterales. La ubicacion del animal sefiuelo
se alterna, ya sea a la izquierda o a la derecha de la camara de prueba social. El cilindro de la otra
camara esta vacio. El aumento del tiempo de permanencia en la camaray en el perimetro alrededor
del cilindro con el animal sefiuelo desconocido indica la preferencia por el estimulo social en

comparacion con la jaula vacia.

3. Discriminacion social (5 minutos): Una vez mas, el raton de prueba es conducido a la cdmara
central. Se coloca otro raton desconocido (nuevo sefiuelo) en el cilindro que estaba vacio durante
la prueba de sociabilidad. La ratona sefiuelo “conocida” permanece en su posicion en el cilindro y
en la camara. Se espera que la ratona de prueba pase mas tiempo con la nueva desconocida que
con la antigua. ElI aumento del tiempo dedicado a la nueva desconocida es una medida de la
capacidad de discriminacion de la ratona testada, que también indica una memoria de trabajo

intacta.
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Figura 8. Test de reconocimiento social. Examinaremos los efectos en el reconocimiento social de las ratonas
transgénicas frente a (A) una pareja familiar y luego frente a (B) una pareja totalmente novedosa C) Vista superior de
la prueba 3-chamber room donde se pueden apreciar las tres habitaciones y los cilindros de metal en el cual se colocaba

el animal desconocido o el objeto.

Los parametros medidos de la prueba se midieron con la ayuda del programa informéatico Smart
2.5. 19 y una computadora. Tras finalizar la prueba los animales fueron devueltos a su jaula de

origen.

2.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

2.3.1. Sacrificio y perfusion de los animales

Tras realizar todas las pruebas de comportamiento, no mas de una hora después, se procedi6 al

sacrificio de los animales.

Para ello fueron anestesiados usando una sobredosis intramuscular de solucion de Dolethal®
(Dolethal®, Vetequinol; 60 mg/Kg), y perfundidos. Los animales fueron perfundidos rapidamente
transcardialmente en primer lugar con una solucion de NaCl 0.9% para eliminar toda la sangre y,

tras 8 minutos, con una solucién enfriada con hielo de paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10
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minutos. Para llevar a cabo las perfusiones se utilizé una bomba de perfusién a 40 rppm. Tras la
fijacion los cerebros fueron extraidos y postfijados en PFA al 4% durante 4 h a 4°C y
posteriormente transferidos a una solucion de PB al 0.01 My pH 7.4 con azida s6dica al 0.02% y

almacenados a 4° C hasta su uso para inmunohistoquimica (IHC).

2.3.2. Estudio inmunohistoquimico

Los cerebros se seccionaron en seis series constituidas por secciones coronales regularmente
espaciadas de 30 um obtenidas mediante un vibratomo (Leica VT1200S, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemania). Todas las secciones fueron almacenadas en solucion crioprotectora

(30% glicerol, 30% etilenglicol 30% y PB al 0,01M) a -20°C hasta su procesamiento.

Para evaluar el nivel de proteina neuronal de fos por inmunohistoquimica procedimos a lavar las
secciones de cerebro de los animales 5x5 minutos en PBS al 0.01M ,para luego ser sumergidos en
un medio de bloqueo de 4% de suero de cabra (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove,PA,
E.E.U.U), albimina de suero bovino (BSA) al 2% (Sigma-Aldridch) en PBS al 0.1 M (pH 7.4) y
con 0.1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) (PBST) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente las secciones se incubaron durante la noche a 4°C con la solucion del anticuerpo
primario 1:1000 anti-fos obtenido de conejo ( Synaptic Systems, Gottingen, Alemania) en solucion
de bloqueo. Al dia siguiente se procedié a lavar las cortes 5x5 minutos en PBS y se incubaron en
una solucién 1:200 de anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo obtenido de cabra (Jackson
Immunoresearch) en PBST durante 2 horas. Después, las secciones de cerebros fueron lavadas con
PBS al 0.1M por 3x10 minutos para luego poner el ABC 1:50 ( Vectastain-Elite; vector
Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU). En PBST, después de 3 lavados de 10m minutos en TBS

al 0.01 M y 2 lavados de 10 minutos en Tris Buffer al 0.05 M, con pH 8 de TB, la actividad
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peroxidasa se reveld con una reaccién de tetrahidrocloruro de 3,3 diaminobencidina (DAB) con
niquel (0.025%) DAB (Sigma-Aldrich), 0.08% Ni (NH4) y 0.003% H202 disueltos en TB al 0.05
My pH 8 durante 15 minutos. Luego la reaccion fue detenida por lavados en TB seguido de 2x10
minutos en PBS al 0.1 M y 1x10 minutos en PB 0.1M. Posteriormente las secciones fueron
montadas en portaobjetos y dejadas secar al aire libre durante la noche. Al dia siguiente las
secciones se deshidrataron en soluciones crecientes de etanol y cubiertas con cubreobjetos en DPX

(Sigma-Aldrich) a partir de un lavado en xileno.

2.4. ADQUISICION DE IMAGENES

Para la toma de las imagenes se utilizo el microscopio Leica ( DM750) (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemania), equipado con una camara Leica (DFC450C) conectada a un PC con
el software de adquisicién Camara Leica (Leica Application Suite X). Usamos el atlas de raton de
Paxinos y Franklin (Paxinos & Franklin, 2012), para delimitar los limites de los nicleos
analizados. Para la cuantificacion de células positivas para c-fos usamos el objetivo 10x para

adquirir las imagenes.

Posteriormente las imagenes fueron procesadas emplendo el software Image J, escogiendo un
fondo de imagen de 50 pixeles tras lo cual la imagen se binariz6 automaticamente. Se considero
un marcaje positivo las areas de >5 micras (15 pixeles). Los datos se expresaron en porcentaje de

células marcadas con c-fos frente al area total analizada.

2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis fueron realizados por un observador cegado a las condiciones experimentales

de las muestras. En primer lugar, se analizd la normalidad de las muestras aplicando la prueba de
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Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Levene para comprobar la homogeneidad de varianzas. En
las comparaciones en un solo marco temporal entre las ratonas control y mutantes se aplicara una
prueba t de comparacién de medias (o la correspondiente prueba Mann Whitney para comparar
medianas si la poblacion no siguiese una distribucion normal). En el caso de comparaciones entre
los distintos marcos temporales (3 meses, 6 meses y 20 meses de edad) si los datos se ajustaban a
la normalidad se aplicé una prueba ANOVA de una via y en caso de detectar diferencias
significativas se aplicaria el post-hoc test de Bonferroni. En caso de que los datos no se adaptaran
a la normalidad, pero si verificaran la homogeneidad de varianzas se aplico la prueba de Kruskal-
Wallis para comparacion de medianas. Se considerd como hipoétesis nula que las ratonas mutantes
no tienen consecuencias referidas a los parametros observados respecto al control con un nivel de

significacion fijado en 0=0.05.
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3.RESULTADOS



3.1. OBJETIVO 1. DETERMINAR EL PATRON TEMPORAL DE
LAS ALTERACIONES PATOLOGICAS Y CONDUCTUALES EN
RATONAS 3xTgAD.

3.1.1. Objetivo 1.1. Determinacion del nivel de ansiedad en diferentes marcos temporales en

el modelo 3xTgAD.

En los seres humanos, los pacientes con EA presentan una falta de contencién, denominada
desinhibicion. Para determinar si existia dicha desinhibicion en nuestro modelo 3xTgAD llevamos
a cabo dos pruebas, por una parte i) el laberinto elevado (figura 8) y por otra ii) la prueba de campo
abierto (ver Tabla 1y figura 9).

Tabla 1. Datos del analisis estadistico de la prueba del laberinto elevado. En la tabla se representa la significancia

estadistica, la prueba paramétrica/no paramétrica empleada y los identificadores estadisticos de dicha prueba.

T test (Welch correccion) | 1=6.564, df=9.360
Mann Whitney 1=2.249, df=20

T test t=0.003801, df=20
T test 1=0.5508, df=18
T test 1=0.6553, df=16

% NUMERO ENTRADAS EN BRAZOS ABIERTOS

Test T, df Mann Whitney U
3 meses T test (Welch correccion) | t=2.428, df=15.90

6 meses T test t=1.712, df=18

9 meses T test t=1.639, df=20

15 meses T test t=0.2048, df=18
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Figura 9. Determinacidon del nivel de ansiedad en el laberinto elevado. Los resultados muestran una significativa
desinhibicién en los animales 3XTgAD a los 3 meses de edad en la prueba del laberinto elevado. Se evalud el
porcentaje de tiempo que los animales pasaban en los brazos abiertos frente al tiempo total (A) y el nUmero de entradas
que los animales realizaban a dichos brazos frente al nimero de entradas totales (B). Como se aprecia en el grafico
esta desinhibicién es mucho mas consistente al medir el tiempo que los animales pasan en los brazos abiertos
(p<0.0001) que en el namero de entradadas a los mismos (p=0.03). Se utilizo la prueba estadistica Mann Whitney o

T-test para el analisis de los resultados. Los resultados se representan como la media + SEM vy el analisis estadistico

empleado se refiere en la Tabla 1.

Se observd un fenotipo de desinhibicion en nuestras ratonas 3xTgAD, que pasaron
significativamente mas tiempo en los brazos abiertos (Figura 9A) del laberinto elevado que sus
homologas controles asi como hicieron un mayor nimero de entradas a dichos brazos (Figura 9B).
Esta desinhibicion se observd Gnicamente a los 3 meses de edad, desapareciendo a partir de los 6

meses de edad.

Para poder corrobar nuestros resultados llevamos a cabo un estudio similar empleando la prueba

de campo abierto u OF (ver Tabla 2 y figura 10).
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Tabla 2. Datos del analisis estadistico de la prueba de OF. En la tabla se representa la significancia estadistica, la

prueba paramétrica/no paramétrica empleada y los identificadores estadisticos de dicha prueba.

T test 1=0.3796, df=22

T test t=1.829, df=18

T test t=0.8356, df=20

Mann Whitney
T test t=1.251, df=12
% TIEMPO EN PERIFERIA
P Test T, df Mann Whitney U

3 meses 0.55 Mann Whitney 61
6 meses 0.04 (%) T test t=2.204, df=17
9 meses 0.12 Mann Whitney 31.50
12 meses 0.40 Mann Whitney 47
15 meses 0.77 T test t=0.3030, df=12

% TIEMPO EN CENTRO
Test T, df Mann Whitney U

6 meses T test t=0.6964, df=19

9 meses Mann Whitney

12 meses Mann Whitney

15 meses T test t=0.8206, df=12

% TIEMPO EN ZONA MEDIA
Test Mann Whitney U

3 meses Mann Whitney

6 meses Mann Whitney

9 meses Mann Whitney

12 meses Mann Whitney

15 meses T test t=1.161, df=12
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Figura 10. Determinacion del nivel de ansiedad en la prueba de campo abierto En la prueba de OF no se
observaron diferencias significativas ni en la distancia recorrida (A) ni en el porcentaje de tiempo que los animales
pasaban en la periferia (B) o en el centro del laberinto (C).Se utilizo la prueba estadistica Mann Whitney o T-test para
el analisis de los resultados. Los resultados se representan como la media + SEM vy el analisis estadistico empleado se

refiere en la Tabla 2.

Los resultados obtenidos muestran que, en el caso de la prueba de OF, no existen diferencias
significativas entre ambos grupos en ninguno de los marcos temporales estudiados. Todos los
animales pasan significativamente mas tiempo en la periferia y en la zona media que en el centro

del laberinto.

Las diferencias obtenidas en los resultados de ambas pruebas sugeririan que la prueba de campo

abierto presenta una menor sensibilidad y especificidad a los cambios ansiogenicos
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experimentados en el modelo 3XTgAD que la prueba del laberinto elevado. Aunque este aspecto

sera posteriormente discutido ampliamente en la discusion del presente manuscrito.

3.1.2. Objetivo 1.2. Determinar las alteraciones en la memoria de reconocimiento de objetos

entre los 3-15 meses de edad en el modelo 3XTgAD.

Para llevar a cabo nuestro objetivo empleamos la prueba de reconocimiento de objetos novedosos
que permite determinar las alteraciones en la memoria a largo plazo (Figura 8). En esta prueba
medimos el tiempo que cada animal permanecia explorando un objeto (familiar) y un objeto
novedoso (ver tabla 3 y Figura 11).

Tabla 3. Datos del analisis estadistico de la prueba de reconocimiento de objetos. En la tabla se representa la

significancia estadistica, la prueba paramétrica/no paramétrica empleada y los identificadores estadisticos de dicha

prueba.
P Test T, df Mann Whitney U

Control 3 meses Fam/Novel 0.0461 () T test t=2.114, df=22

3xTgAD 3 meses Fam/Novel 0.0360 (*) T test t=2.249, df=20

Control 6 meses Fam/Novel 0.0482 (*) T test t=2.119, df=18

3xTgAD 6 meses Fam/Novel 0.1135 (ns) Mann Whitney 44
Control 9 meses Fam/Novel 0.0004 (***) T test t=4.144, df=24

3xTgAD 9 meses Fam/Novel 0.0037 (**) T test t=3.399, df=16
Control 12 meses Fam/Novel 0.0029 (**) Mann Whitney 12
3xTgAD 12 meses Fam/Novel 0.0004 () Mann Whitney 10
Control 15 meses Fam/Novel 0.0384 (*) T test t=2.256, df=16
3xTgAD 15 meses Fam/Novel 0.0400 (ns) Mann Whitney 17
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Figura 11. Prueba de reconocimiento de objetos novedosos. Los resultados muestran que los animales realizaron
correctamente la fase de familiarizacion a los 3,6,9 (A), 12 y 15 meses (B). En la fase de prueba de reconocimiento
de los objetos novedosos los controles realizaron correctamente la tarea con un aumento significativo en el tiempo
que pasaron en contacto con el objeto novedoso (*p< 0.05, **p<0.01, ***p< 0.001), mientras que los animales
transgénicos a los 3, 9 y 12 meses olfatearon mas el objeto familiar que el novedoso (*p< 0.05, **p<0.01, ***p<
0.001) (C). Se muestra un indice de discriminacion significativamente disminuido (****p < 0.001) en los animales
3XTgAD a partir de los 9 meses y hasta los 15 meses (D). Se utilizé la prueba estadistica Mann Whitney o T-test para

el analisis de los resultados. Los resultados se representan como la media + SEM vy el analisis estadistico empleado se

refiere en la Tabla 3.

A pesar de cierta heterogeneidad en los resultados, se observd que los animales realizaron
correctamente la fase de familiarizacion (figura 11A y 11B). Los valores de discriminacion de
objetos se representan mediante el indice de discriminacion. En este indice, un valor positivo
indica mas tiempo de investigacion del objeto nuevo, cero que se ha pasado el mismo tiempo con
ambos objetos y negativo que se ha pasado mas tiempo con el objeto familiar. Se observo que,

aunque desde los tres meses existe una tendencia a una menor discriminacion en los 3xTgAD,
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desde los 9 meses las diferencias fueron significativas frente a las ratonas control persistiendo a

los 15 meses (figura 11D).

3.1.3. Objetivo 1.3. Determinar las alteraciones en el reconocimiento social entre los 3-15

meses de edad.

Aunque las alteraciones cognitivas han sido ampliamente estudiadas en pacientes con EA, pocos

estudios han abordado los factores que desencadenan las alteraciones en la memoria emocional y

el reconocimiento social. Se sabe que la memoria emocional genera cognicién y se procesa sobre

todo en la amigdala y en la corteza orbitofrontal, correlacionando con las principales areas

afectadas en la EA. Para evaluar la memoria emocional evaluamos el efecto de la exposicién a la

prueba de las 3 camaras (3-chamber test) para una prueba de discriminacion de objetos frente a

conespecificos (10 min), seguida 20 min después por una prueba de discriminacién de

conespecificos familiares frente a individuos novedosos (10 min) (ver tabla 4 y figura 12).

Tabla 4. Datos del andlisis estadistico de la prueba de reconocimiento social. En la tabla se representa la
significancia estadistica, la prueba paramétrica/no paramétrica empleada y los identificadores estadisticos de dicha

prueba.

0.028 ()

T test

t=2.351, df=22

0.027 ()

T test

1=2.374, df=22

0.0006 (***)

Mann Whitney

0.69

T test

1=0.3975, df=22

<0.0001 (*

)

Mann Whitney

0.95

T test

1=0.06003, df=15

<0.0001 (***

)

Mann Whitney

0.24

Mann Whitney

<0.0001 (**

)

Mann Whitney

0.0830

Mann Whitney

DISCRIMINACION SOCIAL

P Test T, df Mann Whitney U

Control 3 meses Fam/Novel 0.02 Mann Whitney 21
3xTgAD 3 meses Fam/Novel 0.67 T test 1=0.4350, df=22

Control 6 meses Fam/Novel <0.0001 (***) T test t=5.028, df=20

3xTgAD 6 meses Fam/Novel 0.40 T test 1=0.8570, df=22

Control 9 meses Fam/Novel 0.0008 T test t=3.941, df=20

3xTgAD 9 meses Fam/Novel 0.83 T test t=0.2152, df=16

Control 12 meses Fam/Novel <0.0001 (****) T test 1=7.026, df=22

3xTgAD 12 meses Fam/Novel <0.0001 (****) T test 1=9.176, df=20

Control 15 meses Fam/Novel <0.0001 (****) Mann Whitney 0
3xTgAD 15 meses Fam/Novel <0.0001 (***) T test 1=6.415, df=16
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Figura 12. Prueba de sociabilidad y reconocimiento social. Se muestran los resultados del tiempo explorando un
conespecifico, el centro o un objeto (prueba de sociabilidad; paneles: A,C,E,G e I) y el tiempo explorando el
conespecifico anterior y un individuo novedoso (reconocimiento social; paneles: B, D, F, H y J). Se representan los
resultados a los 3 (A-B), 6 (C-D), 9 (E-F), 12 (G-H), y 15 meses de edad (I-J). (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
****p < 0.0001)conespecificos (10 min), seguida 20 min. Se utilizo la prueba estadistica Mann Whitney o T-test para
el analisis de los resultados. Los resultados se representan como la media + SEM vy el analisis estadistico empleado se

refiere en la Tabla 4.

En relacién con la sociabilidad, a los 3 meses, el tiempo transcurrido en las distintas caAmaras fue
significativamente diferente entre los grupos (ANOVA de una via, F (5, 66) = 10.06, p< 0.0001).
Un analisis Bonferroni post-hoc de los datos revel6 que las ratonas de ambos grupos pasaron
significativamente mas tiempo en la camara que contenia el conespecifico que en la que contenia
el objeto. De igual manera existian diferencias intergrupales a los 6 (ANOVA de una via, F (5,
63)= 5.113 p=0.0005), 9 (ANOVA de una via, F (5, 54)= 8.153, p < 0.0001), 12 (ANOVA de una
via, F (5, 60)=7.013, p <0.0001) y 15 meses (ANOVA de una via, F (5, 54)=10.16, p < 0.0001).
El post analisis mostr6 que las ratonas del grupo control pasaban mas tiempo con el conespecifico
que con el objeto, no asi las 3XTgAD que no discriminaban entre ambas o, como fue el caso de las

ratonas de 15 meses, significativamente visitaban mas al objeto que al conespecifico.

En cuanto a la discriminacion social, existen diferencias intergrupales a los 3 (ANOVA de una via,
F (5, 66)=16.65, p< 0.0001), los 6 (ANOVA de una via, F (5, 63)=11.79 p< 0.0001), 9 (ANOVA
de una via, F (5, 55)=7.912,p<0.0001), 12 (ANOVA de una via, F(5,63)= 51.70, p<0.0001) y 15
meses (ANOVA de una via, F(5, 54)=35.63, p<0.0001). Un analisis Bonferroni post-hoc de los
datos revelo que las ratonas del grupo control pasaban significativamente mas tiempo con el

individuo nuevo que con el familiar (Figura 12B-J), no asi las 3xTgAD que no discriminaban entre
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ambas (Figura 12B-F) o, como fue el caso de las ratonas de 12 y 15 meses, significativamente

visitaban mas al familiar que al nuevo (Figura 12 H-12J).

3.2. OBJETIVO 2. DETERMINAR LA FUNCIONALIDAD DE LA
AMIGDALA EN DIFERENTES ESTADIOS DE LA PATOLOGIA

TIPO ALZHEIMER EN ANIMALES 3xTg-AD.

Se ha utilizado la técnica de inmunohistoquimica para examinar c-fos y ver la activacion neuronal
de laamigdalay la corteza piriforme en diferentes edades de los animales 3xtg-AD y controles. El
inmunomontaje de c-fos se expres6 como la proporcion neuronal de los nucleos tanto de la
amigdala como de la corteza piriforme, tefiidos dentro del nucleo cerebral del animal en
condiciones basales, tras el sacrificio posterior a la realizacion de la tarea de 3-chambe . Para
nuestro estudio analizamos la corteza piriforme (Pir), la amigdala medial (MeA), el area de
transicion cortico-amigdala (CxA) y el nucleo amigdalino cortical (Aco) (ver Tabla 5, Figura 13y

Figura 14).
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Tabla 5. Datos del analisis estadistico del marcaje de células c-fos en los diferentes nicleos de la amigdalay a

los diferentes marcos temporales. En la tabla se representa la significancia estadistica, la prueba paramétrica/no

paramétrica empleada y los identificadores estadisticos de dicha prueba.

t=0.5039, df=10

1=0.2064, df=10

t=0.8114, df=10

t=0.5405, df=10

t=0.7859, df=9

P Test T, df Mann Whitney U

C-Pir Il vs 3xTgAD-Pir Il 0.57 T test t=0.5874, df=9
C-Pir lll vs 3xTgAD-Pir Ill 0.77 T test t=0.3014, df=9
C-MeA vs 3xTgAD-MeA 0.35 T test t=0.9937, df=9
C-Aco vs 3xTgAD-Aco 0.72 T test t=0.3698, di=9
C-Cx vs 3xTgAD-CxA 0.48 T test t=0.7445, df=9

C-Pir Il vs 3xTgAD-Pir Il

C-Pir lll vs 3xTgAD-Pir lll

C-MeA vs 3xTgAD-MeA
C-Aco vs 3xTgAD-Aco

C-Cx vs 3xTgAD-CxA

C-Pir Il vs 3xTgAD-Pir Il

C-Pir Il vs 3xTgAD-Pir lll
C-MeA vs 3xTgAD-MeA
C-Aco vs 3xTgAD-Aco
C-Cx vs 3xTgAD-CxA

9 meses
Test Mann Whitney U
t=0.5840, df=9
t=1.915, df=9
t=2.822, df=9
t=3.157, df=9
t=2.005, df=9

T test t=0.5153, df=9
T test t=2.845, df=9
T test t=1.110, df=8

Mann-Writney test [

T test t=0.2909, df=8

Mann Whitney U
t=2.626, df=7.986
t=1.794, df=8
t=0.5877, di=8
t=1.477, df=5.808
t=1.901, df=7.945
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Figura 13. Ndcleos de la amigdala y la corteza piriforme. Podemos observar una disminucion de la activacion
neuronal en los animales 3xtg-AD en comparacion con los controles en Aco y Mea a los 9 meses, en Pir 11l a los 12

meses y en Pir Il a los 15 meses.
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Figura 14. Activacion genética temprana e inmediata en areas relacionadas con el comportamiento social,
después de las pruebas de comportamiento. Los resultados se presentan como media + SEM y representan el area
ocupada por los ndcleos inmunopositivos para c-Fos dividida por el area de la regién analizada a los 3 (A), 6 (B), 9
(C), 12 (D) y 15 (E) meses (F,G) (* p < 0,05). Se utilizo la prueba estadistica Mann Whitney o T-test para el analisis
de los resultados. Los resultados se representan como la media = SEM y el andlisis estadistico empleado se refiere en
la Tabla 5.

El andlisis estadistico mostr6 que no existian diferencias significativas en los patrones de

activacion de c-fos entre ambos grupos, control y 3XTgAD a los 3y 6 meses de edad. La prueba
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de t-student para los 9 meses mostrd una significativa disminucion en el patron de activacion de
c-fos a nivel de MeA y Aco en el cerebro de las ratonas 3xTgAD al compararlo con los niveles
obtenidos en las areas respectivas de las ratonas control. El resto de areas analizadas mostraron
una expresion similar de c-fos entre ambos grupos. A los 12 meses se observé igualmente una
disminucién de la activacion neuronal en los animales 3xtg-AD, en comparacion con las controles,
en el area Pir Il a'y en Pir 1l a los 15 meses. A estas edades el resto de nicleos mostraron una

actividad similar entre ambos grupos.
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4.DISCUSION



4.1. DISCUSION DEL MODELO UTILIZADO

La evaluacion exhaustiva y detallada de todas las caracteristicas cognitivas y conductuales
manifestadas en las demencias es de mucha relevancia para conocer el circuito de la enfermedad,
por tal motivo en investigacion animal se utilizan diferentes modelos de raton para su estudio
(Giménez-Llort et al., 2007). Los anélisis estadisticos relacionados con pruebas de
comportamiento animal en diferentes investigaciones con ratones transgénicos de EA, han
demostrado la utilidad de este modelo animal para caracterizar la patologia de la enfermedad
relacionado con el deterioro cognitivo (Leighty et al., 2004). Actualmente existen tres tipos de
modelos animales para el estudio de la EA, dependiendo de como se origine la fisiopatologia de
la misma: i) tipo esponténeo, ii) intervencion vy iii) los modificados genéticamente (Sodhi et al.,
2014). ElI modelo espontaneo es que se origina de manera fisioldgica, asociada al envejecimiento,
como ocurre en los modelos afiosos de primates no humanos, que manifiestan altas
concentraciones de tau. EI modelo intervencionista es el que requiere de la manipulacion postnatal
por parte del investigador, como es la introduccion de beta amiloide por estereotaxia, que origina
depdsitos especificos que causan un deterioro cognitivo en el animal. Finalmente, el modelo
modificado genéticamente, y usado en en este estudio, en el que el animal presenta desde el
nacimiento alteraciones genéticas que correlacionan con la EA. Este modelo modificado
genéticamente, ampliamente estudiado (Cisternas et al., 2018), difiere de los otros dos modelos

en que presenta una clinica mas detallada de la EA (Esquerda-Canals et al., 2017).

Entre todos los modelos disponibles para estudiar la EA en animales por modificacion genética,
para nuestro estudio hemos elegido el 3xtg-AD. Este modelo alna, como ha sido descrito
previamente en este manuscrito, por una parte tres genes asociados a la EA familiar (Oddo,

Caccamo, Shepherd, et al., 2003), lo que permite estudiar de manera méas detallada la
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sintomatologia que caracteriza a esta enfermedad segun se ha descrito en estudios anteriores
(Pudelewicz et al., 2019). La fisiopatologia reproducida en estos modelos transgénicos de EA no
resulta exclusivamente de la introduccion de mutaciones patégenas, sino que también existen otros
determinantes adicionales que regulan su aparicion y desarrollo. Los modelos animales
modificados genéeticamente, como el 3XTgAD empleado en el presente estudio, se basan en una
sobreexpresion de genes humanos. Por tanto, los fenotipos expresados en dichos modelos de la
EA estan modulados por genes que pueden relacionarse con las respuestas bioldgicas individuales
de cada uno de estos animales que dependan de neuroinflamacion, capacidad de aprendizaje y
memoria. Por este motivo se justifica la evaluacion exhaustiva de dichos determinantes mediante
pruebas de comportamiento validadas y justificadas en el modelo murino (Esquerda-Canals et al.,

2017).

Por otra parte, no podriamos concluir esta justificacion sin mencionar los resultados
contradictorios que ha mostrado el modelo 3XTgAD en algunas pruebas de comportamiento. En
este sentido, estudios previos han evidenciado un mismo déficit cognitivo en animales de 2 meses
y 15 meses (Stevens & Brown, 2015). Estos resultados, lejos de suponer un déficit del modelo,
reflejan la necesidad y la importancia de utilizar diferentes paradigmas conductuales que permitan
profundizar en el estudio del modelo 3XTgAD en diferentes estadios de edad. De este estudio se
derivaria una comprensién de como progresa en dicho modelo el déficit cognitivo, desde las edades
tempranas hasta las avanzadas, tal y como se manifiesta finalmente dicha enfermedad en el ser

humanao.

Por otra parte, todos los animales escogidos son del sexo femenino. Claramente en las
investigaciones que emplean el modelo 3xTgAD existe un sesgo hacia los estudios en ratones

macho. Sin embargo, se sabe que la edad, la apolipoproteina E €4 (APOE) y el sexo cromosoémico
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son factores de riesgo bien establecidos para la LOAD (Riedel et al., 2016). Méas del 60% de las
personas con EA albergan al menos un alelo APOE-¢4 y la prevalencia de la EA en funcion del
sexo esta bien documentada, ya que, de igual manera, mas del 60% de las personas con EA son

mujeres (Snyder et al., 2016).

Aunque los efectos del sexo en la epidemiologia de la EA son actualmente objeto de una intensa
investigacion, la nocion de fenotipos clinicopatolégicos de la EA especificos del sexo estd en gran
medida inexplorada. La evidencia acumulada indica patrones especificos de sexo en la
manifestacion de la enfermedad, asi como diferencias de sexo en las tasas de deterioro cognitivo
y atrofia cerebral, lo que sugiere que el sexo es una variable crucial en la heterogeneidad de la
enfermedad (Ferretti et al., 2018). En definitiva el esclarecimiento de las diferencias de sexo en
los fenotipos de la enfermedad serd fundamental para el desarrollo de un enfoque de "medicina de
precision™ en laEA, que abarque estrategias individuales, multimodales, basadas en biomarcadores
y sensibles al sexo para la prevencion, la deteccion, el desarrollo de farmacos y el tratamiento de

la enfermedad.

Este esclarecimiento debe partir de la base de potenciar estudios en modelos animales que
abarquen un mayor conocimiento sobre el sexo cromosomico predominante en la enfermedad, esto

es, en animales hembra.
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4.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA

VALORACION ANSIOGENICA DEL MODELO 3XTGAD.

A dia de hoy esta plenamente aceptado que los depdsitos cerebrales AP, la pérdida neuronal y el
deterioro cognitivo son los principales hallazgos o caracteristicas, junto con los depdsitos de
proteina tau y la neuroinflamacion, clave de la EA (Jack et al., 2018). En relacion con estos
cambios, sintomas neuropsiquiatricos como la apatia, la depresién y la ansiedad parecen
desemperiar un efecto modulador. En este sentido, se ha demostrado que tanto la apatia como la
ansiedad se asocian con la acumulacion cerebral de AB asi como con el deterioro cognitivo
progrwesivo, mientras que los niveles bajos de ansiedad interactuan con el procesamiento de A

siendo un factor predictivo de un deterioro cognitivo mas rapido (Johansson et al., 2020).

Hipotéticamente, la ansiedad en la EA temprana podria desarrollarse debido a que la patologia de
la EA interrumpe las funciones limbicas. Otra posibilidad es que la ansiedad se sume al deterioro
cognitivo al interrumpir los procesos cognitivos prefrontales (Eysenck et al., 2007). La ansiedad
también puede aumentar los niveles de cortisol, provocando un estrés neurotdxico en el
hipocampo, causando un declive cognitivo atin mayor (Erickson et al., 2003). Se ha postulado, en
este sentido, que todos estos mecanismos podrian reforzarse mutuamente en bucles de
retroalimentacion, abriendo la posibilidad de explorar intervenciones dirigidas a la ansiedad como
una forma potencial de desacelerar el deterioro cognitivo. Alternativamente, la ansiedad podria
también representar una reaccion psicoldgica al empeoramiento de la funcidn cognitiva en los

primeros estadios de la EA temprana (Johansson et al., 2020).
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Para evaluar el estado de ansiedad o ansiogénico de nuestras ratonas 3xTgAD empleamos dos
pruebas de comportamiento, por una parte, la prueba del laberinto elevado y por otra la prueba del

campo abierto.

4.2.1. Evaluacion de los resultados obtenidos en la prueba de laberinto elevado

La prueba del laberinto elevado ha sido estd ampliamente validada en la comunidad cientifica
como una herramienta eficaz para estimar la ansiedad de los modelos animales (Carola et al., 2002;

Rodgers & Dalvi, 1997).

Al evaluar el patron temporal de las alteraciones patoldgicas y conductuales en estos animales en
relacion con el nivel de ansiedad por medio de la prueba de laberinto elevado encontramos que
solo a los 3 meses de edad los animales 3xtg-AD han estado méas tiempo en los brazos abiertos que
en los cerrados en relacion a sus homologas controles, datos que correlacionan con los encontrados
por (Pairojana et al., 2021) en la muestra de 3 meses de edad en sus ratonas transgénicas. Sin
embargo, en este mismo estudio, se hallaron diferencias significativas a estadios mas avanzados.
A las edades de 9y 12 meses este grupo observé que las ratonas pasaban mas tiempo en los brazos
abiertos que en los cerrados (Pairojana et al., 2021). Esta discrepancia de resultados se puede
atribuir al tamafio muestral, siendo nuestra muestra mas amplia y homogénea en sus resultados.
Por otro lado, los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos en los que no se
observaron diferencias significativas en el tiempo de las entradas en brazos abiertos y brazos
cerrados en edades mas avanzadas (Filali et al., 2012; Sterniczuk, Antle, et al., 2010). Por los
resultados obtenidos, se puede decir que en relacién con la prueba del laberinto elevado y el
modelo 3xTgAD es primordial la edad de evaluacion (Belfiore et al., 2019), ya que en las primeras

edades en relacion con la EA en humanos es la etapa mas leve de la enfermedad, en la cual el
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paciente se encuentra en el proceso de la perdida de sus facultades cognitivas y emocionales lo que

podria generar un aumento de su estado de ansiedad.

4.2.2. Evaluacion de los resultados obtenidos en la prueba de campo abierto.

Al realizar la prueba de OF en nuestro estudio no encontramos diferencias significativas entre los
animales 3XTgAD vy las ratonas control. Estos datos que se pueden correlacionar con los obtenidos

en estudios previos (St-Amour et al., 2014; Torres-Lista et al., 2017).

A diferencia de nuestro estudio los datos obtenidos por (Chiquita et al., 2019) muestran una
reduccion a nivel motor en la distancia y la velocidad recorrida por ratonas 3xtg-AD a partir de
los 4 meses de edad hasta los 16 meses en comparacion con los controles ,con excepcion de sus
animales de 12 meses de edad en los cuales al igual que nosotros no encontraron diferencias
significativas. Esta discrepancia puede ser atribuida al menor tamafio muestral de estos estudios,
y a que nosotros hemos estimado las diferencias en locomocion valorando la distancia recorrida
en total mientras que estos estudios la estiman en tramos mas cortos, aunque la distancia total no
difiera entre ambos grupos, de igual manera ninguno de estos estudios emplea en exclusiva el
modelo de hembras 3XTgAD (Arsenault et al., 2011; Halagappa et al., 2007; Pietropaolo et al.,
2009). De igual forma también se podria decir que la falta de motivacion en estos animales de
realizar la conducta de exploracion en estas pruebas podria ser por el dafio cerebral ocurrido en
areas del sistema limbico como se ha visto en estudios anteriores de (Belfiore et al., 2019; Filali

etal., 2012; Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003).

En general el comportamiento tanto los animales control como los animales 3XTgAD difiere de lo

esperado, ya que en ambos grupos se presenta un mayor estado de ansiedad (mayor porcentaje de
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tiempo en la periferia) de lo esperable. Todo lo anteriormente comentado puede representar una
menor sensibilidad, en nuestro estudio, en la valoracion del estado de ansiedad de nuestros
animales en comparacion con la prueba del laberinto elevado. Se precisan por tanto mas estudios

empleando la prueba de OF en el modelo 3xTgAD.

4.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS
ALTERACIONES EN LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

DE OBJETOS EN EL MODELO 3xTgAD.

Como habiamos mencionado anteriormente el deterioro cognitivo y funcional en estos animales
depende de la edad (Belfiore et al., 2019). Estudios previos sefialan que, a partir de los 2 meses
de edad, ya se puede evidenciar deterioro de la memoria de trabajo y de referencia en estos
animales (Stevens & Brown, 2015). Sin embargo esto se contradice con estudios previos que
marcan los 4 meses de edad como el marco temporal en el que se pueden observar problemas
cognitivos en estos animales, existiendo un déficit en la memoria a largo plazo a partir de los 4
meses de edad y un problema de retencion de la informacion de la memoria a corto plazo a partir
de los 6 meses de edad en modelo 3XTgAD (Belfiore et al., 2019; Billings et al., 2005; Giménez-

Llort et al., 2007).1.

Como se ha presentado en estudios anteriores la memoria es una de las funciones cognitivas que
se ve afectada en el paciente que padece de la EA, siendo unos de los primeros sintomas que padece

el paciente (Jahn, 2019). Es importante sefialar que en humanos se accede a la memoria por medio
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del lenguaje escrito o hablado, sin embargo en los animales se debe acceder por medio de
diferentes comportamientos especificos relacionados con el aprendizaje y la memoria (Antunes &
Biala, 2012). En el estudio del comportamiento animal la prueba del NORT se basa en un
comportamiento innato de un roedor a un estimulo novedoso, en ausencia de reglas o esfuerzos
(Ennaceur & Delacour, 1988), estableciendo un correlato con lo observado en el paciente con EA,
es una de las principales pruebas para medir la amnesia en los animales (Baxter, 2010). La prueba
del NORT nos permite evaluar en el animal la memoria a corto, medio y largo plazo dependiendo

del intervalo de retencion empleado (Taglialatela et al., 2009).

Para nuestro estudio hemos empleado un protocolo que evalta la memoria a corto-medio plazo
puesto que entre el primer ensayo, en la cual el animal explorar dos objetos iguales y el segundo
ensayo, en el que uno de los objetos se le cambia por otro diferente, el tiempo es de 30 minutos

(Cohen & Stackman, 2015).

En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias en la fase de familiarizacién, pasando los
animales de ambos grupos el mismo tiempo con cada uno de los objetos que se les presentaba por
primera vez, por lo que ningun animal fue descartado por mostrar una significativa preferencia por
alguno de los objetos. En cambio, en la fase de test, cuando a los animales se les presentaba un
objeto diferente se evidenciaron diferencias entre ambos grupos. Mientras los animales del grupo
control discriminaban perfectamente entre ambos objetos, evidenciando, como era de esperar, una
significativa preferencia por el objeto novedoso frente al familiar en todos los marcos temporales
analizados, los animales 3xTgAD mostraron alteraciones desde los primeros estadios. El analisis
de dichos resultados evidenci6 que desde los 3 meses de edad hasta los 15 meses de edad los
animales 3XTgAD fueron incapaces de discriminar entre ambos objetos. Paraddjicamente a los 3,

9 y 12 meses mostraron una mayor preferencia por el objeto familiar frente al objeto novedoso.
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Estas diferencias fueron mas evidentes a partir de los 9 meses, tal y como indica el indice de
discriminacion. Estos resultados concuerdan con estudios previos que mostraban, aunque en
hembras 3XxTgAD de mayor edad, 12-14 meses, una deficiencia significativa en el reconocimiento
de objetos novedosos (Filali et al., 2012). De igual manera estos resultados se correlacionan on el
déficit cognitivo observado en otros estudios que emplean este modelo (Arsenault et al., 2011;
Clinton et al., 2007). Por el contrario, otros estudios (Stover et al., 2015) no han mostrado estas
diferencias en el reconocimiento de objetos. La principal causa de esta discrepancia en los
resultados obtenidos se basa en la muestra empleada. Este estudio empled una muestra en un unico
marco temporal, a los 6,5 meses de edad, y homogeneizaron en el mismo grupo de estudio a
machos y hembras en el estudio. Recordemos que en cada etapa temporal de estos animales las
manifestaciones de los déficits cognitivos se presentan de manera distinta a medida que avanza la
patologia, no existiendo en la literatura evidencias del deterioro en esta tarea antes de esta edad. Si
bien es cierto que en nuestro caso observamos diferencias a esta edad, en que los animales 3XTgAD
mostraban una preferencia igual por ambos objetos, el indice de discriminacion revel6 que dichas

diferencias no eran significativas o atribuibles a un comportamiento alterado.

En definitiva lo que mostramos en este apartado es que las ratonas 3xTgAD mostraban un deterioro
cognitivo en la memoria de reconocimiento de objetos a partir de los 9 meses de edad, y hasta los

15 meses estudiados.
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4.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS
ALTERACIONES DE LA MEMORIA SOCIAL DEL MODELO

3XTgAD.

Aunque existen numerosas investigaciones que han evaluado los aspectos cognitivos en el paciente
con EA, el reconocimiento social y la memoria emocional no han sido objeto de significativos
estudios. En humanos estudios previos indican que la amigdala es crucial en el procesamiento
social (Killgore & Yurgelun-Todd, 2005; Kwak et al., 2018), al igual que ocurre en modelos
animales (Ferguson et al., 2001; Tanimizu et al., 2017). En vista de la ausencia de estudios
relevantes en modelos murinos de EA, hemos usado la prueba de 3-chamber-room, para valorar
las alteraciones en la memoria social y la memoria emocional en el modelo 3xtg-AD. Asi mismo,
este paradigma conocido como el protocolo de preferencia social, estudia la afiliacion social y
memoria social, habiendo sido empleado en estudios anteriores en ratones endogamicos y mutantes

(Kaidanovich-Beilin et al., 2010).

Mediante esta prueba evaluamos tanto la sociabilidad como la discriminacion social. En el caso de
la sociabilidad, alteraciones en la misma fueron observadas desde los 6 meses de edad. Los
animales 3XTgAD desde este marco temporal fueron incapaces de reconocer o discriminar entre
el objeto y un animal sefiuelo. En cuanto a la discriminacion social ya desde los 3 meses de edad,
el grupo de los animales transgénicos era incapaz de discriminar entre una individua novedosa y
la familiar (prueba de discriminacion social), a la que ya habia visto antes en la prueba de
socializacion. Ya en edades mas avanzadas 12 y 15 meses de edad, que se relacionan con los
estadios mas avanzados en la EA, se observo incluso una mayor preferencia por el individuo

familiar que por el novedoso.
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Revisando la literatura existente, no existen muchos estudios que evalien la memoria social en
animales 3xtg-AD con esta prueba. Existe un Unico estudio, con este modelo de EA, en el que se
analiz6 el comportamiento social y su relacion con el nivel de estrés endocrino y su posible efecto
en la memoria social, alos de 4-6 meses de edad . En dicho estudio ambos grupos, tanto controles
como 3xXTgAD, realizaron correctamente la prueba de sociabilidad, pasando mas tiempo con el
animal novel que con el objeto (Nguyen et al., 2020). Nuevamente, los datos presentados se basan
en un tamafio muestral menor que el de nuestro estudio. En cambio, sus resultados obtenidos en la
prueba de discriminacidn social concuerdan con los que nosotros obtuvimos, las ratonas 3xtg-AD

no discriminaron entre en raton novel y el familiar.

Otros estudios relevantes han empleado este paradigma comportamental pero con otro modelo
animal transgénico de EA, en este caso el modelo murino APPse swe/ PS1 (Cheng et al., 2014;
Filali et al., 2011; Poppe et al., 2019). El primer estudio referido, se emplearon animales
transgénicos machos de la linea APPse swe/ PS1 a los 10 meses de edad, para evaluar la
propiedades preventivas del tratamiento con cannanbidiol (CBD) (Cheng et al., 2014). La
evaluacion de la memoria social con la prueba de 3-chamber-room mostré que, a excepcion de
los APPxPS1, todos los grupos fueron capaces de discriminar entre el raton familiar y el ratén
novel. Estos resultados apoyarian los obtenidos en nuestro estudio entre los 9 y los 15 meses de

edad.

En cuanto al trabajo de Filali y cols., sus resultados al evaluar la memoria social en animales
machos de 6 meses de edad muestran, en el caso de la sociabilidad, un patron normal en los
animales control, mientras que los animales APPse swe/ PS1 no discriminaron entre objeto y
animal (Filali et al., 2011). Estos datos se correlacionan con los obtenidos a la misma edad en

nuestros animales 3xTg-AD. Por otro lado, al realizar la prueba de discriminacion social, se

84



encontrd, en este mismo estudio, una mayor preferencia de los animales APPse swe/ PS1 por el
raton familiar que por el raton novel (Filali et al., 2011). Estos datos concuerdan con los obtenidos
en nuestro estudio en edades avanzadas, entre 12 y 15 meses de edad, pero no asi a entre los 3-9
meses, donde los animales de nuestro estudio pasaron un tiempo equivalente con ambos animales
(novel y familiar). Estos resultados pueden ser atribuibles a la diferente linea transgenica, pudiendo
estar la memoria social mas alterada a etapas mas tempranas en el modelo APPse swe/ PS1 que en
el 3XTgAD o bien por el género (machos frente a las hembras de nuestro estudio) o el menor

tamafio muestral del estudio de Filali y cols.

Finalmente, y continuando con las investigaciones de la memoria social en modelos de EA, el
grupo de Poppe y cols., utilizd animales APPse swe/ PS1 de 9 meses de edad para estudiar el
papel del receptor AphA4 en la mediacion y sefializacidn sinaptica en el hipocampo (Poppe et al.,
2019). La evaluacion de la memoria social en estos animales mostré que tanto el grupo control
como los APP-PS1 realizaron bien la discriminacién entre el raton novel y el objeto, sin embargo,
los animales APP-PSL1 sin tratamiento, no discriminaron correctamente en la evaluacion social
entre ambos ratones. De igual forma estos datos en relacién con la sociabilidad contradicen los
obtenidos en nuestro estudio, empleando ratones 3XTgAD Yy en estudios que utilizan el mismo
modelo con la misma edad (Filali et al., 2011). En relacion con el test de discriminacion social los
resultados obtenidos son congruentes con los obtenidos en nuestro modelo y en estudios que
emplean este mismo modelo y que hemos referido anteriormente (Cheng et al., 2014; Filali et al.,

2011).

Otro modelo animal en el que se ha empleado el paradigma de la memoria social es el raton C57bl6
tratado farmacoldgicamente. El uso de la prueba de 3-chamber-room en ratones en los que,

mediante optogenética, se activan o inhiben las proyecciones desde la BLA hasta el VHPC mostrd
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alteraciones en la prueba de socializacion tras la activacion de esta via (Felix-Ortiz & Tye, 2014),
resultados que son concordantes con los que nosotros hemos expuesto. En otro estudio, que emplea
esta misma cepa de raton, C57bl6, tratada con ketamina, para evaluar el papel de la amigdala en
la esquizofrenia, la evaluacion de la memoria social mostrd significativas alteraciones en la
sociabilidad por parte de los animales tratados (Mihara et al., 2017), lo cual refuerza los resultados

obtenidos en nuestro estudio.

En resumen, se puede observar que existe una relacion entre el déficit en el comportamiento social
en este modelo animal 3xTg-AD en relacion con la edad de evaluacion. A edades tempranas hemos
observado que las ratonas 3XTgAD ya presentan alteraciones en su capacidad de discriminacion
social a los 3 meses, y de sociabilidad a partir de los 6 meses. Por tal motivo se requiere futuras
investigaciones sobre las alteraciones en la memoria social tanto en modelos animales como
estudios en pacientes con la EA, que permitan dilucidar las areas especificas a nivel de la amigdala
que pudieran verse alteradas en la EA y abordar el estudio de las vias implicadas y afectadas en

este proceso de reconocimiento social.

4.5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA

ACTIVIDAD NEURONAL EN AMIGDALA.

En la EA, los déficits cognitivos presentes son el resultado de una alteracion en la plasticidad
sinaptica y la memoria, el cual puede evaluarse mediante la reduccion de proteinas sinapticas en
areas como el hipocampo y la amigdala (Hongpaisan et al., 2011). Secundario al estrés cronico,
tanto el hipocampo como la BLA, muestran alteraciones en la plasticidad neuronal (Rei et al.,

2015). La memoria emocional dependiente de la amigdala facilita la memoria espacial dependiente
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del hipocampo, de manera que la amigdala modula los déficits de memoria del hipocampo
inducidos por el estrés (Rei et al., 2015; Waddell et al., 2008). Muchos genes tempranos inmediatos
(IEG) estan relacionados con la plasticidad sinéptica. EI gen c-fos representa el primer IEG
identificado (Greenberg & Ziff, 1984) y es indispensable para el mantenimiento de la plasticidad
sinaptica normal.Los ratones que carecen de c-Fos en el cerebro presentan deficiencias en el
aprendizaje espacial y contextual, asi como una disminucion de la de la transmision sinéptica en
las sinapsis entre CA3 y CALl (Gass et al., 2004; Sheng & Greenberg, 1990). En este sentido,
recientemente se ha demostrado que esta memoria emocional dependeria de la amigdala y estaria
sustentada en la regulacion al alza de c-Fos (Peng et al., 2017). Por ello es sumamente interesante
caracterizar el patron de expresion de c-fos en la amigdala de ratonas 3xTgAD, ya que, como

hemos demostrado anteriormente, presentan déficits de reconocimiento social.

Nuestros resultados demuestran una reduccién significativa a los 9 meses en la actividad neuronal
en areas de ACO y MeAy en el area de la corteza piriforme a los 12 (Pirll) y 15 meses (Pir I11). ,
Estudios previos han examinado la contribucién de estas areas en el comportamiento social y
memoria emocional especificamente en areas de la amigdala (LeDoux et al., 2017; Tovote et al.,
2015; Yao et al., 2013). Aunque la edad de los animales no es la misma, estos datos concuerdan
con investigaciones previas que mostraron que una disminucion en la transcripcion de los genes
de activacion temprana como c-fos en la corteza e hipocampo en ratones 3xTg-AD de 24 meses
de edad (Lambracht-Washington et al., 2021). Asi mismo, el estudio realizado en ratones 3xTg-
AD de 6 y 12 meses de edad , mediante inmunotransferencia mostrd una disminucion de c-fos en
el hipocampo ventral de estos animales, en relacion a los controles (Rodriguez-Ortiz et al., 2020).
Como sefialan estudios previos, en la EA se ve reducida la expresion de algunos genes, que

impiden a futuro la terapia para tratar esta enfermedad (Sarkar et al., 2016). En este sentido,
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aunque hemos encontrado una disminucion en la sefializacion neuronal de c-fos en &reas de la
amigdala y la corteza piriforme, regiones asociadas con el comportamiento social, en las ratonas
3xtg-AD, se requiere mas investigaciones que permitan conocer con mayor detalle las vias

implicadas que estarian afectadas.

4.6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A pesar de las limitaciones que todo modelo animal presenta para el estudio de cualquier patologia,
podemos considerar que el modelo animal 3XTgAD es fiable y constituye una herramienta valida
en el estudio de la patologia y desarrollo de futuras dianas terapéuticas en la EA. Tanto los aspectos
cognitivos como emocionales asociados a la edad desarrollados en este modelo, y validado con
pruebas de comportamiento, contribuyen a la validez del mismo. Sin embargo, es precisamente la
edad uno de los factores limitantes en este modelo de EA, ya que, asociado con la edad se agrava
la patologiay disminuye la supervivencia. De hecho, la tasa de letalidad aumentdé entre los 9y 15
meses de edad, lo que dificultd el conseguir la homogeneidad de los grupos, dilatando el comienzo
de las pruebas de comportamiento. Por tal motivo, si en futuros estudios aumentamos la muestras

podremos minimizar las pérdidas generadas por el aumento de la mortalidad.

De igual forma, la otra limitacion fue el conseguir una colonia estable. Este hecho fue
especialmente critico en los primeros meses y cruces, debido a que la tasa de éxito y natalidad

fueron muy bajas.
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Por otro lado, la ausencia en el estudio de otros parametros neuroquimicos impidié la
interpretacion de otros indicadores patoldgicos que podriamos observar en este modelo animal,
trabajos en curso en nuestro laboratorio van dirigidos a responder estas preguntas neurobioldgicas
en este modelo animal. Estos experimentos fueron comenzados, pero por motivos de tiempo y por
laalarma de Covid-19 a nivel internacional no se pudieron concluir para ser adjuntados al presente

manuscrito.
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5. CONCLUSIONES



1. Respecto a sus homologas controles, los animales 3XTgAD no mostraron rasgos significativos de
ansiedad. En la prueba de laberinto elevado Unicamente a la edad de 3 meses han mostrado desinhibicidn,
y a medida que fueron avanzando en la edad esta conducta no se evidenci6. En campo abierto no existieron
diferencias aunque futuras investigaciones se precisan para determinar la idoneidad de esta prueba con el

modelo 3xTgAD.

2. Las hembras 3xTgAD presentan déficits en la memoria de reconocimiento a corto-medio plazo que se

evidencian a partir de los 9 meses de edad.

3. En etapas mas avanzadas del desarrollo neuropatolégico, a partir de los 6 meses de edad, las hembras
3XTgAD sufren alteraciones en la sociabilidad, siendo incapaces de discriminar entre el objeto y el
coespecifico. Esta alteracion podria correlacionar con el deterioro en el reconocimiento de objetos

observado a partir de los 9 meses.

4. Desde los primeros estadios de la patologia en nuestro modelo 3xTgAD, existe un déficit en el
reconocimiento social y la memoria emocional que es incluso mas evidente a partir de los 12 meses de

edad.

5. Existe una disminucion de la expresion del c-fos en areas Pir, MeA, CxA y Aco. Esta disminucion podria
explicar los déficits observados tanto en el reconocimiento de objetos, como en sociabilidad y

reconocimiento social observada en el modelo 3XTgAD.

6. El modelo animal 3XTgAD constituye una buena herramienta para el estudio de la neuropatologia de la
EA, pues presenta déficits cognitivos y emocionales que debutan en estadios temporales tempranos y
constituye, por tanto, una estrategia Util para dilucidar las alteraciones relacionadas presentes tanto en la

EOAD como en LOAD.
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