B UNIVERSITAT
JAUME |

TRABAJO DE FIN DE GRADO
GRADO EN MEDICINA

IMPACTO DE LA ACUMULACION DE BETA
AMILOIDE Y TAU SOBRE LOS DEFICITS COGNITIVOS
Y SOCIALES EN UN MODELO DE ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Autor: Oussama El Ayyane Fahmi
Tutor: Francisco Ros Bernal
Departamento: Unidad Predepartamental de Medicina
Curso 2017/2018



UNIVERSITAT

JAUME |
INDICE
.............................................................................................................................................................. 1
RESUMEN .......ooititiitieeieteeteeseesesstesseeseestssssssssssesssssesssssesstsssessesstsssessessssssessessesstessessessessesssessessesnssssessans 3
ABSTRACT ..eeeeeeeeeeeeeseeeseesessessssssesssssseses 4
EXTENDED SUIMIMARY ......eveeveieitieseeeesesssesseesessesssssssesssssessessssssssssssessessssssessesssssssssessessessssssessasssssssssasns 5
RN [V 2 Lo 0 11 Lol ol [0 ] R 8
1.1.DEFINICION Y EPIDEMIOLOGHA ...ttt e et ee et et e e ae et et eeaeeeeeeeenenns 8
1.2.CLINICA DE LAENFERMEDAD DE ALZHEIIMIER .........oeeeeeeeeeee et ee et eeeeeee et et eeeee et et e e neeeeeenenns 8
1.3.NEUROANATOMOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER............cveoeeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 9
1.4 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE .......c..eueeeeeeeeeee et et eeeeeee et et ee et et e e e eeeeeeeeeeeeeaneaes 9
1.5. HIPOTESIS DE LAPROTEINATAU ...ttt ettt e et e e e e et et e e et et eeeeaeeeeeeenan 10
1.6. ESTRES OXIDATIVO E HIPOTESIS MITOCONDRIAL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER ............. 11
1.7 HIPOTESIS INFLAMATORIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER ......c..voveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
1.8 PERDIDA SINAPTICA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER ........vooueeeeeeeeee et eee e eeeeee e eeeean 12
LL9. INSULINAY EA ..ottt et et e e et et e e e et e et et e e e e et eat et eeeeeaeeae e seeaeeee et eeeesee et eeenaeeaeeaeas 13
1.10. FACTORES GENETICOS EN LA EA ...ttt et eeeeeee et et et eeee et et e seeee et et eeeeaeeseeeeeseeaaeeaeas 14
1.11. CORRELACION ANATOMOPATOLOGICA/CLINICOPATOLOGICA.......ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 15
1.12. MODELOS ANIMALES PARA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER............coocveeeeeeeeeeeeeeeereeenens 16
1,13, OBUETIVOS. ...ttt e et et et e e e et et et e et e et et e e e eae et et eeaeeae et e eeeae et et eaaeeeeeeenan 17
2. IMATERIALY IMIETODOS. ... covieueeueeeeseeesesseestsssssseesssssssssssessssssessssssessassessessssssassessssssessessessessssssans 17
3. RESULTADOS. .....vevieueeeeeseeseeesssssseeseessssssssessessssssesstssssssassesssssssssesssssssnsassessessssssassessesssessessessessssssasns 22
A.DISCUSION.........eeeeereeeeeeeeeeeseertestsssseseesesssssssesesstessessssstesssssesssesssssesssssesssessessessssssessessesssessessesssssessans 32
4.1. DISCUSION DEL IMODELO UTILIZADO ....uivuiitiuniineenetnetnetneetnesnettessnesnesnssnssnestessssnestessssnestesseesnsssessneens 32
4.2. DISCUSION DE LOS DATOS OBTENIDOS ....ucvuiiuniiniiniunetnetniesnesnesnessssnessessessessessessnesneesessnesneesessseriessesnns 32
5.  AGRADECIMIENTOS.....cccerurrersreerersersresseeseesesssnnne 36
6.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooveeueeeerereseeseereesssssesessesssssssssessssssessessessssssessessssssassesssssssssasns 36



UNIVERSITAT
JAUME |

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible
del sistema nervioso central asociado a la edad, que constituye la causa mas frecuente de

demencia a nivel mundial en personas mayores de 65 anos.

Con el objetivo de disponer de un modelo de EA, que reproduzca la patologia neuronal y la
clinica tipica de esta patologia, se han caracterizado una gran cantidad de ratones transgénicos.
En este trabajo hemos empleado ratones machos mutantes triple transgénico (3xTg-AD) para
la enfermedad de Alzheimer (APPswe, PS1M146V y Tau P301L), asi como ratones control con
genotipo salvaje B6129SF2/J. Como reflejo de lo que se observa en humanos con EA, el ratén
3xTg-AD presenta déficits cognitivos y conductuales, asi como presencia de acumulaciones B-

amiloide (AB) y tau hiperfosforilada.

El principal objetivo que nos planteamos con este estudio fue dilucidar si en el modelo triple
transgénico de EA existian alteraciones cognitivas y de otros sintomas psicolégicos (ansiedad),

empleando para ellos ratones machos.

Con este fin, se llevaron a cabo diversas pruebas conductuales (prueba del laberinto elevado,
prueba de campo abierto y prueba de reconocimiento de objetos) observando un mayor nivel

de ansiedad e hipomovilidad en los ratones transgénicos machos.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, B-amiloide, tau hiperfosforilada, cognitivo,

conductual, 3xTg-AD.



UNIVERSITAT
JAUME |

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative process of the
central nervous system associated with age, which is the most common cause worldwide

dementia in people over 65 years.

In order to have a model of AD, which reproduces the neuronal pathology and the typical
symptoms of this pathology, a large number of transgenic mice has been characterized. In this
study, we used male mice mutant triple transgenic (3xTg-AD) for Alzheimer's disease (APPswe,
PS1M146V and Tau P301L) and control wild genotype B6129SF2 / J. Reflecting what is seen in
humans with EA ,3xTg-AD presents cognitive and behavioral deficits, as well as the presence of

B-amyloid accumulations (AB) and hyperphosphorylated tau.

The main objective that we propose with this study is to determine whether the triple transgenic
model of AD presents cognitive and other psychological symptoms (anxiety) disorders, using

male mice.

For this purpose, several behavioral tests were carried out (elevated plus maze, open field test
and object recognition test) observing a higher level of anxiety and hypomotility in male

transgenic mice.

Keywords: Alzheimer’s disease, , B-amiloide, hyperphosphorylated tau, cognitive, conductual,
3xTg-AD.
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EXTENDED SUMMARY

The main objective that we propose in this study is to define if triple transgenic model of AD

presents cognitive and other psychological symptoms disorders, like anxiety, using male mice.

AD is an irreversible progressive neurodegenerative disorder of the central nervous system
associated with age, being the most common cause of dementia worldwide in people over 65
years. The number of patients with AD in 2006 was 26.6 million worldwide and the predictions

suggest that in 2050 the number of patients will reach 106.8 million.

Memory loss is the clinical symptom most commonly associated with AD, manifesting first as an
inability to form and store new memories, followed by a progressive deterioration to recall older
memories. Cerebral regions related to memory are affected at the beginning of AD, but the
progression of the neurodegenerative process gradually compromises regions related to other

cognitive abilities, such as language and motor control.

Neuropathologically, AD is characterized by the loss of cholinergic neurons, the extracellular
deposition of B-amyloid protein (AB) due to the abnormal processing of the amyloid precursor
protein (APP), the formation of intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) of
hyperphosphorylated tau protein, gliosis and loss of neurons. In addition, the extracellular
deposition of AR and the intracellular formation of the tau tangles play an important role in

oxidative stress, excitotoxicity, neuroinflammation and neurotransmitter deficits.

During the last decades, it has been a great challenge to reproduce the neuronal pathology and
the behavioral symptomatology of AD in animal models. In order to have an EA model, a large
number of transgenic mice have been created and characterized. It has been discovered that
mice that overexpressed mutated forms of APP, developed deposits of AB in their brain,

together with quantifiable memory deficits.

Specifically, to perform our study, we used the 3xTg-AD mouse model since it is the only one
that expresses three main genes associated with familial AD (APPswe, PS1IM146V and Tau
P301L), as well as the corresponding behavioural and neuropathological changes observed in

the human form.

For our study, we used 3 male 3xTg-AD mice and 3 male B6129SF2 mice, which were bred in the
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animal lab of the Jaume | University in Castellén, from two pairs of parents and mothers acquired
commercially (Jackson Laboratories). The mice were housed in a room maintained at22+2 °C

with a 12:12 light: dark cycle (L: D).

The mice were weaned at 21 days of age and housed in groups of 2-4 littermates in plastic cages
(18.75cm x 28 cm x 12.5 cm), with a PVC tube (4 cm diameter x 7 cm in length) for enrichment.
They were provided with food and water ad libitum. When needed, the mice will be genotyped

using the polymerase chain reaction (PCR) from tissue samples obtained by ear puncture.

In both groups the tests were performed at 3 months of life of the mice. All tests were ordered

from less to more stressful to lessen the effect of stress on learning and memory.

All the behavioural experiments were carried out in an experimental room in which the
interference of external sounds and regulated air flow was minimized. The animals were
habituated for at least 30 minutes before each test, avoiding any environmental or physical

stress that could alter the result of the tests.

Several behavioural tests were carried out (elevated plus maze, open field test and object
recognition test). Elevated plus maze is a validated paradigm to evaluate the behaviour
associated with anxiety in rodents. It also provides simultaneous measurements of locomotion

and exploration.

In addition, another of the behavioural tests that we used was the open-field test, since rodents
show a natural aversion to the illuminated open areas. However, they also have an impulse to
explore a perceived threatening stimulus. The decrease in anxiety levels leads to greater
exploratory behaviour. Increased anxiety will result in less locomotion and a preference to stay

close to the walls of the field.

On the other hand, to analyze the different types of specific memory and learning behaviours
that allow us to subsequently access cognitive functions in animal models, we use the object
recognition test. This test is based on the spontaneous tendency of rodents to explore a new

object for longer than a familiar one.

Moreover, all the tests were recorded on video using a video camera (Sony, Canada) and
analyzed by a blind observer, who was unaware of the experimental conditions, on a PC

computer using the Smart 2.5.19 program.

Furthermore, all analyzes were performed by an observer blinded to the experimental
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conditions of the samples. Although the sample size was very low, we performed a simulation

of statistical analysis.

Regarding the results, it was shown that 3xTg-AD mutant mice had a hypoactive phenotype that
resulted in a lower number of entries in the elevated plus maze, as well as in a lower frequency
of head submersions in the elevated plus maze and shorter stays in the open arms, reflecting
the anxiety of such mice. Several studies observed that this hypoactivity was also seen in the

open-field test, not coinciding with our results that were not significant in this test.

Inrelation to the object recognition test, several authors have shown in this test, that the mutant
mice were deficient in object recognition. In contrast, there were no significant differences in
the recognition of objects between the transgenic mice and the control group in our work.
Interestingly, 3xTg-AD mice seem to exhibit alterations in the recognition of objects at 9 months,

a fact that could explain the absence of significant findings in our study.

The discrepancy between what is observed in the brain with AD compared to mouse models

may explain why promising preclinical results do not translate into successful clinical trials.
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1. INTRODUCCION

1.1.DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible
del sistema nervioso central (SNC) asociado a la edad, que constituye la causa mas frecuente de
demencia a nivel mundial en personas mayores de 65 afios ( 50-70% de todos los casos de

demencia) (1).

Acorde a las estadisticas del Global Burden Disease Study de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), la EA se ha convertido en una de las enfermedades con un crecimiento mas rapido entre
las 50 causas principales de mortalidad en el periodo entre 1990 y 2013 (2) . En consonancia al
rapido crecimiento de la poblacién anciana mundial, el nimero de pacientes con EA también
muestra una tendencia creciente afio tras afio. Segin Brookmeyer y cols. en 2006 ,el nimero de
enfermos con EA era de 26,6 millones en todo el mundo y las predicciones apuntan que en 2050
el nimero de enfermos llegarad a 106,8 millones (1 de cada 3 ancianos), de los cuales 16,51

millones seran europeos (3,4).

En contraste, en los ultimos datos actualizados hasta la fecha, la prevalencia de la demencia en
el afio 2009 en Espafia se estimd en unos 600.000 casos, constituyendo la EA un 67%, es decir,

cerca de 400.000 de demencia fueron diagnosticados con EA (5).

1.2.CLINICA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La pérdida de memoria constituye el sintoma clinico mas cominmente asociado con la EA,
manifestandose primero como una incapacidad para formar y almacenar nuevos recuerdos,
seguida de un deterioro progresivo para recordar recuerdos mas antiguos (6). Las regiones
cerebrales relacionadas con la memoria se ven afectadas al inicio de la EA, pero la progresion
del proceso neurodegenerativo compromete gradualmente las regiones relacionadas con otras

capacidades cognitivas, como el lenguaje y el control motor (7).

Ademas, junto con el deterioro cognitivo clasico y bien conocido, los pacientes con EA también
pueden experimentar sintomas no cognitivos importantes relacionados con la autoconciencia y
la emotividad, lo que deteriora ain mas la calidad de vida, especialmente en etapas tempranas

de la enfermedad. Estos sintomas no cognitivos, a menudo denominados sintomas conductuales
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y psicoldgicos de la demencia (SPCD), incluyen trastornos afectivos y psicoldgicos, (8), siendo los

mas frecuentes la apatia y la depresién (9,10).

1.3.NEUROANATOMOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Neuropatoldgicamente la EA se caracteriza por la pérdida de neuronas colinérgicas, el depdsito
extracelular de proteina B-amiloide (AB) debido al procesamiento anormal de la proteina
precursora amiloide (APP), la formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares (NFTs, del inglés
Neurofibrillary Tangles) de proteina tau hiperfosforilada, gliosis y pérdida de neuronas (11,12).
Ademas, las deposiciones extracelulares de AB y la formacidn intracelular de los ovillos tau
desempefian un papel importante en el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la neuroinflamacion

y los déficits de neurotransmisores (13,14).

Con respecto a la etiologia de esta patologia, se desconocen la causa o causas que promueven
su desarrollo, aunque se han propuesto diferentes hipotesis para explicar el complejo proceso
neurodegenerativo subyacente. La mayoria de expertos coinciden en que esta patologia se
desarrolla como resultado de la presencia de multiples factores de riesgo modificables y no

modificables (edad, sexo, historia familiar, genética, ambiente y estilo de vida) (15).

Actualmente, las hipodtesis etioldgicas con mayor apoyo entre la comunidad cientifica son la

hipétesis de la cascada amiloide y la hipdtesis de la proteina tau fosfolorilada (16) .

1.4 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

La hipotesis de la cascada amiloide formula que el proceso neurodegenerativo observado en los
cerebros afectos por EA se deriva fundamentalmente de eventos citotdxicos desencadenados
por la formacion, agregacion y depdsitos de AB. Esta hipdtesis ha recibido un amplio apoyo por
parte de los investigadores basandose en hallazgos genéticos y estudios de biologia molecular
en los que pacientes con EA familiar presentaban mutaciones en los genes que codificaban para

la proteina precursora de amiloide (APP) (17).

Se ha demostrado que las placas de amiloide, formadas debido a la escision proteolitica anormal
de la APP, desempefian un papel dominante en la patogénesis de la EA (18). La APP es una
proteina de membrana tipo 1 ubicua en todos los tipos neuronales, asi como en otros tejidos,
con una regiodn citoplasmatica corta y un dominio extracelular que se identificé por primera vez
en 1987. Esta proteina se sintetiza en el reticulo endoplasmico, se transporta a través de

vesiculas proteicas y se escinde en el complejo de Golgi mediante glicosilacién (19). Dentro del
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complejo de Golgi, ya sea por a, B- y y-secretasas, la APP se escinde a través de dos vias
metabdlicas distintas (20). La protedlisis principal esta impulsada por a-secretasa (via no
amiloidogénica), lo que da como resultado la formacion de un ectodominio soluble de APP
(sAPPa), que puede tener efectos neuroprotectores (19). Mientras que, la escision proteolitica
dependiente de beta y gamma-secretasas de APP (via amiloidogénica) da lugar a la formacién
de fragmentos de péptidos AR que varian en longitud de 39 a 43 aminodacidos. Se ha encontrado
que estos fragmentos de péptido AB juegan un papel importante en la placa amiloide
caracteristica de la patologia EA. Los fragmentos que se forman predominantemente son AB1-

40y AB1-42 (21).

AB1-40 es soluble, menos neurotodxico, y se encuentra predominantemente en el cerebro sano,
mientras que AP1-42 es altamente neurotdxico, tiene una mayor propensidn a agregarse y se
encuentra predominantemente en cerebros con EA. Recientemente, se ha descrito la existencia
de AB1-43, un nuevo producto escindido proteolitico, contribuye potencialmente a la formacion
de AB (22).Curiosamente, AB1-43 es altamente amiloidogénico, neurotdxico y se deposita antes
qgue los otros dos productos de escision (22). Ademas, también se ha demostrado que los
depdsitos de péptidos amiloide interactiian con la membrana neuronal, dando como resultado

la formacidn de poros y un influjo excesivo de iones que conducen a la pérdida neuronal y la

progresion de la EA (23).

En contraste, actualmente, diversos investigadores plantean que los origenes de la EA deben
revisarse y reconsiderarse por completo, enfatizando en la complejidad y la no linealidad de esta
patologia (24). Herrup recientemente cuestiond la cascada de AB (25), proponiendo que aunque
las placas de AB y la EA estan altamente correlacionadas, hay mecanismos moleculares que

preceden a la producciéon de AB, lo que conduce a la EA.

1.5. HIPOTESIS DE LA PROTEINA TAU

En 1907, el papel fundamental de los NFTs en la EA fue postulado por primera vez por Alois
Alzheimer, mientras que la correlacidon entre NFT y EA, y la composicidn estructural de estos
ovillos se caracterizaron en 1968 y 1988 respectivamente (26). Tau es una proteina soluble
asociada a microtubulos, presente en las neuronas que desempefia un rol predominante en el
crecimiento axonal y el desarrollo neuronal mediante la estabilizacién del conjunto
microtubular. En condiciones normales, se ha informado que el equilibrio entre la fosfatasa y las
guinasas asociadas a microtubulos mantiene los estados de fosforilacidon y desfosforilacion de

tau (27). En condiciones patoldgicas, la up regulation /regulacion al alza de las quinasas y la

10
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down regulation/regulacidn a la baja de la fosfatasa resultan en hiperfosforilacion de la proteina
tau que genera filamentos insolubles de doble hélice y ovillos, los ya conocidos como NFTs, que
conducen a la degeneracidn neuronal y la disfuncidon sindptica. Los NFTs se forman dentro del
soma de la neurona durante la progresion de la EA y son complejos proteicos relativamente
insolubles que sobreviven incluso después de la muerte de las células neuronales afectadas,
donde pueden liberarse extracelularmente. Tras la liberacion, estos NFTs extracelulares son

recaptados por los astrocitos y las células de microglia (28).

En el cerebro de pacientes con EA, los NFTs se localizan mayoritariamente dentro del
hipocampo, la corteza entorrinal, la amigdala, el nicleo dorsal del rafe y el nucleo basal de
Meynert (29). Sin embargo, el mecanismo molecular exacto por el cual la deposicion de NFT

causa disfuncién sindpticay muerte neuronal adn no esta claro.

1.6. ESTRES OXIDATIVO E HIPOTESIS MITOCONDRIAL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La acumulacién excesiva de subproductos de la cadena de transporte de electrones en las
mitocondrias como radicales de perdxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y radicales
superdxido (especies reactivas del oxigeno), causan estrés oxidativo y pueden inducir dafo
celular oxidativo y muerte celular en la EA (30). La creciente evidencia sugiere que las placas de
ApB interfieren directamente con la cadena de transporte de electrones y producen radicales
libres, lo que aumenta el estrés oxidativo (31). Al ser altamente reactivos, algunos de estos
radicales superdxido también reaccionan con éxido nitrico, lo que resulta en la formacién de
radicales peroxinitrito, otra especie oxidativa altamente reactiva . Ademas de esto, los radicales
libres producidos durante la EA podrian conducir a la oxidacion y rotura de cadenas de ADN
(acido desoxirribonucleico), entrecruzamiento de proteinas e incluso modificaciones de pares

de bases de ADN.

Por otro lado, se ha demostrado que el estrés oxidativo causa oxidacion y glicacion de ciertas
proteinas y lipidos y podria conducir a la formacion de productos finales de glicacion avanzada,
lo que intensifica aln mas el estrés oxidativo y la neuroinflamacién. Correlacionando con lo
anteriormente expuesto, las neuronas presentes en la corteza entorrinal, el hipocampo, la
corteza frontal y la amigdala son mds propensas a dafiarse por estrés oxidativo-nitrosativo y por

tanto presentan una mayor progresion de la EA (19).

1.7 HIPOTESIS INFLAMATORIA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
A mediados de la década de 1980, se describié por primera vez la correlacion entre la EA y la

activacion de las células de microgliales que intervienen en los procesos neuroinflamatorios (32).

11
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Durante la progresién de la EA, se ha demostrado que las placas amiloideas y los NFT activan la
microglia y los astrocitos (33). Ademas, la activacién de la microglia aumenta la expresién de
citoquinas proinflamatorias y quimiocinas tales como interleuquina-1B, interleuquina-6, factor

de necrosis tumoral-a e interleucina-8 (34).

Asi mismo, los astrocitos activados se unen con los sitios AB y crean varios mediadores
proinflamatorios tales como interleuquinas, prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos que
aumentan aun mas la respuesta neuroinflamatoria (35). Por otro lado, también se ha
demostrado que AP estimula la actividad del d6xido nitrico, lo que conlleva un aumento de la
inflamacién y por tanto del dafio neuronal. Sin embargo, en los estudios recientes, la inflamacion
en la EA se ha relacionado con el sistema inmune innato, a diferencia de las enfermedades
neuroinflamatorias tipicas, como la esclerosis multiple y las encefalitis con mayor participacion
del sistema inmune adaptativo (36). Por lo tanto, se precisan mayores estudios sobre los
procesos inflamatorios que cursan en la EA de tal manera que se pueda refinar completamente

la hipdtesis de la cascada inflamatoria.

1.8 PERDIDA SINAPTICA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Aunque la AB y tau son las dos principales caracteristicas histopatoldgicas de la EA, se ha
demostrado que las etapas iniciales de la enfermedad comienzan con disfuncién sindptica
seguida de pérdida neuronal y posteriormente de las alteraciones de AP y tau asi como de
deterioro cognitivo acusado en etapas avanzadas (37). De igual manera, la pérdida sinaptica es
una caracteristica consistente que diferencia a las personas dementes de las no dementes y se
correlaciona bien con la gravedad de la demencia (38). También se demostré que se relaciona
con otros tipos de demencia y con la disminucién del rendimiento cognitivo en el envejecimiento
cognitivo normal, siendo la caracteristica patolégica que mejor se asocia con el deterioro de la
funcién cognitiva en la EA (37,39,40). Asimismo, estudios previos demostraron una disminucion
del 25-30% en el nimero de sinapsis en las biopsias corticales frontales y temporales y de 15-
35% de pérdida en el niUmero de sinapsis por neurona dentro de los 2-4 afios posteriores al inicio
de la EA .La mayor pérdida sinaptica, sin embargo, ocurre en el hipocampo, donde alcanza entre
el 44% y el 55% de la poblacidon neuronal. Se cree que la pérdida sindptica se inicia con la
degeneracion del arbol dendritico de la corteza entorrinal, ya que representan casi el 90% de las
conexiones sinapticas. Paraddjicamente, esta pérdida sinaptica no solo ocurre en las neuronas
degeneradas sino también en las neuronas supervivientes, inicidndose en los estadios iniciales

de la EA (41).

Si analizamos los nucleos cerebrales, el hipocampo es el area principal que sufre pérdida

12
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neuronal severa con una atrofia hipocampal que alcanza hasta el 10% por afio. Un analisis mas
detallado mostré que el 50% de las neuronas en el hipocampo se pierden siendo esta pérdida
directamente proporcional a la gravedad de la enfermedad. Por lo tanto, muchos estudios
sugieren que la progresién y la gravedad de la enfermedad se correlacionan directamente con
la pérdida neuronal (42) y la disfuncién sinaptica, especialmente la disminucién en el marcador
presinaptico, sinaptofisina, y con el aumento en el nimero de NFT en el hipocampo, corteza

entorrinal y cortezas de asociacion (40).

En modelos animales de EA, también ha sido demostrado que la pérdida sindptica precede a la
acumulacién de las placas amiloides y de los ovillos neurofibrilares (43) lo cual confirma que el

dafio sindptico es un evento temprano.

1.9. INSULINA Y EA

La mayoria de los pacientes con EA son sujetos mayores que cominmente suelen presentar una
variedad de comorbilidades (p.ej. , ictus, diabetes ,osteoporosis y enfermedad renal). La EA, a
menudo etiquetada como un trastorno heterogéneo, implica multiples cascadas de sefializacion

aberrantes en su patogénesis.

Estas comorbilidades parecen afadir complejidad a la patogénesis de la EA, afectando a su inicio
y progresion (44). Entre la variedad de comorbilidades, una de las patologias mas prevalentes
es la diabetes. En este sentido, la resistencia a la insulina es un factor que se ha demostrado que

afecta a multiples cascadas de relevancia conocida para la EA (45).

A diferencia de lo que se pensaba clasicamente, considerando que el cerebro era insensible a la
insulina, se ha demostrado que la presencia de receptores de insulina (IR) en el cerebro
proporciona suficiente evidencia de que este es un érgano diana para este sustrato. De hecho,
la insulina ejerce multiples efectos en el cerebro, incluidas las acciones neurotroéficas,

neuromoduladoras y neuroendocrinas.

Merece especial mencion sefialar que los estudios epidemioldgicos recientes indican que la
diabetes aumenta significativamente el riesgo de desarrollar EA, lo que sugiere que puede tener
un papel causante en el desarrollo de la patogénesis de la EA (46). Por otro lado, ambas
enfermedades comparten varias caracteristicas clinicas y bioquimicas, lo que sugiere que

presenten vias moleculares comunes subyacentes (47).

Asimismo, la insulina afecta, directa o indirectamente, a diferentes vias como la PI3K/AKT, GSK-

3B o a la produccién de AB, entre otros (45).Mas aun, diversos estudios han demostrado que la
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presencia de diabetes tipo 1 o tipo 2 en modelos de ratdn da como resultado un aumento en la
fosforilacién de tau frente a controles normales (48). Se propone entonces la hipdtesis de que
la sefalizacién defectuosa de la insulina en la EA contribuye a la hiperfosforilacién de tau, la
deposicion de AB, la neuroinflamacién, la disrupcion de la plasticidad sinaptica y, en

consecuencia, a un aumento en el deterioro de la memoria y la cognicion (45).

En resumen, la evidencia reciente revela que la sefalizacién aberrante de la insulina en el
cerebro contribuye a la patogénesis de la EA (49,50), y la resistencia a la insulina en el cerebro
es una caracteristica comun temprana de la EA. De hecho algunos investigadores teorizan que

tal vez la EA es un tipo especifico de diabetes que denominan “diabetes tipo 3” (49).

1.10. FACTORES GENETICOS EN LA EA

Segun la etiologia la EA puede ser esporadica o familiar. Segun la edad de inicio, la EA se clasifica
como de aparicién temprana o tardia, situandose la barrera entre ellas aproximadamente en los

65 afnos.

Por tanto, la forma esporadica aparece en personas mayores de 65 anos y representa mas del
95-99% de los casos de EA. Las causas exactas de la forma esporadica son aun desconocidas y

aun no se comprenden.

Por su parte, menos del 5% restante de los casos de EA constituyen la forma familiar de inicio
temprano, que se hereda genéticamente a través de la mutacidn de varios genes, entre los que
mayor relevancia presentan encontramos el gen de la proteina precursora amiloide
(APP,cromosoma 21), la presenilina 1 (PS1, cromosoma 14) o la presenilina 2 ( PS2, cromosoma
1) (51,52). Debido a la localizacidn del gen APP en el cromosoma 21, se ha observado un efecto
de dosis génica en el sindrome de Down, causando aparicion temprana en estos afectos (53).
Por su parte las presenilinas son las enzimas constituyentes de los complejos de secretasas
encargados de procesar a la APP (54). Las mutaciones patdgenas en estos genes se caracterizan
porque alteran su actividad y-secretasa y, en consecuencia, el procesamiento proteolitico de
APP. Como resultado convergen en un mecanismo general de aumento en la acumulacion de

AB1-42 o aumento de la relacién AB1-42 / AB1-40 (55).

Por lo general, la forma hereditaria de la enfermedad tiende a ser agresiva, tiene un inicio
temprano aproximadamente a los 30 afios y sigue un patrén de herencia mendeliano (46). De
hecho, se sabe que las mutaciones en PS1 o APP estan asociadas con una penetrancia completa,

lo que significa que un individuo que hereda una mutacidon en uno de estos genes tiene
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garantizado el desarrollo de EA. Mientras que la mutacion en PS2 tiene una penetrancia del 95%

y, por lo tanto, no todas las personas que tienen la mutacién desarrollan la enfermedad.

Otro de los descubrimientos derivados de los estudios genéticos a familias con formas tardias,
pero genéticamente ligadas a la EA, fue la importancia del genotipo del gen apolipoproteina E
(APOE). En relacién a la influencia genética en la EA esporddica, una serie de estudios
denominados genome-wide association studies (GWAS, «estudios de asociacién del genoma
completo»), sugieren como factores de riesgo a los polimorfismos en los genes de las principales
apolipoproteinas transportadoras de colesterol en el SNC, apoE y clusterina (apol). Diversos
estudios clinicos y patoldgicos sefialan la existencia de una asociacion significativa entre el
deterioro de la homeostasis lipidica cerebral, los cambios vasculares y la fisiopatologia de la EA

esporadica (56,57).

El alelo APOE e4 constituye el factor de riesgo genético mas conocido para la EA. La
susceptibilidad genética como la herencia del gen APOE4 aumenta el riesgo de tener EA. De
hecho, las personas que heredan una copia del alelo APOE4 4 tienen un riesgo 3,5 veces mayor
de desarrollar EA, mientras que tener dos copias del alelo APOE4 4 aumenta el riesgo en 8 a 15
veces. El APOE4 4 esta presente en aproximadamente el 14% de la poblacién general y en 40-
60% de todos los casos de EA en una o dos copias (58). La presencia de cada copia del alelo APOE
4 reduce la edad de inicio de la EA en 6-7 afos de una manera dependiente de la dosis. Sin
embargo, la presencia del alelo 4 no es suficiente o necesaria para desarrollar EA. Si bien la
presencia del gen APOE 4 se estima que es un factor de riesgo para desarrollar EA, se considera
que tener el alelo APOE 2, presente en aproximadamente el 8,4% de la poblacidn general, ejerce

un efecto protector frente al desarrollo de la EA (59).

A pesar de que los mecanismos que hacen que la forma APOg4 resulte neurotdxica todavia se
desconocen, existen dos factores que parecen verse afectados por su presencia : la variante €4
afecta al grado de agregacion del péptido amiloide, promoviendo su fibrilacién, y los portadores
de esta variante presentan una menor capacidad de aclaramiento del AR en el parénquima
cerebral (60). Sin embargo se requieren mas estudios dirigidos a elucidar su verdadero papel en

la cascada amiloidogénica.

1.11. CORRELACION ANATOMOPATOLOGICA/CLINICOPATOLOGICA

Los médicos, y reputados anatomopatdlogos mundiales, Heiko Braak y Eva Braak describieron
en 1991 como las alteraciones neuropatoldgicas caracteristicas de la EA presentan una
distribucién especifica y progresiva en el cerebro de los pacientes. Actualmente la presencia
temporal de estas alteraciones constituye uno de los criterios neuropatolégicos mas

importantes en la EA (61). Brevemente, Braak y Braak elaboraron seis estadios de la EA
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atendiendo a criterios neuropatoldgicos y de deterioro cognitivo. En en etapas tempranas
(estadios de Braak: I-lll), la acumulacidon extracelular de Ab y la intracelular de NFT se
circunscribe principalmente a la corteza entorrinal del I6bulo temporal medial , mientras que en
las etapas posteriores (estadios de Braak: IV-VI) afectan progresivamente hacia areas de la

neocorteza.

La propagacion gradual de las NFT (etapas I-VI de Braak) se correlaciona mejor con la progresién
de los déficits cognitivos que la deposicion de AP, que a menudo es difusa en el momento de
presentacion de los sintomas. Los primeros sintomas de EA tienden a relacionarse con la
memoria, cuando estos depdsitos neurofibrilares se observan en la corteza entorrinal y
transentorrinal del Iébulo temporal medial (etapas IlI-V de Braak). Las dreas cognitivas
afectadas en la EA en la etapa media y tardia se extienden para incluir dreas de funcion
ejecutiva, relacionadas con capacidades visoespaciales y el habla. Estas manifestaciones ocurren
en sincronia con el desarrollo de NFT en las areas neocorticales responsables de esas funciones

(etapas de Braak V-VI) (62,63).

1.12. MODELOS ANIMALES PARA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Durante las ultimas décadas ha supuesto un gran reto reproducir la patologia neuronal y la
sintomatologia comportamental de la EA en modelos animales (64). Con el objetivo de disponer
de un modelo de EA, se han creado y caracterizado una gran cantidad de ratones transgénicos
en las dos ultimas décadas (65—67). Se ha descubierto que los ratones que sobreexpresaban
formas mutadas de la APP,desarrollaron depdsitos de AB en su cerebro, junto con déficits de
memoria cuantificable (68—71).En este sentido se han creado diferentes modelos de ratones con
mutaciones monogénicas y bigénicas que en la mayor parte de los casos no mostraban las

alteraciones neuropatoldgicas observadas en el cerebro post mortem del paciente con EA.

Con esta limitacidn principal y dado que el diagnéstico de EA depende de la visualizacién
histoldgica de las placas de AB y de NFT, el equipo del Dr. Frank LaFerla creé un modelo triple
transgénico (3xTg-AD) que expresa tres transgenes: proteina precursora de Ap humana mutada
( APPSwe), mutacion knock-in de la presenilina-1 murina (PS1M146V) y tauP301L humana
mutada (68,70,71). Este linaje de ratones desarrolla progresivamente tanto patologias AB como
depdsitos de proteina tau en regiones cerebrales relevantes para la EA, asi como déficits en la
plasticidad sindptica a largo plazo y el rendimiento cognitivo (68,70-72). Dichas manifestaciones
aparecen y se establecen de manera dependiente a la edad , apareciendo las placas amiloides a

los 3 meses de edad, y las NFT a los 12 meses de edad en el hipocampo y la corteza (68).
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1.13. OBJETIVOS
El principal objetivo que nos planteamos con este estudio era dilucidar si en el modelo triple
transgénico de EA en un estadio temprano existian alteraciones cognitivas y otros sintomas

psicoldgicos (ansiedad), empleando para ellos animales machos.

2. MATERIALY METODOS

2.1. Animales

Para este trabajo hemos empleado ratones mutantes triple transgénico (3xTg-AD) para la
enfermedad de Alzheimer B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmijax (Jackson
laboratory: MMRRC Stock No: 34830-JAX) y ratones con genotipo salvaje B6129SF2/J (Jackson
laboratory: MMRRC Stock No: 101045). Toda la investigacién fue aprobada por el Comité Etico
de la Universitat Jaume | de Castelldn.

Para nuestro estudio hemos empleado 3 ratones machos 3xTg-AD y 3 ratones machos
B6129SF2, que han sido criados en el animalario de la Universitat Jaume | de Castellén a partir
de dos parejas de padres y madres adquiridos comercialmente (Jackson Laboratories). Los
ratones se alojaron en una sala mantenida a 22 + 2 ° C con un ciclo 12:12 luz: oscuridad (L:D).
Los ratones fueron destetados a los 21 dias de edad y alojados en grupos de 2-4 comparferos
de camada en jaulas de plastico (18,75 cm x 28 cm x 12,5 cm), con un tubo de PVC (4 cm de
diametro x 7 cm de longitud) para el enriquecimiento. Se les proporciond comida y agua ad
libitum. Cuando se precise los ratones seran genotipados usando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de muestras de tejido obtenidas por puncidn de oido.

En ambos grupos las pruebas se han realizado a los 3 meses de vida de los ratones.

2.2. Pruebas de comportamiento realizadas

Todas las pruebas se ordenaron de menos a mas estresante para disminuir el efecto del estrés
en el aprendizaje y la memoria.

Todos los experimentos conductuales se llevaron a cabo en una sala experimental en la que se
minimizo la interferencia de sonidos externos y presentaban un flujo de aire regulado. Los
animales se habituaron a la sala durante al menos 30 minutos antes de cada prueba, evitandose
cualquier estrés ambiental o fisico que pudiese alterar el resultado de las pruebas. Todos los

aparatos utilizados se limpiaron minuciosamente después de cada sesidon de ensayo con una

17



UNIVERSITAT
JAUME |

solucion al 30% de etanol.

2.2.1. Test de laberinto elevado.

La prueba del laberinto elevado (del inglés Elevated plus maze, o EPM) es un paradigma validado
para evaluar el comportamiento asociado con la ansiedad en roedores(73). De igual manera
proporciona medidas simultaneas de locomocién y exploracion. Se empled un protocolo

validado previamente y adaptado de estudios previos (74,75).

El laberinto elevado utilizado en este trabajo esta construido en plexiglas y consta de cuatro
brazos y una plataforma central. Dos de los brazos son abiertos (45x5 cm) presentando bordes
de 0.25 cm para evitar que el roedor se pueda caer durante el procedimiento. Los otros dos
brazos (45x5 cm) estan cerrados con paredes de 40 cm. El tamafio de la plataforma central es
de 5x5 cm. El suelo del laberinto esta hecho de plexiglas negro mientras que los bordes estan
elaborados en plexiglas transparente. El laberinto estd elevado 45 cm sobre el suelo (74). En
este test la tendencia de los ratones a explorar entornos nuevos se contrarresta con la ansiedad

relacionada con la exposicidn (brazo abierto) y la elevacion del test.

Tras la habituacion de la sala los ratones se colocaron sobre la plataforma central frente a un
brazo cerrado, elegido aleatoriamente y se les permitio explorar el aparato durante 5 minutos
(74,75), para posteriormente ser retornados a sus jaulas de origen. Todas las pruebas se
realizaron bajo iluminacion tenue para controlar el estrés debido a la exposicién a la luz. Entre
las sesiones de prueba, el aparato se limpié a fondo con etanol 30%. EI comportamiento en el
aparato EPM fue grabado en video usando una videocamara (Sony, Canada) y analizado por un
observador ciego, que desconocia las condiciones experimentales, en una computadora de PC
mediante el programa Smart 2.5.19. Para fines de puntuacion, se anoté una entrada de brazo
cuando las cuatro patas mas la base de la cola pasaron el umbral del brazo. Cuantificamos el
numero total de entradas abiertas y cerradas, asi como la cantidad de tiempo invertido en estas
areas del aparato de prueba. De igual manera se evalud el nimero de veces que el animal

sumergia la cabeza en los brazos abiertos (explorando los lados del laberinto hacia el suelo) (74).

2.2.2. Test de campo abierto.

Los roedores muestran una aversion natural a las areas abiertas iluminadas. Sin embargo,
también tienen un impulso para explorar un estimulo amenazante percibido. La disminucion de

los niveles de ansiedad conduce a un mayor comportamiento exploratorio. El aumento de la

18



UNIVERSITAT
JAUME |

ansiedad dara como resultado una menor locomocién y una preferencia para permanecer cerca
de las paredes del campo (thigmotaxis). Se empled un protocolo adaptado de referencias

previas (74-76).

El test de campo abierto esta fabricado en conglomerado de madera pintado en color blanco y
posee unas medidas de 72x72 cm. El test estda dividido en 16 cuadrados de tamafio 18x18 cm
mediante lineas negras (74). El centro del campo abierto posee un cuadrado central de 36x36
cm resaltado en color rojo. Al comienzo de la prueba, el animal se coloco en el centro del testy

se les permitié explorar libremente el laberinto durante cinco minutos.

Se evaluaron los siguientes parametros:

o Numero de cruces de linea: nimero de veces que el ratén cruza con las cuatro patas
alguna de las lineas negras de los cuadrados del suelo.

e Numero de entradas en el cuadrado central: : nimero de veces que el ratén cruza con
las cuatro patas alguna de las lineas rojas del cuadrado central.

o Tiempo en el cuadrado central: tiempo que el ratén pasa en el cuadro central.

e Elevaciones: nimero de veces que el ratdn se levanta apoyando las patas delanteras en
las paredes del aparato.

e Posturas de estiramiento: nimero de veces que el ratdn estira la cabeza y cuello,
seguidas de la retraccién a la posicion original.

e Aseo: tiempo que el animal pasa lamiéndose o rascdndose mientras se encuentra

parado.

Tras la realizacion de la prueba el animal fue devuelto a su jaula y a semejanza del experimento
anterior su desempefio en el test de campo abierto fue grabado en video usando una
videocamara (Sony, Canadd) y analizado por un observador ciego, que desconocia las
condiciones experimentales, en una computadora de PC mediante el programa Smart 2.5.19

(75).

2.2.3. Test de reconocimiento de objetos

En los humanos, a menudo se accede a la memoria a través del lenguaje hablado o escrito,
mientras que en los animales, se debe acceder a las funciones cognitivas a través de diferentes
tipos de comportamiento especificos de memoria y aprendizaje. Entre ellos, la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos puede evaluarse por las diferencias en el tiempo de

exploracién de objetos nuevos y familiares. El protocolo empleado fue adaptado de referencias
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previas (74,75,77).

El suelo del aparato de campo abierto esta hecho de madera pintada en color blanco, y sus
medidas son de 72x72. Esta dividido en 16 cuadrados de 18x18 cm mediante lineas negras (74).
El cuadrado central que queda limitado a partir de los cuadrados internos (18x18 cm) fue

resaltado en color rojo.

Los animales fueron habituados al aparato (sin exponerlos a los objetos) durante 10 minutos,

en 2 dias consecutivos (77). Posteriormente se realizaron dos ensayos.

a. Primer ensayo: familiarizacién

Después de los dos dias de habituacién, se comenzé con la primera prueba. En ella, se colocaron
dos objetos iguales (01 y 02) en las esquinas situadas diagonalmente en los cruces de lineas de
los cuadrados de las esquinas superiores. El ratdon se colocd en el centro del aparato y se soltd

para explorar la caja y los objetos durante 10 minutos.

b. Segundo ensayo: prueba

Después de un intervalo de 30 minutos, el ratén que habia realizado el primer ensayo se
reintrodujo en la caja, que ahora contenia uno de los objetos familiares de la prueba
anterior(02) en la misma posicién y uno nuevo (03), de tamafio similar, que reemplazaba a otro
de los objetos (01) . El ratdn se colocd en el centro del aparato y se soltd para explorar la cajay

los objetos durante 10 minutos.(75)

Se realizod contrabalanceo con los objetos con cada uno de los animales.

Se registraron las siguientes conductas (74):

o Numero de cruces de linea: nimero de veces que el ratén cruza con las cuatro patas
alguna de las lineas negras de los cuadrados del suelo.

o Numero de entradas en el cuadrado central: : nimero de veces que el ratén cruza con
las cuatro patas alguna de las lineas rojas del cuadrado central.

e Tiempo en el cuadrado central: tiempo que el ratén pasa en el cuadro central.

e Tiempo que pasa con cada uno de los objetos (olfateando, trepando o cerca del objeto)
de ambas pruebas.

e Estiramiento hacia los objetos: nimero de veces que se acerca y se estira hacia cada

objeto seguida de la retraccién a la posicion original.
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o Elevaciones: nimero de veces que el ratdn se levanta apoyando las patas delanteras en
las paredes del aparato.
e Posturas de estiramiento: nimero de veces que el ratéon estira la cabeza y cuello,

seguidas de la retraccidn a la posicidn original.

e Aseo: tiempo que el animal pasa lamiéndose o rascandose mientras estaba parado.

A partir de estos datos obtendremos también el indice de discriminacién. Este se calcula
restando el tiempo transcurrido con el objeto nuevo (TN) al tiempo transcurrido explorando el
objeto familiar (TF), y dividido entre el tiempo explorando objetos nuevos y familiares: (TN-

TF)/(TN+TF).

2.3. Analisis estadistico

Todos los analisis fueron realizados por un observador cegado a las condiciones experimentales
de las muestras. Aunque el tamano de la muestra obtenida era muy bajo, realizamos una
simulacidn de analisis estadistico. Para ello realizamos el test de normalidad de Shapiro-Wilk a
nuestras poblaciones muestrales. En los grupos que cumplian criterios de normalidad las
diferencias significativas se determinaron empleando la prueba t de Student. En aquellos grupos
gue no seguian un criterio de normalidad se aplico el test no paramétrico U de Mann-Whitney.
La probabilidad significativa establecida fue a <0.05. Los analisis estaditicos y representaciones

graficas fueron realizados con el software GraphPad Prism V5 (GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.).
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3. RESULTADOS
3.1 Prueba de laberinto elevado

En la prueba de laberinto elevado se emplearon 3 ratones macho 3xTg-AD y 3 ratones macho
control, midiendo durante 5 minutos tanto el nimero de entradas como el tiempo transcurrido
en los brazos abiertos como en los brazos cerrados, asi como el tiempo transcurrido en el centro

del laberinto (Figura 1).
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Figura 1. Prueba del laberinto elevado. Resultados de la prueba de laberinto elevado obtenidos en ratones
machos 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). Se evalud el nUmero de entradas en brazos abiertos y cerrados y
total de entradas (A), asi como tiempo transcurrido en cada parte del laberinto (B). Se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos en el nimero de entradas en brazos cerrados, en el nimero
de entradas totales y en el tiempo de permanencia en el centro del laberinto. *p< 0.05 (diferencias en el

numero de entradas en los brazos cerrados entre animales controles vs 3xTgAD); + p< 0.005 (diferencias

22



UNIVERSITAT
JAUME |

en el nimero de entradas totales entre animales controles vs 3xTgAD);. # p< 0.005 (diferencias en el tiempo
transcurrido en centro entre animales controles vs 3xTgAD); & . p< 0.005 (diferencias en el tiempo
transcurrido/ n° entradas a los brazos abiertos y cerrados en grupo control). Para el andlisis estadistico se
realizé el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney.

En esta prueba , los ratones 3xTg-AD realizaron un menor nimero de entradas en los brazos
cerrados del laberinto elevado en comparacion al grupo control (p<0.05). De igual manera los
ratones transgénicos realizaron un menor nimero de entradas totales (p<0.05). Por otro lado,
el nimero de entradas en los brazos abiertos fue practicamente igual en ambos grupos no
hallando diferencias estadisticamente significativas (p=0.9405). Asimismo, los ratones triple
transgénicos estuvieron menos tiempo en los brazos cerrados, no siendo significativa esta
variable (p=0.0833). Con respecto al tiempo en los brazos abiertos del laberinto, tampoco se
evidencid ninguna diferencia significativa entre los grupos (p=0.1190) pero si en el tiempo de
estancia en el centro del laberinto, donde los ratones control permanecian significativamente

mas tiempo que los ratones 3xTgAD (p<0.05).

De igual manera comparamos estas variables dentro de los grupos. Observamos que los
animales control visitaban con mayor frecuencia los brazos cerrados que los brazos abiertos
(p<0,0001) no existiendo esta diferencia en los animales 3xTgAD. La misma tendencia se observé
cuando comparamos el tiempo que los animales pasaban en los brazos cerrados y abiertos,
observandose un aumento significativo del tiempo que pasan en los brazos cerrados frente al
tiempo en los abiertos (p=0,002) no existiendo esta diferencia en los animales 3xTgAD (ver tabla

1),

También realizamos una comparativa de la influencia del lugar en el tiempo transcurrido
(comparamos brazos abiertos, cerrados y centro del laberinto mediante un test no parametrico
de Kruskal-Wallis). Se observé una interaccion del lugar preferido en el tiempo que el animal
pasa en él tanto en los animales control (F: 12,14 ; p < 0,0001) como en los animales transgénicos

(F: 7,27 ; p=0,004).

Finalmente también se cuantificé el nimero de veces que los ratones sumergian la cabeza en

los brazos abiertos del laberinto (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacion del n2 de veces que el animal sumerge la cabeza. Resultados de la prueba de laberinto
elevado obtenidos en ratones machos 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). Se evalué el nimero de veces que
los animales sumergian la cabeza entre los brazos abiertos. El andlisis estadistico empleando el test de
Mann-Whitney mostré un aumento en el nimero de veces que sumergian la cabeza en los animales

controles frente a los 3xTgAD (*p< 0.05).

En relacidn a esta variable, se registré un menor nimero de sumersiones con la cabeza en el

laberinto por parte de los ratones transgénicos (p<0.05) (ver tabla 1).

A continuacién, se muestra la tabla de los resultados obtenidos con esta prueba, con su

respectiva significacion (Tabla 1).

Prueba de laberinto elevado Significacion(p)
Numero entradas brazos cerrados (control vs 3xTgAD) p=0.024
Numero entradas brazos abiertos (control vs 3xTgAD) p=0.941
Ndmero total de entradas (control vs 3xTgAD) p=0.012
Numero entradas brazo abierto vs cerrado (en g. Control) p<0,0001
Numero entradas brazo abierto vs cerrado (en g. 3xTgAD) p=0.100
Tiempo en brazos cerrados (control vs 3xTgAD) p=0.083
Tiempo en brazos abiertos (control vs 3xTgAD) p=0.119
Tiempo en el centro (control vs 3xTgAD) p=0.024
Tiempo brazo abierto vs cerrado (grupo control) p=0.002
Tiempo brazo abierto vs cerrado (grupo 3xTgAD) p=0.100
Sumerge la cabeza (control vs 3xTgAD) p=0.048

Tabla 1. Resumen de la significacidn de los diferentes pardmetros evaluados en el test del laberinto

elevado. En negrita se realzan los hallazgos significativos.
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3.2.Prueba de campo abierto

En la prueba de campo abierto fueron empleados 3 ratones macho 3xTg-AD y 3 ratones macho
control, cuantificando durante 5 minutos el nimero de cruces de linea, asi como el nimero de

entradas en el cuadro central y la duracién dentro de este (figura 3).
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Figura 3. Analisis de las entradas en el cuadro central y niimero de cruces de linea en la prueba de campo
abierto. Se evaluaron el nimero de cruces de linea(A) el nimero de entradas en el cuadrado central (B) y
la duracién en el cuadro central (C) de ratones 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El andlisis de los resultados
no mostrdé diferencias significativas en ninguno de estos parametros al comparar los controles vs 3xTgAD.
Para el analisis estadistico se realizo el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney excepto para
la variable cruce de lineas, en la cual se aplicé la T- de Student.

Se observd que los ratones 3xTg-AD presentaron una menor tendencia a la actividad que los
controles no transgénicos en el campo abierto, realizando un menor nimero de cruces de linea,

aunque no se hallaron diferencias significativas.

También se advirtid que ambos grupos entraron escasamente en el cuadrado central,y de
hacerlo su permanencia en el mismo era breve sin evidenciar ninguna diferencia significativa

entre los grupos.

Por otro lado, se calcularon otras variables como son el nimero de estiramientos, nimero de
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elevaciones, tiempo de aseo asi como tiempo de “freezing”, tanto de los ratones transgénicos

como de los controles (figura 4).
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Figura 4. Medida de los procesos de ansiedad, congelacidn (freezing) y de acicalamiento en el test de
campo abierto. Se evaluaron el numero de veces que los animales se estiraban (A), levantaban (B), el
tiempo destinado a conductas de acicalamiento (C) y el tiempo que el animal se encontraba en
congelacién (D) de ratones 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El analisis de los resultados no mostrd
diferencias significativas (p> 0.05) entre los animales 3xTgAD frente a los controles. Para el analisis
estadistico se realizo el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney .

Aungue los ratones 3xTg-AD mostraron valores ligeramente superiores en el nimero de
estiramientos, tampoco se encontraron diferencias significativas en comparacién al grupo
control. De igual modo, a pesar de que los ratones transgénicos se alzaron con mayor frecuencia,

tampoco se determinaron diferencias significativas en este caso.

Asimismo, se observd que los ratones transgénicos permanecian mas tiempo inmoviles
(freezing) que los ratones del grupo control, no hallandose ningun resultado estadisticamente

significativo.

Finalmente, los ratones del grupo control se acicalaron durante mas tiempo que los

transgénicos, sin evidenciar tampoco ninguna diferencia significativa entre ambos grupos.

En la siguiente tabla se muestra la sintesis de los diferentes parametros valorados en esta prueba

con su correspondiente significacion:
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Prueba de campo abierto Significacion

Cruce de lineas p=0.400
Entradas cuadrado central p=0.400
Tiempo en cuadrado central p=0.100
Estiramientos p=0.600
Levantarse p=0.100
Acicalamiento p=0.300
Freezing p=0.200

Tabla 2. Datos prueba de campo abierto. P <0.05 indica una diferencia significativa entre genotipos y p>

0.05 un hallazgo no significativo.

3.3 Prueba de reconocimiento de objetos (NORT: Novel Object Recognition Test)

En la prueba de reconocimiento de objetos se emplearon 3 ratones macho 3xTg-AD y 3 ratones
macho control. Este test constaba de dos fases: una primera fase de familiarizacién donde los
ratones fueron expuestos a dos objetos iguales, cuantificando el nimero de aproximaciones a
cada uno de ellos y el tiempo que permanecieron junto a estos (figura 5); seguida de una
segunda fase de 10 minutos de duracién, en la que se cuantificaron los mismos parametros,

pero cambiando uno de los objetos conocidos por uno nuevo (figura 6).
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Figura 5. Resultados de la fase de familiarizacién en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos
(NOR). En la grafica se representan el nimero de contactos con cada uno de los objetos (familiar 1y
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familiar 2) por parte de los ratones transgénicos y controles (A), y el tiempo que interaccionaban con ellos
(B). El anadlisis de los resultados no mostré diferencias significativas (p> 0.05) en el nimero de
interacciones o el tiempo en el que interactuaban con los objetos en ninguno de los dos grupos
experimentales, observandose por tanto que mostraban preferencia por ambos objetos por igual. Para el
analisis estadistico se realizo el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney.

En la primera fase o fase de familiarizacion, se registraron valores ligeramente
superiores en el grupo control , cuantificando un mayor nimero de contactos con cada
objeto y tiempo cerca de cada uno de estos, hallazgos que no resultaron ser
significativos. Por tanto, los resultados muestran como ambos grupos interaccionan por
igual durante la fase de familiarizacién con cada uno de los objetos, presentando un
similar numero de aproximaciones y tiempo transcurrido cerca de cada uno de los

objetos (p>0.05).
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Figura 6. Resultados de la fase de test en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos (NOR). En la
grafica se representan el nimero de contactos con cada uno de los objetos (familiar 1 y novedoso) por
parte de los ratones transgénicos y controles (A), y el tiempo que interaccionaban con ellos (B). El analisis
de los resultados no mostro diferencias significativas en la interaccion con los objetos en ninguno de los
grupos. Para el andlisis estadistico se realizé el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney.

Por otra parte, durante la fase de prueba, se observd que los ratones del grupo control, se
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aproximaron mas veces a los dos objetos, permaneciendo mas tiempo cerca de ambos , sin
preferencia evidente por ninguno de estos. Tampoco se encontraron diferencias significativas

para estos resultados en los ratones transgénicos.

A partir de los resultados, calculamos la preferencia de los ratones por los objetos empleando
para ello el indice de discriminacion. Este se obtiene restando el tiempo transcurrido con el
objeto familiar (TF) al tiempo transcurrido explorando el objeto nuevo (TN), y dividido entre el

tiempo explorando objetos nuevos y familiares. Formula: (TN-TF)/(TN+TF).
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Figura 7. indice de discriminacidn de objetos. Se obtiene restando el tiempo transcurrido con el objeto
familiar del tiempo transcurrido explorando el objeto nuevo, y dividido entre el tiempo explorando
objetos nuevos y familiares. Cuando el resultado se acerca a 1, indica que el ratdn tiene preferencia por
el objeto novedoso, mientras que si se acerca a -1, que prefiere el conocido.
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En base a estos resultados, observamos que tanto los ratones del grupo control como los ratones
3xTg-AD no presentaron preferencia significativa por ningln objeto, situdndose la mediana de

ambas poblaciones cercana al valor 0.

Por otro lado, se midieron otros pardmetros como son el nUmero de cruces de lineay el nimero
de elevaciones, el nimero de estiramientos y el tiempo de aseo, tanto de los ratones

transgénicos como de los ratones del grupo control (figura 8).
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Figura 8. Valoracion del numero de cruces de linea y de levantamientos en la prueba NORT. En la grafica
se representan el nimero de cruces de linea (A), y el nimero de veces que el animal se eleva (B) en la
prueba NORT durante la fase de familiarizacion y la fase test.. El andlisis de los resultados no mostré
diferencias significativas en ninguno de los grupos estudiados (p>0.05) . Para el andlisis estadistico se
realizo el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney, excepto para la variable cruce de lineas,
en la cual se aplicé la T- de Student.

En relacidn a estos resultados, los ratones del grupo control presentan una mayor tendencia a
cruzar las lineas tanto en la fase de familiarizacion como en la fase test, no siendo
estadisticamente significativo este hallazgo. Por otro lado, se cuantificaron un mayor nimero
de elevaciones en los controles, sobre todo en la fase de prueba, sin hallar resultados

significativos.

Por ultimo, se analizaron el nimero de estiramientos y el tiempo de aseo o acicalamiento de

ambos grupos de animales.
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Figura 9. Valoracion del nimero de estiramientos y conducta de aseo en la prueba NORT. En la grafica
se representan el nimero de estiramiento (A), y el tiempo que el animal dedicaba a la conducta de aseo
(B) en la prueba NORT durante la fase de familiarizacidn y la fase test. El andlisis de los resultados no
mostro diferencias significativas en ninguno de los grupos estudiados (p>0.05) . Para el andlisis estadistico
se realiz6 el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney., excepto para la variable tiempo de
aseo, en la cual se aplicé la T- de Student.

Se observé un mayor nimero de estiramientos en el grupo 3xTg-AD respecto al grupo control,
especialmente en la fase de familiarizacién de la prueba, sin evidenciar ninguna diferencia
estadisticamente significativa. Finalmente, se aprecié una propension al acicalamiento en el
grupo control, traducido en un mayor tiempo de aseo, que tampoco resulté ser significativo al
compararlo con el de los animales transgénico, que era mas evidente en la fase de

familiarizacion.
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4.DISCUSION

4.1. Discusion del modelo utilizado

Los modelos animales son fundamentales para comprender la patogénesis de cualquier
enfermedad, y mas concretamente de la EA, y también sirven como herramientas valiosas para
las pruebas preclinicas. Una de las consideraciones mas importantes al trabajar con modelos
murinos es hacer coincidir el ratdén con la pregunta experimental bajo estudio. Hay mas de 100
lineas diferentes de raton disefiadas genéticamente que se han indicado para estudiar algun

aspecto de la EA, tantas que es imposible rastrearlas exhaustivamente (78).

Para realizar nuestro estudio, se empled el modelo de ratén 3xTg-AD ya que es el Unico que
expresa tres genes principales asociados con la EA familiar (43,79), asi como presenta los
cambios conductuales y neuropatoldgicos correspondientes que se observan en la forma
humana (80-83). Este modelo se disefid como un analogo murino para asemejar los sintomas
de la EA en humanos. Al igual que con cualquier modelo animal de una enfermedad humana, es
poco probable que todo los comportamientos se repliquen exactamente; sin embargo, cuanto
mas se parezca el modelo a la fisiopatologia de la enfermedad, mas probable sera que los
investigadores puedan desarrollar tratamientos funcionales para el ser humano (84). Como
reflejo de lo que se ve en pacientes con EA, el ratdn 3xTg-AD tiene déficits de memoria, asi como
presencia de acumulaciones AP y tau, mostrando niveles de tau totales similares en el fluido
cerebroespinal a diferencia de otros modelos de patologia tau 101 (P301Ly Tg4510) (43,85). La
EA se caracteriza por un aumento progresivo de los déficits cognitivos, con individuos que
progresan de un deterioro cognitivo leve a un deterioro cognitivo severo a lo largo del tiempo
(86,87). En base a estos resultados, es importante examinar los modelos de raton de EA a edades
tempranas para detectar signos de deterioro cognitivo y una neuropatologia caracteristica (88).
Cuanto mas comprendamos acerca de la neurobiologia basica y el comportamiento de los
modelos de EA transgénicos en ratones, mas podemos beneficiarnos del uso de estos modelos,

y mads concretamente el 3xTgAD objeto de nuestro estudio, en la medicina traslacional (89).

4.2. Discusion de los datos obtenidos

Parece evidente que las alteraciones fisicas y funcionales en la EA progresan a medida que
avanza la enfermedad y, aunque en menor grado, el aparato locomotor también se
compromete(90). Asimismo, se registran las alteraciones motoras durante la primera etapa de
la EA como apatia y tendencia al sedentarismo que favorece la inmovilizacién, y acelera el

deterioro fisico (91). Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro
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estudio, al analizar el nimero de entradas en los brazos cerrados y el tiempo que permanecen
en estos los ratones transgénicos, asi como al cuantificar el nimero total de entradas en el
laberinto. En la misma linea, Filali y cols.(92) demostraron que los ratones mutantes 3xTg-AD
presentaban un fenotipo hipoactivo que se tradujo en un nimero inferior de entradas en el
laberinto elevado, asi como en una frecuencia inferior de sumersiones de cabeza en el laberinto
y estancias de menor duracién en los brazos abiertos, lo que refleja la ansiedad de dichos
ratones. Estos autores proponen que esta actividad motora reducida podria estar causada por

niveles mas bajos de activacion cerebral (92).

A diferencia de los hallazgos en comun previamente mencionados, diversos estudios también
observaron que esta hipoactividad también se apreciaba en la prueba de campo abierto (93—
96), no coincidiendo con nuestros resultados que en esta prueba no fueron significativos. Por
tanto, en base a los comportamientos de los ratones transgénicos en las diferentes pruebas
mencionadas, parecen mostrar una forma leve de apatia, caracterizada por la reduccion de la
emotividad, asi como la falta de curiosidad para explorar el campo abierto y los brazos cerrados
del laberinto elevado. Estos cambios se pueden explicar por anomalias del sistema limbico

preponderantes en tales mutantes (92).

Por otro lado, los ratones 3xTg-AD se empiezan a deteriorar cognitivamente aproximadamente
ala edad de 3 meses (97). Al igual que en las primeras etapas de la EA, estos animales muestran
una respuesta de compensacion sindptica que, sin embargo, debido a la falta de suficiente
soporte neurotroéfico, no se mantiene (98—100) . Otros autores, como Stevens y cols., rechazaron
la hipdtesis de que los defectos de memoria de trabajo y de referencia, en los ratones 3xTg-AD,
no se muestran hasta los 6 meses de edad (64,101-103) , afirmando que segun sus resultados
ya se evidenciaban alteraciones a los 2 meses de edad. Diversos estudios han demostrado la
fuerte correlacion que existe entre las formas solubles oligoméricas de AP, las deficiencias
cognitivas, y la pérdida sindptica y neuronal asociadas a esta patologia (104,105).En efecto, se
ha demostrado que las formas solubles oligoméricas de AR, obtenidas a partir del cerebro de
pacientes con la EA o de modelos transgénicos, son capaces de interrumpir los procesos de
potenciacion a largo plazo (LTP), aprendizaje y memoria en animales sanos (106,107). Por otra
parte, los receptores de insulina en el SNC estan altamente expresados en regiones relacionadas
con la cognicién, lo que indica que la sefializacién de la insulina influye en la memoria, la
plasticidad neuronal y la cognicion (41,108,109), lo que podria constituir una interesante linea

de trabajo aplicando el modelo 3xTgAD.
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La pérdida de funciones cognitivas y en concreto la alteracion de la memoria,es la caracteristica
devastadora mas temprana de la EA. Para evaluar estas capacidades en ratones 3xTg-AD,
usamos la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT). Este test se basa en la
tendencia espontanea de los roedores a explorar un objeto nuevo durante mas tiempo que uno
familiar. La memoria de reconocimiento requiere juicios sobre la aparicidn previa de estimulos.
Tales juicios pueden hacerse sobre la base de la relativa familiaridad de los objetos individuales,
mediante el uso de informacidn reciente, o integrando informacion relativa a los objetos y la
ubicacién(110). Se optd por una prueba cognitiva no estresante porque los ratones 3xTg-AD
muestran un alto nivel de ansiedad (70,103), lo que podria confundir la interpretacién de su
respuesta conductual en tareas cognitivas mas estresantes. Segun diversos estudios, parece que

esta prueba es dependiente de la corteza perirrinal e insular (110,111).

Varios autores han evidenciado en esta prueba, que los ratones mutantes eran deficientes en
el reconocimiento de objetos, de acuerdo con algunos datos previos (93,103,112). En contraste,
en nuestro trabajo, no se han evidenciado diferencias significativas en el reconocimiento de
objetos entre los ratones transgénicos y los controles. Curiosamente, los ratones 3xTg-AD
parecen exhibir alteraciones en el reconocimiento de objetos a los 9 meses(103), hecho que
podria explicar la ausencia de hallazgos significativos en nuestro estudio. Existen informes
contradictorios en la literatura sobre cuando los ratones 3xTg-AD desarrollan un déficit en esta
tarea. Por su parte, lo sorprendente es que esta incapacidad para la preferencia de objetos
también sea manifiesta en los animales control, lo que podria derivarse de una mala

aplicabilidad o alteracién existente durante la aplicacion del paradigma de NORT.

Enrelacion a la esfera conductual, los hallazgos neuropatolégicos de Mastrangelo y Bowers (69),
muestran niveles elevados de APP, tau y microglia activada en ratones 3xTg-AD de 2-3 meses de
edad, que podrian explicar las diferencias conductuales tempranas encontradas en los ratones
en diversos estudios (113). Correlacionando estos hallazgos con los de otros autores como
Sterniczuk (70), se ha observado que a lo largo de las pruebas, los ratones 3xTg-AD presentaban
un nivel de ansiedad superior o normal, o posiblemente una predisposicion debido a su
patologia para un umbral de respuesta de miedo mas bajo, lo que resulté en un menor
comportamiento exploratorio, congruente con los hallazgos de estudios previos (64). Se advirtio
un mayor nivel de ansiedad en diferentes pruebas como el campo abierto y laberinto elevado,
a diferencia de nuestro estudio , donde sdlo se obtuvo significacion en la prueba del laberinto
elevado. Elaumento de lainquietud es visible en animales transgénicos, particularmente cuando

se exponen a un ambiente novedoso. Ademas, estos estudios no observaron diferencias con
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respecto a la coordinacion motoray la capacidad de equilibrio, sin embargo, esto puede deberse
a la edad examinada, ya que los déficits motores se vuelven mas prominentes durante las

Ultimas etapas de la EA en humanos (114).

Las alteraciones de la conducta y los cambios psicoldgicos son indicadores tempranos del
desarrollo de la EA humana y estos cambios estan claramente modelados por estos ratones
(115). Los sintomas neuropsiquiatricos, como la ansiedad y la depresién, se observan
comunmente al inicio de la EA (116,117) y se han asociado con una disminucion mas rapida de
la capacidad cognitiva (118-120). La memoria emocional depende de la actividad de la amigdala,
cuyo funcionamiento alterado se ha visto implicado en la contribucion a los sintomas
neuropsiquiatricos (121,122). Diversas estructuras relacionadas con el I6bulo temporal medial
( corteza entorrinal, hipocampo y amigdala) se ven afectados tanto por la patologia Ap como tau
(123), especialmente en la EA temprana (43,124). Recientemente, se ha demostrado la
implicacion de AP intraneuronal en ratones 3xTg-AD, en la contribuciéon a respuestas
emocionales dependientes de la amigdala (comportamiento de congelacion inducido por
miedo) a través de la via de las MAP quinasas (125). Estos sutiles cambios conductuales pueden

estar presentes antes del inicio de la neuropatologia de la EA (64).

Finalmente, y aunque no ha sido objeto de nuestro estudio, resefiar que los ratones 3xTg-AD, al
igual que otros modelos transgénicos, no desarrollan una neurodegeneracion franca como la
que se encuentra en los cerebros con EA (61,62,63,64), que no es estrictamente una
caracteristica de la etapa tardia de EA, ya que la pérdida temprana de neuronas del hipocampo
se puede observar mediante resonancia magnética en el deterioro cognitivo leve y la EA
preclinica (69,70). En el mejor de los casos, solo se ha informado una pérdida neuronal muy
limitada, pero no siempre generalizada, en los modelos APP / PS1, en regiones como la capa
cortical 5, el subiculo, las areas CA1 / 2 del hipocampo vy la circunvolucién dentada (71,72). La
discrepancia entre lo que se observa en el cerebro con EA en comparacion con los modelos de
ratdn puede explicar por qué los resultados preclinicos prometedores no se traducen en ensayos

clinicos exitosos (73).

En cuanto a las limitaciones de nuestro estudio, la principal es que el tamafio muestral fue muy
bajo, lo que permitidé hacer una aproximacion estadistica muy condicionada pero restringiendo

las conclusiones derivadas de este estudio.
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