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ABREVIATURAS

Abreviaturas mas utilizadas en este trabajo.

NTg
3xTg-AD

(s)
(r)
Fase 1
Fase 2
Fase 3
Fase 4

Fase 5

BA
ACT
ACV
ApoE
APP
ASS

AVD
CA

CT

DA

DLB
DSM-IV TR

EA
ED
EPM
ETM
FDA

fEPSP

FST
IPGTT

Ratones no-transgénicos.

Ratones triple transgénicos para la Enfermedad de
Alzheimer.

Grupo experimental con solucion salina.

Grupo experimental con risperidona.

Fase experimental: estado basal, sin tratamiento.

Fase experimental: Dosis de risperidona 0.05 mg/Kg.

Fase experimental: Dosis de risperidona 0.1 mg/Kg.

Fase experimental: Dosis de 0.1 mg/Kg. Sin evaluacion
conductual.

Fase experimental: sin tratamiento.

Péptido beta-amiloide.

Actimetria: Actimeter.

Accidente cerebrovascular.

Apolipoproteina E

Proteina precursora amiloidea.

Agregacion social durante la fase del suefio: Home cage
sleeping behaviour.

Actividad de la vida diaria.

Conducta de anidar o construccion del nido: Nesting
behaviour.

Prueba de las esquinas o neofobia: Corner Test.
Dopamina.

Caja de luz/oscuridad: Dark/light box.

Manual diagnostico y estadistico de los trastornos
mentales.

Enfermedad de Alzheimer: Alzheimer’s Disease.

Efecto Dalila o barbering.

Laberinto elevado en cruz: Elevated plus maze.

Laberinto en T elevado.

Administracion de alimentos y medicamentos, del
departamento de salud y servicio humano de los Estados
Unidos: U.S. Food and Drug Administration, United States
Department of Health and Human Services.

Potencial excitatorio  postsinaptico:  Field  excitatory
postsynaptic potentials.

Test de natacion forzada: Forced swimming test.

Test Intraperitoneal de tolerancia a la glucosa:



IS

LTP
MBT
MMSE
MWM
OF
PCP

PFC
PS1
PS2
RAM
SCPD
TIS
™
TTD

Intraperitoneal glucose tolerance Test.

Aislamiento social: Social isolation.

Potenciacién a largo plazo: Long-term potentation.

Test de enterramiento de marmoles: Marble burying test.
Mini examen del estado mental.

Laberinto acuatico de Morris: Morris water maze.

Prueba del campo abierto: Open Field test.

Fenciclidina.

(Contraccion del nombre quimico fenilciclohexilpiperidina)
Corteza prefrontal.

Gen de la presenilina 1

Gen de la presenilina 2

Laberinto radial

Sintomas conductuales y psicoldgicos de la demencia.
Test de interaccion social. Social interaction test.
Laberinto en T: T maze.

Test de tubo-dominancia: Tube dominance test.
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Resumen

A pesar de que la demencia es el sintoma caracteristico de la enfermedad de
Alzheimer, los sintomas conductuales y psicoldgicos asociados a ella (SCPD) y
las alteraciones en las actividades de la vida diaria (AVD) son problemas
comunes en los pacientes que sufren la enfermedad. SCPD y AVD causan
angustia y discapacidad de forma considerableen los enfermos,
generan sindromes relacionados con estrés en sus cuidadoresy son
considerados los principales causantes de la institucionalizacién temprana de
los pacientes. Modelar a nivel experimental este amplio espectro de sintomas
es dificil, pero en nuestro laboratorio hemos ido demostrando que el ratén triple-
transgénico 3xTg-AD creado por el laboratorio de LaFerla (UCI, USA) no sélo
reproduce los déficits cognitivos sino también los sintomas de tipo SCPD.

La presente tesis doctoral contribuye a esta caracterizacion conductual del
modelo animal 3xTg-AD, en ambos géneros yen distintas fases de la
enfermedad, y de forma comparativa con sus respectivos controles NTg,
describiendo su comportamiento en distintas pruebas que evaluan la conducta
social y las actividades de la vida diaria como la conducta de nido. En la
mayoria de las conductas sociales estudiadas se observan los efectos de los
factores ‘género’, ‘genotipo’ y la interaccién ‘género x genotipo’. Asi, aunque la
agregacion social durante la fase de suefio fue similar, el patrén de interaccion
social difirid de forma caracteristica, segun genotipo y género, en las variables
relacionadas con la conducta de cola vibrante. Entre las conductas no-sociales,
la actividad horizontal y las conductas de acicalamiento y enterramiento fueron
las que mostraron principalmente efecto género y genotipo, debido
principalmente alos patrones exhibidos por las hembras 3xTg-AD. El efecto
Dalila o barbering solo se observd en los ratones hembras NTg y no se
encontrd relacionado con la conducta evaluada en el test de tubo-dominancia.
Por ultimo, la conducta de anidaciéon se hallé alterada tanto en las estructuras

parentales como en animales aislados, pero esta condicionada por aspectos
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metodolégicos como el tipo de material con el que se estudia. El conjunto de
estos resultados indican que los ratones 3xTg-AD presentan deficiencias
especificas, mas acusadas en el género femenino, que hacen que este modelo
animal y estas pruebas conductuales, en particular, sean utiles para
desarrollary evaluar, a nivel experimental, estrategias preventivas vy
terapéuticas beneficiosas para la enfermedad asi como para evaluar factores
de riesgo.

Asimismo, se estudié el uso crénico de la risperidona (0.1mg/kg, s.c.) como
antipsicético atipico en machos 3xTg-AD iniciado a los 12 meses de edad o
fases avanzadas de la enfermedad y en comparacion a sus controles NTg. Los
resultados mostraron diferencias de 6 meses en la esperanza de vida media y
de hasta 12 meses en la supervivencia maxima entre los ratones macho 3xTg-
AD y sus controles. Ademas, permitieron modelar el aumento del riesgo de
mortalidad inducido por el tratamiento cronico con antipsicéticos atipicos como
la risperidona observados a nivel clinico en pacientes humanos. Asi, a pesar de
que la risperidona permiti6 modificar las alteraciones en conducta social y la
conducta de enterramiento de marmoles mostradas por los ratones 3xTg-AD,
ejercid efectos negativos reduciendo la actividad exploratoria vertical vy
horizontal en los tests, y lo que es mas preocupante, comprometid la
supervivencia maxima de los ratones 3xTg-AD reduciéndola en 2 meses. De la
misma manera, la risperidona ejercié efectos deletéreos en los animales NTg
especialmente al inicio de su vejez (16-21 meses) y reduciendo su
supervivencia maxima 8 meses, modulando asi, a nivel experimental, la
ventana de vulnerabilidad temprana descrita para los efectos adversos de la

risperidona en ancianos tratados con antipsicéticos atipicos.

Palabras clave: 3xTgAD, SCPD, AVD, riesgo de mortalidad, risperidona,

antipsicético atipico.
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Enfermedad de Alzheimer y otras demencias

Durante las ultimas décadas los procesos neurodegenerativos y las demencias,
en particular, han despertado un especial interés, tanto por parte de la
investigacion basica como de la clinica. EIl DSM-IV-TR (APA, 2002) distingue
distintos tipos de demencias como: demencia tipo Alzheimer (EA), demencia
vascular, demencia debido a enfermedad por VIH, demencia debido a
traumatismo craneal, demencia debido a enfermedad de Parkinson, demencia
debido a enfermedad de Huntington, demencia debido a enfermedad de Pick,
demencia debido a enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, demencia debido a otras
enfermedades médicas, demencia inducida por el consumo persistente de

sustancia y demencia debido a etiologias multiples.

En este trabajo de investigacion estudiaremos la demencia de tipo Alzheimer,
un trastorno neurodegenerativo que en la actualidad afecta a casi el 2% de la
poblacion en los paises industrializados. El riesgo de padecer la Enfermedad de
Alzheimer (EA) aumenta drasticamente en los individuos mayores de 70 afios
(revisado por Mattson, 2004 y Di Carlo et al., 2012), siendo la edad el principal
factor de riesgo descrito. El 95% de los casos esporadicos (de aparicion
temprana) sugieren que un bajo nivel de escolaridad, antecedentes de
traumatismo craneal, consumo de dietas altas en grasas, hipertension arterial,
diabetes, depresién, alcohol y un estilo de vida sedentario puede aumentar el
riesgo de EA (revisado por Mattson, 2004 y Campdelacreu, 2012), mientras que
menos del 5% de los casos tiene una base genética conocida Alzheimer de tipo
familiar, con mutaciones en los genes de APP y/o PS1, presinilina (de inicio
temprano) (Di Carlo et al., 2012). Sin embargo, analisis genéticos sugieren que
existen muchos genes que generan susceptibilidad a la EA, como es el caso de
la apolipoproteina E (cromosoma 19) y un segundo locus de susceptibilidad
para la EA de inicio tardio se ha localizado en el cromosoma 10, pero el gen
responsable no ha sido establecido (Selkoe, 2001; Mattson, 2004 y Wolk et al.,

2010). Recientemente, gracias a los avances en el estudio del genoma humano
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se han detectado nuevos genes relacionados con la EA como es el caso de las
funciones del sistema inmune (genes implicados: CLU, CR1, ABCA7, MS4A
cluster, CD33 y EPHA1), el metabolismo del colesterol (APOE, CLU y ABCA7) y
la disfuncion sinaptica y los procesos de la membrana celular (PICALM, BIN1,
CD33, CD2AP y EPHAA1) (revisado por Alves et al., 2012 y Schellenberg et al.,
2012).

La EA se diagnostica postmortem, por presencia de lesiones neuropatoldgicas
caracteristicas bien conocidas como la acumulacion extracelular de la proteina
beta-amiloide (BA) y de ovillos de proteina tau hiperfosforilada (Selkoe, 2000). A
nivel neuronal se caracteriza por una degeneracion sinaptica y muerte neuronal
en regiones como los lobulos frontales y temporales, estructuras limbicas,
paralimbicas y neocorticales. La deficiencia en neurotransmision de los
sistemas colinérgico, serotonérgico y noradrenérgico contribuye a los cambios
patolégicos subyacentes de la enfermedad (revisado por Cummings, 2000;
Mattson, 2004 y Di Carlo et al., 2012).

La Enfermedad de Alzheimer (EA) se manifiesta clinicamente con un deterioro
progresivo de la memoria, pérdida visoespacial, afasia, apraxia, agnosia,
alteraciones de las funciones ejecutivas y cambios neuropsiquiatricos que altera
las funciones sociales y actividades de la vida diaria (revisado por Cummings,
2000 y Dubois et al., 2010).

Los avances recientes en el uso de biomarcadores fiables en la EA, que
proporcionan evidencia in vivo de la enfermedad, han estimulado el desarrollo
de nuevos criterios de investigacion que reconceptualizaran el diagnodstico en
un patron especifico de cambios cognitivos y estructurales / biolégico que

evidencia la patologia de Alzheimer (revisado por Dubois et al., 2010).

Los nuevos términos propuestos para clasificar la enfermedad de Alzheimer se

detallan en la Tabla | (revisado por Dubois et al., 2010).



Tabla I. Nuevas terminologias para la enfermedad de Alzheimer

Presencia de
deterioro en

' E{\ ' las pruebas de L'as pruebas dg Requisitos adicionales
diagnéstico ) biomarcadores in
memoria vivo
EA tipica. Si Necesario Necesario Ninguno.
AD atipica. Si No se requiere  Necesario Presentacion clinica
especifica.
EA prodromica. Si Necesario Necesario La ausencia de
demencia.
EA demencia. Si Necesario Necesario Presencia de demencia.
EA mixta. Si Necesario Necesario Evidencia de los
trastornos comorbidos.
Preclinica EA:
Asintomatica No No esta Necesario Ausencia de sintomas
en situacion de presente de EA.
riesgo
para la EA.
Ausencia de sintomas
EA pre- No No esta No se requiere ;emi';éganp%isneongcéiigg
sintomatico. presente EA.
El deterioro No No se requiere  No se requiere La ausencia de

cognitivo leve.

sintomas o

biomarcadores
especificos para la EA.

Heterogeneidad de los sintomas conductuales y neuropsiquiatricos en la

enfermedad de Alzheimer

Las alteraciones conductuales y los sintomas neuropsiquiatricos conocidos
como "Sintomas conductuales y psicolégicos de la demencia (SCPD)”,
ocasionalmente pueden anunciar la aparicion de EA y se encuentran presentes
en el 90% de las personas con EA a medida que avanza la enfermedad.
Muchos individuos con EA muestran cambios de personalidad, apatia, asi como
un aumento de la irritabilidad. La depresién se encuentra presente entre un 25-
50% de los pacientes, la desinhibicion entre un 20-35%, las ideas delirantes
entre un 15-50%, las alucinaciones entre 10-25%, agitacién en un 50-70%, la
ansiedad y/o fobias en un 30-50%, la agresion en un 25%, y la desinhibicion

sexual en un 5-10%. Algunos pacientes muestran también comportamientos

e

Introduccion

N
©



e

Introduccion

w
o

desinhibidos o desprecio por las normas convencionales que regulan el
comportamiento social, deambulacién, trastornos del ciclo circadiano y
trastornos en la alimentacion (Cummings, 2000; APA, 2002 y Flirski et al.,
2011).

La mayor parte de estos sintomas tienen un fuerte impacto en las actividades
de la vida social del individuo alejandole del patron de normalidad ya sea por
exceso o por ausencia de interaccion. Asi tenemos por un lado, alteraciones
conductuales que cursan con irritabilidad, disforia, paranoias, fobias, agresion,
desinhibicién sexual, desacato de normas sociales y en el rango de sintomas
opuestos la apatia, conducta depresiva, falta de interés en el entorno,
aislamiento social y pérdida de motivacién para mejorar o trabajar (Chung et al.,
2000). El declive cognitivo caracteristico de la demencia estd asociado al
aumento de la vulnerabilidad social en humanos que en ocasiones conlleva a la
muerte (Andrew et al., 2010).

La mayoria de los estudios en pacientes de Alzheimer se centran en los
sintomas propiamente dichos, agrupados en clusteres, mientras que su
trascendencia alterando la vida social normal del individuo se observa como
consecuencia de ellos, mas que como punto de interés por si mismo. En la
investigacion basica no es asi, el estudio de las conductas sociales y de los
cambios observables en las actividades de la vida diaria van mas alla de ser
una herramienta importante para medir alteraciones en otros aspectos

cognitivos.

Tratamientos con antipsicéticos en la enfermedad de Alzheimer

Los sintomas neuropsiquiatricos presentan diversas repercusiones clinicas en
los pacientes con enfermedad de Alzheimer, como es el caso especifico de la
psicosis, la agitacion y la agresividad. La prevalencia de los delirios en

pacientes con EA se encuentra entre el 9-63%, el de las alucinaciones entre 4-



41%, la tasa de agresividad esté entre 11-46% y la agitacion tiene un indice de
prevalencia aun mayor entre 20-80% (Jeste et al., 2008). La mayoria de estos
sintomas disminuyen la calidad de vida de los pacientes y particularmente la
psicosis es asociada con un rapido deterioro cognitivo (revisado por Cummings,
2000 y Kalman et al., 2008).

Durante la dltima década, los mas recientes farmacos antipsicéticos atipicos
que han sido aprobados por la FDA son la risperidona en 1993, la olanzapina
en 1996, la quetiapina en 1997, la ziprasidona en 2001 y el aripiprazol en 2002.
Estos antipsicéticos atipicos han remplazado a los antipsicéticos de primera
generacién como el haloperidol y la tioridazina (Schneider et al., 2005 y Jeste et
al., 2008).

En este trabajo nos centraremos en la risperidona, es uno de los antipsicéticos
atipicos mas utilizados y coadministrado con diferentes tipos de farmacos. Los
antipsicéticos atipicos se utilizan como primera linea de enfoque farmacolégico
para el tratamiento de los sintomas neuropsiquiatricos en la enfermedad de
Alzheimer (Ballard et al., 2009).

La risperidona, es un antagonista selectivo monoaminérgico, que presenta una
alta afinidad con los receptores serotoninérgicos 5-HT, y dopaminérgicos D,, se
une también a los receptores a; adrenérgicos y con menor afinidad a los
receptores H; histaminérgicos y a, adrenérgicos. La risperidona es
principalmente metabolizada por la enzima citocromo P-450 2D6 (CYP2D6),
que tiene mas de 20 polimorfismos genéticos y su principal metabolito activo 9-
OH risperidona y menor proporcion N-desalquilacion y 7-hidroxilaciéon (Leysen,
et al. 1988; Mannens et al., 1993 y Matsubara et al., 2002). Ha sido aprobada
por la FDA para el tratamiento de la esquizofrenia (sintomas positivos y
negativos), trastornos bipolares y autismo. Ademas se utiliza en la demencia,
depresién, trastornos obsesivos-compulsivos, trastornos de personalidad vy
déficit de atencion e hiperactividad (Katz et al., 2007; Shekelle et al., 2007 y
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Rodriguez-Antona et al., 2009). En adultos la risperidona tiene una absorcién
rapida y completa tras la administracion oral observandose efectos a las 2,5h y
se mantiene hasta las 24,7 horas, se metaboliza principalmente en el higado
excretandose en una proporcidon menor 1% en forma inalterada por las heces
(Mannenst et al., 1993 y Zhou et al., 2006).

Este farmaco presenta un efecto moderado pero significativo en el tratamiento a
corto plazo (> 6-12 semanas) para la agresion, pero se encuentra limitado en
terapia de largo plazo y para los sintomas de agitacion los resultados no se
encuentran bien establecidos. Ademas, aumentan las preocupaciones sobre los
resultados adversos con estos tratamientos, incluyendo accidentes

cerebrovasculares y la muerte (Ballard et al., 2009).

En abril de 2005, La administracion de alimentos y medicamentos, del
departamento de salud y servicio humano de los Estados Unidos en inglés U.S.
Food and Drug Administration (FDA) emitié la siguiente advertencia para todos

los antipsicoticos atipicos en funcion de sus evaluaciones:

“La FDA informo a los profesionales sanitarios y al publico sobre el aumento del
riesgo de mortalidad en pacientes ancianos que recibieron farmacos
antipsicoticos atipicos para el tratamiento de psicosis relacionada con
demencia. Los analisis de 17 ensayos controlados con placebo que incluyeron
a 5377 pacientes de edad avanzada con trastornos de conducta asociados a
demencia revel6 un riesgo de muerte en los pacientes tratados con el farmaco
de entre 1,6 y 1,7 veces la observada en pacientes tratados con placebo. La
tasa de mortalidad en los pacientes tratados con farmaco era aproximadamente
4,5%, en comparacién con una velocidad de aproximadamente 2,6% en el
grupo placebo. Aunque las causas de muerte fueron variadas, la mayoria de las
muertes parecieron ser de naturaleza cardiovascular (por ejemplo, insuficiencia

cardiaca, muerte subita) o infecciosa (neumonia)”.



En base a este andlisis, la FDA solicitd que los fabricantes de los farmacos
antipsicoticos atipicos incluyeran una informacion acerca de este riesgo en el

prospecto del medicamento (Jeste et al., 2008).

Estas alertas trajeron una diversidad de opiniones en la comunidad cientifica.
Algunos autores consideraron las advertencias sobre los antipsicéticos atipicos
como alarmantes y potencialmente perjudiciales para los pacientes con
demencia, mientras otros estaban preocupados porque no habia pruebas claras
para apoyar un mayor beneficio en relacién a los antipsicoticos atipicos con

respecto a los convencionales (Trifiro et al., 2009).

Esta diversidad de opiniones se puede observar en los estudios de los
trastornos del ciclo circadiano donde los pacientes con demencia al cabo de un
tratamiento de 12 semanas a una dosis de 1,49 mg/dia de risperidona
reportaron mejoras en las horas de suefio total, horas de vigilia en la cama,
insomnio y otras variables relacionadas con el suefio (Duran, JC., et al., 2005).
Otros estudios han indicado que en los pacientes ancianos con demencia a una
dosis baja de risperidona 0,5 y 1 mg fue bien tolerada y se asocia con
reducciones en los SCPD, en particular, la agitacion, agresividad, irritabilidad,
delirios, trastornos del suefio, ansiedad y fobias. A pesar de la eficacia en la
reduccion de diversos sintomas adversos la risperidona y la olanzapina no
deberian usarse de forma rutinaria para el tratamiento de la agresividad y la

psicosis en pacientes con demencia (Onor et al., 2007).

Otros estudios han indicado que la risperidona y la olanzapina incrementan el
riesgo de mortalidad en pacientes de edad avanzada con demencia con un
mayor riesgo de la segunda sobre la primera (Vilalta-Franch et al., 2008).
Asimismo, los riesgos de mortalidad se incrementan con las dosis altas de
antipsicético atipico y las causas de mortalidad son accidentes cerebrovascular,
enfermedades respiratorias y desorden circulatorios (Huybrechts et al., 2012)

en comparacion con las personas que recibieron placebo (Trifiro et al., 2009).
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Los riesgos cerebrovasculares (ACV) se observan especialmente durante las
primeras semanas de tratamiento, este riesgo disminuye con el tiempo y se

normaliza después de 3 meses de tratamiento (Kleijer et al., 2009).

En la actualidad, en diversos hospitales y/o geriatricos se siguen utilizando
antipsicéticos atipicos para los sintomas conductuales y psicolégicos de la
demencia, a pesar de que las personas ancianas son mas sensibles a sus
efectos secundarios que los adultos jévenes y de mediana edad, en parte por la
interaccion de los cambios ocasionados por la edad y la sensibilidad

farmacoldgica ante los tratamientos antipsicéticos (Salzman et al., 2008).

Debido a la variedad de resultados y en la imposibilidad ética de realizar nuevos
estudios clinicos en humanos es importante modelar las respuestas
farmacoldgicas de los antipsicéticos en animales y poder estudiar los cambios

de los sintomas conductuales y psicoldgicos de la demencia (SCPD).

Modelos animales en la Enfermedad de Alzheimer

En épocas recientes, gracias a los avances de los distintos frentes de
investigadores de la neurobiologia, la farmacologia, la genética molecular y la
utilizacién de modelos animales en psiquiatria han contribuido al gran vuelco
conceptual de esa area de conocimiento. Los ensayos con animales permiten
incursiones medicamentosas, quirdrgicas o toxicologicas que estan vedadas a
la experimentacion humana y expanden, con ello, el banco de pruebas

accesibles.

A nivel de investigacion basica, el modelado en ratones transgénicos de las
caracteristicas de la pérdida de la memoria en la EA ha sido un desafio debido
que los primeros modelos no manifestaban los sintomas cognitivos de la

enfermedad, y la validez de estos modelos animales con respecto a los



sintomas no cognitivos sigue siendo una meta aun dificil (revisado por Yamada
et al., 2000 y Giménez-Llort et al., 2007).

Segun las directrices Janus y Westaway, (2001) un modelo animal ha de tener
los siguientes criterios de validez: 1) Progresion de la neuropatologia (depodsitos
BA), 2) déficits cognitivos, 3) replicable entre varios laboratorios, 4) discernir el
efectos patogénicos de las formas familiares (FAD) y 5) abarcar mas de una

linea de transgénicos.

En las ultimas dos décadas, se ha empezado a utilizar la manipulacién genética
de la linea germinal para obtener animales transgénicos con mutaciones
determinadas, como medio para reproducir procesos patolégicos humanos en
animales experimentales y conseguir de esta manera modelos de animales que
permitan estudiar las bases, mecanismos, estrategias preventivas y
terapéuticas de los farmacos en los seres humanos. Esta tecnologia se basa
en: 1) Inactividad de genes especificos 0 mutaciones a variantes patoldgicas, 2)
Introduccién de nuevos genes, por ejemplo humanos, 3) Sobreexpresion de
genes mediante la insercidon de copias adicionales y 4) Control de la expresion

genética (Tornell et al., 2002).

Se han desarrollado diversos animales para la EA, que presentan una o mas
caracteristicas patolédgicas de la enfermedad, tales como deposicion de BA y la
hiperfosforilacién de tau. Ademas, las deficiencias cognitivas también estan
presentes en muchos modelos donde se han podido estudiar el aprendizaje y la
memoria. Algunas de las especies que han sido utilizadas para el estudio de la
EA han sido los ratones, ratas, moscas, peces, conejos, perros, cobayas y
primates no humanos. La diversidad de modelos animales actuales se puede
utilizar para facilitar el descubrimiento de nuevas terapias y proporciona una
vision de la etiologia de la EA. Los modelos mas ampliamente utilizados son los

ratones transgénicos (Sabbagh et al., 2012).
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La rapida evolucion en el estudio del genoma del ratéon y de las técnicas de
ingenieria genética, han dado lugar a una explosion de linajes en ratones
transgénicos o con alteraciones dirigidas del genoma. Las primeras lineas de
ratones transgénicos presentaban la mutaciones familiares de APP (Games, D.,
et al., 1995 y Hsiao et al., 1995), mientras que los modelos posteriores se han
basado en las mutaciones de PS1 (Duff et al., 1996), mutaciones de tau (Lewis
et al, 2000), o una combinacion de 2 o 3 mutaciones (Holcomb et al.,
1999; Lewis et al., 2001 y Oddo et al., 2003) como se detalla en la siguiente
tabla.

Tabla II.

Resumen de los modelos transgénicos mas utilizados para la
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enfermedad de Alzheimer (Sabbagh et al., 2012).

Linea Mutacioén (es) / Patologia primaria (edad de Déficit cognitivos
transgénica transgéen aparicion, meses) (edad de apatricion,
meses)?
PDAPP APP (Indiana) AR plaque deposition (6-9) MWM (4)
Tg2576 APP (Swedish) AB plaque deposition (9) MWM (9); CCF (5)
APP23 APP (Swedish) AB plaque deposition and CAA MWM (3)
(6)
J20 APP (Swedish and AP plaque deposition (6) MWM (6)
Indiana)
PS1 PS1 (M146L) None NA
PSAPP PS1 (M146L) and A plague deposition (3) MWM (6); CCF (5)
APP (Swedish)
5XFAD PS1 and APP AB 42 accumulation and plaque MWM (6); CCF (6)
(2)
JNPL3 Tau (P301L) Tangles aggregation (4-6) NA
Tg4510 Tau (P301L Tangles and neuronal loss (4-6) MWM (4)
inducible)
hTau Human tau Tangles and neuronal loss (15) MWM (12)
TAPP APP (Swedish) and AP deposition and enhanced tau NA
tau (P301L) pathology (6)
3xTg-AD PS1, APP and tau Soluble AR, plagues and tangles MWM (6)
(6)

BA, proteina beta-amiloide; AD, enfermedad de Alzheimer; CAA, la angiopatia amiloide cerebral,
NA, no aplicable. @ La presencia de déficits cognitivos en cada modelo se limita al

acuatico de Morris (MWM) y el condicionamiento contextual del miedo (CCF).

laberinto



Estudios comportamentales en los modelos transgénicos para la EA (Figura 1),
han producido resultados muy relevantes en diversas areas de la investigacion
neurocientifica de los trastornos mentales. Este es el caso de la linea triple
transgénica que exhibe caracteristicas fenotipicas de la Enfermedad de
Alzheimer, creado por el laboratorio del profesor Frank M. LaFerla, de la
Universidad de California Irvine. Estos animales no sélo manifiestan las
caracteristicas neuropatoldgicas distintivas del trastorno en el tejido cerebral,
sino que presentan deterioros en el test de memoria y aprendizaje con un curso
progresivo en funcion de la edad.

Figura I. Test conductuales para evaluar la memoria en modelos de animales
para la enfermedad de Alzheimer (Gétz et al., 2008).
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Pruebas utilizadas para comparar los ratones mutantes vs. control. a) El laberinto acuatico de
Morris para medir la memoria de referencia espacial. b) El laberinto Y para evaluar la memoria de
trabajo espacial. c¢) El laberinto de brazos radiales para medir la memoria de trabajo a corto
plazo. d) Prueba de reconocimiento de objetos nuevos, para observar si distingue el objeto nuevo
del viejo.
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El ratén triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer, alberga transgenes
humanos PS1/M146V, APPg,. y tauP301L (Oddo et al., 2003a). Estos roedores
mimetizan de forma singular diversos sintomas de la enfermedad en un patrén
temporal y neuroanatémico similar al observado en humanos. El inicio de los
sintomas se ha establecido entre los 4 y 6 meses de edad, con déficits
electrofisiologico (en LTP y fEPSP) a nivel hipocampal, problemas de
aprendizaje y memoria, deficiencias colinérgicas y alteraciones emocionales, a
pesar que los cerebros de los animales sélo muestran presencia de
inmunoreactividad intraneuronal de BA (Giménez-Llort et al., 2007; Kitazawa, et
al., 2005 y Oddo et al., 2003a), b). A partir de los 12 meses de edad el perfil
neuropatologico encuentra su paralelismo con las fases avanzadas de la
enfermedad en humanos, con los caracteristicos depdsitos de BA y los ovillos

neurofibrilares de proteina tau (Oddo et al., 2003a, b).

Desde la creacion del ratén 3xTg-AD para la enfermedad de Alzheimer se han
realizado una variedad de trabajos de investigacion que contribuyen al avances
en los estudios de la patologia de la enfermedad de Alzheimer como es el caso
de: testosterona (Rosario et al., 2012), ejercicio fisico (Gimenez-Llort et al.,
2010 y Garcia-Mesa et al., 2011), cambios en el ciclo circadiano (Gimenez-Llort
et al., 2007 y Sterniczuk et al., 2010), estudios con memantina (Martinez-Coria,
et al., 2010), mecanismos patoldgicos de la conducta emocional (Espafia et al.,
2010), diferencias de género (Clinton et al., 2007), nicotina (Oddo et al., 2005)

entre muchos otros.

Para los estudios con antipsicéticos en modelos animales para la enfermedad
de Alzheimer solo existen tres trabajos de investigacion aparte del propio
(Gimenez-Llort et al., 2009) donde se han centrado en la disminucion de las
conductas de agresividad y agitacién dentro del espectro de los sintomas
conductuales y psicologicos de la demencia. En los estudios con ratones
transgénicos AAP/london (Moechars et al., 1998) han utilizado la busperidona,

agonistas serotoninergicos y risperidona para reducir los niveles de agresividad



en este modelo animal, en los APP23 (Vloeberghs et al., 2008) identificaron la
sensibilidad del antipsicético atipico risperidona para la reduccion de la
agresividad y en los ratones ddY (Uchida et al, 2009) se han utilizado los

antipsicoticos para el estudio de la agresividad y agitacion (Tabla I11).

Tabla [ll. Resumen de los modelos animales (ratones) con estudios
antipsicéticos
Estudio con Modelo Farmacos Referencias
antipsicéticos animal
(ratones)
Haloperidol, clozapina,
mpk1 risperidona e inhibidor Langen, et al., 2012.
PDE10A.
Esquizofrenia | C57BL/6J @ Risperidona. Cope, etal., 2009.
Clorpromazina,
C57BL/6 & clozapina, haloperidol, Dwyer, etal., 2003.
loxapina y risperidona.
CETELG g EERIE Rogoz, Z et al., 2011.
y risperidona.
Depresion | c57BL/6y @ Mintazapina, fluoxetinay g0, 7 5010,
risperidona.
PACAP --§ Desipramina, risperidona, . inoto o af., 2009.
haloperidol y ritanserina.
36 compuestos
antipsicoticos tipico y
atipicos, inhibidores
NMRI & selectivos de la Bruins, et al., 2005.
serotonina,
benzodiazepina,
. compuestos D2/5-HT1A.
Ansiedad ihi
NIH Swiss ¢ mhibidores de la Li, X., et al., 2006.
serotonina.
ICR 4 Haloperidol, perospirona i\ \chita, et al., 2006.
y risperidona.
ICR & Fluvoxamina, Miyamoto, et al., 2004.
milnacipran y risperidona.
MF1Q Antagonistas 5-HT. Njung'e, et al., 1991.
ddy & Quetiapina, .rlsperldona y Uchida, et al., 2009.
metanfetamina.
Enfermedad de 3xTg-AD & R!sper!dona. Giménez-Llort et al., 2009.
. APP23 Risperidona. Vloeberghs, et al., 2008.
Alzheimer - .
Busperidona, agonistas
APP/London  serotoninergicos y Moechars, et al., 1998.
Risperidona.
mdriaiib g Risperidonay Kirschbaum, et al., 2008.
haloperidol.
i ICR d NETEEEITE 17 Schreiber, et al., 1997.
naloxonazina.
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Alteraciones conductuales que afectan los patrones sociales

Son muchos los factores sociales que se han asociado con la calidad de vida
de los individuos, incluyendo el nivel socioecondmico (tanto a nivel individual
y/o grupal), el dominio y/o control sobre las circunstancias de la vida, apoyo
social de familiares y amigos, la participacion social en actividades de grupo, el
capital social y la cohesién social (Andrew et al., 2010). Cuando las personas
envejecen se vuelven mas vulnerables y fragiles a las circunstancias sociales
que tienen una repercusion en la salud del individuo (Andrew et al., 2008).
Algunos estudios han indicado que la vulnerabilidad social durante el
envejecimiento esta asociada a la mortalidad y el deterioro cognitivo (Panza et
al., 2011 y Andrew et al., 2008).

La enfermedad de Alzheimer tiene un gran impacto en los factores sociales
donde se observan ausencia en la interaccion social, apatia, conducta
depresiva y aislamiento social que repercuten en la rutina diaria. Los individuos
se vuelven progresivamente mas vulnerables y dependientes de familiares y/o

personal sanitario (Chung et al., 2000).

En los trabajos de esta tesis doctoral se evaluo la conducta social en roedores.
Por tanto, es importante en esta introduccién distinguir los contextos normales y

las alteraciones de los patrones sociales.

La conducta social es una caracteristica fundamental de los organismos vivos y
se define como una interaccion entre los miembros de una misma especie
(Sokolowski et al., 2010). Las estructuras sociales normales involucran de
forma implicita conductas relacionadas con diversos grados de orden jerarquico
o de igualdad, que dependen de factores genéticos (p.ej. cepa de ratdn, género,
edad, sistemas neuroquimicos o mutaciones genéticas) y ambientales (por
ejemplo, condiciones de estabulacién, alimentacion, temperatura, aislamiento,

diadas o composicion del grupo social, desarrollo perinatal). Se trata, de



estructuras dinamicas y cambiantes, pero cuyas desviaciones por defecto (p.ej.
apatia, anhedonia, aislamiento) o por exceso (p.ej. agresividad, irritabilidad,
agresividad sexual) pueden alcanzar el rango patoldgico y llegan a formar parte
de criterios diagnésticos de enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas, ademas
de estar presentes como sintomas de otros tipos de enfermedades mas

organicas (ver Tabla V).

Cuando se estudia la conducta social se deben tener en cuenta varios
conceptos que la definen. Por ejemplo, en cualquier grupo de animales los
individuos poseen atributos sociales que influyen en su relacién social con otros
animales y permiten definir el concepto de sociabilidad como “la tendencia a
formar relaciones cooperativas interdependientes que permiten una
comunicacion reciproca que transciende la mera actividad sexual” (Keeling et
al., 2001). De hecho, el establecimiento en grupo es uno de los hechos mas
significativos de las especies animales, y es la base de su organizacién social
(Keeling et al., 2001). Cada especie ha desarrollado patrones de conductas y
mecanismos fisiolégicos de la conducta adaptativa que se encuentran
relacionados con su propia organizacion social y la dinamica de la poblacion
(Hedrich et al., 2004).
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Tabla IV. Principales estudios de las conductas sociales, modelado

trastornos neuroldgicos, psiquiatricos y de otras enfermedades

de

Estudio de las

conductas Modelo animal (Ratones) Referencias
sociales en:
E izofreni Ratones homocigotos PACAP Ishihama, et al., 2010.
squizotrenta Ratones ICR Wang, et al., 2007.
Ratones KO calcineurin (CN) Miyakawa, et al., 2003.
Depresién Ratones albinos Pandey, et al., 2010.
Ratones ddY Tsunekawa, et al., 2008.
Enfermedad Ratones APPswe/PS1 Filali, et al., 2009.
de Alzheimer  Ratones Tg2576 Deacon, et al., 2008.
Sindrome Ratones knockout Fmr1 Mines, et al., 2010.
Fragil X Ratones knockout Fmr1 Spencer, et al., 2005.
Ratones knockout GSTM1 Yochum, et al., 2010.
10 cepas endogamicas: AKR/J, Moy, et al., 2008.
Autismo C57BL/6J, C58/J, DBA/2J, FVB/NJ,
NOD/LtJ, NZB/BINJ, PL/J, SJL/J, vy
SWR/J.
Ratones uPAR, Pteny En2 Crawley, JN., 2007.
Enfermedad Ratones R6/2. Wood, et al., 2010.

de Huntington
Sindrome Rett

Cancer
Isquemia
cerebral
Epilepsia

Trastornos de
Ansiedad

Agresividad

Farmacologia
y drogas

Dopamina
Serotonina
Acetilcolina

Glutamato

Ratones RTT [Mecp2(308/Y)] y
129/SvEv WT.

Ratones Swiss CD-1

Ratones C3(1)/SV40 T-antigen
Ratones C57/BL6

Ratones El y ddY

Ratones Heterocigotos knockout
Htr1a

Ratones C57BL/6N (B6N) y
C57BL/6JOIa (B6JOIa)

Ratones CB1-KO y WT
Ratones C57BL/6J y FVB/NJ
Ratones C57BL/6J

Ratones albinos CF1

Ratones CD-1

Ratones OF1

Ratones CD-1

Ratones DAT -/-

Ratones ICR

Ratones congénitos C57BL/6
Ratones muscarinicos M1R-/-
Ratones mGIuR7-/- y mGIuR7+/+

Moretti, et al., 2005.

Terranova, et al., 2001.
Williams, et al., 2009.
Karelina, et al., 2009.

Turner, et al., 2007.
Zanettini, etal., 2010.

Siegmund, et al., 2007.

Haller, et al., 2004.
Kovacsics, et al., 2010.
Ho, etal., 2010.

Linck, etal., 2010.
Zou, etal., 2009.
Estelles, et al., 2006.
Venerosi et al., 2001.
Spielewoy, et al., 2000.
Gariépy, et al., 1998.
Maekawa, et al., 2010.
Miyakawa, et al., 2001.
Callaerts-Vegh, et al., 2006.




Es importante tener en cuenta que los resultados en paradigmas conductuales
obtenidos en ratas pueden ser distintas a las que se obtienen en ratones
(Crawley et al.,1997). A su vez, entre ratones hay también diferencias segun
sean las cepas estudiadas o las utilizadas para generar el modelo animal, un
factor que normalmente es infravalorado cuando se genera un nuevo modelo
animal (se usa la cepa segun su disponibilidad en lugar de hacerlo en base a su
perfil conductual) y en muchos estudios en los que el enfoque psicoldgico
complementa niveles de estudio mas neuroquimicos o moleculares (Crawley, et
al., 1997).

Se dice que la estructura social de un grupo depende principalmente de la
relacion dominancia-subordinacién, y/o de otros atributos como agresividad,
competitividad, individualismo, etcétera (Keeling et al., 2001). La dominancia es
una relacion aprendida y predecible entre un par de animales (diada), donde un
animal del par es sometido por otro. Los rangos, la jerarquia u orden de
dominancia, representan la asignacién de un valor numérico a un animal, e
intentan describir la posicion relativa del mismo con respecto a todos los

animales de un grupo (Hedrich et al., 2004).

Por el contrario, hay estructuras sociales en las que se observan conductas
agonistas; ésta es el resultado de actos adaptativos que surgen para resolver
los conflictos entre dos miembros de una misma especie mediante conductas
agresivas o amenazas, conductas de sumisién o pasividad y conductas ludicas
que implican contacto fisico (Scott, 1966). La conducta agresiva, es un
comportamiento que ocasiona dafo o destruccidon entre animales. En la
mayoria de las especies animales, los machos son mas agresivos que las
hembras. Algunos autores clasifican la agresividad en agresividad competitiva,
donde dos individuos de un mismo grupo que compiten por un mismo recurso y
la agresividad territorial, va dirigida hacia un animal que ha invadido el territorio
de otro (Keeling et al., 2001).

e

Introduccion

S
w



e

Introduccion

h ‘
N

Los déficits en la conducta social son caracteristicos de muchos trastornos
mentales, como el autismo, la esquizofrenia, la depresién y la enfermedad de
Alzheimer siendo cada vez mas numerosos los estudios en modelado animal.
Hoy en dia la investigaciéon basica de la conducta social esta orientada en torno
al género, la agresion y las relaciones parentales. El avance en la comprension
de sus bases bioldgicas, psicoldgicas, sociales y la inclusion de la conducta
social dentro de las baterias de test conductuales puede contribuir a mejorar la
eficacia de estrategias preventivas y terapéuticas no solo en modelos animales
para enfermedades neurolégicas y psiquiatricas sino también en otras que

afectan la esfera de las relaciones sociales del individuo.

Test para el estudio de las conductas sociales

Los estudios conductuales se han ido enriqueciendo con las aportaciones de
los estudios etolégicos que abordan las conductas de especies especificas y
tipicas. En los siguientes apartados se conceptualizan los diferentes test de
conductas que se utilizan de forma mayoritaria. Existen test especificos para
medir la conducta social como el test de interaccién social (TIS), el test de tubo-
dominancia (TTD), efecto Dalila (ED), Agregacion social durante la fase del
suefio (ASS) y para evaluar las disfunciones ejecutiva y conducta social el test

de conducta de anidar o construccion del nido (CA).

Test de interaccioén social (TIS)

La prueba de interaccion social fue desarrollada hace 25 afios (File, SE., et al.,
1978) utilizando como base etoldgica los rasgos de ansiedad. El TIS se ha
utiizado para estudiar los efectos ansioliticos y ansiogénicos de factores
ambientales o de farmacos y compuestos quimicos. Diversas investigaciones
han demostrado que la prueba por si misma induce estados de ansiedad mas
similares a las experiencias de trastorno de ansiedad generalizada (File et al.,
2003).



En la validacién inicial de esta prueba (File et al.,1978), se demostrdé que la
reduccion de la ansiedad dependia del resultado de un ambiente iluminado y/o
no familiar. Sin embargo, el hecho que una rata disminuyera la interaccion
social, resultaba un incremento de otra actividad (actividades competitivas)
como quedarse inmovil, acicalamiento, explorar, realizar levantamientos y
defecacion (File et al., 2003).

De acuerdo a la validez predictiva del TIS en el estudio de File, SE., et al.,
(1980; 1978) evaluaron los efectos del farmaco Clordiazepéxido (5 mg/kg) con
una administracion crénica y encontraron una disminucion de la interaccion

social y sedacion similar en los humanos.

Test de tubo-dominancia (TTD)

El test de tubo-dominancia se utiliza como una medida adicional de la conducta
social (Moretti et al., 2005), donde se evaluan las conductas de dominancia y
subordinado (Crawley, 1999), ademas se evalua el tiempo que es retirado uno
de los animales de prueba debido que este comportamiento esta asociado a los

sintomas negativos de la esquizofrenia.

Efecto Dalila o barbering (ED)

El ‘barbering’ también llamado efecto Dalila (por similitud con la historia de
Sanson y Dalila en la que Dalila redujo el nivel de cuero cabelludo de su
companiero), es una conducta social que se traduce en la pérdida de pelaje y
bigotes en los roedores de laboratorio. Se trata de una conducta que puede ser
autogenerada por los propios animales o realizada por un compafiero de jaula,

normalmente el mas dominante (Kalueff et al., 2006).

El efecto Dalila en los animales, el afeitado de vibrisas y pérdida de cabello

varia de un animal a otro, es decir, unos animales presentan pérdida de cabello
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so6lo en el hocico, mientras que otros habian perdido cabello en otras partes de
la cara y/o cuerpo (Sarna et al., 2000). Durante el desarrollo del efecto Dalila
uno de los animales se mantiene en posicion pasiva boca abajo, mientras otro
(Dalila) le afeita. Existe controversia en diversos estudios si el efecto Dalila
genera dolor o placer en el animal. Algunos autores consideran que se aprecia
como una actitud “dolorosa” debido que el receptor se estremece, sin embargo,
en ningun caso hace el intento de escapar (Sarna et al., 2000). Esta pasividad
puede ser por dos motivos, tal vez el receptor pasivo permite el efecto Dalila
para reprimir la agresion del dominante o que el receptor lo experimente como
una actividad agradable. Sin embargo, Van den Broek et al. (1993) especula
que el efecto Dalila actia como un liberador de endorfinas, y para ambos

animales puede ser un acto placentero.

Agregacion social durante la fase de suefio (ASS)

El hecho de dormir en grupo es un comportamiento normal entre los patrones
sociales de los roedores, y la disminucion de este comportamiento se observa
en diversos modelos de alteraciones conductuales dentro del espectro de la
psicosis o esquizofrenia (Lijam et al., 1997). En este estudio se utilizé esta
prueba debido que la EA presenta sintomas psicoticos, agitacion y falta de
interés social. Sin embargo, son todavia extremadamente escasos los estudios

que muestran cambios en este habito social.

Conducta de anidar o construccion del nido (CA)

Hay un grupo de conductas sociales vinculadas directamente con las funciones
reproductoras, la crianza y maduracion ontogénica de las camadas. Se pueden
medir a través de los distintos elementos que se producen de forma sucesiva:

apareamiento, anidacion, cuidado maternal y juegos.



En el caso de la anidacidon para los pequefos roedores, los nidos son
importantes en la conservacion del calor, asi como en la reproduccion y refugio.
El comportamiento de anidacion se ha mostrado sensible a las lesiones
cerebrales, los agentes farmacoldgicos y mutaciones genéticas (Deacon et al.,
2006).

Esta prueba puede ser considerada como un reflejo de planificacién de tipo
paso a paso, similar a los sintomas de disfunciones ejecutivas en la EA
(Collette et al., 1999 y Graham et al., 2004) igual que en los casos humanos.
Ademas, se conoce que la conducta de nido en ratas es sensible a las lesiones
de la corteza prefrontal (Filali et al., 2009). Del mismo modo, en esta prueba se
puede reflejar la apatia, uno de los sintomas neuropsiquiatricos mas comunes
entre los individuos con EA, ejemplificada por una falta de interés en el entorno,
aislamiento social y pérdida de motivacion para mejorar o trabajar (Chung et al.,
2000).

Ademas, las conductas de anidacion se han estudiado en diversos modelos

animales de raton como se detalla en la Tabla V.
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Tabla V. Principales estudios de la conducta de anidacion

Estudios de la

Modelo animal Metodologia .
conducta de . Referencias
Y . (Ratones) aplicada
anidacién en:
Ratones PLCb1-/- Aislamiento/ Koh et al., 2008.
Material: algodon.
RatonesTbx1 Aislamiento/ Hiroi, et al., 2005.
Material: algodén.
Ratones Musculus. Aislamiento/ Greene-Schloesser, et al.,
Trastorno de Material: algodén.  2011.
Ansiedad Ratones Swiss NIH Aislamiento/ Li, et al., 2006.
Material: algodon.
D ‘. Ratones C57BL/6 J  Aislamiento/ Tomida, et al., 2009.
epresion M . i
aterial: algodon.
Ratones Mapt Aislamiento/ Filali, et al., 2012.
3xTg-AD Materia: algodon
Ratones APP/PS1 Aislamiento/ Filali, et al., 2011.
Material: algodon.
Ratones Tg2576 Aislamiento/ Wesson, et al., 2011.
Material: algodon
y papel.
Enfermedad de  Ratones Aislamiento/ Filali, et al., 2009.
Alzheimer APPswe/PS1 Material: algodén.
Ratones Aislamiento/ Filali, et al., 2009.
APPswe/PS1 Material: algodén.
Ratones Tg2576 Grupo/ Material: Deacon, et al., 2008.
algodon.
Sindrome de Ratones Aislamiento/ Samaco, et al., 2008.
Rett Mecp2Flox/Y Material: algodon.
Ratones VDR y WT. Aislamiento/ Keisala, et al., 2007.
Material: papel.
Farmacologia Ratones CK--/-- Aislamiento/ Streijger, et al., 2005.
doble (KO) Material: algodén.
Ratones LAR-AP Aislamiento/ Kolkman, et al., 2004.
mice. Material: algodon.

Enriquecimiento

Ratones C57BL/6J

Ratones ICR

Ratones C57BL/6J
y DBA/2J

Grupos/Material: 2
Kleenex®; tiras de
papel;

1Kleenex® y
algodon.
Aislamiento/
Material: papel
reciclable; tela;
madera;
policarbonato.
Aislamiento/
Material: algodén.

Hess, et al., 2008.

Kawakami, et al., 2007.

Deacon, RMJ., 2006.




Conducta social inducida (1S)

El aislamiento social inducido (IS, del inglés Isolation-induced) consiste en aislar
el animal durante un mes, para generar un incremento de la agresividad que
puede medirse con el test del residente-intruso (RIT, del inglés Resident-
intruder test). En esta prueba, un ratén (intruso) se introduce en la jaula del
animal aislado (residente) y se mide la latencia del primer ataque, numero de
ataques y el tiempo de persecucion por parte del residente (Avitsur et al., 2007).
Una variante de este test es la Interrupcién del estrés social (SDR, del inglés
Social disruption stress) en el que, usando un procedimiento similar al anterior,
se valora la conducta agresiva de un grupo de animales residentes en una
misma jaula frente a un unico intruso que es sustituido por otro al cabo de los 2
min de ser atacado (Rondinini et al.,1999). En los estudios de ontogenia, la
deprivacion maternal o aislamiento temporal de la cria (MD, del inglés Maternal
deprivation), normalmente 24h, durante el noveno dia postnatal se utiliza para
modelar trastornos de la esfera emocional y psiquiatrica que permiten
hipotetizar sobre las bases ontogénicas de enfermedades como Ila

esquizofrenia (La Barba et al.,1969).

Test para el estudio de la emotividad

Las emociones pueden ser definidas como "estados que evocan un patrén de
habilidades cognitivas, reacciones fisioldgicas y respuesta conductual ante un
evento", que pueden ser desencadenadas por estimulo interno o externo
(Passer et al.,2009). Las pruebas de la emotividad en los ratones de laboratorio,
implican que una circunstancia dispare una respuesta emocional especifica que
pueden ser ansiedad, depresién y/o miedo siendo estos estados de animo
negativo donde esta involucrado el tdlamo, la amigdala y la corteza prefrontal
(LeDoux, 2000). La ansiedad es un estado natural de tensién o temor ante una
situacion de amenaza y que interfiere con las actividades normales de la vida

diaria (Passer et al., 2009). Las pruebas conductuales para evaluar los
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trastornos de ansiedad en ratones son: el laberinto elevado en cruz (EPM), caja
de luz/oscuridad (DLB), prueba de interaccion social (TIS), el campo abierto
(OF) y prueba de esquinas (CT) (Pellow et al.,1985; Belzung et al., 1994;
Rodgers et al., 2002 y Walf et al., 2007).

Dentro de los trastornos del estado de animo se encuentra la depresion
caracterizada por estado de animo depresivo, disminucion acusada del interés
o de la capacidad para el placer en todas o casi todas las actividades, pérdida
importante de peso o aumento de peso, insomnio o hipersomnia, agitacion o
enlentecimiento psicomotores, fatiga o pérdida de energia, sentimientos de
inutilidad, disminucién de la capacidad para pensar o0 concentrarse y
pensamientos recurrentes de muerte (APA, 2002). Las pruebas mas comunes
para valorar los cambios biologicos y conductuales de la depresion en los
animales son el estrés moderado, choque eléctrico, indefension aprendida y
natacion forzada (Seligman et al.,1975; Willner et al.,1992; Crawley et al., 1997,
Willner, 2005 y Castagne et al., 2011).

Prueba del campo abierto (OF)

La prueba del campo abierto fue desarrollada por Calvin Hall (1934) donde el
propésito principal del autor fue determinar la posible relacion entre la conducta
emocional (defecacion) y la velocidad de la actividad ambulatoria (distancia
recorrida por unidad de tiempo). Donde observé que la respuesta de los
animales ante un ambiente nuevo e iluminado eran ‘emocional o reactivo’
(congelacion en inglés freeze, defecacion y orinar) y ‘no emocional o no
reactivo’ (actividad exploratoria) (Hall, 1936). Hoy en dia la prueba del campo
abierto se ha convertido en el modelo ideal para evaluar la reactividad

emocional de los roedores (Ramos, 2008).



Test de enterramiento de marmoles (MBT)

La prueba de enterramiento de marmol en inglés ‘marble burying test
considerado como un modelo de ansiedad fue descrito por Broekkamp et al.,
(1986) para evaluar los efectos de los farmacos psicotropicos en la conducta de
enterramiento. Donde observé que eran sensibles a los compuestos como las
benzodiazepinas (Broekkamp et al.,1986). Hoy en dia se utiliza como un
modelo util de la neofobia, la ansiedad y el comportamiento obsesivo-
compulsivo. Presenta una validez predictiva para la deteccién de nuevos
antidepresivos, ansioliticos y antipsicéticos (Njung'e et al., 1991; Bruins et al.,
2008 y Kaurav et al., 2012). EI Marmol enterrado es un indicador de niveles de
ansiedad en un ratén cuando se encuentra con objetos no familiares (Millan et
al., 2002).

Test de natacion forzada (FST)

Porsolt et al., (1977) describié un nuevo método conductual para inducir un
estado de depresion en ratones. La idea surgié de algunos experimentos de
aprendizaje que estaba haciendo con las ratas en un laberinto de agua. La
mayoria de las ratas encontraban la salida en 10 minutos, pero otras ratas
dejaban de luchar y se mantenian flotando pasivamente (Porsolt et al., 1979). El
FST fue disefiado como una prueba de cribado primario de los antidepresivos
y sigue siendo uno de los mejores modelos para este procedimiento. Se trata
de un modelo de bajo costo, rapido y confiable para probar posibles
tratamientos antidepresivos con una alta validez predictiva. Tiene una gran
sensibilidad con todas las clases de antidepresivos y sus mecanismos de
accion (Porsolt, 2000; Petit-Demouliere et al., 2005 y Malatynska et al., 2012).
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Test para el estudio del aprendizaje y memoria

Durante el siglo pasado, el aprendizaje humano, animal y los procesos de
memoria han sido ampliamente caracterizados, donde se ha observado que el
aprendizaje y la memoria estan estrechamente relacionados. (Squire, 1992;
Tulving, et al., 1998 y Baddeley, 2010). Para evaluar la memoria de trabajo en
ratones, existen diversas pruebas tales como el laberinto radial, el laberinto T y
el laberinto Y (Gresack, et al., 2003) y para evaluar el aprendizaje y memoria
se incluyen: Morris Water Maze (Morris, 1981), evitacion pasiva (Mathis, et al.,
1994ab), laberinto acuatico en T (Paylor, et al., 1993), y/o miedo condicionado
(Paylor, et al., 1994).

Laberinto acuatico de Morris (MWM)

La prueba del laberinto acuatico de Morris fue desarrollada hace 31 afos
(Morris, 1981) como un dispositivo para investigar el aprendizaje, la adquisicion
de la memoria espacial y la memoria a largo plazo en ratas de laboratorio
(D'Hooge et al., 2001). EI MWM es un procedimiento relativamente simple, por
lo general consta de seis ensayos y la ventaja principal es la diferenciacion
entre el espacio (plataforma-oculta) y no espacial (plataforma visible) (Bromley-
Brits et al., 2011). Ademas los animales pueden utilizar cualquiera de las claves
espaciales o estrategias no espaciales para orientarse en la busqueda de la

plataforma oculta bajo el nivel del agua (Vorhees et al., 2006).

El MWM juega un papel importante en la validacion de modelos de roedores
para los trastornos neurocognitivos, como la enfermedad de Alzheimer
(Bromley-Brits et al., 2011).



Laberinto en T (TM)

El laberinto en T ha sido ampliamente utilizado para evaluar la memoria de
trabajo y la de referencia en los roedores. Se sabe que los roedores pueden
utilizar diferentes estrategias para realizar las tareas, a partir de sefiales
espaciales y no espaciales, como las sefales extra-laberinto, la configuracion
de las claves de la habitacion y la orientacion del laberinto (Douglas, 1966;
Aultman et al., 2001 y Papaleo et al., 2011).
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Objetivos

Esta tesis doctoral tiene por objetivo ampliar la caracterizacion conductual del
perfil tipo SCPD vy las actividades de la vida diaria de los ratones ftriple-
transgénicos 3xTg-AD, modelo animal para la enfermedad de Alzheimer, asi
como estudiar la respuesta conductual a antipsicéticos atipicos, tomando como

ejemplo la risperidona.

En particular, para cada uno de los cuatro estudios que conforman la tesis, los

objetivos son:

Estudio 1

Caracterizar la conducta social en ratones machos y hembras 3xTg-AD a los
13-14 meses de edad que se corresponden con fases avanzadas de la
enfermedad, utilizando los test de interaccion social (TIS), test de tubo de
dominancia (TTD), efecto Dalila (ED) y agregacion social durante la fase de
suefio (ASS) y determinar qué variables conductuales son las mas
caracteristicas de disfuncién social en los ratones 3xTg-AD en comparacién con

ratones NTg del mismo género y edad.

Estudio 2

Caracterizar la conducta de anidacion en ratones 3xTg-AD, a modo de actividad
de la vida diaria espontanea en roedores, estudiando ademas del genotipo y el
género, el efecto de otros factores como la organizacién social (en estructuras
parentales y siguiendo el protocolo estandar de aislamiento social), la fase de la
enfermedad (6 y 12 meses de edad o fases iniciales y avanzadas,
respectivamente), el tipo de material (papel de celulosa y algododn) y el curso
temporal (desde su inicio, las 24, 42 y 72 horas).
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Estudio 3

Caracterizar la tolerancia de la glucosa y el perfil conductual cognitivo y no-
cognitivo tipo SCPD en ratones machos 3xTg-AD a los 12-13 meses de edad,
que se corresponde con fases avanzadas de la enfermedad, y en comparacion

con ratones NTg del mismo género y edad.

Estudio 4

Con el fin de modelar la vulnerabilidad inducida por la risperidona, que es uno
de los antipsicéticos atipicos mas utilizados en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer, estudiar a nivel longitudinal la esperanza de vida y los efectos
conductuales de la administracion cronica del farmaco, en ratones machos

3xTg-AD y NTg desde los 13 meses de edad.



Estudio 1: Conductas sociales







Materiales y métodos

Métodos: Aspectos generales

En este apartado se describen, de forma general, los aspectos metodoldgicos
comunes en todos los estudios de esta tesis doctoral, para luego concretar en
cada uno de los posteriores estudios, los detalles acerca de los sujetos

experimentales y disefio experimental.

Las colonias de ratones ftriple transgénicos 3xTg-AD (PS1/M146V, transgenes
APPswe y tauP301L) y de su correspondiente cepa control no transgénica
3xTg-AD-WT (a partir de ahora NTQ) fueron establecidas en el estabulario del
laboratorio animal de la Unidad de Psicologia Médica del Departamento de
Psiquiatria y Medicina Legal, Universitat Autbonoma de Barcelona a partir de
progenitores creados en la Universidad de California Irvine (Oddo et al., 2003).
La descripcién completa del modelo animal se detalla en la pagina 34 de la

introduccion.

Los animales fueron estabulados en grupos de tres a cinco ratones, en jaulas
de plastico estandar tipo Macrolon® (35 x 35 x 25cm) con 1 litro de serrin como
lecho y acceso a agua y comida ad libitum. Las condiciones ambientales fueron
las siguientes: ciclo de luz de 12:12 horas luz/oscuridad con encendido de luces
a las 08:45 horas, temperatura ambiental constante entre los 21 + 2°C y
humedad relativa de 55 + 5%. Las fases experimentales se realizaron en el
estabulario y salas contiguas del laboratorio animal. Todos los experimentos
fueron realizados de acuerdo con la legislacion espafola de “Proteccion de
animales y uso de experimentacion otros fines cientificos”, de acuerdo con la
Directiva de la UE 08-88 y “Procedimiento de la Comisién de Etica en
Experimentacion Animal y Humana” con numero CEEAH/UAB: 1018, titulado
Uso de Antipsicoticos en la enfermedad de Alzheimer: estudio de ratones triple-

transgénicos 3xTg-AD.

‘ Métodos: Aspectos generales

(o})
-



| Estudio 1: Conductas sociales

(2]
N

Estudio 1. Caracterizacion de las conductas sociales de

ratones 3xTg-AD y NTg

Para caracterizar la conducta social en ratones 3xTg-AD se eligieron animales
de 13 y 14 meses que se corresponden con fases avanzadas de la enfermedad
con manifestacion neuropatologica amiloidea y de tau (Oddo et al., 2003). El
estudio se llevo a cabo con un total de 65 ratones NTg y 3xTg-AD (machos y
hembras) [Tabla 1] en los que se valord: 1) la agregacion social durante la fase
de suefo, 2) la interaccion social, 3) el efecto Dalila o barbering y 4) el nivel de

dominancia.
Disefio experimental

Tabla 1. Disefo experimental

Protocolos NTg & 3xTg-AD & NTg @ 3xTg-AD @

experimentales: 13 meses 13 meses 14 meses 14 meses

Experimento 1:

Agregacion social

Test de interaccion social 8 10 1 1
Efecto Dalila o Barbering 14+10 14+9
Experimento 2:

Test del tubo-dominancia 0 0 14+10 14+9

A continuacién se detallan los protocolos utilizados:

Experimento 1

Agregacion social durante la fase de suefio (ASS)

Este test (Lijam, et al., 1997) consiste en observar durante un periodo de 3
dias, el porcentaje de animales que duermen juntos en un mismo cuadrante de

la jaula.




Test de interaccion social en un ambiente nuevo (TIS)

El TIS (Venerosi et al., 2001) consiste en introducir dos ratones de igual
genotipo y género, que no se conocen (estabulados en distintas jaulas), en una
jaula de plastico estandar tipo Macrolon® (35 x 35 x 25cm). El comportamiento
social se midié durante 5 minutos mediante observacion directa y a través de la
evaluacion de imagenes grabadas en video. Se midieron conductas sociales: 1)
Investigacién social: oler la regién anogenital, la cabeza o el hocico de la pareja;
2) Inactividad social: acostado o parado en actitud tranquila (con ojos cerrados
o abiertos); 3) Cola vibrante: movimiento repetitivo de la cola contra el serrin. El
TIS mide también las conductas no-sociales de tipo competitivas, tales como: 1)
Exploracion: moverse alrededor de la jaula, haciendo levantamientos,
olfateando el aire, las paredes o el serrin; 2) Enterramiento o excavacion:
cavando en el serrin, usando el hocico y/o las dos patas delanteras; 3)
Acicalamiento: limpiarse, lamerse, peinarse, o araiarse en cualquier parte del

propio cuerpo.

Efecto Dalila o Barbering (ED)

El efecto Dalila en inglés Barbering evalua el nivel de alopecia debido a la
interaccion social entre animales que se estudio con la escala de Kalueff
(2006): 0) sin efecto Dalila; 1) bigotes eliminados o reducidos; 2) hocico y cara
sin pelos; 3) calvas individuales en zonas de la cabeza y el cuerpo; 4) multiples
zonas alopécicas en la cabeza y/o cuerpo; 5) alopecia grave, incluyendo hocico,
cabeza y cuerpo. Se verificd, en todos los casos, que alrededor de la zona
afectada no habian cicatrices o formacion de costras y que el animal se
encontraba en buen estado de salud (Garner et al., 2004a). Se registré también
la incidencia por jaula y el area corporal afectada en cm? (Garner et al., 2004a;
Sarna et al., 2000).
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Para corroborar si el efecto Dalila que se presentd s6lo en hembras NTg estaba
relacionado con conductas de dominancia, a estos animales se les realizé una
prueba especifica para medir el rango social denominada Test del tubo-

dominancia.

Test del tubo-dominancia (TTD)

Esta prueba (Lijam, et al., 1997) consiste en situar en los extremos opuestos de
un tubo acrilico traslucido (4 cm de diametro y 25.5 cm de largo) dos ratones de
igual genotipo y sexo, dejarles avanzar por él hasta que uno de ellos, el
"ganador o dominante", obliga al otro “subordinado” a salir del tubo. La prueba
tiene un maximo de tiempo de 120 segundos o hasta que unos de los dos

ratones es retirado del tubo.

Anidlisis estadistico
Los resultados se expresan como promedios * error estandar de la media
(SEM) y porcentajes. El analisis estadistico se realizé con el software SPSS®

version 15.0; http.//www.spss.com, Chicago, EEUU.

Para evaluar el efecto de los factores ‘genotipo’, ‘género’ y su interaccioén, se
utilizé el modelo lineal general multivariante seguidos de un analisis de varianza
ANOVA y un post-hoc Duncan test. Las comparaciones para dos muestras
independientes entre dos grupos se realizaron con el Student’s t-test. Las
correlaciones entre distintas variables conductuales se evaluaron usando la
correlacion de Pearson y para las incidencias se utilizd la prueba de Chi-
cuadrado. En todas las pruebas, P<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.



Resultados
Experimento 1
Agregacion social durante la fase de suefio (ASS)

Cuando se evaluo si los animales dormian juntos durante un periodo de 3 dias,
se encontré que no habia diferencias significativas entre genotipos ni géneros.
Todos los ratones dormian acurrucados y/o cerca uno del otro en un cuadrante

de la jaula como se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Agregacion social durante la fase de suefo

Protocolo Promedio*SEM PromedioxSEM PromedioxSEM PromedioxSEM
SxpeuEnal NTg 3=10 3xTg-AD =8 NTg 9=14  3xTg-AD 9=14

AGREGACION SOCIAL DURANTE LA FASE DE SUENO

Conducta de 1.00 =+0.00 1.00 +0.00 1.00 +0.00 1.00 +0.00
dormir 24-72 h.

Numero total de

ratones ‘ que 10/10 8/8 14/14 14/14
duermen juntos en
una misma zona

de la jaula

Student’s t-test *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.01.

(=2
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Test de interaccion social en un ambiente nuevo (TIS)

En esta prueba se analizaron dos tipos de conductas: las sociales (Figura 1y
Tabla 3) y las no-sociales (Figura 2 y Tabla 4). EI modelo lineal general
multivariante, seguido de un analisis de varianza ANOVA vy la comparacion
post-hoc Duncan test indicé que los tres componentes conductuales que se
distinguen: ‘contacto cara/cuerpo’, ‘contacto anogenital’ y ‘cola vibrante’,
presentan latencias de aparicion y duracion distinta en funcion del género y
genotipo (Tabla 3). En las Figuras 1a, 1b y 1c se ilustran los patrones de

conducta social que muestran los animales NTg y 3xTg-AD.

En los ratones NTg la conducta contacto ‘cara/cuerpo’ aparecidé durante el
primer minuto, el ‘contacto anogenital’ se observo a los dos minutos y la ‘cola
vibrante’ aparecio entre los 2 minutos en hembras y 4 minutos en machos. Este
patron se encontré alterado en los ratones 3xTg-AD tanto a lo que se refiere a
la latencia de aparicibn como la duracion (tiempo). En los ratones machos
3xTg-AD se observaron diferencias estadisticas en la aparicién de la conducta
‘contacto cara/cuerpo’ y en la conducta ‘cola vibrante’, retrasandose en el
tiempo en la primera y adelantandose en la ultima (Figura 1a). En los ratones
hembras se observé el mismo patron conductual a diferencia de la conducta
‘cola vibrante’ que aparecié antes que en los machos (Figura 1a). Estas
diferencias se ven también reflejadas en la variable de duracién (Figura 1b) y en

el nimero de episodios (Figura 1c).



Conducta social
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Figura 1. Conducta Social. a, Latencias; b, tiempo total y ¢, nimero de episodios.
ANOVA 2x2, efecto genotipo, género e interaccion (ver tabla 3). Post-hoc Duncan test
*P<0.05 vs. todos los otros grupos experimentales; 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el
mismo género; PP<0.05 vs. distinto género pero el mismo genotipo y ¢P<0.05 vs. distinto
genotipo y distinto género.
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Conductas no-sociales
2a

150

Latancias(s)

100

NTg 3ITgaAD NTg 3 TgAD
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Figura 2. Conductas no-sociales. a, Latenciasy b, numero total de episodios. ANOVA
2x2, efecto genotipo, género e interaccion (ver tabla 3). Post-hoc Duncan test *P<0.05
vs. todos los otros grupos experimentales; 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo
género; °P<0.05 vs. distinto género pero el mismo genotipo y °P<0.05 vs. distinto
genotipo y distinto género.
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Estudio 1
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Las conductas no-sociales se analizaron también con el modelo lineal general
multivariante, seguido del analisis de varianza ANOVA y la comparacion post-
hoc Duncan test, como en el caso anterior. En las Figuras 2a y 2b ilustran el
patrén normal de las conductas no-sociales, en las que se evaluaron cuatro
aspectos: ‘levantamiento’, ‘esquina’, ‘acicalamiento’ y ‘enterramiento’. Estas
conductas presentan latencias de aparicion y numero total de episodios

distintas en funcién del género y genotipo como se detalla en la Tabla 3.

En los ratones NTg la conducta ‘levantamiento’ aparecié durante los primeros
5s en hembras y a los 20s en machos, el ‘acicalamiento’ se observé al minuto y
medio y el ‘enterramiento’ aparecié a los dos minutos y medio en ambos
geéneros. Este patrén de conductas no-sociales se encontré alterado en los
ratones 3xTg-AD tanto a lo que se refiere a la latencia de aparicion como el

numero de episodios.

En los ratones machos 3xTg-AD se observaron diferencias estadisticas en la
aparicion de las conductas con latencias de ‘acicalamiento’ y de ‘enterramiento’
retrasadas en el tiempo. En los ratones hembras 3xTg-AD se observé el mismo
patron conductual, pero la latencia de ‘acicalamiento’ aparecié después de los
machos (Figura 2a). Estas diferencias se vieron también reflejadas en la
variable de numero de episodios (Figura 2b). De forma general las variables
significativas mas sensibles a los factores fueron las relacionadas con la
latencia de ‘acicalamiento’ y el numero total de ‘enterramiento’ [todas las F
>3.289, P<0.001] tal como se detalla en la Tabla 3.

Efecto Dalila o Barbering (ED)

El efecto Dalila estuvo presente exclusivamente en el grupo de hembras NTg.
En la Tabla 4 se indican los valores promedio de la ‘incidencia del efecto Dalila’,

la puntuaciéon obtenida usando la ‘escala total’ y el ‘area en cm?: Las tres



variables muestran diferencias significativas respecto al género (machos NTg) y
al genotipo (hembras 3xTg-AD) [todas las t< 2.317, gl 17, P< 0.05].

Tabla 4. Efecto Dalila o Barbering

Promediox SEM Promedio* Promedio * SEM Promedio * SEM
SEM

NTgd =10 NTg 9=14 3xTg-AD =14
3xTg-AD J3=8
EFECTO DALILA O BARBERING
Incidencia de 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.40+£0.16 0.00 £ 0.00*¢
Dalila
Escala total 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.80 £0.35 0.00 £ 0.00* b
Area Cm?2 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.25+0.12 0.00 +0.00* 2

Student’s t-test; *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 . Chi-cuadrado 2P<0.001, ®P<0.01y
¢P<0.05.

Experimento 2

Test del tubo-dominancia (TTD)

Con la finalidad de averiguar si el efecto Dalila encontrado en hembras NTg era
debido a diferencias en el nivel de dominancia por genotipo se realizo el TTD.
En ambos grupos los animales mostraron la existencia de jerarquias y los
valores de las variables estudiadas fueron similares tal como se ilustra en la
Figura 2 aunque la comparaciéon para muestras independientes mostro
diferencias significativas entre el grupo 3xTg-AD y NTg en el tiempo de retirada

[todas las > -3.730, gl 17, P< 0.01]. La correlacidon de Pearson entre el Test de

j‘ Estudio 1: Conductas sociales
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Tubo-dominancia (TTD) y el efecto Dalila (ED) aplicada al grupo de ratones
hembras NTg tampoco indico relacion entre las variables de los dos tests.

Test del tubo-dominancia

20 -
18 -
16 -
14 -
12
10 -

Tiempos (s)

(=T S R = I -

NTg 3xTgAD

OLat. del primer contacto MRetirada B Max, para completar el test

Figura 3. Test del tubo-dominancia. Variables: latencia del primer contacto, retirada y

tiempo maximo para completar el test. Student’s t-test; **P<0.01.

Discusion

La conducta social es una caracteristica fundamental de los organismos
sociales, modulada por factores enddgenos, genéticos y ambientales. Los
déficits en la interaccién social son definidos por endofenotipos, y se
encuentran presentes en diversos trastornos psiquiatricos (Crawley, 2004). Los
déficits en la conducta social son caracteristicos de muchos trastornos
mentales, como el autismo, la esquizofrenia, la depresion y la EA (Riedel et al.,
2009). A pesar de que hay diversas pruebas que indican que la interaccion
social es también un fenotipo o endofenotipo de la EA, los mecanismos

subyacentes y las causas siguen siendo complejas (Rockwood et al., 2002).



En este primer estudio de la tesis doctoral se caracterizo, por primera vez en los
ratones 3xTg-AD y en comparacién con sus controles NTg, el patron de
interaccion social mediante la valoracién de diversas conductas sociales como
el ‘contacto cara-cuerpo’, el ‘contacto ano-genital’, la presencia de ‘cola
vibrante’ asi como las conductas no-sociales de tipo competitivas ‘exploracion’,
‘enterramiento’ y ‘acicalamiento’. Con este experimento se esperaba encontrar
que los ratones 3xTg-AD presentaran alteraciones en las conductas sociales,
ya que estos animales son vulnerables a la aparicion de conductas tipo

ansiosas (Giménez-Llort et al., 2007).

Los resultados obtenidos indicaron que el patron social de los ratones 3xTg-AD
esta alterado y los animales presentan una disminucion significativa en los
‘contactos cara/cuerpo’ y un incremento de la conducta de ‘cola vibrante’ con
respecto a los animales NTg. La disfuncion conductual también se observé en
las conductas no-sociales de tipo competitivas. Asi, los ratones 3xTg-AD
difirieron significativamente respecto a sus controles en las conductas de
‘enterramiento’ y ‘acicalamiento’, dos variables directamente relacionadas con
la emotividad y la ansiedad (revisado por Fernandez-Teruel et al., 2005). En
concreto, el ‘enterramiento’ disminuye y el ‘acicalamiento’ se retrasa. Estas
diferencias conductuales en los ratones 3xTg-AD se podrian asociar a los
sintomas de ansiedad, reduccion de la actividad locomotora y una pérdida de
interés, relacionados con la disminucién de la conducta social y cognitiva en los
pacientes con la EA (Dyck et al., 2009; Cummings, 2000).

Ademas en este estudio se encontrd una diferencia significativa entre el grupo
de machos y hembras 3xTg-AD, donde se observd que ambos géneros
expresan la ansiedad de forma diferente, ya que la ‘cola vibrante’ fue una
conducta distintiva de las hembras 3xTg-AD. Otros estudios con ratones 3xTg-
AD han observado diferencias de género en conducta de ansiedad (Pietropaolo
et al., 2008, Giménez-Llort et al., 2008, 2011, Garcia-Mesa et al., 2011).

Ademas, en ratones 3xTg-AD machos de 15 meses de edad se ha demostrado

~
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que su mayor incidencia de conducta ansiosa trasciende hasta el punto de
asociarse a un deterioro neuroinmunoendocrino (aumento del peso del bazo y

reduccion del timo) (Giménez-Llort, et al., 2010).

Estas diferencias conductuales en la conducta social de los ratones 3xTg-AD
pueden estar asociadas no solo al perfil ansioso caracteristico de estos
animales (Giménez-Llort et al., 2007) si no también influenciadas por problemas
apatia y/o agitacién, posibles déficits en la memoria social, todos ellos
considerados a nivel clinico como primeras manifestaciones sintomaticas de la
EA (Norton et al., 2012; Filali et al., 2011 y Andrew et al., 2008). De hecho,
estudios con otros modelos animales como los ratones APPswe/PS1 también
han demostrado deterioro en la interaccién social asociados a déficits en la
memoria social (Filali et al., 2011 y Huang et al., 2011). Por otra parte se ha
observado que los ratones 3xTg-AD son mas sensibles que sus controles NTg
a condiciones sociales tales como el aislamiento. Recientemente, estudios de
aislamiento social en ratones 3xTg-AD han observado que ambos géneros
reducen la actividad locomotora en el campo abierto y aumentan las respuestas
de sobresalto acustico (Pietropaolo et al., 2009) en comparacién con ratones
NTg de su mismo género. También en ratones APP/PS1 se ha observado que
el aislamiento social aumenta los niveles de MnSOD en las subregiones CA1-
CA3 del hipocampo, que acrecenta su deterioro cognitivo (Huang, et al., 2011).
Estos resultados ponen en evidencia la importancia de evaluar las conductas
sociales también experimentalmente, ya que los factores sociales son
considerados no solo moduladores de la salud mental y fisica de las personas
sino también factores de riesgo en la aparicion de sintomas de la demencia
(Andrew y Rockwood, 2010).

En este estudio de caracterizacion de conductas sociales en los 3xTg-AD se
consideré también la agregacién social durante la fase de suefio, que en
modelos animales para trastornos especialmente del espectro psicético esta

alterada. Por ejemplo, en el modelo de ratéon para la Drosofilia (Dvi1) los



animales tienden a dormir dispersos en la jaula, sintoma que ha sido asociado a
la esquizofrenia (Lijam, et al. 1997). En nuestro estudio, los ratones 3xTg-AD de
13 y 14 meses de edad el patron conductual de agregacién social durante la

fase del suefo era igual de normal que en los animales NTg.

Otra de las manifestaciones de la conducta social abordadas en este estudio de
caracterizacion fue la conducta de ‘barbering’, también llamada ‘Efecto Dalila’.
Se trata de una conducta social que se traduce en la pérdida de pelaje y bigotes
en los roedores de laboratorio. Durante el desarrollo del efecto Dalila uno de los
animales se mantiene en posicién pasiva boca abajo, mientras que el otro raton
(Dalila) le afeita (Sarna et al., 2000; Kalueff et al., 2006). Existen diversas
hipotesis sobre el fendmeno del ‘barbering’ en los roedores como por ejemplo,
factores genéticos, ambientales, jerarquias sociales, estrés y anormalidades
neurologicas similares a algunos trastornos del espectro obsesivo-compulsivo
en los seres humanos (Hart et al., 2009). En nuestro estudio, el efecto Dalila
estuvo presente exclusivamente en el grupo de ratones NTg hembras. Esto
podria ser debido a que los ratones 3xTg-AD de ambos géneros y los ratones
NTg machos interactian de forma diferente con sus compaferos de jaula a la
manera en la que lo hacen las hembras NTg. Para verificar si esta conducta en
la hembras reflejaba su dominancia social, el grupo de hembras NTg fue
evaluado en el test de tubo-dominancia, pero los resultados indicaron que en

nuestro caso las variables no estaban relacionadas.

La conducta social es uno de los sintomas que acompafa la enfermedad
neurodegenerativa. Estos cambios conductuales que acabamos de describir en
los ratones 3xTg-AD en edades avanzadas se afiaden a la existencia de un
declive cognitivo y los cambios conductuales que semejan los "sintomas
psicolégicos y conductuales de la demencia (SCPD)” (Giménez-Llort, et al.,
2007). En interesante sefialar como los déficits de las conductas sociales

podrian depender del género que es de por si un factor importante en diferentes
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test estdndares de ansiedad, aprendizaje y memoria (Clinton et al., 2007,
Garcia-Mesa, et al., 2011).

Este trabajo caracteriza, por primera vez, la conducta social en ratones 3xTg-
AD en fases avanzadas de la enfermedad, en ambos géneros y proporciona
variables clave que les diferencian de los ratones NTg. También pone de
manifiesto la importancia de considerar las diferencias de género mas cuando
en los humanos el género femenino tiene un mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad (Azad, et al., 2007).

Conclusiones

Las conclusiones del Estudio 1 para la Caracterizacién de las conductas
sociales en animales 3xTg-AD y NTg, en ambos géneros, a los 13-14 meses de

edad, fueron las siguientes:

1. La prueba de interaccién social indicé la existencia de disfuncién social en
los ratones 3xTg-AD. Las principales diferencias, debidas al genotipo, al
género y su interaccion, fueron halladas en la conducta de ‘cola vibrante’
con cambios significativos en las variables de ‘latencia’, ‘duracion’ vy
‘numero de episodios’ siendo la conducta distintiva de las hembras 3xTg-
AD. EI ‘contacto cara-cuerpo’ mostré interaccion de genotipo con género.
Entre las conductas no-sociales, la ‘actividad horizontal’, la ‘latencia del
acicalamiento’ y el ‘numero de episodios de enterramiento’ fueron las
variables que presentaron efectos genotipo y género. Estas dos Ultimas
presentaron ademas efectos de la interaccion genotipo y género.

2. En la agregacion social durante la fase de suefio, no se observaron
diferencias significativas entre los ratones 3xTg-AD y NTg de ambos
géneros.

3. El efecto Dalila solo estuvo presente en el grupo de hembras NTg y no se

encontrd asociado a la dominancia evaluada con el test tubo-dominancia.
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Estudio 2. Caracterizacion de la conducta de anidacion en

ratones 3xTg-AD

Materiales y Métodos

Sujetos experimentales

La conducta de anidacién en ratones 3xTg-AD se estudio en dos experimentos

con distintas condiciones sociales: estructura familiar (parejas de 2 ratones) y

aislados. Se utilizé un total de 70 ratones machos y hembras NTg y 3xTg-AD

aislados u organizados en 45 estructuras familiares segun detalla la Tabla 5.

Tabla 5. Disefio experimental

Construccion del nido

6 meses de edad

12 meses de edad

Experimento 1
NTg

3xTg-AD

19 (Familia 39)

26 (Familia 39Q)

Experimento 2
NTg

3xTg-AD

94 (Aislados)
72 (Aislados)

73 (Aislados)
79 (Aislados)

94 (Aislados)
109 (Aislados)

103 (Aislados)
119 (Aislados)

Disefio experimental

El estudio se realiz6 en base a dos experimentos: Experimento 1. Conducta de

anidacién o construccion del nido en estructuras parentales y Experimento 2.

Conducta de anidacion o construccion del nido en aislamiento social.

~
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El primer experimento consistid en estudiar las estructuras parentales a través
del siguiente disefio factorial 2x2x3: efecto del genotipo (NTg y/o 3xTg-AD),
efecto del material de construccion del nido (papel de celulosa y/o algodén) y el
curso temporal de la construccion del nido (24, 48 y/o 72 horas) de acuerdo a la

escala de Deacon (2006).

Escala de Deacon

Dos horas después del inicio de la fase de luz, se introdujeron 7 trozos de papel
de celulosa verde (70 x 20 mm) en las jaulas con serrin limpio. La calidad de los
nidos se evalud 24, 48 y 72 h después, de acuerdo con la escala de 5 puntos
de Deacon (2006):

1) Nido, notablemente no tocado (> 90% intacto).

2) Nido, parcialmente roto (50-90% restante, intacto).

3) (<50%) del material destrozado, pero sin nido de identificacion y menos del
(<90%) del nido permanece intacto, distribuido dentro de un cuarto del area del
suelo de la jaula. (Nota: ElI material a veces puede estar en un area de
anidacion en sentido amplio, pero la definicion fundamental es que el 50-90%
se ha desmenuzado).

4) Es un nido identificable, pero el (> 90%) del nido es plano, con muros mas
altos que la altura del cuerpo del ratén y el material del nido se encuentra
dentro de un cuarto de la superficie del suelo de la jaula.

5) Un nido (casi) perfecto:> 90% del nido es un crater, con muros mas altos que

la altura del cuerpo del ratén, es decir, un 50% de su circunferencia.

La construccién del nido con papel de celulosa verde fue retirada una semana
mas tarde. En la misma jaula se introdujeron dos trozos de algodon (50 x 50 x 3
mm, Cotofarma, SL, Badalona, Espafa). Se evalué con el mismo protocolo

experimental utilizado con el papel de celulosa.



En el segundo experimento consistié en estudiar el efecto de diversos factores
sobre la conducta de anidaciéon en un contexto de aislamiento social, a través
del siguiente diseno factorial 2x2x2x2x3: efecto del genotipo (NTg y/o 3xTg-
AD), efecto del género (masculino y/o femenino), efecto de la edad o etapa de
la enfermedad (inicial 6 meses de edad y/o avanzada 12 meses de edad), el
efecto del material del nido (papel de celulosa y/o algoddn) y el curso temporal
de la construccién de nido (24, 48 y/o 72 horas) de acuerdo a la escala de
Deacon (2006). Todos los animales fueron aislados una semana antes de la
evaluacion de la conducta de anidacién. Datos preliminares sugirieron una falta
de diferencias genotipicas en la construccién del nido que cuando se utiliza el
material de algodén. Por lo tanto, con el fin de verificar la ausencia de
diferencias, se evalud la latencia de la construccion del nido con algodon

midiéndose en segundos.

Una vez finalizada la conducta los animales fueron agrupados como estaban

antes del inicio del experimento.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios + error estandar de la media

(SEM) y porcentajes. En los dos experimentos se realizé el analisis estadistico

con el software SPSS® version 15.0; http.//www.spss.com, Chicago, EEUU.

Para medir el curso temporal de las variables se utilizé el andlisis de varianza
con medidas repetidas (RMA, repeated measures ANOVA), seguido de un
andlisis de varianza ANOVA y un post-hoc Duncan test para analizar las
diferencias entre los grupos. Ademas, se empled una prueba t-test para datos
pareados donde se comparan los resultados obtenidos de un mismo animal en
dos ensayos diferentes. En todas las pruebas, P<0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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Resultados

1. Disefio y evaluacion de la conducta de anidacion.
En estos experimentos se evalud la capacidad de construcciéon de nido con dos
tipos de materiales distintos: ‘papel de celulosa’ y ‘algodén’ y el aspecto

etiologico: estructuras parentales y aislamiento clasico.

1.1. Experimento 1. Conducta de anidaciéon o construccién del nido en

estructuras parentales.

Construccion del nido en estructuras parentales

Tli'l G-ru Ti-ll-

a a -
g )
T ac ac
$ 4- ok
c o ¢
o ab &
§ 27
)
o
E 1
E Estructura parental, § meses de edad
w

24h. 48h, T72h, 24h, 48h. T2h,
Papel de celulosa Algodon
=i—MTg ——3xTg-AD

Figura 4. Construccion del nido en estructura parental: NTg y 3xTg-AD. Escala para
valorar la construccion del nido 1-5 (Deacon, 2006) con dos tipos de materiales: papel
de celulosa y algoddn. Student's t-test ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05 vs. ratones NTg.
ANOVA 2x2x3, efecto tiempo (T) y genotipo (G)***P<0.001. t-tests para datos pareados:
aP< 0.05 24h vs. 48 o 72h; bP< 0.05 48h vs. 72h y °P< 0.05 algodon vs. papel de
celulosa.

Como se ilustra en la Figura 4, la construccion del nido en los ratones NTg

agrupados en estructuras parentales mostré un curso temporal independiente



del material del nido. Asi, el analisis de varianza con medidas repetidas indico
un efecto en el ‘tiempo/horas’ tanto al analizar material de ‘papel de celulosa’
[F2,50) = 23.105, P < 0.001] como con el algodon [F 50 = 46.915, P <0.001].
Durante las primeras 24 horas todos los ratones NTg tenian el material
desmenuzado distribuido dentro de un cuarto del area del suelo de la jaula pero
no eran nidos identificables, se corresponde a la escala de Deacon con el nivel
3. Sin embargo, la puntuacién media de la calidad de los nidos a las 24 horas
indicod que los nidos construidos con ‘papel de celulosa’ eran mas precisos que
los realizados con material de ‘algodén’ y posteriormente, la calidad de todos
los nidos fue igual [t para datos pareado, t 5 = 2.214, P <0.05 so6lo en 24

horas].

La puntuacién maxima con el material de ‘papel de celulosa’ o ‘algodén’, se
logré a las 48 horas y se mantuvo hasta 72 horas mostrando un patrén temporal
bifasico [todas las t para datos pareados t (»5 <-4,807, P <0.001, excepto a las
24h]. Ademas, se observé una incidencia de nidos perfectos con una
puntuacién maxima de (5 puntos) para el ‘papel de celulosa’ de [96,15%] y para
el ‘algodén’ [100%)].

En los ratones NTg, el andlisis factorial indicé efecto del curso temporal con el
material ‘papel de celulosa’ [F (26 = 35.751, P <0.001 y con el algodon [F (2 g6
=63.252, P<0.001], efecto genotipo cuando se utilizé el material de ‘papel de
celulosa’ [F (143) = 11.202, P <0.001] y no mostré efecto de interaccion ‘tiempo x
genotipo’ tanto para ‘papel de celulosa’ [F (286=1.847, n.s.] como el ‘algodon’
[F286) =0,947, n.s.].

En los ratones 3xTg-AD, el modelo general multivariante mostrd efecto en el
curso temporal en el material de ‘papel de celulosa’ [F 236y = 17.749, P <0.001]
y algodon [F 36 = 21.246, P <0.001] No obstante, el patron temporal fue

progresivo o bifasico, dependiendo del material proporcionado.
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Asimismo, se observé en los ratones 3xTg-AD que la calidad del nido a las 24
horas con ‘papel de celulosa’ fue similar a los realizados por los ratones NTg
agrupados en estructuras parentales [t de Student, t 43 = 0,944, n.s.].
Realizando una prueba t para datos pareados indicé que el avance en la
calidad de los nidos a las 48 y 72 horas no fue bifasico en los 3xTg-AD como
en los ratones NTg, pero aumento progresivamente con las horas a las ‘24h vs.
48h, y 24h vs. 72h’ y a las ‘48h vs. 72h’ [todas las fg> -2,882, P <0.01] y la
puntuacidon maxima de 5 se logré a las 72 horas en el ‘papel de celulosa’ con

una incidencia del [63,16%].

Sin embargo, cuando se cambio el material de ‘papel de celulosa’ por el
‘algodon’, los ratones 3xTg-AD agrupados en estructuras parentales fueron
capaces de construir nidos exactamente iguales y siguiendo el mismo patron
temporal bifasico de los ratones NTg [todas las t 43)< -0,973, n.s.]. Ademas se
observd que la puntuacibn maxima se alcanzé a las 48 horas con una
incidencia del [100%] en ambos grupos experimentales. Indicando que la
incidencia de nidos perfectos fue significativamente mayor con el material de

‘algoddn’ con respecto al ‘papel de celulosa’ [prueba exacta de Fisher, P <0.01].

Ademas, realizando una prueba t para datos pareados, indico que la calidad del
nido construido por los ratones 3xTg-AD con el material de ‘algoddn’ era mayor
que cuando utilizaban el material de ‘papel de celulosa’ para cada intervalo de
tiempo [todo las t (15 <-2,191, P <0.05].



Tabla 6. Conducta de anidacién en estructuras parentales.

Patrén Tiempo: Nidos
temporal maxima perfectos
puntuacion

Construccion del nido con ‘papel de celulosa’

NTg, familia 6 meses de edad. Bifasico 48h No
3xTg-AD, familia 6 meses de edad. Progresivo 72h No
Construccion del nido con ‘algodén’

NTg, familia 6 meses de edad. Bifasico 48h Si
3xTg-AD, familia 6 meses de edad. Bifasico 48h Si

Por lo tanto, tal como se resume en la Tabla 6, el ‘papel de celulosa’ indicé
diferencias de genotipo, en el curso temporal y en la puntuaciéon maxima. Sin
embargo, los nidos perfectos fueron construidos sélo con el material de

‘algodon’ con una incidencia del 100% en ambos genotipos.

1.2. Experimento 2. Conducta de anidacion o construccion del nido en

aislamiento social.

Con el fin de estudiar el efecto genotipo, género, edad, en la conducta de
anidacion en aislamiento social que es el protocolo mas utilizado en la literatura,
se utilizaron ratones NTg y 3xTg-AD de ambos géneros y en diferentes etapas
de la enfermedad. Estos animales fueron aislados de acuerdo a los protocolos
estandar y se estudié en tres intervalos de tiempo (24, 48 y 72 horas) teniendo
en cuenta los dos tipos de materiales ‘papel de celulosa’ y algodén’ para la

construccién del nido. Los resultados se ilustran en la Figura 5.
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Construccioén del nido en aislamiento social
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Figura 5. Construccion del nido en aislamiento social: NTg y 3xTg-AD. Escala para valorar la
construccién del nido 1-5 (Deacon, 2006) con dos tipos de materiales: papel de celulosa y una
semana después con algodén. A. Ratones machos de 6 meses de edad. B. Ratones hembras de
6 meses de edad. C. Ratones machos de 12 meses de edad. D. Ratones hembras de 12 meses
de edad. Student's t-test ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05 vs. ratones NTg. ANOVA 2x2x2x2x3,
efecto tiempo (T), genotipo (G), género (S) y edad (E) ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05. t-tests
para datos pareados: 2P<0.05 24h vs. 48 o 72h; ®P<0.05 48h vs. 72h; ¢ <0.05 algoddn vs. papel
de celulosa. Student’s t- test: 4P<0.05 género (igual edad y genotipo) y ©P<0.05 edad 6m vs. 12m
(igual género y genotipo).



El analisis factorial de la construccién del nido con ‘papel de celulosa’ indicé
efecto del genotipo [F (162 = 17.011, P <0.001] y género [F (162 = 4.987, P
<0.05] pero no mostro diferencias entre la edad y el efecto de interaccion [F (1 g2
=4.667, P < 0.05].

Ademas, el curso temporal indico efecto de genotipo [todas las F (,124)= 83.183,
P < 0.001] y mostré efectos de interaccion con la edad [F (2124) = 6,409, P
<0.01], el genotipo x género [F (2124= 3,602, P <0.05] y genotipo x género x
edad [F (124y= 3,583, P <0.05].

Las diferencias de genotipo observadas en la conducta de anidacién en los
ratones NTg y 3xTg-AD agrupados en estructura parental a la edad de 6 meses
(experimento 1) también se han reproducido en los animales aislados y para
cada uno de los géneros. Los ratones machos fueron los que reprodujeron mas
de cerca los efectos del genotipo observados en los animales agrupados en
estructuras parentales [todas las t < 6.874, P < 0.001], mientras que el
rendimiento de las hembras 3xTg-AD fue inferior que el de sus pares machos o
los ratones 3xTg-AD agrupados en estructuras parentales [todas las t < 2.828,
P < 0.05].

Sin embargo, con el envejecimiento, se mantienen las diferencias genotipicas
en las hembras 3xTg-AD aisladas [todas las t de Student’s, < 6.381, P < 0.001],

mientras que se pierde en los machos de 12 meses de edad.
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Tabla 7. Caracterizacion de la conducta de anidacion en aislamiento social

Patron Tiempo: Nidos
temporal maxima perfectos
puntuaciéon

Construccion del nido con ‘papel de celulosa’

NTg, & 6 meses de edad Bifasico 72h SI
NTg, @ 6 meses de edad Bifasico 72h Si
NTg, & 12 meses de edad Bifasico 72h No
NTg, ¢ 12 meses de edad Bifasico 48h Si
3xTg-AD, & 6 meses de edad Bifasico 72h No
3xTg-AD, @ 6 meses de edad Bifasico 72h No
3xTg-AD, & 12 meses de edad Progresivo 72h No
3xTg-AD, ¢ 12 meses de edad Progresivo 72h No
Construccion del nido con ‘algodén’

NTg, & 6 meses de edad Bifasico 48h Si
NTg, @ 6 meses de edad Bifasico 48h Si
NTg, & 12 meses de edad Bifasico 48h Si
NTg, ¢ 12 meses de edad Bifasico 48h Si
3xTg-AD, & 6 meses de edad Bifasico 48h Si
3xTg-AD, @ 6 meses de edad Bifasico 48h Si
3xTg-AD, & 12 meses de edad Bifasico 48h Si
3xTg-AD, @ 12 meses de edad Bifasico 48h Si

La mejora de la calidad de los nidos con ‘papel de celulosa’ durante los dias
posteriores fue bifasica en los ratones NTg de 6 meses de edad para cada uno
de los géneros, pero aumentd progresivamente con las horas y la puntuacion
maxima de 5 se logré a las 72 horas en ‘papel de celulosa’ con una incidencia
del [100%)] tanto para el grupo de machos como para el de hembras. En los
ratones 3xTg-AD la puntuacion maxima de 5 se logro a las 72 horas en ‘papel
de celulosa’ con una incidencia del [14.28%] para el grupo de machos y un
[42.85%] para el grupo de hembras. Durante el envejecimiento, se observd
patrones temporales de tipo progresivo y una disminucion de nidos perfectos en
los ratones 3xTg-AD en ambos géneros y en el grupo de ratones NTg en ambos
géneros se observaron patrones temporales bifasicos y solo en el grupo de
ratones NTg hembras de 12 meses de edad, a las 48h ya habia construidos

nidos perfectos con una incidencia del [100%] como se detalla en la Tabla 7.



En cambio, la construcciéon del nido con material de ‘algodon’ era exactamente
el mismo independientemente del grupo de animales estudiados donde no se
observaron efectos genotipo, género, edad e interaccion [todos las F (162>
1.689, n.s.].

Con el material de ‘algodon’ todos los grupos de animales siguieron el mismo
curso temporal con un patrén bifasico donde se observo efecto tiempo/horas [F
2124y = 41.779, P <0.001] pero no mostr6 efecto de interaccion [F (2,124) > 1.689,
n.s.]. Ademas, hubo una incidencia del [100%] donde todos los animales NTg y

3xTg-AD realizaron nidos perfectos a las 48 horas.

Ademas, realizando una prueba t para datos pareados, indicoé que la calidad del
nido construido con el material de ‘algodon’ en los ratones 3xTg-AD de 6 meses
de edad era mayor que cuando utilizaban el material de ‘papel de celulosa’ para
cada intervalo de tiempo tanto en el grupo de machos [todas las t ¢ <-4.583, P
<0.001] como en el grupo de hembras [todas las t  <-2.649, P <0.05].
Asimismo, en la etapa avanzada de la enfermedad a los 12 meses los ratones
3xTg-AD en ambos géneros mostraron nidos perfectos con el material de
‘algodon’ con respecto al ‘papel de celulosa’ tanto en los machos [todas las t (g
<-2.390, P <0.001] como en las hembras [todas las t (1) <-2.449, P <0.05].

Estos resultados confirman los datos preliminares obtenidos en el (Experimento
1) que sugieren ausencia de diferencias en los factores genotipo y género en la

conducta de anidacion con material de ‘algodon’.

Sin embargo, también se observaron diferencias cualitativas en la aparicion de
la conducta de contacto con el material. Por lo tanto, la conducta de anidacién
con material de ‘algodén’ se estudid con mas detalle analizando la latencia

como se detalla en la Tabla 8.
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Tabla 8. Latencia de contacto con el material de algodon

Latencia de contacto con el NTg 3xTg-AD
Algodén (min) (Media £ SEM) (Media £ SEM)

J 6 meses de edad 33.7 £16.6 745 +428*

Q 6 meses de edad 228 =07 103.7 +37.2*

d 12 meses de edad 22 *0.1e 36 £01*e

Q 12 meses de edad 16 0.2 de 30 +00*de

Tabla 8. Latencia de contacto con el material de Algodon expresada en minutos,
medias + SEM. ANOVA, efecto genotipo P<0.01, efecto edad P<0.01, efecto interaccion
genotipo x edad P<0.01, Post-hoc Dunca test *P<0.05 vs. ratones NTgy ©P<0.05 vs.
grupo de 6 meses de edad. Student t-test, 9P<0.05 vs. género (machos).

El analisis factorial indicé que la ‘latencia de contacto con el material de
algodon’ mostré efecto genotipo [F (162 = 8.922, P <0.001], donde los ratones
NTg de ambos géneros presentaron latencias entre 1.6 a 33.6 minutos,
mientras que los ratones 3xTg-AD se retrasaban en el tiempo. También, se
evidenci6 el efecto edad [F (162 = 17.593, P <0.001] donde los intervalos de
tiempo eran 2 veces o incluso 20 veces mayor en los ratones 3xTg-AD de 6
meses de edad con respecto a los de 12 meses de edad. Asimismo, se observo
efecto de interaccion ‘genotipo x edad’ F (162 = 8,229, P <0.01] que indicé que
la relacion con la edad disminuia la latencia de contacto, esta observacion era 3
veces mayor en los ratones NTg y no se observo efecto género o interaccién

del género con los otros factores [todas las F (162 > 1.556, n.s.].

Discusion

La conducta de anidacién es un comportamiento especifico de cada especie
asociada a una interaccion activa con el medio ambiente en busca de refugio y
termorregulacion. Se trata de una conducta dirigida que consiste en respuestas
sensoriomotoras estereotipadas y controladas fundamentalmente por los

niveles de excitacion y motivacion como la busqueda de calor, seguridad o



crianza (Wesson, et al., 2011). Se muestra tanto en machos como en hembras

y en ambos contextos, parentales y no parentales (Filali, et al., 2009).

Los cambios de la conducta de anidacion han estado relacionados con
trastornos de tipo neuropsiquiatricos como la ansiedad, conductas
estereotipadas de tipo obsesivo compulsivo y han sido utilizadas para evaluar la
validez predictiva de farmacos. La alteracién de la conducta de nido también ha
sido observable en modelos animales de esquizofrenia, depresion, sindrome de
Rett y enfermedad de Alzheimer, asi como también ratones mutantes en

elementos bioquimicos o inmunoldgicos.

En este trabajo hemos caracterizado la conducta del nido en los 3xTg-AD y
determinado la influencia de diferentes factores: genotipo, género, el estadio de
la enfermedad, el tipo de estructura social y el material con el que se construyé
el nido. Hemos estudiado el curso temporal de la construccién del nido durante
72 horas, utilizando dos diferentes materiales (papel de celulosa y algodon), en
ambos géneros de los ratones 3xTg-AD y estadios de la enfermedad
(temprana, 6 meses de edad y avanzado, 15 meses de edad) y en
comparacion con ratones no transgénicos de la misma edad y género. El
estudio también aborda esta conducta desde un punto de vista etoldgico
considerando las condiciones sociales de estabulacion que varian desde la
estructura social en grupo del mismo género, la estructura familiar con un
componente maternal y el clasico pero forzado procedimiento de aislamiento
usado en la mayor parte de los estudios. Se trata de la primera descripcion de
la conducta de nido en los ratones 3xTg-AD que, por otra parte, ha sido
estudiada escasamente en otros modelos animales para la enfermedad de
Alzheimer, en realidad solo en dos: APPswe/PS1 (Filali et al., 2009 a,b y 2011)
y Tg2576 (Deacon et al., 2008 y Wesson et al., 2011).

Los resultados indican que los ratones 3xTg-AD tienen un patrén etologico de

construccion del nido alterado que depende de varios factores. Cuando la
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conducta de ambos genotipos se estudia en estructuras parentales que utilizan
algodén se observa un curso temporal bifasico alcanzando, en ambos casos, el
valor maximo de la escala Deacon a las 48h. Sin embargo, cuando el material
era ‘papel de celulosa’ la calidad del nido de los 3xTg-AD aumenta de forma
lineal pero no llega alcanzar el valor maximo de 5. Por lo tanto el déficit en la
construccion del nido en estructuras parentales de 3xTg-AD depende del
material que se les proporciona para hacer el nido, siendo solo observables con

el ‘papel de celulosa’.

Esta es la primera vez en la que se evalua el curso temporal, por lo que lo
hemos valorado en dos tipos de material: ‘papel de celulosa’ y ‘algodén’,
mientras que diversos autores lo hacen en animales aislados o en grupo y
analizan la calidad del nido a las 24 horas. Cuando hemos evaluado la
construccién del nido con el material de algodon a las 24 horas no encontramos
diferencias significativas en la construccion del nido. Sin embargo, estudios con
animales APPswe/PS1 (Filali et al., 2009 a,b y 2011) y Tg2576 (Wesson et al.,
2011) han observado déficits en la calidad del nido a las 24h con material de

algodén.

No obstante, cuando se observd la construccidn del nido con papel de celulosa
en los ratones 3xTg-AD encontramos diferencias en la calidad del nido con
respecto a su control, ya que se observaron nidos planos y material esparcido
por un cuarto de la superficie del suelo en las jaulas de los 3xTg-AD. Estos
resultados se constatan con los observados en los ratones Tg2576 donde las
diferencias con el material de papel fueron mas significativas con respecto al
algodén e indicaron que los resultados eran independientes del género y la

edad de los animales (Wesson et al., 2011).

En investigaciones con animales 3xTg-AD a partir de 2.5 meses de edad se ha
observado una reduccién de la conducta exploratoria en la prueba del campo y

una pérdida del interés y la novedad en la pruebas de Boisser de 16 agujeros,



pero cuando la actividad espontanea se evalla en un ambiente menos
estresante aumenta la actividad (Giménez-Llort et al., 2007). Por lo tanto, esto
sugiere que los cambios en la actividad y/o déficits son debidos a la conducta

de ansiedad y estan condicionados al nivel de ansiedad que genera la prueba.

Otros autores han estudiado la conducta de anidacion en grupos de igual
género, donde han observado que los déficits en la conducta de anidaciéon con
material de algodon ya se encuentran presentes a los 3 meses de edad en
ratones Tg2576, sin embargo, esto no era evidente cuando los ratones eran
aislados debido que no mostraban déficits en la construccién del nido (Deacon
et al., 2008). Por esta razon, se decidié valorar la conducta de anidacién en
ratones machos y hembras aislados y en estadios de la enfermedad temprana,

6 meses de edad y avanzado, 15 meses de edad.

En el presente trabajo, en los ratones aislados, el curso temporal de la
construccion del nido con material de ‘papel de celulosa’ fue bifasico en los
ratones NTg y 3xTg-AD de 6 meses de edad independientemente del género. A
los 12 meses de edad se encontrd el mismo patron temporal en los NTg, sin
embargo, en los ratones NTg hembras de 12 meses se observd un patron
temporal bifasico alcanzado la maxima puntuacion a las 48 horas y en los
ratones 3xTg-AD de 12 meses en ambos géneros mostraron un patrén temporal
progresivo sin alcanzar el maxima puntuacion a las 72 horas. Cuando hemos
estudiado la calidad del nido con material de ‘algodén’ con la escala de 5
puntos (Deacon, 2006) no se observaron diferencias significativas en los NTg y
3xTg-AD en ambos géneros ni en distintas etapas de la enfermedad. Sin
embargo, cuando se evaluaron otras variables como la latencia de contacto con
el material de ‘algoddn’ si se observaron diferencias entre genotipos y edad de
los animales. Estudios con animales 3XTg-AD hembras de 12 meses de edad
tampoco han observado diferencias en la calidad del nido con material de
‘algodén’ (Filali et al., 2012), sin embargo, estudios con animales APPswe/PS1

(Filali et al., 2009) han observado que los déficits en la calidad del nido con
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material de algodén se presentan a partir de los 6 meses de edad y se
mantienen a los 12 meses de edad. Asimismo, estudios con el modelo de ratén
Tg2576 (Wesson, et al., 2011) han indicado que la calidad del nido en animales
aislados no esta asociada a la termorregulacion y pueden estar relacionados a
sintomas neuropsiquiatricos de la EA como: apatia, falta de interés en el
entorno, perdida de iniciativa o curiosidad y disminucion de actividades

espontaneas (Koh, et al., 2008).

Investigaciones de aislamiento social con ratones durante la vejez, han
mostrado un declive cognitivo y funcional, con aumento de la neofobia y la
ansiedad y déficit en el aprendizaje y la memoria (Arranz, et al., 2009). En
general, las disfunciones ejecutivas pueden estar asociadas a los déficits en la
interaccion social, como también, las diferencias parecen depender de la
variabilidad como cualquier otro test etolégico que implica conducta

espontanea.

Los resultados de este Estudio 2 sugieren que la observacion de la
construccién del nido puede ser un factor que condiciona respuestas afectivas
(ansiedad, agresividad y estrés) y respuestas conductuales como de tipo
ejecucion. Ademas, con el material de ‘papel de celulosa’ es posible observar
tanto diferencias de tipo genotipo como edad o dos fases de la enfermedad en
la construccion del nido en las estructuras parentales y en aislamiento social.
Ademas, el test de la construccion del nido puede ser de gran utilidad para la
deteccion preclinica de tratamiento para la enfermedad de Alzheimer y otras

enfermedades neurodegenerativas.



Conclusiones

Las conclusiones del Estudio 2 para la Caracterizaciéon de la conducta de
anidacion en ratones 3xTg-AD y NTg, en ambos géneros, a los 6 y 12 meses de

edad, fueron las siguientes:

1. Cuando se estudia el patron de la construccion del nido con ‘algodén’ en
estructuras parentales a los 6 meses de edad y en ambos genotipos, se
observa un curso temporal bifasico, alcanzando el valor maximo de la
escala Deacon a las 48h. Sin embargo, cuando el nido se construye con
‘papel de celulosa’ el patrén en los 3xTg-AD es progresivo y no llega
alcanzar el valor maximo. Por lo tanto, las estructuras parentales de
ratones 3xTg-AD muestran un déficit en la construccion del nido que

depende del material siendo solo observable con el ‘papel de celulosa’.

2. Como en el caso de las estructuras parentales, en los ratones 3xTg-AD
aislados, de 6 y 12 meses de edad y en ambos géneros, el patrén de
construccion del nido con ‘papel de celulosa’ presenta alteraciones en el
curso temporal y la calidad del nido con respecto al de sus respectivos
controles NTg y no se observa diferencia alguna cuando los animales usan

‘algodon’.

3. El patrén de construccién de nido con ‘papel de celulosa’ en ratones 3xTg-
AD a los 6 meses de edad fue bifasico y alcanzé su valor maximo a las 48h
como en los animales NTg de su misma edad y género, pero los animales
fueron incapaces de construir nidos perfectos, siendo el género masculino
el que mostré las diferencias mas significativas respecto a sus controles
NTg.

4, A los 12 meses de edad y en comparacién con ratones NTg de ambos

generos, los ratones 3xTg-AD mostraron un patrén de construccién de nido

e
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con ‘papel de celulosa’ progresivo en lugar de bifasico, alcanzaron su valor
maximo a las 72 horas en lugar de las 48h y el género femenino fue el que

mostrd las diferencias mas significativas respecto a sus controles NTg.



Estudio 3: Caracterizacion del fenotipo basal y
vulnerabilidad inducida por el antipsicético
risperidona







Estudio 3. Caracterizacién del perfil cognitivo y tipo SCPD en
los ratones 3xTg-AD y NTg a los 12 meses de edad

El estudio 3 pretende modelar en los ratones 3xTg-AD la vulnerabilidad que
conlleva un incremento de la mortalidad observada en los pacientes con EA
tratados cronicamente con antipsicéticos atipicos como la risperidona. Antes de
poder abordar este modelado definimos el fenotipo de partida de los sujetos de
estudio. Con este fin, los animales fueron evaluados en una bateria de pruebas
para medir actividad exploratoria, ansiedad, aprendizaje y memoria, ritmo
circadiano e incorporamos nuevos tests para evaluar respuestas que todavia no
estan descritas para los ratones 3xTg-AD como la desesperanza conductual, la
conducta de enterramiento de objetos y la conducta social. En este ultimo caso,
el estudio 1 nos sirvid para seleccionar entre las multiples pruebas disponibles
la méas completa y sensible. Se hizo también una valoracién del estado basal de
la glucosa y de la respuesta de tolerancia a ella cuando se administra

intraperitonealmente.

Materiales y Métodos

Sujetos experimentales
Se eligieron animales machos de 12 meses que se corresponden con la
manifestacion de sintomas asociados a la fases avanzadas de la enfermedad
(Oddo et al., 2003). El experimento se llevé a cabo con un total de 52 ratones
machos NTg y 3xTg-AD.

Disefio experimental y protocolos

El disefio experimental consistié en dos grupos experimentales: uno de machos
3xTg-AD de 12 meses de edad correspondiente a la fase avanzada de la
enfermedad conformado por 28 animales y otro de 24 machos NTg de la misma

edad como grupo control. La caracterizacion conductual se desarrolld aplicando
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la bateria experimental detallada en la Tabla 9, administrada a lo largo de 6

semanas consecutivas.

Tabla 9. Bateria de tests conductuales y de tolerancia a la glucosa

Bateria de tests NTg & 3xTg-AD &
12 meses 12 meses

Semana 1

Prueba de neofobia
Semana 2

Prueba del campo abierto
Laberintoen T

Actimetria de 24 h

Semana 3 24 28

Prueba de neofobia

Semana 4
Test de natacion forzada
Test de interaccion social

Semana 5
Laberintoen T
Laberinto acuatico de Morris

Semana 6
Test de enterramiento de marmoles
Test de tolerancia a la glucosa

Control semanal de peso

Control diario de supervivencia
Total 52

Capacidad exploratoria y conducta de ansiedad
En este apartado se incluyen diferentes pruebas que valoran la capacidad
exploratoria del animal en un entorno nuevo y/o desconocido: la prueba de

neofobia y el campo abierto.

Prueba de las esquinas o neofobia (CT)
Esta prueba estudia el comportamiento de los animales en un entorno nuevo al

sacarlos de la jaula donde se encuentran junto al resto de ratones y transferirlos



a una nueva jaula de plastico estandar de tipo Macrolon® (35x35x25cm) con

200 ml de viruta como las utilizadas para su estabulacion.

La prueba tiene una duracion de 30 segundos durante los cuales se estudia la
actividad exploratoria horizontal representada con el numero de esquinas
visitadas y actividad vertical representadas con el numero de levantamiento y la
latencia de aparicion del primer levantamiento. La conducta de levantamiento
corresponde al alzamiento del animal sobre dos patas, de modo que se
sostiene con las patas traseras y mantiene las delanteras apoyadas en la pared
del aparato o bien en el aire. Se utiliza una jaula para cada animal para evitar

interferencias de olores en la conducta de los animales.

Prueba del campo abierto (OF)

Inmediatamente después de la prueba de neofobia se realiza la prueba del
campo abierto, que consiste en un tablero de dimensiones (55x55x21cm)
dividido en 25 cuadrantes de 10 x 10cm, con una iluminacion de 25W. Las
variables estudiadas fueron: la latencia del primer movimiento, el tiempo en
abandonar el punto central, el tiempo de entrada en periferia y la distancia
horizontal recorrida evaluada con el software SMART, Panlab, S.L. En la
actividad locomotora vertical se incluyen la latencia del primer levantamiento y
el numero total de los mismos. La conducta de acicalamiento comprende la
latencia del primer acicalamiento, asi como el niumero y tiempo total de los
mismos. Finalmente, se estudié la presencia de orina y de bolas fecales. Los
16 cuadrantes que componen el perimetro del tablero se consideran
‘cuadrantes externos” y los restantes “cuadrantes internos”. La duracion de la
prueba son 5 minutos y comienza cuando se coloca al animal en el centro del

tablero, de espaldas al investigador.
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Actividad circadiana
Actimetria de 24h. (ACT)

Consiste en un sistema de cajas equipadas con células fotoeléctricas que
detectan el movimiento y permiten el estudio de la actividad tanto horizontal

como vertical (Panlab, SL, Barcelona, Espana).

Los animales se colocan en jaula de plastico estandar de tipo Macrolon®
(35x35x25cm) similares a las utilizadas como jaulas de estabulacién, teniendo
acceso a comida y agua ad libitum durante todo el periodo. Cada jaula se
coloca encima de una placa de actimetria conectada a un ordenador que
permite medir el nivel de movimientos o actividad motora espontanea de los
animales a intervalos de tiempo prefijados por el experimentador, en este caso
de 30 minutos. La actividad motora de 4 animales de genotipos distintos
(distribucion contrabalanceada) es evaluada de forma continua durante un ciclo
de luz-oscuridad de 23 horas a partir de las 08:30 h. hasta las 07:30 h del dia
siguiente. Los resultados se recogen en un ordenador contiguo, mediante la

utilizacion de un software especializado (Actitrack, PANLAB, SL, Espaia).

Desesperanza conductual

Test de natacion forzada (FST)

Se administra como minimo 72 h antes del laberinto acuatico de Morris,
(Porsolt, et al., 1977). Consiste en colocar cada animal individualmente en un
cilindro de plastico con unas dimensiones 21cmx23cm de diametro y con 20cm

de agua templada a 25 grados centigrados.

Cada animal es testado durante 6 minutos. La conducta del animal fue grabada
con una video camara suspendida del techo de la sala por encima de los
cilindros. Se tomara medidas para evitar todos aquellos elementos que

interfieren potencialmente: la posicion del observador y la orientacién del



aparato. Asimismo, el test se lleva a cabo manteniendo la temperatura de la

habitacidn constantemente calida entre 22-24°C.

Las jaulas con todos los animales que participan en el test se trasladan a la sala
experimental entre 15 y 30 minutos antes de iniciar el test para que se habituen
a la sala. Pasados los 6 minutos de la prueba, se sacan a los animales de los
cilindros y se les deja secar delante de una estufa. La conducta medida es la

cantidad de tiempo que los animales estan inméviles flotando en el agua.

En el test se valoran tres criterios conductuales:

1. Inmovilidad: movimientos minimos para mantener la cabeza fuera del agua.

2. Natacién: movimiento de las cuatro patas con el cuerpo alineado
horizontalmente en el agua.

3. Escalar o escape (Climbing, en inglés): movimiento de las cuatro patas con

el cuerpo alineado verticalmente en el agua.

Conducta social

Test de interaccion social en un ambiente nuevo (TIS)

En este estudio 3 se uso el mismo protocolo que ya detallamos en la pagina 62
del estudio 1. Brevemente: Las conductas sociales medidas durante los 5
minutos del test fueron la investigacion social, la inactividad social y la cola
vibrante mientras que las conductas no-sociales de tipo competitivas evaluadas

fueron la exploracién, el enterramiento y el acicalamiento.

Aprendizaje y memoria

Laberintoen T (TM)

El aparato consiste en un laberinto en T de madera lacada en negro con tres
brazos (30x5x20cm) unidos por una plataforma central (5x5¢cm) en forma de T.
Se utiliza para medir la memoria de trabajo a través de la alternancia

espontanea de los brazos realizada por los animales.
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En el momento de iniciar la prueba se coloca al ratén en el extremo del brazo
largo y con la cabeza dirigida hacia la pared. No se emplea ningun tipo de
refuerzo. La prueba consiste en cronometrar el tiempo en que el animal tarda
en cruzar con las patas traseras la interseccion de los dos brazos. Asimismo, se
registra el tiempo que tarda el animal en explorar los tres brazos del laberinto
parametro que hemos denominado “Eficiencia Exploratoria”. Ademas, se

analiza la presencia de orina y bolas fecales.

Laberinto acuatico de Morris (MWM)

El laberinto acuatico de Morris es una prueba de aprendizaje y memoria no
condicionado utilizado por excelencia en la caracterizacion de modelos
animales para déficits cognitivos que permite ejecutar una variedad de
paradigmas para evaluar distintos procesos y aspectos del aprendizaje y la

memoria.

Las distintas pruebas o paradigmas (place task for reference memory, removal)
se realizan en un tanque de 1-1,5m de diametro que se llena de agua a 25-
27°C hasta una altura de 60cm. El agua se mantiene opaca afiadiendo ‘pintura
de dedos’ (Abacus, S.L.) que es de uso infantil habitual en guarderias y por
tanto no téxica. De forma general este tipo de pruebas se basan en que el
animal ha de aprender a encontrar una plataforma sumergida bajo el nivel del
agua, orientandose con los objetos que hay alrededor del tanque (puertas,
ventanas, posters). Los entrenamientos consisten en la administracion de varios
ensayos cada 15 minutos. El animal se introduce en el agua desde un punto
cardinal distinto cada vez y ha de localizar la plataforma en un tiempo maximo
de 1 minuto transcurrido el cual, si el animal no ha conseguido hallarla el
experimentador lo lleva y lo deja en ella durante 20 segundos. El nivel de
aprendizaje y memoria del animal se valora mediante las curvas de adquisicion
que expresan el tiempo medio (crondmetro) o la distancia media (software

SMART, Panlab, S.L.) que tardan los animales de un grupo experimental en



encontrar la plataforma durante los cuatro ensayos de cada una de las sesiones
que componen un paradigma (que ha de disminuir progresivamente). Después
de este entrenamiento (place task for reference memory) los otros paradigmas
que le siguen implican la desaparicion de la plataforma (removal) en los que
también se miden latencias (crondmetro), distancias y el paso por una

determinada zona del laberinto (software SMART, Panlab, S.L.).

Cuando finaliza el test el animal es colocado en una jaula cerca de una fuente
de calor seco (calor sin ventilador de aire) para facilitar el secado del pelaje.
Durante el test, la temperatura de la habitacién es constantemente monitorizada
y mantenida a 22-24°C.

Conducta de enterramiento de marmoles

Test de enterramiento de marmoles (MBT)

Esta prueba se utiliza para evaluar la eficacia de los farmacos antipsicéticos en
modelos animales a partir de cambios conductuales en la conducta de

enterramiento.

Consiste en colocar un ratéon en una jaula de plastico estandar tipo Macrolon®
(35x35x25cm) similares a las propias, sin tapa; con una capa de serrin de 5¢cm.
En el interior de la jaula se distribuyen 10 cuadrados de dimensiones (1cm x
1cm) de color amarillo, azul, rojo y verde formando 4 filas. Los ratones se
introducen en las cajas por un periodo de 30 minutos. Las variables que son
valoradas son: el numero de cuadrados que se encontraron cubiertos mas de
dos tercios por el serrin (Bruins et al., 2008) que fueron modificadas por nimero

de marmol intacto, cambiado de posicion y enterrado.

Test de tolerancia a la glucosa administrada intraperitonealmente (IPGTT)
Consiste en una inyeccién intraperitoneal de glucosa como un modelo para
evaluar tanto la tolerancia a la glucosa como la estimulacion de la secrecion de

insulina in vivo. Después de un ayuno nocturno, los ratones son pesados y
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seguidamente son inyectados con una solucion de 2mg de glucosa/kg del peso
corporal. Las muestras de sangre se toman de una incisién realizada en la
punta de la cola. La presion de la respuesta plasmatica se estable a partir de
mediciones a distintos tiempos: a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la

inyeccion intraperitoneal de glucosa.

Peso corporal

La curva de peso de los animales se establece con los datos recopilados
mensualmente. Ademas, antes de cada prueba conductual los animales son
pesados para estandarizar la manipulacién y el nivel de emotividad ante las
pruebas. Estas medidas adicionales de peso tienen un valor afadido como

indicadores del estado de salud del animal.

Analisis estadistico
Los resultados se expresan como promedios * error estandar de la media
(SEM) y porcentajes. Se realiza el analisis estadistico con el software SPSS®

version 15.0; http.//www.spss.com, Chicago, EEUU.

Las comparaciones para muestras independientes entre dos grupos se realizan
con el Student's ttest. En todas las pruebas, P<0.05 es considerado

estadisticamente significativo.

En todos los casos, los datos se obtienen por observacion directa con soporte
video-computarizado (Programa SMART, Panlab, S.L.) que permite realizar
medidas retrospectivas (p.ej. calculo de las distancias recorridas) de las
imagenes del animal realizando los tests. La precision y fiabilidad que aporta el
analisis computarizado de las trayectorias de los animales es critico (e
irrealizable manualmente) en pruebas de aprendizaje y memoria como por
ejemplo las del laberinto acuatico. En la actimetria el aparato dispone de células

fotoeléctricas para cumplir esta funcion.



Resultados
Capacidad exploratoria y conducta de ansiedad
En la Tabla 10 se detallan los resultados obtenidos en las diversas pruebas

conductuales que miden la capacidad exploratoria y la conducta de ansiedad.

Tabla 10. Capacidad exploratoria y conducta de ansiedad

NTg 3xTg-AD

PRUEBAS CONDUCTUALES Promedio = SEM Promedio + SEM

n=24 n=28
PRUEBA DE LAS ESQUINAS O NEOFOBIA
Numero de esquinas visitadas
Semana 1 11,25 +1,12 510 +0,42***
Semana 3 7,87 0,53 410 +0,46™**
Latencia del 1er levantamiento (s)
Semana 1 7,66 0,93 14,32 +1,70*
Semana 3 7,70 +1,47 10,57 +1,64
Ndmero de levantamientos
Semana 1 6,54 +0,86 25 £0,40%
Semana 3 6,08 +0,68 2,53 +0,36"**
PRUEBA DEL CAMPO ABIERTO
Actividad exploratoria horizontal
Latencia del primer movimiento (s) 5,45 10,92 532 +0,69
Latencia de abandonar el punto de salida (s) 16,70 +4,48 16,60 + 3,16
Latencia en entrar en Periferia (s) 31,45 +7,46 39,35 7,09
Distancia total recorrida (cm) 2589,94 +235,6 1704,59 +118,57**
Distancia total / NUmero de levantamiento 219,17 +£89,56 1483,82 +£991,13
Actividad exploratoria vertical
Latencia del 1er levantamiento (s) 37,25 +£6,78 64,03 112,75
Ndmero de levantamiento: 1" minuto 458 +0,65 1,64 +0,30***
Numero de levantamiento: 29° minuto 525 0,85 2,35 +0,45**
Nudmero de levantamiento: 3" minuto 4,625 +0,57 2,17 +0,46**
Ndmero de levantamiento: 4t minuto 508 £0,69 2,35 +0,33*
Numero de levantamiento: 5° minuto 504 +1,23 25 +0,49
Numero total de levantamiento 23,62 =257 11,03  +1,54**
Comportamiento de Acicalamiento
Latencia de acicalamiento (s) 155 +11,75 198,85 +14,81*
Numero total de acicalamientos 2,58 0,45 2,03 0,55
Presencia de defecacion y orina
Numero total de bolas fecales 2,79 +0,294 3,03 +0,28
Numero total de orina 0,08 0,05 0,5 +£0,09*

Capacidad exploratoria y conducta de ansiedad: Prueba de neofobia y prueba del campo abierto.
Student’s t-test; ***P<0.001, **P<0.01y *P<0.05.
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Figura 6. Prueba de Neofobia. a, Numero total de esquinas visitadas; b, latencia del

primer levantamiento (s) y ¢, numero de levantamiento. Student’s t-test; ***P<0.001 y
**P<0.01. t- test para datos pareados, 4P<0.01.



Prueba de las esquinas o neofobia (CT)

En el test de neofobia, la comparacién para muestras independientes indicé que
los tres componentes conductuales evaluados en la prueba: ‘numero de
esquinas visitadas’, ‘latencia del primer levantamiento’ y ‘numero de
levantamiento’ presentaron diferencias significativas entre los grupos NTg y

3xTg-AD durante la semana 1 y también la semana 3 (ver Tabla 10).

Los ratones NTg realizaban un promedio aproximado de ‘niumero de esquinas
visitadas’ entre 11 y 8, ademas la ‘latencia del primer levantamiento’ aparecio a
los 7 s y referente al ‘numero de levantamiento’ realizaban un promedio

aproximado entre 7 y 6, tanto en la semana 1 como en la semana 3 (Figura 6).

Este patron se encontré alterado en los ratones 3xTg-AD tanto a lo que se
refiere a la latencia de apariciéon del ‘levantamiento’ como el numero de
episodios de ‘esquinas visitadas’ y ‘levantamientos’. En los ratones 3xTg-AD se
observd una disminucion de la actividad vertical y horizontal con respecto a su
grupo control. En los ratones 3xTg-AD se observaron diferencias significativas
en la aparicion de la conducta de latencia de ‘levantamiento’ retrasandose en el

tiempo, debido que se observo entre los 10y 14 s.

La comparacion para muestras independientes indico diferencias significativas
entre el grupo 3xTg-AD y NTg en las variables de ‘niumero de esquinas
visitadas’ tanto en la semana 1 como en la 3 [todas las t < -5.423, gl 50,
P<0.001], en ‘latencia del primer levantamiento’ en la semana 1 [t= -3.263, gl
50, P<0.01] y en el ‘numero de levantamiento’ tanto en la semana 1 como en la
semana 3 [todas las t < 4.721, gl 50, P<0.001] (Figura 6a, b y c).

Al comparar las variables de la prueba de las esquinas al principio y al final de
la caracterizacion basal realizando una prueba t para datos pareados solo

mostrd diferencias en el grupo de ratones NTg en la variable ‘numero total de
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esquinas visitadas' [t=3.401, gl 23, P<0.01] debido a que se observé una

disminucion del numero de esquinas visitadas en la semana 3 (Figura 6a).

Prueba del campo abierto (OF)

Las variables del campo abierto se analizaron con la comparacion para
muestras independientes. En las Figuras 7a hasta las 7e se ilustra el patron
normal de las conductas en la que se evalian cuatros aspectos: ‘actividad
exploratoria horizontal’, ‘actividad exploratoria vertical’, ‘comportamiento de
acicalamiento’ y ‘presencia de defecacion y orina’. Estas conductas presentan
latencias de aparicion y numero de episodios distintas en funcion del genotipo
(Tabla 10). En los ratones NTg la variable de ‘distancia recorrida’ vy
‘levantamiento’ indicé que estos ratones realizaban mayor actividad exploratoria
horizontal y vertical durante la prueba (Figura 7b y 7c). Del mismo modo, se
observé que la ‘latencia de acicalamiento’ aparecio a los 2m58s, mientras que

se observo una disminucion de la presencia de ‘defecaciones y orina’.

Este patron se encontr6 alterado en los ratones 3xTg-AD, donde la
comparacion para muestras independientes indicé diferencias significativas
entre el grupo 3xTg-AD y NTg en la variable de ‘numero total de
levantamientos’ donde se observé una disminucion de esta conducta [t= 4.338,
gl 50, P<0.001] (Figura 7c y 7d) y en la variable de ‘distancia recorrida’ se
destaco una disminucién de actividad exploratoria en los ratones 3xTg-AD [t=
3.503, gl 50, P<0.01] (Figura 7b). Referente a la conducta de ‘acicalamiento’ se
observo que aparece de forma mas tardia en el tiempo en los ratones 3xTg-AD
con respecto a su grupo control NTg, siendo un indicativo de la disminucion del
cuidado personal [t=-2.266, gl 50, P<0.05] (Figura 7a).

Otros indicadores de emotividad son las medidas de las defecaciones y orina
realizadas durante el test. Cuando se estudiaron estos comportamientos se

observé un aumento de incidencia de orina en los ratones 3xTg-AD con



respecto a su grupo control NTg [{=-3.564, gl 50, P<0.01] tal como se ilustra en

la Figura 7e.
Prueba del Campo Abierto
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Figura 7. Prueba del campo abierto. a, latencias (s) y b. Distancia total.
Student’s t-test; **P<0.01 y *P<0.05.
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Actividad circadiana
Actimetria de 24h. (ACT)

La actimetria fue utilizada para evaluar la actividad motora a lo largo del ritmo
circadiano de los dos grupos de animales en un ciclo de 24h. La actividad
empezd a medirse a partir de las 8:30 de la mafiana, media hora después del
inicio del ciclo de luz. El cambio de luz a oscuridad fue a las 20:00h y el test
finalizé a las 7:30 de la mafiana siguiente, de manera que la duracion total del

test fue de 23h con 2 periodos de 11h30m cada uno.

Se determiné que el contaje del numero de interrupciones de las células
fotoeléctricas para actividad horizontal y para actividad vertical fuera para
intervalos de 30 min (ver figuras 8a y 8b, 46 intervalos de 30 min en total) y a
partir de estos datos se realizaron calculos por intervalos mayores segun la
curva de actividad de los animales controles NTg que se observo a lo largo del

test (ver figuras 8ay 8b y tabla 11).

El primer valor analizado fue la ‘cota 0, una variable que hemos introducido
conceptualmente y que hace referencia a los valores iniciales de actividad

durante el primer intervalo o primera media hora de la prueba.

La variable ‘periodo habituacién’ incluyd los 7 primeros intervalos (incluye la
cota 0) que corresponden a las tres primeras horas del test. A este periodo de
actividad decreciente le sigue la ‘etapa basal, que incluye los intervalos 8 a 12,
es decir a partir de la tercera hasta la quinta hora del test. El resto del periodo
diurno hasta el cambio de luz a oscuridad recibié el nombre de ‘etapa de
activacion motora’ ya que la actividad motora adquiere los niveles de actividad

nocturna.

En el periodo de oscuridad no se hizo distincion entre intervalos ya que en la

mayoria de los casos la evolucién fue descendiente pero de forma continua.
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Prueba del Ciclo Circadiano ‘Actimetria 24h’
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Figura 8. Prueba de actimetria. a, Contaje de actividad horizontal n y b, Contaje de
actividad vertical. Student’s t-test; **P<0.01 y *P<0.05.



Tabla 11. Actividad circadiana

NTg 3xTg-AD
ACTIMETRIA 24H Promedio * SEM Promedio * SEM
n=24 n=28

Periodo de analisis
Cota 0 (8:30-9:00h)
Contaje horizontal total (n) 7125,65 +562,87 5268,88 +717,69*
Contaje vertical total (n) 279,08 +21,13 184,11  +18,17*
Etapa de habituacioén (Intervalos 1-7, 8:30-11:30)
Contaje horizontal total (n) 3114177 +4452,34 15516,32 +4718,30*
Contaje vertical total (n) 893,04 +118,66 457,89 + 55,55
Contaje horizontal por hora (n/h) 10380,59 + 1484,11 5172,10 +1572,76*
Contaje vertical por hora (n/h) 297,68 + 39,55 152,63 +18,51*
Etapa basal (Intervalos 8-12, 11:30-14:00h)
Contaje horizontal total (n) 8718,59 +2755,79 6614,29 +2941,94
Contaje vertical total (n) 127,91 +14,65 165,71 +26,18
Contaje horizontal por hora (n/h) 3487,43 +1102,31 2645,71  +1176,70
Contaje vertical por hora (n/h) 51,16 +5,86 66,28 +10,47
Etapa de activacion motora (Intervalos 13-23, 14:30-19:30h)
Contaje horizontal total (n) 29391,56 +5636,11 25741,42  +8698,05
Contaje vertical total (n) 1123,16 362,63 940,28 +340,99
Contaje horizontal por hora (n/h) 8397,59 +1610,31 3086,70 +1313.28
Contaje vertical por hora (n/h) 320,90 103,61 268,65 +97,42
Periodo diurno completo (Intervalos 1-23, 8:30-19:30h)
Contaje horizontal (n) 69251,93 +10270,78 47872,05 +15096,16
Contaje vertical total (n) 214413 + 353,35 1563,89 + 362,98
Contaje horizontal por hora (n/h) 6021,91 +893,11 4162,79 +1312,71
Contaje vertical por hora (n/h) 186,45 +30,73 135,99 +31,56
Periodo nocturno completo (19:30-07:00h)
Contaje horizontal (n) 39754,28 +9110,89 30420,64 +8242,64
Contaje vertical total (n) 1851,58 968,20 1011,00 +474,10
Contaje horizontal por hora (n/h) 3456,89 +792,25 264527 716,75
Contaje vertical por hora (n/h) 161,01 +£84,19 87,91 +41.23
Relacién noche/dia
Contaje horizontal total (n) 0,57 +0,09 0,73 +0,07
Contaje vertical total (n) 0,70 0,31 0,56 0,12
Periodo completo de actividad (8:30-7:30h)
Contaje horizontal (n) 109006,21 + 16389,49 78292,69 +23077,25
Contaje vertical total (n) 3995,71 +1138,42 2574,89 +826,70
Contaje horizontal por hora (n/h) 4739,40 £712,59 3404,03 +1003,36
Contaje vertical por hora (n/h) 173,73 £49,50 111,95 +35,94
Presencia de defecacion durante las 24h
Numero total de bolas fecales 4462 +2,08 4342 +2733

Actividad del ciclo circadiano durante 24h. Student’s t-test; **P<0.01 y *P<0.05.
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La curva de actividad circadiana de los ratones NTg (ver figura 8a y 8b) mostré
varios periodos de actividad que fueron los que determinaron la forma de
analizar el patron de actividad motora horizontal y vertical. Este patrén se
encontré alterado en los ratones 3xTg-AD. Asi, la comparaciéon para muestras
independientes indicd una disminucion de la actividad exploratoria horizontal
respecto al grupo NTg en las variables para ‘cota 0’ y ‘habituacion’ [todas las ¢
>1.987, gl 50, P<0.05] (Figura 8a). No hubo diferencias en los niveles de
actividad basal, la etapa de activacién motora, el periodo de actividad nocturna,
la relacién noche/dia ni en el computo total de actividad durante todo el ciclo de
luz estudiado [todas las t< -1.400, gl 50, n.s.]

En paralelo a la actividad motora horizontal, los animales 3xTgAD también
mostraron una disminucion de la actividad exploratoria vertical en la cota 0 y en
la [t= 3.428, gl 50, P<0.01] y en la ‘etapa de habituacion’ [t=3.479, gl 50,
P<0.01]. En estos casos, la significacion estadistica con respecto a los valores
registrados en animales NTg fue mayor que la obtenida en la actividad motora
horizontal indicando que esta variable es mas sensible para mostrar los

cambios (Figura 8b).

La comparacién para muestras independientes indico diferencias significativas
entre los animales 3xTg-AD y NTg en el intervalo 28 de la actividad exploratoria
horizontal correspondiente al periodo nocturno, mostrando una disminucion de
la actividad exploratoria a los 811 minutos [f=2.317, gl 50, P<0.05] como se
detalla en la Figura 9a. Ademas se observaron diferencias significativas entre
los animales 3xTg-AD vs. NTg en los intervalos 43 y 44 de la actividad
exploratoria vertical finalizando el periodo nocturno, indicando una disminucion
de la actividad exploratoria entre los 1261-1291 minutos [todas las < 2.174, gl

50, P<0.05] como se detalla en la Figura 8b.

El analisis de varianza con medidas repetidas indicé en los ratones NTg un

efecto en el ‘tiempo’ en la variable ‘habituacion’ es decir, desde el intervalo 1-7



[Fi6,138y= 16.087, P < 0.001] como en la variable de ‘activacion motora, es decir
desde el intervalo 13-46 [F (33759 = 1.997, P <0.001]. En los 3xTg-AD se observo
también efecto del ‘tiempo’ en la variable ‘habituacién’ es decir, desde el
intervalo 1-7 [Fg162) = 20.691, P < 0.001] como en la variable de ‘activacion
motora, es decir desde el intervalo 13-46 [F(33891)= 1.886, P <0.001].

Desesperanza conductual
Test de natacion forzada (FST)

El test de natacidn forzada tiene un tiempo de duracién de 6 minutos, donde se
valoran tres criterios conductuales que se distinguen: inmovilidad ‘immobility’,

natacion ‘swimming’y escalar ‘climbing’.

Adicionalmente hemos analizado el tiempo del test en dos partes: parte 1, que
corresponde desde el inicio de la prueba hasta el minuto 2 y parte 2, desde el
minuto 2 hasta el minuto 6 para los tres criterios conductuales (Tabla 13 vy
Figura 10).

La comparaciéon para muestras independientes indicé que con la excepcion del
‘climbing’ los otros dos criterios conductuales que se distinguen: inmovilidad
‘immobility’, natacion ‘swimming’ y escalar ‘climbing’, presentan tiempo de
duracién y porcentaje de episodios distinto en funcion del genotipo (Figura 9a-f
y Tabla 12).
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Tabla 12. Desesperanza conductual

NTg

Promedio £ SEM
n=24

TEST DE NATACION FORZADA. Porsolt Test.

Tiempo total de inmovilidad (s) 83,20 +8,52
Numero total de episodios inmdvil 13,04 0,98
Tiempo total nadando (s) 262,91 +8,67
Numero total de episodios nadando 19,12 +1,24
Tiempo total de ‘climbing’ (s) 13,87 +3,22
Numero total de episodios de

‘climbing’ 566 0,71
Evaluacion del tiempo por segundos

Tiempo total de inmovilidad (s)

Entre 0- 2 segundos 0,75 0,30
Entre 2- 6 segundos 82,45 18,45
Numero total de episodios inmavil

Entre 0- 2 segundos 0,58 10,24
Entre 2- 6 segundos 12,45 0,81
Tiempo total nadando (s)

Entre 0- 2 segundos 101,16 +4,92

Entre 2- 6 segundos

160,41 +10.44

Numero total de episodios nadando

Entre 0- 2 segundos
Entre 2- 6 segundos

45 +0,60
14,63 +0.82

Tiempo total de ‘climbing’ (s)

Entre 0- 2 segundos
Entre 2- 6 segundos

8,04 =2,
583 =£1

Numero total de episodios de ‘climbing’

Entre 0- 2 segundos
Entre 2- 6 segundos

Desesperanza conductual: Prueba de natacion forzada. Student’s t-test;

**P<0.01 y *P<0.05.

3,54 +£043
212 £0,37

3xTg-AD
Promedio £ SEM

13,39
4,35
333,21
10,28
13,39

5,14

2
11,46

0,67
3,67

93,42
237,64

3,60
6,79

6,82
6,60

2,5
2,5

n=28

* 4,59
0,91
+ 5,78
*1,33*
+3,20

+0,89

+0,93
14,43

+0,24
+0,84*

+ 9,01
*10,22%**

***P<0.001,
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Durante los 6 minutos que duré la prueba conductual los ratones NTg
mostraron un tiempo total de ‘inmovilidad’ de 1 minuto con 39 segundos y la
conducta de ‘natacion se encontré presente durante 4 minutos con 38 segundos
aproximadamente. Este patron se encontré alterado en los ratones 3xTg-AD.
Asi, la comparacion para muestras independientes indicé una disminucion del
tiempo total de ‘inmovilidad’ [{=7.492, gl 50, P<0.001] y un aumento del tiempo
total de ‘natacioén’ [t=-6.913, gl 50, P<0.001] respecto al grupo NTg (Figura 10a).
Ademas en los ratones 3xTg-AD se observd una disminucién del numero de
episodios de ‘inmovilidad’ [t=6.496, gl 50, P<0.001] asi como de ‘natacion’ [t=-
4.806, gl 50, P<0.001] con respecto a su grupo control NTg (Figura 9a y 9d).

Cuando se evaluo la primera parte del test correspondiente desde el primer
minuto hasta el minuto 2 no se observaron diferencias significativas en el

tiempo ni en el numero de episodios (Figura 9b y 9e).

Al analizar la 2 parte del test correspondiente desde el minuto 2 hasta el minuto
6 se observd una disminucion del tiempo de ‘inmovilidad’ [t=7.740, gl 50,
P<0.001] y un aumento de tiempo de ‘natacién’ [t=-5.260, gl 50, P<0.001] en
los ratones 3xTg-AD con respecto a su grupos control NTg. Asimismo, se
observé en estos una disminucion del numero de episodios de ‘inmovilidad’
[t=7.458, gl 50, P<0.001] y ‘natacion’ [t=5.936, gl 50, P<0.001] (Figura 9c y 9e)

en comparacion a los NTg (Figura 9c y 9f).

Conducta social

Test de interaccion social en un ambiente nuevo (TIS)

En esta prueba se analizaron dos tipos de conductas: las sociales (Figura 10 y
Tabla 13) y las no-sociales (Figura 11 y Tabla 13). La comparacién para
muestras independientes indicd que los cuatros componentes conductuales que
se distinguen: ‘contacto cara/cuerpo’, ‘contacto anogenital’, ‘cola vibrante’ y

‘agresividad’, presentan latencias de aparicion y duracion distinta en funcion del
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genotipo (Tabla 13). En las Figuras 10a, 10b y 10c se ilustran los patrones de

conductas sociales que muestran los animales NTg y 3xTg-AD.

Tabla 13. Test de interaccién social

TEST DE INTERACCION SOCIAL NTg=24 3xTg-AD=28
Social Interaction Test Promedio * SEM Promedio * SEM

Conducta social
Contacto cara / cuerpo

Latencia de contacto de cara/cuerpo (s) 55,75 7,05 121,07 +£19,18**
Tiempo total (s) 8,54 +0,79 3,10 +0,42***
Numero total de episodios 575 0,39 2,25 0,27
Contacto con cola

Latencia del primer contacto con anogenital(s) 77,04 £17,05 159,60 +22,15**
Tiempo total (s) 795 +1,20 3,71 +£0,81*
Numero total de episodios 404 +0,55 2 +0,46*
Cola vibrante

Latencia de vibracion de cola (s) 263,5 +15,14 93,96 +17,87***
Tiempo total (s) 0,45 +0,17 496 +0,82**
Numero total de episodios 0,45 +0,17 410 +0,63***
Contacto agresivo

Latencia de contacto agresivo (s) 300 +0.00 296,39 + 3,60
Tiempo total (s) 0.00 £0.00 1,03 +1,03
Numero total de episodios 0.00 £0.00 0,14 +0,14
Tiempo total sin contacto 283 +1,69 287,07 +1,74
Conducta no-social

Actividad vertical

Latencia del primer levantamiento (s) 11,41 +2,88 28,78 +£8,15
Numero total de levantamiento 3425 +211 21,85 +1,60***
Actividad horizontal

Numero total de esquinas 31,68 +2,37 17,89 +1,08***
Conducta acicalamiento

Latencia de acicalamiento (s) 103,41 +11,88 118,39 +14,44
Numero de total de acicalamiento 1,83 +0,22 2,17 0,35
Conducta de enterramiento

Latencia de enterramiento (s) 225,54 +1541 189,92 +16,97
Numero total de enterramiento 3,08 £0,88 8,75 12,69

Conducta social: Test de interaccion social en un ambiente nuevo. Student’s t-test; ***P<0.001 y
**P<0.01.
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Conductas sociales

En los ratones NTg la conducta contacto ‘cara/cuerpo’ aparecié durante el
primer minuto, el ‘contacto anogenital’ se observd al minuto y medio y la ‘cola
vibrante’ a los 4 minutos y medio. Este patrén se encontré alterado en los
ratones 3xTg-AD tanto a lo que se refiere a la latencia de apariciéon como la
duracion (tiempo). Asi, la comparacion para muestras independientes indico
diferencias estadisticas en la aparicion de la conducta ‘contacto cara/cuerpo’,
[t=-3.003, gl 50, P<0.01], en la conducta ‘anogenital’ [t=-2.879, gl 50, P<0.01] y
en la conducta ‘cola vibrante’ [t=7.102, gl 50, P<0.001], retrasandose en el

tiempo en las dos primeras y adelantandose en la ultima (Figura 10a).

Estas diferencias en los ratones 3xTg-AD se ven también reflejadas en la
variable de duracion de la conducta ‘contacto cara/cuerpo’ [t=6.262, gl 50,
P<0.001], ‘anogenital’ [t=2.978, gl 50, P<0.01] y en la ‘cola vibrante’ [t=-4.962, gI
50, P<0.001], donde se observé una disminucion del tiempo total en las dos
primeras y un incremento en la ultima con respecto a su grupo control NTg
(Figura 10b).

Asimismo, en los ratones 3xTg-AD se observo una disminucion del numero de
episodios en la conducta ‘contacto cara/cuerpo’ [t=7.473, gl 50, P<0.001], en la
conducta ‘anogenital’ [t=-2.853, gl 50, P<0.01] y un aumento de la conducta
‘cola vibrante’ [t=-5.180, gl 50, P<0.001] (Figura 10c).
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Conductas no-sociales

Las conductas no-sociales se analizaron también con la comparacién para
muestras independientes, como en el caso anterior. En las Figuras 11ay 11b
se ilustra el patrén normal de las conductas no-sociales, en las que se
evaluaron cuatro aspectos: ‘levantamiento’, ‘esquina’, ‘acicalamiento’ y
‘enterramiento’. Estas conductas presentan latencias de aparicién y numero

total de episodios distintas en funcién del genotipo (Tabla 13).

En los ratones NTg la conducta ‘levantamiento’ aparecié durante los primeros
34 s, el ‘acicalamiento’ se observd en 1 minuto y 72 s y el ‘enterramiento’
aparecié a los 3 minutos y 76 s. Este patron de conductas no-sociales se
encontrd alterado en los ratones 3xTg-AD tanto a lo que se refiere a la latencia
de aparicion como el numero de episodios. En los ratones 3xTg-AD se
observaron diferencias estadisticas en el ‘numero de levantamiento’ y en el
‘numero de esquinas’ donde se observd una disminucion de la actividad
exploratoria vertical [t=4.733, gl 50, P<0.001] y en la actividad exploratoria
horizontal [t=5.490, gl 50, P<0.001] (Figura 11b).

Aprendizaje y memoria
Laberinto en T (TM)

El laberinto en T fue utilizado para valorar la conducta de alternancia
espontanea de los animales durante los 5 minutos de la prueba y que implica
tanto actividad exploratoria, capacidad de afrontar situaciones de estrés como

memoria de trabajo (Giménez-Llort et al., 2010).



Tabla 14. Memoria de trabajo

NTg =24
Promedio + SEM

PRUEBA DEL LABERINTO EN T. T Maze Test.
Actividad exploratoria horizontal

Latencia de movimiento (s)

Semana 2 1,62
Semana 5 3,37
Latencia en cruzar la interseccion del laberinto (s)

Semana 2 24,41
Semana 5 15,12
Eficiencia exploratoria en completar el laberinto (s)

Semana 2 54,95
Semana 5 75

Presencia de defecacién y orina

Numero total de bolas fecales

Semana 2 0,375
Semana 5 1,12
Numero total de orina

Semana 2 0,08
Semana 5 0,08

Memoria: Laberinto en T. Student’s t-test; *P<0.05.

+0,13
0,27

+0,05
+0,05

3xTg-AD=28

Promedio £ SEM

1,89
2,39

15,07
8,42

64,75
85,14

0,53
0,71

0,21
0,35

+0,38
+0,43

+ 3,20
+1,02

+9,89
17,71

+0,18
+0,21

+0,07
+0,09*
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Figura 12. Prueba del laberinto en T. a, latencias (s); b, tiempo en completar el laberinto
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En ambos grupos los valores de la variables conductuales estudiadas fueron

similares tal como se detalla en la Tabla 14.

La comparacidon para muestras independientes solo mostro diferencias
significativas entre el grupo de ratones 3xTg-AD y en la variable de presencia
‘orina’ en la semana 5 [t=-2.421, gl 50, P<0.05] debido que se observé un

incremento de la misma (Figura 12c).

Al comparar las variables de la prueba del laberinto en T al principio y al final de
la caracterizacién basal realizando una prueba t para datos pareados mostré
diferencias en el grupo de ratones NTg en la variable ‘latencia de movimiento'
[t=-2.190, gl 23, P<0.05] debido que se retrasaba en el tiempo y en el numero
de ‘defecaciones’ [t=-2.1642, gl 23, P<0.05] presentando un incremento de la
misma. En los ratones 3xTg-AD se observo cambios significativos en la variable
‘latencia de movimiento [t=2.136, gl 27, P<0.05] debido que se retrasaba en el

tiempo.

Laberinto acuatico de Morris (MWM)

Con la finalidad de evaluar el aprendizaje y memoria se aplico el laberinto
acuatico de Morris. En esta prueba se analizaron dos tipos de paradigmas para
evaluar los distintos procesos y aspectos del aprendizaje: evolucion dia por dia
en inglés place task for referent memory y la eliminacion de la plataforma en
inglés removal. En los ratones NTg se observo que a partir del dia 3 encuentran
la plataforma a los 15 segundos y este tiempo se va disminuyendo
progresivamente hasta el dia 5 donde llegan a la plataforma a los 9 s (Figura
13a).

En el paradigma dos, que consistié en retirar la plataforma que se realiz6 en el
dia 5, se observd que los ratones NTg realizaron un promedio de 11 entradas

en la zona donde se encontraba la plataforma (Figura 13b).
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Laberinto acuatico de Morris
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Figura 13a-b. Laberinto acuatico de Morris: Paradigma de adquisicion de la posicion de la
plataforma. a, Latencias (s), evolucion del aprendizaje y memoria. b, latencias (s) evolucion
ensayo por ensayo (memoria a corto plazo). Student’s t-test; *P<0.05 y **P<0.01.



13c

=y il =i
[ =T ] A
i i Jj

M%total de entradas
oo

2 K & O

NTg 3xTg-AD

oP BAr [ [} B

13d

10 A

%, de permanencia

MTg 3xTg-AD

orP BAr mo EA|

Figura 13c-d. Laberinto acuatico de Morris: Paradigma de retirada de la plataforma. c,
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El analisis de medida repetidas indic6 efecto de tiempo/dias en los ratones NTg
[F(4,44= 63.354, P< 0.001] y en los ratones 3xTg-AD [F(444)= 40.236, P< 0.001]
como se observé en la Figura 13a.

En la prueba del laberinto acuatico de Morris, la comparacion para muestras
independientes mostrd diferencias significativas entre el grupo 3xTg-AD y NTg.
En el paradigma evolucion del aprendizaje y memoria ‘dia por dia’ se observé
que los ratones 3xTg-AD en el dia 3 y 4 empleaban mayor tiempo para
encontrar la plataforma [todas las t > -3,140, gl 50, P<0.01] y esta conducta se
mantiene en el dia 5 [todas las t > -3,140, gl 50, P<0.05] (Figura 13a).

En el paradigma ensayo por ensayo que evalua la memoria a corto plazo la
comparacion para muestras independientes indicé diferencias significativas
entre el grupo de ratones 3xTg-AD y el grupo de ratones NTg en el ensayo 2,3
4 del dia 3 [todas las t > 0.390, gl 50, P<0.05], en el ensayo 1 y 2 del dia 4
[todas las t > 0.390, gl 50, P<0.05] y en el ensayo 1 del dia 5 [todas las t >
0.390, gl 50, P<0.05] debido que los ratones 3xTg-AD se tardaban mas en

encontrar la plataforma con respecto a su grupo control.

Asimismo, al retirar la plataforma se observd que los ratones 3xTg-AD
realizaban menor numero de entradas en la zona donde se encontraba la
misma [t=2.058, gl 50, P<0.05] (Figura13c)

Conducta de enterramiento de marmoles

Test de enterramiento de marmoles (MBT)

En esta prueba se valoré la conducta de enterramiento en los animales donde
se evalué el numero de interacciones del animal con los marmoles y se
especifican segun la escala de interaccion creciente: numero de ‘marmoles

intactos’, ‘cambio de posicion’ y ‘enterrados’.



En los ratones NTg se observd que de los 10 marmoles empleados para la
prueba un promedio de 4 se encontré cambiado de posicion y un promedio de 1

se observo ‘enterrados’ (Figura 14).

Test de enterramiento de marmoles ‘Marble Burying Test
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Figura 14. Test de enterramiento de marmoles ‘Marble Burying Test. Numero total de marmol:
intacto, cambio de posicion y enterrado. Student’s t-test; ***P<0.001.

La comparacion para muestras independientes mostré diferencias significativas
entre el grupo 3xTg-AD y NTg. Donde se observo que el patrén conductual de
‘cambio de posicién’ y ‘enterrados’ se encontré alterado en los ratones 3xTg-AD
indicando una disminucion en el primero [t=4.309, gl 50, P<0.001] y un aumento
en el ultimo [t=-4.041, gl 50, P<0.001]

Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT)

En esta prueba se evalud la respuesta de los animales a la tolerancia a la
glucosa. La prueba se analiz6 en dos partes: 1, evaluar la concentracion de
glucosa en sangre desde el estado basal hasta los 120 minutos (Figura 15a) y
2, evaluar la concentracion en sangre en ‘valores relativos’, es decir, después
de restar el valor basal al de los tiempos de 15, 30, 60 y 120 minutos donde a

este proceso se le llamo ‘valores relativo’ (Figura 15b).
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En ambos grupos los valores de la tolerancia a la glucosa fueron similares

[todas las t < -0.390, n.s.] tal como se ilustra en la Figura 15a y 15b.

Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal ‘IPGTT’
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Discusion

En esta primera parte del estudio 3 nuestro objetivo fue describir el perfil
conductual y cognitivo, las actividades de la vida diaria y la condicién fisica /vital
de ratones machos 3xTg-AD de 12 meses de edad, en comparacién con
animales NTg del mismo género y edad. De esta manera podiamos valorar
distintos aspectos del fenotipo de estos animales en estadios neuropatoldgicos
avanzados de la enfermedad antes de empezar el tratamiento cronico con
risperidona que habia de servir para el modelado animal de la vulnerabilidad

inducida por antipsicéticos en los pacientes de Alzheimer.

Partiendo de la conducta social caracterizada en el estudio 1, ampliamos la
caracterizacion de los animales 3xTg-AD en los tests de la natacion forzada y
el test Marble o de conducta de enterramiento de marmol, que no habian sido
descritas en estos animales hasta el momento. Por tanto, la bateria de test
evalu6 aspectos cognitivos (aprendizaje y memoria), de tipo SCPD
(alteraciones en la actividad exploratoria del animal, los comportamientos de
ansiedad, el ciclo circadiano, la desesperanza aprendida, la interaccién social,
la conducta de enterramiento) y actividades de la vida diaria (el acicalamiento).
Ademas se valord la tolerancia a la glucosa (IPGTT, en inglés) para determinar
la posibilidad de que un trastorno del metabolismo de la glucosa fuera
subyacente a la vulnerabilidad inducida por el antipsicético que habia de

valorarse en la segunda parte del estudio.

Si el modelado de la pérdida de la memoria caracteristico en la EA en ratones
transgénicos ha sido un desafio, la validez de estos modelos animales con
respecto a sintomas no cognitivos ha sido una meta aun mas dificil de
conseguir (revisado por Giménez-Llort et al., 2007). La paranoia y el delirio, las
alucinaciones, las alteraciones de la actividad, la agresividad, los trastornos del
ritmo circadiano, los trastornos afectivos, los trastornos de la conducta social, la

ansiedad y las fobias, todas ellas son alteraciones conductuales que se pueden
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observan en pacientes con la enfermedad de Alzheimer y que conforman lo que
clinicamente se denominan sintomas conductuales y psicologicos de la
demencia (SCPD). Alteraciones neurolégicas como las crisis epilépticas y
alteraciones conductuales tales como la neofobia, el aumento de la agresividad
o la hiperactividad locomotora a menudo se han descrito en varios tipos de
ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer (Janus y Westaway,
2001; Giménez-Llort et al., 2007).

Test de las esquinas

En esta caracterizacion conductual , empezamos con la prueba de neofobia que
mide el temor de un animal a lugares y/o elementos nuevos. En estudios
previos, ya habiamos observado que la neofobia esta incrementada en ratones
3xTg-AD hembras de 12 meses (Giménez-Llort et al., 2007) y ahora
reproducimos este incremento de neofobia también a esta misma edad en el
género masculino.

El incremento de neofobia se mostr6 como una reduccion de la actividad
exploratoria horizontal y vertical, siendo el numero de ‘esquinas visitadas’ y el
numero de ‘levantamientos’ las variables mas sensibles para medir este
incremento. La variable temporal ‘latencia de levantamiento’ fue igual de
sensible que las variables cuantitativas de ocurrencia de los dos eventos (visitar
una esquina o levantarse) en el primer test, pero perdié sensibilidad cuando
esta prueba volvié a repetirse en la tercera semana de estudio a modo de
seguimiento, habiendo realizado por el medio un campo abierto. Aun asi, la
conducta de neofobia fue una respuesta consistente ya que la significacion
obtenida en las variables cuantitativas que miden el numero de eventos pudo
volver a ser observada en tests repetidos. Esta consistencia en la respuesta
neofébica contrasta con la atenuacién de respuestas ansiosas que se obtiene al
repetir el test en otras pruebas similares (Giménez-Llort et al., 1995). Es
probable que la presencia en la caja de un lecho de serrin aporte un mayor
valor mnemonico de novedad o de reconocimiento de lo familiar, en este caso

en el ambito olfatorio, que puede ser valorado de forma distinta segun el



genotipo del animal. Es interesante sefalar que el sistema olfativo,
especialmente enriquecido de terminales colinérgicas, estd afectado en los
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, con una dificultad para identificar
los estimulos olfativos que ha sido reproducida también en modelos animales
(Djordjevic et al., 2008). Por tanto, al repetir el test, se pierde el elemento ‘neo’
contextual visual y olfativo aportado por la caja y el propio procedimiento lo que
justificaria que los ratones NTg muestren menos interés por investigar el
ambiente. En el caso de los ratones 3xTg-AD el nivel de neofobia inicial se
mantiene tras la repeticion del test, probablemente ayudado por la falta de
reconocimiento del estimulo olfatorio y su alteracion cognitiva y emocional
creciente que genera miedo en un lugar que deberia resultar familiar. Gracias a
esta particularidad, el test de neofobia puede ser utilizado para el seguimiento
conductual de los animales a lo largo de un estudio longitudinal. De hecho asi lo

hicimos a lo largo del estudio.

Test de campo abierto

La prueba del campo abierto evalia conductas emocionales y no emocionales,
y es probablemente el test mas utilizado en la caracterizacion de los perfiles
conductuales de los roedores desde que Calvin Hall desarrollé el test en los
afios 30. En nuestras baterias, el campo abierto se administra inmediatamente
después del test de las esquinas, aprovechando que el animal tiene que ser
trasladado a la sala experimental dentro de una caja cuadra nueva (la que ha
servido para aquel test). Como en la valoraciéon de la neofobia previo, los
ratones 3xTg-AD presentaban también una disminucién significativa de la
‘actividad vertical y horizontal’. Estas alteraciones conductuales pueden
deberse no sélo a los cambios de emotividad sino también a una pérdida de la
motivacion para explorar y el control inhibitorio de la conducta exploratoria
espontdnea que se asemejan a los sintomas descritos para la EA (Chung vy
Cummings, 2000). Durante el test también se observé un incremento de la
presencia de orina que puede estar asociado con la ansiedad o la respuesta de

miedo y que, a estas edades, puede estar favorecida por la posible aparicién de
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incontinencia que es caracteristica en las fases avanzadas de la enfermedad en
humano.

En la prueba del campo abierto se estudia la conducta de ‘acicalamiento’, una
conducta comun regulada por los ganglios basales y el hipotalamo que se
observa en multiples especies y que interactua en la reduccién del estrés, la
higiene y la estimulacion sensorial (Kalueff, 2007 y Kyzar, et al., 2011). En los
ratones 3xTg-AD se observd que la conducta de acicalamiento aparecia de
forma mas tardia en el tiempo con respecto a su control NTg de la misma edad.
Estas diferencias pueden estar relacionadas con el incremento de ansiedad
observada que impide que el animal se sienta seguro para realizar la auto-
limpieza. También, los sintomas de apatia y pérdida de interés por el cuidado
personal forman parte de la afectacion de las actividades de la vida diaria en la
EA (Cummings, 2000) pero son menos probables en este contexto
experimental. En la caracterizacion de la interaccion social en el estudio 1 ya
observamos como la latencia del acicalamiento se retrasaba a la par que
aumentaba el numero de enterramientos, otra conducta de disipacién del estrés
(revisado Fernandez-Teruel et al., 2005). Estos resultados en machos de 12
meses de edad corroboran estudios previos en nuestras colonias de ratones
3xTg-AD (Giménez-Llort, et al., 2006, 2007, 2010; Garcia et al., 2010, Garcia-
Mesa et al., 2012) y de otros laboratorios (Sterniczuk et al., 2010 a,b).

Ritmo circadiano

Los cambios del ritmo circadiano, relacionados con los estados de suefio y
vigilia, son trastornos caracteristicos de la EA que se presentan desde su etapa
temprana y se mantienen a lo largo de la misma. Las alteraciones del suefo se
observan entre el 25-35% de los pacientes y estan asociadas a un deterioro
funcional y cognitivo (Greenwood et al., 2005 y Vecchierini, 2010). A nivel
experimental nuestro laboratorio describié que el ritmo circadiano estaba
alterado en machos 3xTg-AD desde los 6 meses de edad (Giménez-Llort et al.,
2007). Otros autores confirmaron estos hallazgos describiendo alteraciones en

el patron de la actividad y del ritmo circadiano en los ratones 3xTg-AD con un



aumento significativo, con respecto a los animales NTg, de la actividad diurna y
una disminucion nocturna desde mucho antes del inicio de la neuropatologia Ap
(Sterniczuk et al., 2010).

En el presente estudio, el patron de actividad motora a lo largo de un ciclo
circadiano mostré que los ratones 3xTg-AD presentaban una hipoactividad
tanto horizontal como vertical durante el periodo de luz (fase 1) hasta el inicio
del ciclo nocturno. En particular, estos animales mostraron una disminucion
significativa ya en el valor de partida (‘cota 0’) que abarca la primera media hora
del test asi como cuando se considera el primer bloque entero de actividad
llamado ‘etapa de habituacion’ (las 3 primera horas del test) que concuerda con
el perfil ansioso e hipoactivo descrito en los animales 3xTg-AD de nuestra
colonia y que va aumentando de forma progresiva con la edad (Giménez-Llort
et al., 2007). Los animales 3xTg-AD no mostraron diferencias en los niveles
basales de actividad durante la ‘etapa de actividad basal’ (a partir de la tercera
hasta la quinta hora del test) que evalua el resto de las horas con luz, ni durante
todo el ciclo activo de oscuridad. Anticipandose al cambio de ciclo, la actividad
aumentd por igual en ambos genotipos (fase 2) y se mantuvo de forma
equivalente hasta el final del periodo nocturno. Sin embargo, en la actividad
vertical realizada durante las ultimas horas del periodo nocturno se observo
una disminucion de la actividad vertical en los ratones 3xTg-AD con respecto a
su control que estaria de acuerdo con los resultados del trabajo de Sterniczuk
(2010). Estos resultados conductuales en los ratones 3xTg-AD emulan muy
parcialmente lo que clinicamente se ha denominado ‘sundowning syndrome’
(Vecchierini, 2010) con somnolencia durante el periodo ‘activo’ diurno y la
deambulacién nocturna. Probablemente, los componentes de motivacion/apatia
y ansiedad que caracterizan a nuestra colonia pueden estar condicionando de
forma general los niveles de actividad exploratoria per se y solo se reproduce la
hipoactividad durante el ciclo activo que en los animales se corresponde con la

noche.
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Desesperanza aprendida

La depresion es uno de los sintomas del espectro de las SCPD que ocasionan
un deterioro de la calidad de vida de los pacientes con EA y afecta a sus
cuidadores. La respuesta conductual en la prueba de natacién forzada, modelo
experimental para la depresion, esta relacionada con la ‘desesperanza
aprendida’ que, ante un evento aversivo sobre el cual no se tiene control,
induce un conjunto de manifestaciones conductuales como la pérdida de la
motivacién para responder, una renuncia ante la posibilidad de escapar. En
esta respuesta pueden interferir déficit cognitivos y trastornos emocionales
como la ansiedad (revisado por Pollak et al., 2010). Se puede decir que
experimentalmente la prueba ‘de desesperanza aprendida’ puede ayudar a
estudiar SCPD como la depresién. Los sintomas depresivos se manifiestan ya
en estados iniciales de la EA e incluso antes de que las deficiencias cognitivas
sean evidente lo que sugiere que puede estar ya asociada propio al declive
cognitivo leve y las alteraciones en la ejecucién (Visser, et al., 2000 y Royall et
al., 2012).

Este estudio 3 es el primero en el que se caracteriza la prueba de natacion
forzada en ratones 3xTg-AD. Los resultados muestran un aumento de la
actividad motora asociada a la conducta de nadar y, por lo tanto, una
disminucion en el tiempo de inmovilidad con respecto a los ratones NTg. Estas
diferencias se mostraron mejor entre el minuto 2 y el minuto 6 de la prueba, que
es el intérvalo en el que se considera que se expresa o se mide mejor la
desesperanza conductual. Sin embargo, no hay diferencias en el tiempo
invertido en la conducta de ‘escape escalando o climbing’ que es la conducta
que mejor indicaria la ‘voluntad o lucha’ ante la adversidad confrontada. Estos
resultados pueden estar relacionados a los déficits cognitivos que presentan los
ratones 3xTg-AD para aprender y/o adaptarse a situaciones que generan alto
niveles de estrés (Giménez-Llort et al., 2010) y que en su eleccion de
estrategias fight-or-flight pueden conducir a hiperactividad locomotora en la
prueba de natacién forzada. Estudios con otros modelos animales como el

ratébn Tg2576 mostraron una disminucion significativa en el tiempo inmovilidad



relacionado al incremento de la actividad motora (Gil-Bea et al., 2007) tal y
como se da en nuestro estudio. Sin embargo, el raton APPswe/PS1 muestra
mayor tiempo de inmovilidad (Filali et al., 2009). Teniendo todo esto en cuenta
y el hecho de que el incremento que observamos en los ratones 3xTg-AD sea
especifico de la conducta natatoria pero no de la de ‘climbing’, los resultados
sugieren que las diferencias de genotipo son debidas a la impulsividad motriz y
no a un estado de desinhibicion per se. De hecho, al analizar la conducta en
base a otros parametros como el numero de episodios, se observa que los
3xTg-AD presentan un patron de conducta distinto, con una reduccion general
en el numero de episodios conductuales, en inmovilidad y natacion, lo que
acentua el incremento de la actividad natatoria respecto a las otras dos

variables.

Conducta social

La caracterizacion de la conducta social en ratones 3xTg-AD en edades
avanzadas es de gran importancia debido que es uno de los sintomas de la EA
que se agravan con el avance de la edad (Panza et al., 2011 y Andrew et al.,
2008). En el estudio 1 hemos caracterizado por primera vez la conducta social
en ratones 3xTg-AD y nos ha permitido seleccionar los tests y variables mas
sensibles para ser aplicadas en una bateria conductual como la que ahora
aplicamos en el estudio 3. De hecho, de todas pruebas utilizadas, la interaccion
social fue la que se seleccioné para evaluar la conducta social y los resultados
obtenidos en aquel estudio se replican de forma muy consistente en éste. Asi,
observamos nuevamente un deterioro en la interaccion social con disminucién
de los ‘contactos cara/cuerpo’ y ‘ano-genital’ asi como un aumento de la
conducta ‘cola vibrante’. Estos cambios se produjeron tanto en la ‘latencia’ de
aparicion como en el ‘numero de episodios’ con respecto a su grupo control,
poniendo de manifiesto un aumento de la ansiedad y/o el hecho de que el grupo
de ratones NTg estuviese mas motivado o dispuesto en explorar al otro ratén.

En relaciéon a esta interpretacion, también se observé en las conductas no-
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sociales una disminucién de la actividad exploratoria vertical ‘levantamiento’ y

horizontal ‘nimero de esquinas’ tal y como ocurrid en el estudio 1.

Laberintoen T

Con en el fin de evaluar la memoria de trabajo y la alternancia espontanea se
utilizé el laberinto en T que se basa en la tendencia espontanea de los ratones
para explorar los lugares, especialmente los no conocidos. No se observaron
diferencias significativas entre los ratones 3xTg-AD y su grupo control en el
numero de errores cometidos durante la prueba ni en las otras variables
estudiadas, con la excepcién de una mayor incidencia de orina en la semana 5.
A pesar de esto, los resultados del tiempo total en completar la prueba
indicaron una tendencia en los ratones 3xTg-AD a emplear mayor tiempo con
respecto a su grupo control congruente con la predisposicién a reducir la
conducta exploratoria horizontal tal como se ha descrito en otras pruebas como
el campo abierto en éste y los otros trabajos previos (Giménez-Llort, et al.,
2007). Ademas, varios estudios con ratones transgénicos han reportado
disminuciones en la alternancia espontanea en el laberinto en Y (Lalonde, et
al., 2003a) y en el laberinto en T (Giménez-Llort et al., 2010) desde los 6 meses
de edad indicando una pérdida de la motivacion para explorar, similar a los
sintomas de apatia descritos para la EA (Chung y Cummings, 2000).

Laberinto acuéatico de Morris

También para evaluar el aprendizaje y memoria en los ratones 3xTg-AD se
utilizé el laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1984) donde los ratones
deben aprender a localizar una plataforma sumergida que se encuentra ubicada
en la misma zona durante los 5 dias de duracion de la prueba. En este estudio
se observd que en comparacion al grupo de ratones NTg, los ratones 3xTg-AD
presentaron una peor curva de aprendizaje, empleando mayor tiempo para
hallar la plataforma, por tanto mostrando una progresion mas lenta con déficits
de memoria a corto y largo plazo. Ademas cuando los valores de la curva llegan

a la asintota se demuestra que los ratones 3xTg-AD presentan también una



menor capacidad de aprendizaje final. En la prueba de retirada de la
plataforma, que consiste en cuantificar el nivel de busqueda en la zona donde
se encontraba la plataforma, se observé que los ratones 3xTg-AD presentaron
un menor numero de entradas con respecto al grupo de ratones NTg, aunque la
disminucion en el tiempo de permanencia no llego a ser significativa. En test, la

capacidad de memoria a corto plazo esta también afectada.

Test de Marble o de enterramiento de marmoles

La conducta de enterramiento es caracteristico de los roedores y esta dirigido
casi siempre a diversos objetos ya sean peligrosos o nocivos y se describe
como un comportamiento defensivo que refleja su capacidad de relacién con el
entorno (Prajapati et al., 2011). La mayor parte de los autores encuentran en el
test de enterramiento de marmoles una prueba conductual para valorar la
efectividad de farmacos antipsicoticos (Bruins Slot. et al., 2008). Este test
simula también algunos aspectos del trastorno obsesivo-compulsivo, por lo que
a menudo se utiliza como un modelo de cribado de la ansiedad de este tipo,
orientado a la reduccién de la conducta de enterramiento en los roedores
(Njung’e. et al., 1991 y Bruins Slot. et al., 2008).

Esta es la primera vez que se caracteriza la conducta de enterramiento de
marmoles en el modelo de raton 3xTg-AD y en ella se observé como los
ratones interactuaban con el marmol del test de forma significativamente
distinta a como lo hacian los ratones NTg. Asi, mientras que los ratones NTg
presentaron un incremento de marmoles cambiados de posicion, los 3xTg-AD
aumentaron el nimero de marmoles enterrados. Estas diferencias pueden estar
influenciadas también con ansiedad y la hiperactividad compensatoria asociada
que les puede ocasionar el paradigma, donde la presencia de serrin facilita y/o
induce la actividad de escarbar, tal como se observd en el incremento de la
conducta de enterramiento en los 3xTg-AD durante la interaccion social del
estudio 1y de este propio estudio.

La caracterizacién de esta conducta en los ratones 3xTg-AD es importante para

determinar que los estos animales son un modelo animal valido para estudiar,
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estereotipias relacionadas con el espectro psicético y/o de ansiedad de tipo
obsesivo compulsivo que en otros modelos animales para la EA, como los
ratones Tg2576, no se presentan (Deacon, et al., 2008). También para valorar
en un protocolo rapido y sencillo, este tipo de conductas que tendrian que
servirnos para demostrar la efectividad del tratamiento con el antipsicotico.

En realidad, las mejores variables funcionales para las alteraciones en el filtrado
atencional propias de los trastornos psicoticos y la esquizofrenia son la
disminucion la respuesta de inhibicién latente en la shuttle box y de la respuesta
de inhibicidon por un prepulso en la startle box. Estas deficiencias han sido
replicadas en modelos animales para la EA como el modelo ABPP751SL,
PS1M146, ABPP/PS1 (Guart et al., 2008) y los 3xTgAD (Garcia et al., 2011).
Aunque estas pruebas validadas para modelar en animales estas alteraciones
del rango psicético hubiesen sido las mejores para definir el estado basal de los
animales asi como la efectividad de la risperidona durante el tratamiento, fueron
descartadas como integrantes de la bateria por la complejidad de sus

paradigmas.

Glucosa plasmatica y tolerancia a la glucosa

El sindrome metabdlico (SM) es uno de los factores de riesgo que en la
literatura clinica despierta mas interés y esta caracterizado por la presencia de
tres 0 mas factores de riesgo cardiovascular como la obesidad abdominal, la
hipertension, la hiperglucemia y la dislipidemia. El sindrome se asocia con un
mayor riesgo de diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular, que se
han relacionado con la EA asi como con otras demencias como la vascular
(Razay, et al., 2007; Li et al., 2010).

La prevalencia del SM se incrementa con la edad y en muestras geriatricas
alcanza una prevalencia de entre el 22,6% y el 40,0%. La relacion entre la EA,
la edad y el SM puede formar parte de los mecanismos fisiopatogénicos de la
EA que permitirian esperar una prevalencia todavia superior en estos
pacientes. Estudios clinicos retrospectivos que controlan los factores de edad,

el sexo, las puntuaciones en el MMSE y en la escala de Blessed y los



antecedentes de enfermedad cardiaca, sugieren que el SM no influye en un
incremento de la mortalidad en muestras clinicas de EA (Vilalta-Franch, et al.,
2008). A pesar de esto, los pacientes con SM son diagnosticados de EA a una

edad mas temprana a pesar de un menor deterioro cognitivo y funcional.

A nivel del sistema nervioso central, las personas con EA presentan
reducciones en la captacion de la glucosa a través de grandes areas de la
corteza (Nicholson et al., 2010). Aunque la causa exacta de esta reduccién no
se conoce, diversas investigaciones sugieren que es parte de una compleja
adaptacion metabdlica al estrés oxidativo (revisado por Mamelak, 2012). Estos
cambios también se producen en los pacientes con deterioro cognitivo leve vy el
hipometabolismo de la glucosa se considera como el mejor predictor de
progresion de la EA en personas cognitivamente normales (Hartl, et al., 2012).
Estudios con ratones 3xTg-AD han observado una disminucién pronunciada y
generalizada de la captacion de fluorodesoxiglucosa a los 18 meses de edad en
diversas areas cerebrales (Nicholson et al., 2010).

En nuestro estudio decidimos evaluar los niveles de glucosa plasmatica y la
tolerancia en ratones 3xTg-AD como evaluacién de rigor dado el escenario a
nivel clinico. Los resultados en el presente estudio indica que los ratones 3xTg-
AD a los 12 meses de edad no mostraron diferencias significativas con el grupo
NTg. Estos resultados concuerdan con datos publicados (Giménez-Llort., et al.,
2008, 2010) y experimentales previos de nuestro laboratorio en los que es al
principio de la enfermedad cuando los animales presentan un deterioro de la
homeostasis de la glucosa (IPGTT) y los ratones NTg les igualan con el avance
de la enfermedad. Estos resultados, refuerza la hipotesis de que es probable
que la presencia de BA interfiera en la homeostasis de la glucosa pero que los
cambios durante el envejecimiento hagan desaparecer las diferencias de

genotipo.

En su conjunto y de forma abreviada, podemos decir que la caracterizacion de
los animales 3xTg-AD de este estudio 3 encontrd alteraciones en aspectos

cognitivos de aprendizaje y memoria a corto y largo plazo en el laberinto
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acuatico de Morris pero no en memoria de trabajo. Los cambios de tipo SCPD
se observaron como incremento de la neofobia y disminuciéon de la actividad
exploratoria del animal, conductas indicadoras de emotividad y ansiedad en
varios tests, deficiencias en la interaccién social y la conducta de enterramiento
de marmoles, mientras que el estudio del ritmo circadiano solo replico la
disminucion de actividad durante el ciclo ‘activo’ y la prueba de desesperanza
aprendida parece que estaba condicionada por la impulsividad motriz. En
actividades de la vida diaria, el acicalamiento mostré un perfil alterado mas
propio de su rol como conducta disipadora de la ansiedad. La tolerancia a la

glucosa fue normal.

Conclusiones

Las conclusiones de la caracterizacion del perfil cognitivo y tipo SCPD en los
ratones 3xTg-AD y NTg a los 12 meses de edad en el estudio 3 fueron las

siguientes:

1. Los ratones 3xTg-AD mostraron un incremento de neofobia en el test de las
esquinas con una reduccion de la actividad exploratoria horizontal y vertical.
El numero de ‘esquinas visitadas’ y el numero de ‘levantamientos’ fueron las
variables mas sensibles para medir el incremento de neofobia en los 3xTg-
AD. Esta neofobia fue una respuesta consistente ya que pudo volver a ser
observada en test repetidos.

2. La prueba de campo abierto indicé diferencias entre el grupo 3xTg-AD y el
NTg en las variables ‘numero total de levantamientos’ y en ‘distancia
recorrida’ observandose un aumento de la inhibicion conductual. Aunque la
mayor parte de las latencias de los eventos conductuales que indican
ansiedad no se vieron modificadas, la conducta de ‘acicalamiento’ aparecio
de forma mas tardia en los ratones 3xTg-AD. Se observd también un

aumento del numero de bolos fecales y orina que apoyan la existencia de



cambios emocionales en los ratones machos 3xTg-AD a los 12 meses de
edad.

. Cuando se estudio el ritmo circadiano, los animales 3xTg-AD mostraron una
mayor hipoactividad durante el periodo de luz y al final del ciclo nocturno, en
comparacion con el grupo control NTg, mientras que el resto de las horas del
ciclo circadiano se observaron patrones similares en ambos grupos. En la
fase de luz la hipoactividad es probable que esté mas relacionada con el
perfil ansioso del animal mientras que en la fase nocturna replicaria
levemente la disminucion de actividad observada en el sundawning
syndrome.

. En el presente trabajo se caracteriza por primera vez la desesperanza
conductual en ratones 3xTg-AD en la que se observo un patron conductual
distinto al del grupo NTg, en las variables ‘inmovilidad’ y ‘natacion o
swimming’, con una reduccion en el ‘numero total de episodios’ y aumento
del ‘tiempo’ nadando. Sin embargo, no hay diferencias en la conducta
propiamente considerada de ‘escape escalando o climbing’, resultado que
resulta paradoxal respecto a una hipdtesis inicial de aumento de
desesperanza en estos animales y los resultados podrian estar mas
relacionados con la impulsividad motriz.

. La prueba de conducta social replicé los resultados obtenidos en el estudio 1
indicando diferencias significativas entre los ratones 3xTg-AD y NTg con un
aumento de la presencia y duracion de la variable ‘cola vibrante’. Entre las
variables no-sociales se observd una disminucion del ‘numero de
levantamientos’ y ‘numero de esquinas visitadas’ que corrobora los
resultados obtenidos en el test de esquinas, el campo abierto y la del estudio
1 de esta tesis doctoral.

. En el laberinto en T no se observaron diferencias significativas ni en las
variables de memoria de corto plazo ni en las de ansiedad entre los ratones
3xTg-AD y su grupo control NTg. No obstante, se observé una mayor

‘incidencia de orina’ en la semana 5 en los ratones 3xTg-AD con respecto a
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su grupo control NTg y una tendencia a la menor ‘eficiencia exploratoria’,
sugestivas de cambios en la emotividad.

. En el laberinto acuatico de Morris los ratones 3xTg-AD mostraron una peor
curva de aprendizaje en comparacion con el grupo control NTg, con una
progresion mas lenta y una menor capacidad de aprendizaje final. Las
diferencias en el paradigma de adquisicion de la posicion de la plataforma
fueron debidas a déficit en la memoria de largo plazo. En la prueba de
retirada de la plataforma se observaron diferencias en memoria de corto
plazo con una reduccion significativa en el nimero de entradas en la zona
donde previamente estaba localizada la plataforma.

. En el presente trabajo se caracteriza por primera vez la conducta de
enterramiento de marmoles en ratones 3xTg-AD y se observan diferencias
significativas, respecto al grupo NTg de la misma edad, a modo de aumento
del numero de marmoles ‘enterrados’ y una disminucion de los ‘cambiados
de posicion’. Estos resultados sugieren alteraciones de los SPCD en el rango
del espectro psicético y/o de la ansiedad obsesivo-compulsiva que validan
este modelo para el estudio de los efectos de la risperidona en la siguiente
fase del estudio.

. En el test de tolerancia a la glucosa, los ratones 3xTg-AD mostraron los
mismos valores de glucosa basal después del ayuno nocturno que de los
ratones NTg. Las curvas de tolerancia a la administracién intraperitoneal de
la glucosa a los 12 meses de edad fueron idénticas en ambos genotipos. En
su conjunto estos resultados indican que los ratones 3xTg-AD a esta edad
no reproducen la hiperglucemia ni la alteracién en el metabolismo de la

glucosa caracteristicos del sindrome metabdlico.



Estudio 3. Vulnerabilidad inducida por el tratamiento crénico
con el antipsicético atipico risperidona en ratones 3xTg-AD y
NTg

El estudio 3 tiene como principal propodsito modelar en los ratones 3xTg-AD la
vulnerabilidad que conlleva un incremento de la mortalidad observada en
algunos pacientes con EA tras la administracién cronica de antipsicoticos
atipicos como la risperidona.

En la EA, los tratamientos con antipsicéticos atipicos son eficaces en el control
de la ira, la agitacion, la agresividad y los sintomas mas propios del espectro
psicotico como alucinaciones, paranoias y delirios, mientras que los sintomas
cognitivos, la calidad de vida y atencion no mejoran con dichos tratamientos
(Kalman, et al., 2008). En la primera parte del estudio 3 la bateria de pruebas
conductuales nos permitié caracterizar el fenotipo de los animales vy verificar la
existencia de deficiencias cognitivas y de tipo SCPD entre las que destacar el
incremento de la conducta estereotipada de enterramiento de marmoles, usada
habitualmente para valorar la eficacia de antipsicoticos y las alteraciones de la
conducta social.

En esta segunda parte del estudio 3, estudiamos primeramente la respuesta de
los ratones 3xTg-AD ante el tratamiento cronico con risperidona y proseguimos
con el seguimiento de las curvas de peso y la supervencia con el fin ultimo de
comprobar si podiamos validad el modelo para la vulnerabilidad observada en
humanos.

Los animales que murieron antes de completar la comparacion conductual
fueron excluidos del analisis estadistico. La n final de animales usados en la

valoracion de los efectos conductuales del farmaco se detalla en la tabla 15.
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Materiales y Métodos

Sujetos experimentales

Con la finalidad de observar como responden los ratones 3xTg-AD ante un
tratamiento antipsicotico en un estudio longitudal excluimos los animales que se
murieron para poder realizar una comparacién conductual, de manera que la n

final de animales en los que se basa el estudio 4 se detalla en la siguiente tabla.

Tabla 15. Diseno experimental

Protocolos: NTg(s) | NTg(r) | 3xTg-AD(r) | 3xTg-AD(r)

13 meses de edad

Fase 1 semana 7

Prueba de neofobia

Laberintoen T

Fase 2 semana 8

Prueba de neofobia 12 11 12 11

Semana 9

Prueba de neofobia

Prueba del campo abierto

Semana 10

Prueba de neofobia

Laberintoen T

Estado basal de la glucosa

Semana 11

Prueba de neofobia

Test de interaccion social

Semana 12

Prueba de neofobia

Semana 13

Laberinto acuatico de Morris

Semana 16

Test de enterramiento de marmoles

Total de animales 46

Diserio experimental

El estudio longitudinal se dividié en 5 fases: Fase 1 caracterizacion basal, sin
farmaco, Fase 2 administracién de risperidona a una dosis baja de 0.05 mg/kg
durante una semana y consta con pruebas de seguimiento, Fase 3
administracién de risperidona a una dosis final de 0.1 mg/kg y valoracion
conductual, Fase 4 continuacion de la administracion farmacoldgica y Fase 5

sin farmaco, seguimiento de las variables peso y supervivencia.




Figura 16. Disefio experimental

Co @

Fase 1 12 m
Caracterizacion basal
CT OF ACT PST IST TM MWM  MBT IPGTT

n

Fase 2 13 m
Risperidona dosis de 0.05 mg/Kg. 1 semana.
CT ™

o

Fase 3 14 m
Risperidona dosis de 0.1 mg/kg.
CT OF IST TM MWM MBT Estado basal Glucosa

-

Fase 4 15 m
Risperidona dosis de 0.1 mg/kg.

Seguimiento
Fase 5 16-36 m
Sin tratamiento. Supervivencia.

Seguimiento

Tratamiento farmacolégico con el antipsicotico atipico risperidona

El tratamiento con risperidona se inici6 con una dosis baja 0.05 mg/kg vy

después de 7 dias se comenzé a suministrar la dosis final de 0.1 ml/kg (Bruins

Slot et al., 2008). Al grupo control se les suministré solucion salina. La

administracion fue subcutanea durante 3 meses en un tratamiento cronico,
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alternado la administracion entre la zona del cuello y los flancos para evitar

malestar en el animal.

Grupos experimentales:

1. Ratones NTg (s) = Ratones NTg administrados con solucion salina.

2. Ratones NTg (r) = Ratones NTg administrados con risperidona.

3. Ratones 3xTg-AD (s) = Ratones 3xTg-AD administrados con solucion
salina.

4. Ratones 3xTg-AD (r) = Ratones 3xTg-AD administrado con risperidona.

Fase 1. Caracterizacion del perfil cognitivo y tipo SCPD en los ratones NTg

y 3xTg-AD a los 12 meses de edad

En esta fase experimental se utilizaron animales de 12 meses de edad que se
corresponden con la manifestacion de sintomas asociados a la fases
avanzadas de la enfermedad (Oddo et al., 2003). El experimento se llevo a

cabo con un total de 46 ratones machos NTg y 3xTg-AD (Tabla 15).

Fase 2. Tratamiento con risperidona a una dosis de 0.05 mg/kg

En esta fase experimental se utilizaron los protocolos que valoran la capacidad
exploratoria del animal y los comportamientos de ansiedad. Esta fase tuvo una

duracion de 1 semana.

Los protocolos utilizados fueron:
1. Prueba de las esquinas o prueba de neofobia.

2. Laberintoen T.



Fase 3. Evaluacion de los efectos a largo plazo del tratamiento en las
variables vitales y pruebas conductuales en los ratones 3xTg-AD y NTg.

Tratamiento con risperidona a una dosis de 0.1 mg/kg

En esta fase se incluyen diferentes protocolos que valoran los comportamientos
de ansiedad, la interaccién social, la conducta de enterramiento, el aprendizaje
y memoria. A nivel fisiolégico se midieron los niveles basales de la glucosa.

Esta fase tuvo una duracion de 8 semanas.

A continuacion se detallan los protocolos utilizados:
Prueba de las esquinas o neofobia.

Prueba del campo abierto.

Test de interaccion social.

Laberintoen T.

Laberinto acuatico de Morris.

Test de enterramiento de marmoles.

S L T o

Estado basal de la glucosa.

Todas estas pruebas fueron explicadas en la pagina 100 del Estudio 3. Las
pruebas como actimetria de 24h, natacion forzada y test de tolerancia a la
glucosa intraperitoneal no se aplicaron debido a la edad avanzada de los

animales y para evitar una muerte experimental previa.

Fase 4. Seguimiento del tratamiento con risperidona en los grupos de
ratones 3xTg-AD y NTg a una dosis de 0.1 mg/kg.
En la fase 4, se sigui6 el tratamiento con el farmaco, sin aplicar ninguna prueba

conductual.

Fase 5. Seguimiento de las variables vitales desde el inicio del proceso

experimental hasta el final de la vida de los ratones 3xTg-AD y NTg
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Durante todo el proceso experimental se llevd un control del peso y de la
supervivencia como variables vitales. La evaluaciéon de estas variables fue

continua hasta el final de la vida de los animales.

Curvas de peso
La curva de peso de los animales se establecid con los datos recopilados

mensualmente.

Curva de supervivencia
Las curvas de supervivencia se obtuvieron con el porcentaje de animales que

se mantuvieron durante todo el procedimiento experimental.

Analisis estadistico
Los resultados se expresan como promedios * error estandar de la media
(SEM) y porcentajes. Se realiz6 el analisis estadistico con el software SPSS®

version 15.0; http.//www.spss.com, Chicago, EEUU.

Para evaluar el efecto de los factores ‘genotipo’, ‘tratamiento’ y su interaccién,
se utilizé el modelo lineal general multivariante 2x2 seguidos de un andlisis de
varianza ANOVA y un post-hoc Tukey B Test. Las comparaciones para
muestras relacionadas entre dos test se efectuaron con la t-test para datos
pareados. Para el andlisis de la curva de supervivencia se utilizé el test de
Kaplan-Meier. Las correlaciones entre supervivencia y las distintas variables
estudiadas se evaluaron con la correlacién de Pearson. En todas las pruebas,

P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Fase 2. Tratamiento con risperidona a una dosis de 0.05 mg/Kg

La Fase 2 consistio en la administracion de risperidona a una dosis baja de 0.05
mg/Kg a un grupo de ratones NTg y 3xTg-AD. A otro grupo de ratones se les

administré solucién salina.



Prueba de las esquinas o neofobia (CT)
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Figura 17. Prueba de neofobia durante la fase sin tratamiento y con tratamiento. (a) nimero total de esquinas
visitadas, (b) latencia del primer levantamiento(s) y nimero total de levantamientos (s). ANOVA 2x2, efecto
genotipo (G) **P<0.05 y **P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs. todos los otros grupos experimentales;
3P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento y ¢P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto tratamiento. ¢-
test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.05 mg/kg vs sin tratamiento,
8P<0.05 y &&P<0.001.
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La Figura 17 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Realizando una prueba t para datos pareados se encontré que solo habian
cambios significativos entre una y otra fase en los ratones NTg que recibieron
risperidona [NTg (r)] donde se observé una disminucion de la actividad
exploratoria horizontal en la variable ‘numero de esquinas visitadas’ [{= 6.259, gl
10, P <0.001] y la ‘latencia de levantamiento’ se adelantaba en el tiempo [t=
2.516, gl 10, P <0.05]. En la variable ‘numero de levantamiento’ no se

observaron diferencias significativas (Figura 17).

Cuando se comparan los cuatro grupos entre si, en la variable ‘numero de
esquinas visitadas’ el modelo lineal multivariante indicé efecto de genotipo [F
143=12.567, P < 0.01] fue debido a una disminucion de casi la mitad en los

grupos de ratones 3xTg-AD respecto a los otros grupos NTg.

En la ‘latencia del primer levantamiento’ el efecto de genotipo [F (143=9.293, P <
0.01] se obtuvo por un incremento de la latencia en los grupos de ratones 3xTg-

AD con respecto a los otros dos grupos NTg.

En la variable ‘numero de levantamientos’ el efecto de genotipo [F (1.43=17.690,
P < 0.001] fue debido a una disminucion en los grupos de ratones 3xTg-AD

respecto a los otros dos grupos NTQ.



euopliadsii e Jod epionpul pepijiqesau|nA ¢ olpnjs3 W

'C00>cds A LO'0>des 'LOD0>d... (1521 8 A3YN L 20U-1S04 A WAONY ‘SjuUeueaynw [eiauab jeaul| ojapoiy

BU gU ) LLE =l 1y EULD P [B]0] DUSWINN
S3EDD)
wU s U E| S0(00 2P [EJ0] CUSLNN
euUlio £ Uojaesajap ap Bjallasaid
5 5u B "5 S3i0lE ap olallny
gu U 80l p=lEriy U (5) ouuage| |2 1ejadwos
us euoelodxa elpuay3
BU 5U s | (g) euoleloldxs pERPIMIOY
(s) ouuage| jap upIDIasIaUI
FU Sy U U B| JEZNID US BIOUSIET
5 5u S "5U (8} ouailLiAOW 3P BPualET
jeruoziioy euojeiojdxa peRIAlloY
g1 einbi4 Jap 1L N3 OLNIE38Y 130 v83n4dd
(1's)aw-BLxe (s)6 LNA(B LN, sy sy wnl0ES LL="FF Yy SOJUSIWBIUEAS] 3D OJSWUNK
(5) ojusIuEUEAS)|
(61N 2 (gw-BLxE.. U U wEBZ B=""" 1y Jawud |ap epuie]
SEDE)ISIA
(116 | W2 s 0w-6 e, s By WdOG L= ey seuinbsa ap csawnp
SYNINDS3 s%1 30 ¥YE3nudd
| U A7) s (g euewas) (16) osa4
2053d
L1 =inbig Jap, Li=()ay-BLlxe ‘Zi=(s)aw-BLxg ‘Li=()BLN ‘Zi=(s)BLN
OLNIINTLYHL

1531 8 A3Mnl 20H-150d ¥ OdILON3D OLNIINYLVHL OdILONID

1 ue ojuuaqgen A seuinbsa se| ap eganid ‘gl B|qel



§| Estudio 3: Vulnerabilidad inducida por la risperidona

Laberinto en T (TM)
Con la finalidad de evaluar la memoria de trabajo y la actividad exploratoria se
realizé la prueba de alternancia espontanea en el laberinto en T. Los resultados

se ilustran en la Figura 18 y la Tabla 16.
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Figura 18. Prueba de laberinto en T durante la fase sin tratamiento y con tratamiento. (a) latencias
(s), (b) tiempo en completar el laberinto (s) y (c) numero total de defecaciones y orina. ANOVA
2x2, efecto genotipo (G), tratamiento (T), *P<0.05. t -test para datos pareados, efecto tratamiento:
tratamiento con una dosis de 0.05 mg/kg vs sin tratamiento, &P<0.05.



La Figura 18 detalla los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoracidén conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realiz6 una prueba t para datos pareados ésta indicoé diferencias
solo en el caso de los ratones NTg (r) y para la variable bolos fecales [t=-2.803,
gl 11, P <0.05] donde se observd un incremento con respecto a la fase sin

tratamiento.

Cuando se comparan los cuatro grupos entre si, en la variable ‘tiempo en
completar el laberinto’ el modelo lineal multivariante mostré efecto tratamiento
[F (143=4.166, P < 0.05] y no se observo efecto genotipo ni interacciéon entre

ambos factores.

En la variable ‘numero total de orina’ se observé un efecto de genotipo [F
(143=4.315, P < 0.05] debido a un incremento de la presencia de orina en los

ratones 3xTg-AD con respecto a los dos grupos NTg. (Figura 18c).
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Fase 3. Evaluacion de los efectos a largo plazo del tratamiento en

variables vitales y pruebas conductuales en los ratones 3xTg-AD y NTg

En la fase 3, la dosis de 0.05 ml/kg de risperidona fue reemplazada por la dosis
final de 0.1 ml/kg que fue administrada durante 3 meses (Bruins Slot, et al.,
2008).

En esta fase se incluyen diferentes pruebas que valoran los comportamientos
de ansiedad, la interaccion social, la conducta de enterramiento asi como el
aprendizaje y memoria. A nivel fisiolégico se midié el estado basal de la glucosa
sin ayuno. La valoracion conductual se realizé a lo largo de 8 semanas.
Adicionalmente, se llevé un control del peso y la supervivencia como variables

vitales.

Prueba de las esquinas o neofobia (CT)

Como se detalla en la Tabla 17, el modelo lineal general multivariante, seguido
de un analisis de varianza ANOVA y la comparacion post-hoc Tukey B, indico
que los tres componentes conductuales que se distinguen: ‘numero de esquinas
visitadas’, ‘latencia del primer levantamiento’ y ‘numero de levantamiento’

presentaron diferencias significativas en funcion del genotipo y tratamiento.
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Prueba de las esquinas o neofobia
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Figura 19. Prueba de las esquinas durante la fase sin tratamiento y con tratamiento. (a) nUmero de esquinas,
(b) latencias del 1¢" levantamiento (s) y (c) numero de levantamientos. ANOVA 2x2, efecto genotipo (G),
interaccién genotipo x tratamiento (GxT), ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs.
todos los otros grupos experimentales; 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento; y ¢P<0.05 vs.
distinto genotipo y distinto tratamiento. ¢ -test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una
dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento, 4&P<0.001 y 4P<0.05.



La Figura 19 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realizé6 una prueba t para datos pareados ésta indico cambios
significativos en la variable ‘niumero de esquinas visitadas’ donde se observé
una disminucion de episodios con respecto a la semana 1 en los ratones NTg
(s) [t=3.015, gl 11, P<0.05], en los ratones NTg (r) [t= 8.517, gl 10, P<0.001], en
los ratones 3xTg-AD (s) [t= 2.620, gl 11,P <0.05] y en los ratones 3xTg-AD (r)
[t= 2.776, gl 10, P <0.05]. Asimismo, se observé una disminucién de la
actividad vertical en los ratones NTg (r) [t= 2.637, gl 10, P <0.05] y en los
ratones 3xTg-AD (s) [t= 2.327, gl 11, P <0.05] con respecto a la fase 1 sin

tratamiento.

Cuando se comparan los cuatro grupos entre si, en la variable ‘numero de
esquinas visitadas’ el modelo lineal multivariante mostré efecto genotipo en la
semana 11 [F (143=6.623, P < 0.05], como en la semana 12 [F (143=15.503, P <
0.001] y no se observo efecto tratamiento ni interaccion entre ambos factores.
El efecto genotipo fue debido a una disminuciéon de la actividad exploratoria
horizontal de los grupos de ratones 3xTg-AD con respecto a los dos grupos
NTg (Figura 19a).

En la variable ‘latencia del primer levantamiento’ indicé también efecto genotipo
desde la semana 9 hasta 12 [todas las F (143 < 14.450, P < 0.001], mostro
ademas un efecto de tratamiento en la semana 9 [F (143=4.495, P < 0.05 e
interaccion ‘genotipo x tratamiento’ en la semana 10 [F (143=7.151, P < 0.05]
(Figura 19b). En la variable ‘numero de levantamientos’ se observo efecto de
genotipo desde la semana 8 hasta la 12, con todas las [F (143 < 25.961, P <
0.001] y efecto interaccién genotipo x tratamiento en la semana 10 [F
(143=9.975, P < 0.05] (Figura 19c).
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Prueba del campo abierto (OF)

El modelo lineal general multivariante, seguido de un andlisis de varianza

ANOVA y la comparacién post-hoc Tukey B indicé que los tres componentes

conductuales que se evaluan: ‘actividad exploratoria horizontal’, ‘actividad

exploratoria vertical’, ‘comportamiento de acicalamiento’ y ‘presencia de

defecacion y orina’ presentaban diferencias significativas en funciéon del

genotipo y tratamiento como se detalla en la Figura 20 y Tabla 18.
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Figura 20 a.b. Prueba del campo abierto. Latencias: (a) sin tratamiento y (b) con tratamiento.
Post-hoc Tukey B test 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento y ¢P<0.05 vs.
distinto genotipo y distinto tratamiento. Efecto t- test para datos pareados, efecto tratamiento:
tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg (Fig.21.b) vs sin tratamiento (Fig.21.a),44&P<0.001,
8pP<0.01 y P<0.05.
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Figura 20 c.d. Prueba del campo abierto durante la fase sin tratamiento y con
tratamiento. (c) numero de levantamientos y (d) ndmero total. ANOVA 2x2, efecto
genotipo (G), efecto tratamiento (T) e interaccion genotipo x tratamiento (GxT),
***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs. todos los otros
grupos experimentales; 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento y
¢P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto tratamiento. Efecto {- test para datos pareados,
efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento,®P<0.05.
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Figura 20 e.f. Prueba del campo abierto durante la fase sin tratamiento y con
tratamiento. (e) distancia total (cm) y (f) numero total de defecaciones y orina. ANOVA
2x2, efecto genotipo (G), interaccion genotipo x tratamiento (GxT), ***P<0.001, **P<0.01
y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs. todos los otros grupos experimentales y
aP<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento. Efecto t- test para datos
pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin
tratamiento, %P<0.01.



(B N=hgy-Blxe!,

(siBam =061 1.
(2's)aw-BLeg #{6LN ...

{4 s)a-BLxe (SIBLN=()BLN ...
(BaNw{aw-BLxE .
(rs)av-Bixe =(0B1IN ..
(1's)y-B1x¢ wlBIN ..
(1's)ay-BLxe (sIBLN={1)B1N ..
(ShIw-BLxg #)BLN -

(4" SIOy-BLxE (SIBLNAIELN us

02 eanbig Jap

1531 8§ ASMNL J0H-1504d

euopuadsi e| 1od epionpul pepljiqesau|nA ¢ oipn}s3 W

"§0°0=d, & 10°0>d.. 100 0>d... 1531 8 ABYNL 204-1S0d A YAONY “SiueLeANW [eiaual [eau) oapopy

U
U

wl L gsiErily
£

oLy preitrily
U
A
U
LH00rg=lErtly
U
swu

=y
L T S
U
B
=

FU
B

gy
B

FBG G=167 Ly

U

U

U

<58 L=157 1y
LTy

HLE Pltr Ly

Bu
Z08'9=107 1y
U
B
iz

«EEL L=V 1S
B

B
S R |

ses LEP AL LY
v EPEBL=ET LY
«SEGOL=ET Ly
wOPL G =TT 1Y
T

&

B

sy
0GB 0Z="T 1o
U
sy
.U

Li=liay-Bree ‘zi=(slay-Blxe “Li=(a)BLN “ZL=(sB1N

OLNIINYLYHL
X QdILON3D

OLNIINTLYEL

O4dILONID

opaige odwed [ap eqanid ‘gl BjgeL

BLLIO 3P [2)0] OISWLN
S3{esa) S0j0q 3P (10} QsBWNN
pupio A Uopesagap ap eauasaly

CIURIWEEIDE 2P [E]0] QJSWIMK
5] DIUMWE[EIIZE 3P BIIUBIET
OpUaUIEJEI|D @ CluajiELodiiog

OJUSILIBIUBAS] 30 [B10] I
SINUILL o5 OJUSLLIBUEAST

QUi o OjusilUBjUEAT

QMU F OJUSILIBIUEATT

QML o7 OJUSILIBUEAST

0N | OjUSLIBIUEAST

(5] clusRUBlUBRAS| JaWLd |2p BIDURET
feafuaa eLoiriojdxa pepmioy

CIUAILLIBIUEAD| 3P CUILLINUELD) BIOUBIS]
(o) epauoda) (210] enue)sn

(8] BlUBjlia4 Us JEIjUS U3 BiduatEy

(s}

ERIES 8 ojund |8 JEUCPUEGE #p EIDUSIET
(5] opusisow Jawnsd [8p BoUalET

JEozIoy BlIElojd s pepAjIoY

014319y OodWYD 130 YE3aN4d



§| Estudio 3: Vulnerabilidad inducida por la risperidona

La Figura 20 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin
tratamiento y en la realizada con tratamiento. Los datos obtenidos por cada
grupo en ambas fases se analizaron mediante una prueba t para datos

pareados.

En los ratones NTg tratados con salino, el analisis estadistico indico que
existian diferencias en la variable ‘latencia del primer movimiento’ [t= 2.353, gl
11, P <0.05] y ‘latencia de acicalamiento’ [t= 2.935, gl 11, P <0.05] mostrando
un retraso en el tiempo en ambas variables. Ademas, se observé una
disminucion de la ‘distancia total recorrida’ [t= 4.674, gl 11, P <0.01] con

respecto a la fase sin tratamiento (Figura 20a y 20b).

En el grupo de animales NTg que recibieron risperidona se observo que las
latencias de: ‘primer movimiento’, ‘abandonar el punto de salida’, ‘entrar en la
periferia’ [todas las f;p < 14.317, P<0.001] y ‘acicalamiento’ [t= 3.681, gl 10, P
<0.01] se adelantaban en el tiempo respecto a los valores obtenidos en la fase
sin tratamiento. Referente a la actividad exploratoria vertical se presentd una
disminucion en el ‘numero total de levantamiento’ [f= 2.948, gl 10, P <0.05] con

respecto a la fase sin tratamiento (Figura 20b).

En los ratones 3xTg-AD tratados con salino se observé que la ‘latencia de
entrar en la periferia’ [t= 3.236, gl 11, P <0.01] se adelantaba en el tiempo, esto
también se evidencié en el grupo de ratones 3xTg-AD tratados con risperidona
[t= 4.071, gl 10, P <0.01]. Asimismo, los ratones 3xTg-AD (r) mostraron una
disminucion de la actividad horizontal ‘distancia recorrida’ [t= 4.104, gl 10, P
<0.01] (Figura 20e) y en la actividad vertical ‘numero total de levantamientos’ [t=
2.512, gl 10, P <0.05 indicando diferencias entre la fase sin tratamiento y la fase

con tratamiento a una dosis de 0.1 mg/kg (Figura 20d).



Cuando se compar6 los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo
lineal multivariante, se detecté un efecto genotipo en la variable ‘distancia total
recorrida’ [F (143=20.950, P < 0.001], efecto tratamiento [F (1 43=6.802, P < 0.05]
y efecto de interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (143=13.161, P < 0.01]. Esto
es debido que los ratones NTg (r) realizaban mayor actividad exploratoria
horizontal con respecto al grupo de ratones NTg (s) mientras que los ratones
3xTg-AD (r) realizaron menor actividad horizontal con respecto a los ratones
3xTg-AD (s) (Figura 20e).

Ademas, en las variables de actividad vertical se observé que la ‘latencia del
primer levantamiento’ aunque no indicé efecto de genotipo pero mostré efecto
de tratamiento [F (143=4.376, P < 0.05]. Del mismo modo, el ‘numero total de
levantamientos’ indic6 efecto de genotipo [F (143=16.431, P < 0.001],
tratamiento [F (143=5.594, P < 0.001] e interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F
(143=4.410, P < 0.05] (Figura 20c y 20d).

La variable de ‘latencia de acicalamiento’ mostré efecto de genotipo [F
(143=26.950, P < 0.001] debido a que se atrasaba en el tiempo en los ratones
3xTg-AD con respecto a los otros dos grupos NTg. Respecto a la variable
‘numero total de acicalamiento’ no indicé efecto de genotipo y tratamiento pero
si se observo efecto de interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (143=8.718, P <
0.01] debido a una disminucién de la conducta en los grupos de ratones 3xTg-

AD con respecto a los otros dos grupos NTg.

En el ‘nimero total de orina’ se observo efecto de genotipo [F (143=11.133, P <
0.01] debido que los grupos de ratones 3xTg-AD presentaron mayor incidencia

de orina con respecto a los otros dos grupos NTg. (Figura 20f).
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Test de interaccion social en un ambiente nuevo (TIS)

En esta prueba se analizaron dos tipos de conductas: las sociales (Figura 21a-

21cy Tabla 19) y las no-sociales (Figura 22a 'y 22b y Tabla 19).

El modelo lineal general multivariante, seguido de un analisis de varianza
ANOVA y la comparacion post-hoc Tukey B, indicé que los cuatro componentes
conductuales que se distinguen: ‘contacto cara/cuerpo’, ‘contacto anogenital’,
‘cola vibrante’ y ‘contacto agresivo’, presentaron latencias de aparicién y

duracién distinta en funcién del genotipo y tratamiento (Tabla 19).

Conducta social

a.
G"* GuT"
300
=
* ach 4 I
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g 100 4
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Figura 21a. Conducta social, en las fases sin tratamiento y con tratamiento. (a) latencias
(s). ANOVA 2x2, efecto genotipo (G), interaccién genotipo x tratamiento (GxT), **P<0.01
y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs. todos los otros grupos experimentales;
af<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento y ¢P<0.05 vs. distinto genotipo y
distinto tratamiento. Efecto t-test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento
con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento, ¥P<0.01 y 4P<0.05.
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Figura 21b-c. Conducta social en las fases sin tratamiento y con tratamiento. (b) tiempo
total y (c) numero total. ANOVA 2x2, efecto genotipo (G), interaccién genotipo x
tratamiento (GxT), **P<0.01 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test *P<0.05. vs. todos los
otros grupos experimentales; 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento;
bP<0.05 vs. distinto tratamiento pero el mismo genotipo y °P<0.05 vs. distinto genotipo y
distinto tratamiento. Efecto f-test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento
con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento, ¥&P<0.001, 4&P<0.01 y P<0.05.
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La Figura 21 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realizé6 una prueba t para datos pareados estd indico cambios
significativos en los tres componentes conductuales que se distinguen:
‘contacto cara/cuerpo’, ‘contacto anogenital’ y ‘cola vibrante’, presentaron
latencias de aparicién y duracién distinta. En los ratones NTg (s) la conducta
contacto cara/cuerpo presentd una disminuciéon del ‘numero total de episodios’
[t=2.217, gl 11, P<0.05] (Figura 21c).

En los ratones NTg (r) se observé que la latencia ‘cara/cuerpo’ se atrasaba en
el tiempo [t=3.006, gl 10, P<0.05] y la latencia ‘cola vibrante’ se adelantaba
[t=3.738, gl 10, P<0.01] (Figura 21a). Ademas, se mostr6é una disminucién en el
tiempo de contacto ‘cara/cuerpo’ [t=4.107, gl 10, P<0.01] y ‘anogenital’ [t=3.546,
gl 10, P<0.01] y un aumento en ‘cola vibrante’ [t=-4.282, gl 10, P<0.01] (Figura
21b). Asimismo, se observé una disminucion de numero de episodios en
‘caral/cuerpo’ [t=5.255, gl 10, P<0.001], ‘anogenital’ [t=3.975, gl 10, P<0.01] y un
aumento en ‘cola vibrante’ [{=-4.282, gl 10, P<0.01] (Figura 21c).

Los ratones 3xTg-AD (s) presentaron una disminucion en la duracién ‘contacto
anogenital’ [t=2.520, gl 11, P<0.05] (Figura 21b) y numero de episodios de la
conducta ‘cola vibrante’ [t=2.480, gl 11, P<0.05] (Figura 21c).

Los ratones 3xTg-AD (r) presentaron diferencias estadisticas en la aparicion de
las conducta ‘contacto cara/cuerpo’ [t=2.754, gl 10, P<0.05] y ‘cola vibrante’ [t=-
4.643, gl 10, P<0.01] adelantandose en el tiempo en la primera y atrasandose
en la ultima (Figura 21a). Estas diferencias se ven también reflejadas en la
variable de duracién y en el numero de episodios donde los animales

empleaban mayor tiempo en la conducta ‘contacto cara/cuerpo’ [t=-2.443, gl 10,

c:,;‘ Estudio 3: Vulnerabilidad inducida por la risperidona
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P<0.05] y aumentaba el numero de episodios ‘cara/cuerpo’ y disminuia el
numero de ‘cola vibrante’ [t=2.372, gl 10, P<0.05] (Figura 21b y 21c).

Cuando se comparan los cuatro grupos entre si, en la variable ‘latencia de
contacto cara/cuerpo’ el modelo lineal multivariante no mostré efecto genotipo
ni tratamiento pero indicé efecto de interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F
(143=8.4428, P < 0.01]. El efecto interaccion también se evidencio en la variable
numero total de episodios de ‘contacto cara/cuerpo’ [F (143=9.199, P < 0.01]
(Figura 21ay 21b).

En la variable ‘latencia de contacto anogenital’ indicé efecto de genotipo [F
(1,43)=10.818, P < 0.01] debido que en los grupos de ratones 3xTg-AD
aparecia mas tardia con respecto a los otros dos grupos NTg. Ademas, en la
variable ‘tiempo total de contacto anogenital’ se observé efecto de genotipo [F
(143=6.766, P < 0.05], tratamiento [F (1,43)=5.855, P < 0.05] e interaccion
‘genotipo x tratamiento’ [F (1,43)=4.535, P < 0.05]. El efecto genotipo también
se evidencid en el numero total de episodios ‘contacto anogenital’ [F
(1,43)=9.264, P < 0.01], tratamiento [F (1,43)=7.509, P < 0.01] e interaccién [F
(1,43)=5.017, P < 0.05] esto es debido que los ratones NTg (s) presentaron
mayor duracion de contacto y numero de episodios con respecto a los otros tres

grupos experimentales.

En la variable ‘latencia de vibracién de cola’ no se encontraron efectos de
genotipo ni de tratamiento pero se observo efecto de interaccion ‘genotipo x
tratamiento’ [F (143=5.396, P < 0.05]. Asimismo, la variable ‘tiempo total
presentd efecto de genotipo [F (143=7.836, P < 0.01] al igual que la variable
‘numero de episodios’ [F (143=6.949, P < 0.05] debido a que los grupos de
ratones 3xTg-AD emplearon mayor tiempo y presentaron un incremento de

episodios con respecto a los otros dos grupos NTg.



En el componente de contacto agresivo, no se observaron diferencias

significativas en ninguno de los tres componentes

Las conductas no-sociales se estudiaron con el modelo lineal general
multivariante, seguido de un analisis de varianza ANOVA vy la comparacion
post-hoc Tukey B, como en el caso anterior. En las Figuras 22a y 22b se ilustra
el patron de estas conductas no-sociales durante las fases sin tratamiento y con
tratamiento. Se evaluaron cuatro variables: ‘esquina’, ‘levantamiento’,
‘acicalamiento’ y ‘enterramiento’. La latencia y la duracién de las variables de
actividad locomotora (esquinas, levantamientos) mostraron efecto genotipo
mientras el efecto tratamiento se observd solo en la duracion de la conducta de
enterramiento tal y como se detalla en la Tabla 19 y Figura 22. En el caso de la

variable esquina solo se mide la duracion.

La Figura 22 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la fase sin tratamiento y en la fase con tratamiento a una

dosis final de 0.1 mg/kg de risperidona.
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Conductas no-sociales
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Figura 22. Conductas no-sociales, en las fases sin tratamiento y con tratamiento. (a)
latencias (s) y (b) numero total. ANOVA 2x2, efecto genotipo (G), tratamiento (T),
***P<0.001 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el
mismo tratamiento y ¢P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto tratamiento. Efecto ¢- test
para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin
tratamiento, $84P<0.001, P<0.01 y &P<0.05.

Cuando se realizé una prueba t para datos apareados, en los ratones NTg (s)
no se observé ningun tipo de diferencias mientras que en el grupo de ratones
NTg(r) se observaron diferencias estadisticas en la actividad vertical y

horizontal donde se observé una disminucidon del ‘niUmero de levantamientos’



[t=5.519, gl 10, P<0.001] y en el ‘numero de esquinas’ [t=2.679, gl 10, P<0.001]
(Figura 22a).

En los ratones 3xTg-AD (s) se observo que la ‘latencia de levantamiento’ se
retrasaba en tiempo [f=-2.205, gl 11, P<0.05] y disminuia el ‘numero de
levantamientos’ [t=3.116, gl 11, P<0.01]. Esto también se evidencié en los
ratones 3xTg-AD (r) donde la latencia de ‘levantamiento’ se retrasaba en el
tiempo [t=-2.323, gl 10, P<0.05], disminuia el ‘numero de levantamientos’
[t =5.723, gl 10, P<0.001] y ademas disminuia también el ‘numero de esquinas
visitadas’ [t=3.264, gl 10, P<0.01] (Figura 22a y 22b).

Cuando se comparan los cuatro grupos experimentales entre si, en la variable
‘latencia del primer levantamiento’ el modelo lineal multivariante indic6 efecto de
genotipo [F (143=24.813, P < 0.001] debido a que en los grupos de ratones
3xTg-AD la latencia se retrasaba en el tiempo con respecto a los dos grupos de
NTg. El efecto genotipo también se evidencié en la variable ‘numero total de
levantamientos’ [F (143=67.857, P < 0.001] debido que los ratones 3xTg-AD
realizaban menor numero de episodios con respecto a los dos grupos de NTg
(Figura 22a 'y 22b).

En la variable de actividad horizontal el ‘nimero total de esquinas’ indico efecto
de genotipo [F (143=89.604, P < 0.001] debido que los grupos de ratones 3xTg-
AD realizaron menor numero de exploracion de esquinas con respecto a los dos

grupos de ratones NTqg.

En la variable ‘acicalamiento’ no se observaron efectos del factor genotipo ni del
tratamiento. Mientras que la variable ‘niumero total de enterramiento’ mostré
efecto tratamiento [F (143=4.185, P < 0.05] debido a una disminucion de
episodios en los ratones 3xTg-AD y NTg con tratamiento con respecto a los

ratones 3xTg-AD y NTg a los que se les administrd solucion salina.
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Laberinto en T (TM)
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Figura 23. Prueba de Laberinto en T durante la fase sin tratamiento y con tratamiento. (a) latencias (s), (b)
tiempo en completar el laberinto (s) y (c) numero total de defecaciones y orina. ANOVA 2x2, efecto
genotipo (G), intersecciéon genotipo x tratamiento (GxT), ***P<0.001 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B
test 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el mismo tratamiento y °P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto
tratamiento. Efecto {- test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de
0.1 mg/kg vs sin tratamiento, #P<0.01 y &P<0.05.



La Figura 23 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, en
la fase sin tratamiento y en la realizada con tratamiento. Cuando se realizé una
prueba t para datos pareados ésta indicé diferencias estadisticas solo en
grupos de ratones 3xTgAD. Asi, los ratones 3xTgAD (s) mostraron un aumento
en el numero de defecaciones después del tratamiento [f=-4.486, gl 11,
<4.902, P<0.01]. En caso de los ratones 3xTg-AD (r) los cambios fueron en las
variables ‘tiempo en completar el laberinto’ [t=-2.578, gl 10, <4.902, P<0.05]

debido que emplearon mayor tiempo con respecto a la fase 1 sin tratamiento.

Tabla 20. Prueba del laberintoen T

GENOTIPO TRATAMIENTO GENOTIPO X POST-HOC
TRATAMIENTO TUKEY B TEST
Ver Figura 23
NTg(s)=12, NTg(r)=11, 3xTg-AD(s)=12, 3xTg-AD(r)=11

PRUEBA DEL LABERINTO EN T

Actividad exploratoria horizontal

Latencia de movimiento n.s. n.s. n.s. n.s.

(s)

Latencia en cruzar la Fi143=5.668 n.s. n.s. n.s.

interseccion del laberinto

(s)

Tiempo en completar el

laberinto (s) F1.4376.402" n.s. n.s. n.s.

Numero de errores n.s. n.s. n.s. n.s.

Presencia de defecacion y orina

NUmero total de bolos n.s. n.s. Fi143=4.930* *

fecales

NUmero total de orina n.s. n.s. Fi149=11.381" *:3xTgAD(s)#

NTg(s)

Modelo lineal general multivariante, ANOVA y Post-hoc Tukey B Test; ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05.

El modelo lineal general multivariante, seguido de un analisis de varianza
ANOVA vy la comparacion post-hoc Tukey B, indic6 que las variables
conductuales: latencia en cruzar la interseccion y el tiempo en completar el
laberinto indic6 efecto de genotipo y la presencia de defecaciones y orina

mostro efecto interaccion como se detalla en la Tabla 20.
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Cuando se compar6 los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo
lineal multivariante en la variable ‘latencia en cruzar la interseccién’ indicé
efecto de genotipo [F (143=5.668, P < 0.05] debido que los ratones 3xTg-AD se
atrasaban en el tiempo con respecto a los dos grupos de ratones NTg. El efecto
genotipo también se evidencio en la variable ‘actividad exploratoria’ [F (143)=
4.496, P < 0.05] debido que los grupos de ratones 3xTg-AD realizaban mayor
numero de episodios con respecto a los dos grupos de NTg.

En la variable ‘numero de bolos fecales’ no indicé efecto de genotipo ni
tratamiento pero si de interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (143=4.930, P <
0.05]. El efecto interaccion también estuvo presente en el ‘numero total de
orina’ [F (143=11.381, P < 0.01].

Laberinto acuatico de Morris (MWM)

Con la finalidad de evaluar el aprendizaje y memoria se aplicé el laberinto
acuatico de Morris. En esta prueba se analizaron dos tipos de paradigmas para
evaluar los distintos procesos y aspectos del aprendizaje y la memoria: tarea de
aprendizaje de la posicion de la plataforma ‘place task for reference memory’y

la eliminacion de la plataforma ‘removal’.



Laberinto acuatico de Morris
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Figura 24a-b. Laberinto acuatico de Morris, evolucion de aprendizaje y memoria ensayo por
ensayo. (a) Latencia (s) sin tratamiento y (b) latencia (s) con tratamiento. ANOVA para medidas
repetidas, 2x2x4, efecto dia (D), efecto dia x genotipo (DxG) y efecto interaccion (DxGxT),
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001. Post-hoc Tukey B test 2P<0.05 vs. distinto genotipo pero el
mismo tratamiento y °P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto tratamiento. t- test para datos
pareados, efecto tratamiento: Ensayo 1 del dia 1 con tratamiento vs ensayo 4 del dia 5 sin
tratamiento, P<0.05.
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Laberinto acuatico de Morris.
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Figura 24c-d. Laberinto acuatico de Morris. (c) latencia (s), evolucidon de aprendizaje y memoria
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de entradas en el cuadrante: plataforma (P), derecho (Ar), opuesto (O) e izquierdo (Al). ANOVA

2x2, efecto interseccion genotipo x tratamiento (GxT), ***P<0.001. {- test para datos pareados,

efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento, 4P<0.01 vy

&P<0.05.
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La Figura 24 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin
tratamiento y en la realizada con tratamiento. Cuando se realizé una prueba t
para datos pareados ésta indicé cambios significativos en el paradigma
‘evolucion dia por dia’ debido a que presentaron latencias distintas antes y
después del tratamiento, empleando menor tiempo en encontrar la plataforma.
En los ratones NTg (s) presentaron diferencias estadisticas en los dias 1,2y 5
[todas las t > 2.484, gl 11, P<0.05], los ratones NTg (r) en el dia 1 y 2 [todas las
t > 1.866, gl 10, P<0.01], los 3xTg-AD (s) desde el dia 1 hasta el 4 [todas las >
1.950 gl 11, P<0.01] al igual que los 3xTg-AD (r) [todas las t > 2.096 gl 11,
P<0.01].

En la fase sin tratamiento en el paradigma ‘ensayo por ensayo’ el analisis de la
varianza con medidas repetidas indico efecto en el ‘tiempo/dias’ en el dia 1 [F
3,144=9.914, P < 0.001], en el dia 2 [F (3144=4.082, P < 0.01], en el dia 4 [F
3144= 1.242, P < 0.001] y en el dia 5 [F (3144=4.934, P < 0.01]. Cuando se
analizé la fase con tratamiento solo se observé en el dia 1 efecto ‘dia x
genotipo’ [F (3,144=2.664, P<0.05] y ‘dia x genotipo x tratamiento’ [F (3 144)=3.766,
P < 0.05]. Ademas, en el paradigma ‘evolucion dia por dia no se observaron

diferencias en la fase sin tratamiento ni en la fase con tratamiento.

Cuando se evallo el paradigma ‘ensayo x ensayo’ solo se observaron cambios
significativos en el grupo de ratones NTg (s) en la comparacién del ensayo 1 del
dia 1 con tratamiento con respecto al ensayo 4 del dia 5 sin tratamiento [t = -
2.239, gl 11, P<0.05] debido que empleaban mayor tiempo en encontrar la

plataforma (Figura 24a-b).

Cuando se comparo los cuatro grupos de animales entre si en la fase con
tratamiento, con el modelo lineal multivariante no indicé diferencia significativas
en el paradigma ‘evolucion dia por dia’ entre los cuatro grupos experimentales
(Figura 24c).



El segundo paradigma consistié en la desaparicién de la plataforma ‘removal’ y

se realizé 1h 30 min después del ultimo ensayo de ‘place task’ en el dia 5.

Cuando se realizé un analisis de la varianza ANOVA y la comparacién post
Tukey B para analizar qué nivel de cuadrante presenté mayor numero de

entradas en un grupo de animales donde se observo (Figura 24d):

En la fase sin tratamiento los ratones NTg (s) mostraron mayor ‘niumero de
entradas en el cuadrante donde se ubicaba la plataforma’ [F 347= 13.48, P<
0.001] con respecto a los otros cuadrantes. En los ratones NTg (r) se observé el
mismo patron conductual [F (343= 9.62, P< 0.001]. Los ratones 3xTg-AD (s)
presentaron mayor ‘numero de entradas en el cuadrante de la plataforma y en
cuadrante derecho’ [F (347= 8.80, P< 0.001] y los ratones 3xTg-AD (r) se
observo mayor ‘numero de entradas en el cuadrante de la plataforma’ [F (343)=
8.14, P< 0.001].

En la fase con tratamiento en los ratones NTg (s) se observé un incremento del
numero de entradas en el ‘cuadrante de la plataforma’ [F (3 47= 18.91, P< 0.001]
con respecto a los otros cuadrantes. En los otros grupos experimentales se
observd un aumento de entradas tanto en el ‘cuadrante de la plataforma como
el cuadrante derecho NTg (r) [F 343= 31.18, P< 0.001], en los ratones 3xTg-AD
(s) [F @ar= 18.91, P< 0.001] y en los ratones 3xTg-AD (r) [F 343= 15.27, P<
0.001] (Tabla 21).

La Figura 24d ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, en
la fase sin tratamiento y en la realizada con tratamiento. Cuando se realiz6é una
prueba t para datos pareados ésta indicd diferencias estadisticas solo en el
grupo de ratones NTg (r) que disminuyeron el numero de entradas en el
cuadrante opuesto [t= 3.203, gl 10, P<0.01] e izquierdo [t= 3.909, gl 10, P<0.01]
(Figura 24c) respecto a lo realizado en esta misma prueba antes del

tratamiento.
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Cuando se compar6 los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo
lineal multivariante en el segundo paradigma que consistié en la desaparicion
de la plataforma ‘removal’, la variable ‘numero de entradas en el cuadrante
derecho’ indico efecto de interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (143=19.401, P

< 0.001] y no mostro efecto genotipo ni tratamiento.

Test de enterramiento de marmoles (MBT)

En este test se evalud la conducta de enterramiento en una escala de tres
niveles: marmoles ‘intactos’, ‘cambiados de posicién’ y ‘enterrados’ (Figura 25 y
Tabla 22).

Test de enterramiento de marmoles
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Figura 25. Test de enterramiento de marmoles durante la fase sin tratamiento y con tratamiento.
(b) numero de marmoles. t- test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una
dosis de 0.1 mg/kg vs sin tratamiento, 444P<0.001, 4P<0.01 y 4P<0.05. ANOVA y Post-hoc Tukey
B test interaccion de los tres niveles #P<0.001. ANOVA 2x2, T, efecto tratamiento y GxT,
interseccidon genotipo x tratamiento, ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05. Post-hoc Tukey B test
bP<0.05 vs. distinto tratamiento pero el mismo genotipo y °P<0.05 vs. distinto genotipo y distinto
tratamiento.



La Figura 25 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realizé un analisis de la varianza ANOVA y la comparacién post
Tukey B para analizar qué nivel de interaccion con los marmoles fue mas

frecuente en un grupo de animales dado se observo que:

En la fase con tratamiento los ratones NTg (s) los marmoles ‘intactos’ fueron los
menos frecuentes en comparacién con los marmoles cambiados de posicién y
enterrados [F (235= 19.51, P< 0.001]. En los ratones NTg (r) mostraron un
incremento del numero de marmoles ‘intacto’ y una disminucién de marmoles
‘enterrados’ [F (232= 13.05, P< 0.001]. En los dos grupos de ratones 3xTg-AD

no se observaron cambios significativos entre los tres niveles.

Cuando se realiz6 una prueba t para datos pareados para comparar la conducta
realizada durante las fases antes y después del tratamiento, ésta indico
diferencias en los ratones NTg (s) en las variables numero de marmol ‘intacto’
[t=5.348, gl 11, P<0.001] y ‘enterrados’ [{=-3.824, gl 11, P<0.001] debido a que
después del tratamiento se observé una disminucion en el nUmero de marmoles

intactos y un aumento de numero de marmoles en enterrados (Figura 25b).

En los ratones 3xTg-AD (s) se observé un incremento del numero de marmol
‘cambiados de posicion’ [t=-2.601, gl 11, P<0.05] y una disminucién de marmol
‘enterrados’ [t=3.348, gl 11, P<0.01]. En los grupos de animales tratados con

risperidona NTg (r) y 3xTg-AD (r) no se observaron cambios.
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Tabla 22. Test de enterramiento de marmoles

GENOTIPO TRATAMIENTO GENOTIPO X POST-HOC TUKEY
TRATAMIENTO B TEST
Ver Figura 25

NTg(s)=12, NTg(r)=11, 3xTg-AD(s)=12, 3xTg-AD(r)=11

PRUEBA DE ENTERRAMIENTO DEL MARMOL

Numero de marmoles

Intacto n.s. F1,43=7.802** n.s. **3xTgAD(r),NTg(r)
#NTg(s)

Cambiado de n.s. n.s. n.s.

posicion

Enterrado n.s. F(1,43=8.573"* Fi1.43=6.114* ** NTg(r)#NTg(s)

Modelo lineal general multivariante, ANOVA y Post-hoc Tukey B test; **P<0.01 y *P<0.05.

Cuando se compararon los cuatro grupos de animales entre si (Figura 25b y
Tabla 22) con el modelo lineal multivariante, la variable ‘numero de marmoles
intactos’ mostré efecto tratamiento [F (1.43=7.802, P < 0.01] con un aumento de
la presencia de marmoles intactos en los grupos tratados con risperidona
respecto a los tratados con salino, y no se observé efecto genotipo ni

interaccion entre ambos factores.

La variable ‘numero de marmoles enterrados’ indicé efecto de tratamiento [F
(143=8.573, P < 0.01] debido que los grupos con risperidona mostraron menor
numero de marmoles enterrados en comparacion con los tratados con salino,
aunque esta disminucion es solo significativa en el caso de los animales NTg
(r). Ademas, en esta variable se observd efecto de interaccion ‘genotipo x
tratamiento’ [F (1 43=6.114, P < 0.05] debido que se observo una disminucion del
numero de marmoles enterrados en los ratones NTg (r) y un aumento en los
ratones 3xTg-AD (r).



Estado basal de la glucosa en sangre

En esta prueba se evalud el estado basal de los niveles de la glucosa en los
cuatro grupos experimentales. Los resultados se ilustran en la Tabla 23 y Figura
26.
Estado basal de la glucosa
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Figura 26. Estado basal de la glucosa durante la fase sin tratamiento y con tratamiento. ¢- test
para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una dosis de 0.1 mg/kg vs sin

tratamiento, 44P<0.001. ANOVA 2x2, efecto interseccidén genotipo x tratamiento (GxT), **P<0.01.
Post-hoc Tukey B test bP<0.05 vs. distinto tratamiento pero el mismo genotipo.

Tabla 23. Estado basal de la glucosa

GENOTIPO TRATAMIENTO GENOTIPO X POST-HOC TUKEY
TRATAMIENTO B TEST
Ver Figura 26
NTg(s)=12, NTg(r)=11, 3xTg-AD(s)=12, 3xTg-AD(r)=11

ESTADO BASAL GLUCOSA
Concentraciéon de glucosa en sangre

Estado basal n.s. n.s. Fi1.43=9.441** * NTg(r)#NTg(s)

Modelo lineal general multivariante, ANOVA y Post-hoc Tukey B test; ***P<0.001, **P<0.01 y
*P<0.05.
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La Figura 26 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realiz6 una prueba t para datos pareados ésta indicoé diferencias
solo en el caso de los ratones NTg (r) y para la variable estado ‘basal de la
glucosa’ [t=7.611, gl 11, P<0.001] debido a que se observd una disminucion con

respecto a la fase sin tratamiento.

Cuando se compard los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo
lineal multivariante la variable estado basal de la glucosa’ mostré efecto
interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (143=9.441, P < 0.01] con disminucion de
los niveles basales de glucosa solo en el grupo NTg. No se observo efecto

genotipo ni de tratamiento.

Fase 5. Supervivencia y peso desde el inicio del proceso experimental

hasta el final de la vida de los ratones 3xTg-AD y NTg.

Pesos
En todo el proceso experimental se evalu6 el peso corporal (expresado en

gramos) de cada uno de los animales.

En la Figura 27 se ilustra el peso de los animales en la caracterizacion basal al

inicio de la fase (semana 1) y al final de la caracterizacion (semana 6).



Pesos: Fase 1. Caracterizacion basal
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Figura 27. Pesos de los animales en la caracterizacion basal (Fase 1) en la semana 1y
semana 6. Student's t-test; *P<0.05. t- test para datos pareados, &P<0.01 vy
888P<0.001.

El peso en la fase sin tratamiento, la comparacion para muestras
independientes indico diferencias significativas en la semana 1 [=-2.213, gl 50,
P<0.05] entre los ratones 3xTg-AD y su control NTg y estas diferencias se

atenuan, perdiendo la significacion estadistica, en la semana 6.

Al comparar el peso al principio y al final de la caracterizacion basal realizando
una prueba t para datos pareados ésta indicé diferencias en los ratones NTg en
la variable ‘peso’ [t=4.035, gl 23, P<0.01] debido a que se observé una
disminucion del peso. Estas diferencias también se evidenciaron en el grupo de
ratones 3xTg-AD [t=6.234, gl 27, P<0.001].
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Pesos: Fase 2. Inicio de tratamiento con risperidona a una dosis de 0.05 mg/kg
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Figura 28. Pesos. t- test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una
dosis de 0.05 mg/kg vs sin tratamiento, 8P<0.01 y 4P<0.05.

La Figura 28 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoracion conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realiz6é una prueba t para datos pareados ésta indicd diferencias en
la variable ‘peso’ en los ratones NTg (r) [t= 2.965, gl 10, P<0.05], en los ratones
3xTg-AD (s) [t= 2.718, gl 11, P<0.05] y en los ratones 3xTg-AD (r) [t=4.633, ¢l
10, P<0.01] con una disminucién del peso con respecto a la fase sin
tratamiento. No se observaron diferencias de peso en los grupos de ratones
NTg.

Cuando se compard los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo

lineal multivariante, no indicé diferencia significativa en la variable peso.



Pesos: Fase 3. Tratamiento con risperidona a una dosis de 0.1 mg/kg
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Figura 29. Pesos. t- test para datos pareados, efecto tratamiento: tratamiento con una
dosis de 0.1 ml/kg vs sin tratamiento 4P<0.01 y P<0.05.

La Figura 29 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoracion conductual realizada durante la fase sin

tratamiento y en la realizada con tratamiento.

Cuando se realiz6é una prueba t para datos pareados ésta indico diferencias en
la variable ‘peso’ en los ratones 3xTg-AD (s) [t= 2.312 gl 11, P<0.05] y en los
ratones 3xTg-AD (r) [t= 3.478, gl 11, P<0.01] con una disminucién del peso con
respecto a la fase sin tratamiento. No se observé diferencias en los grupos de

ratones NTg.

Cuando se comparo los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo

lineal multivariante no indicé diferencia significa en la variable peso.
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Pesos: Inmediatamente después de la defuncion
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Figura 30. Pesos: Pesos al inicio del estudio longitudinal vs. el peso inmediatamente
después de la defuncién t- test para datos pareados 4&P<0.001, &P<0.01 y &P<0.05.

La Figura 30 ilustra los resultados del tratamiento en el estudio longitudinal, es
decir, obtenidos en la valoraciéon conductual realizada durante la fase sin
tratamiento y en la fase 5 de seguimiento sin tratamiento ‘peso inmediatamente

después de la defuncion’.

Cuando se realizé una prueba t para datos pareados ésta indico diferencias en
la variable ‘peso’ en los NTg (s) [t= 2.209, gl 11, P<0.05], los NTg (r) [t= 5.382,
gl 10, P<0.001], los ratones 3xTg-AD (s) [t= 5.721, gl 11, P<0.001] y los ratones
3xTg-AD (r) [[t= 3.937, gl 10, P<0.01] esto es debido que los cuatro grupos
experimentales en edades avanzadas presentaron una disminucion del peso

corporal respecto a la primera semana del inicio experimental.

Cuando se compararon los cuatro grupos de animales entre si, con el modelo

lineal multivariante no indico diferencia significa en la variable peso.



Curvas de supervivencia

A continuacion se representan las curvas de supervivencia de los grupos de
ratones NTg y 3xTg-AD administrados con solucién salina o con antipsicético,
expresadas con el porcentaje de animales que se mantuvieron vivos da lo largo

del procedimiento experimental (Figura 31).

Porcentaje de supervivencia
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Figura 31. Porcentaje de supervivencia de los animales durante el estudio longitudinal.
El area sefialada es la fase con tratamiento.
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La figura 31 ilustra el porcentaje de supervivencia de los animales durante el
estudio longitudinal donde se observa como la supervivencia maxima alcanzada
difiere entre los grupos: NTg (s): 1.078 dias (36 meses), NTg (r ): 874 dias (28
meses); 3xTg-AD (s): 768 dias (24 meses), 3xTg-AD ( r): 660 dias (22 meses),
con una disminucion de la supervivencia maxima de 12 meses en el genotipo
3xTg-AD respecto al genotipo NTg (tomando como referencia los animales
tratados con salino). En el genotipo NTg la supervivencia maxima se Vio
modificada con el tratamiento con risperidona, disminuyendo en 8 meses
(pasando de los 36 meses a los 28 meses). En el genotipo Tg la disminucién es

de 2 meses (pasando de los 24 a los 22 meses).

Supervivencia promedio total
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Figura 32a. Supervivencia promedio total. Promedio + SEM. ANOVA 2x2, G,
efecto genotipo, ***P<0.001. aP<0.05 vs. igual tratamiento pero distinto
genotipo, bP<0.05 vs. distinto tratamiento pero el mismo genotipo y cP<0.05 vs.
distinto tratamiento distinto genotipo.
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Figura 32b-c. Supervivencia promedio total. Promedio + SEM. ANOVA y Post-hoc
Tukey B test 2P<0.05 vs. igual tratamiento pero distinto genotipo, ®P<0.05 vs. distinto
tratamiento pero el mismo genotipo y ¢P<0.05 vs. distinto tratamiento distinto genotipo.
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Cuando se compararon los cuatro grupos de animales entre si con el modelo
lineal multivariante, la variable ‘supervivencia total’ promedio del grupo mostré
efecto de genotipo [F (148=24.812, P < 0.001] pero no indico efecto de

tratamiento ni interaccion (Figura 32).

Al analizar las curvas de supervivencia se observé que hasta los 14 meses de
edad la supervivencia fue del 100% en todos los grupos. El Unico que mantiene
la supervivencia al 100% a partir de ese momento es el grupo NTg (s) que logra
mantener su supervivencia intacta hasta los 19 meses, es decir, 5 meses mas
que los demas grupos. La mortalidad de la cepa NTg empieza, por tanto, a los
20 meses de edad, estd avanzada a los 15 por el hecho de tener incorporados

los transgenes o por recibir el tratamiento con risperidona.

A pesar de que el inicio de la mortalidad es de 15 meses para los tres grupos
NTg (r), 3xTg-AD (s) y 3xTg-AD (r), en las curvas de supervivencia se
observaron cambios de pendiente que indican diferentes grados de
supervivencia global en el grupo: NTg (r) con una supervivencia del 91.61%,
en los ratones 3xTg-AD (s) del 85.71%, en los ratones 3xTg-AD (r) del 78.48%
(Figura 31).

Al realizar una comparacion de los cuatro grupos de animales entre si, con el
modelo lineal multivariante ANOVA 2x2 la variable tiempo de supervivencia
promedio del grupo a los ‘15 meses de edad’ mostré efecto de genotipo [F (1 45=
4.968, P < 0.09] e interaccion ‘genotipo x tratamiento’ [F (1.45= 4.968, P < 0.05] y

no mostré efecto de tratamiento.

En los grupos de animales a lo largo de la curva de supervivencia se
observaron efectos a distintos tiempos. Asi, se evidencié un efecto genotipo a
los "18 meses de edad’ [F (141)= 3.191, P < 0.05] y a los 22 meses de edad [F
(1,26)= 6.375, P < 0.01] y no mostr6 efecto tratamiento ni interaccion en ambos

tiempos (Figura 31).



Cuando se compararon los grupos de animales para valorar la esperanza de
vida media (50% de la supervivencia), el analisis de la varianza ANOVA indic6
diferencias significativas entre los cuatro grupos [F (32¢)= 262.25, P < 0.001]. En
los ratones NTg la esperanza de vida media se ubico a los 24 meses de edad,
mientras que en los dos grupos de ratones 3xTg-AD la esperanza de vida
media se situd en los 18 meses de edad. Asimismo, cuando se analizé el 25%
de la supervivencia ésta indico diferencias estadisticas [F (312= 137.41, P <
0.001] con el grupo de ratones NTg (s) con una esperanza del 25% alcanzada a
los 27 meses de edad y significativamente diferente a la alcanzada por los otros
grupos y hay diferencias entre cada uno de ellos tal como se ilustra en la figura
32.

De forma general, el curso temporal de la supervivencia desde los 12 meses
hasta los 16 meses (que es cuando se finalizd la administracion del tratamiento
con risperidona) mostrd diferencias en el tiempo. Asi, el analisis de medidas
repetidas MANOVA 2x2x5 indicé un efecto en el ‘tiempo/meses’ [Fy 168 =
4388.1, P < 0.001], mostro efecto ‘tiempo x genotipo’ [F 16) = 4.058, P < 0.01],
‘tiempo x tratamiento’ [Fu 163y = 8.467, P < 0.001] e interaccion ‘tiempo x

genotipo x tratamiento’ [F4,168y= 10.01, P < 0.001].

Asimismo, se analiz6 el curso temporal desde los 12 meses hasta los 21 meses
de edad que es la edad en la que se considera se inicia de la etapa vital de
‘muy viejos’ y es el ultimo punto temporal donde se muestra todos los grupos
experimentales tienen algun animal vivo. El analisis de medidas repetidas
MANOVA 2x2x10 indicoé un efecto en el ‘tiempo/meses’ [Fig2:5 = 6164.9, P <
0.001], mostré efecto ‘tiempo x genotipo’ [Fg 225 = 2.268, P < 0.05], ‘tiempo x
tratamiento’ [Fg225 = 15.144, P < 0.001] e interaccion ‘tiempo x genotipo X
tratamiento’ [Fg 205 = 2.268, P < 0.05].
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Cuando los datos de supervivencia se analizan utilizando el test de Kaplan-

Meier los resultados que se obtienen son los siguientes:
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Figura 33. Curva de supervivencia en funcién de la edad de los animales (en dias).
Cada linea representa la supervivencia acumulada de los animales de cada grupo
experimental [NTg (s) y 3xTg-AD (s)] Log-rank test P < 0.001.

La Figura 33 ilustra las curvas de supervivencias de los animales 3xTg-AD (s)
vs. NTg (s) que permiten inferir las diferencias debidas al genotipo. Los valores
de supervivencia media fueron inferiores en los ratones 3xTg-AD (s) con
respecto al grupo NTg (s) y en consecuencia el test de Kaplan-Meier mostré
diferencias significativas en la variables ‘supervivencia’ [con un Log rank=
7.218,gl 1, P<0.01].
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Figura 34. Curva de supervivencia en funcion de la edad de los animales (en dias).
Cada linea representa la supervivencia acumulada de los animales de cada grupo
experimental [NTg (s), NTg (r), 3xTg-AD (s) y 3xTg-AD (r)]. Log-rank- test ##P < 0.001.

La Figura 34 muestra las curvas de supervivencia de todos los grupos
estudiados, 3xTg-AD y NTg a los que se les administréd solucion salina o
risperidona, desde el inicio del experimento hasta el ultimo dia de vida de los
animales. Los valores de supervivencia media fueron significativamente
distintos entre los cuatro grupos experimentales tal como indicé el test de
Kaplan-Meier con un Log rank= 22.833, gl 1, P <0.001.
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Discusion

El estudio 3 tuvo por principal objetivo modelar en los ratones 3xTg-AD la
vulnerabilidad que conlleva muerte inducida por la administracién cronica del
antipsicético atipico risperidona en pacientes con la EA. Se trata del primer
estudio que se plantea este objetivo a pesar de la imperiosa necesidad de tener
un modelado animal que permita abordar esta vulnerabilidad que en estudios
clinicos no es posible.

En la primera parte del estudio 3, la bateria de pruebas conductuales nos
permitié caracterizar el fenotipo de los animales y verificar la existencia de
deficiencias cognitivas y de tipo SCPD. En la EA, los tratamientos con
antipsicoticos atipicos son eficaces en el control de la ira, la agitacion, la
agresividad y los sintomas mas propios del espectro psicético como
alucinaciones, paranoias y delirios, mientras que los sintomas cognitivos, la
calidad de vida y atenciéon no mejoran con dichos tratamientos (Kalman, et al.,
2008). De cara a la accidon farmacologica del antipsicético es por tanto
interesante destacar que los animales antes del tratamiento presentaban un
incremento de la conducta estereotipada de enterramiento de marmoles (usada
habitualmente para valorar la eficacia de antipsicéticos) y alteraciones de la
conducta social (modificable con antipsicéticos).

En esta segunda parte del estudio 3, evaluamos primeramente la respuesta de
los ratones 3xTg-AD ante el tratamiento cronico con risperidona y la
comparamos también con la obtenida antes del tratamiento. Mientras que en la
primera parte de resultados presentados (Estudio 3, Caracterizacion del
fenotipo basal) hemos descrito el perfil conductual obtenido con la bateria
completa que pudo ser realizada en todos los animales, en este segundo
bloque de resultados (Estudio 3. Vulnerabilidad inducida por el antipsicotico
risperidona) nos centramos en las conductas que fueron usadas para valorar
los efectos del antipsicético y sobre todo, en el punto de interés principal de
este estudio que es comprobar si podiamos validad el modelo para la

vulnerabilidad que conlleva muerte inducida por la risperidona.



La risperidona fue utilizada en una dosis de 0.1 mg/kg equivalente a las
administradas en pacientes con la enfermedad de Alzheimer y usada en la
mayoria de los trabajos experimentales realizados en roedores. Como en los
casos de pacientes geriatricos, la pauta de tratamiento se inicié con una dosis
inferior de 0.05 mg/kg.

En el estudio se planted un disefio experimental longitudinal dividido en fases
sucesivas para caracterizar el fenotipo basal (fase 1), empezar la
administracién del farmaco y realizar las primeras pruebas conductuales de
seguimiento (fase 2) antes de estudiar los efectos de la dosis de 0.1 mg/kg de
risperidona (fase 3) y completar un periodo total de tratamiento s.c. de 3 meses
(fase 4). A partir de ese momento y hasta el fin de sus dias, las variables de
peso y supervivencia fueron registradas de forma continua con una cadencia
semanal o diaria, respectivamente (fase 5).

En este estudio longitudinal, la caracterizacion basal se realizé a los 12 meses
de edad y la administracion del tratamiento se inicié a los 13 meses, que en
ambos casos se corresponde con estadios neuropatoldgicos avanzados de la
enfermedad. La n de animales utilizados (n=12-14 para cada grupo) fue la
adecuada para los estudios conductuales segun las propias directrices sobre el
uso de animales mutados genéticamente y teniendo en cuenta que a mediana
edad aumenta la variabilidad individual debida a la edad. Sin embargo, para el
estudio de curvas de supervivencia a largo plazo hubiese sido recomendable
usar una n mucho mayor, entre 40 y 50 animales, aunque éste y otros trabajos
de la literatura se ven limitados experimentalmente a usar n mas reducidas por

la dificultad de obtencién de los sujetos experimentales.

A continuacion procederemos a la discusion general de los resultados
presentados en esta segunda parte del estudio 3 que engloba de forma directa
a los que ya hemos discutido anteriormente en la primera parte intentado evitar

la reiteracion.
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Test de las esquinas

En el modelado de los efectos conductuales inducidos por el antipsicoético
atipico risperidona, se evalud la conducta de neofobia mediante la prueba de
las esquinas. Al inicio del tratamiento los ratones 3xTg-AD manifestaron una
mayor inhibicion conductual ante la novedad, presentando niveles superiores de
neofobia con respecto a los ratones NTg, en las tres variables del test. A pesar
de que esta respuesta fue independiente del tratamiento, se observéd que en los
ratones NTg(r) la dosis de 0.05 mg/kg de risperidona indujo un aumento
significativo de la actividad vertical con respecto a los otros tres grupos
experimentales. En la siguiente semana (semana 8, dosis de 0.1 mg/kg) se
observé una atenuacion de las diferencias entre genotipos, ahora solo
detectables en la variable de levantamientos. De hecho, de forma general,
durante el resto de las semanas, la conducta vertical resulto ser la mas sensible
para indicar los efectos de los factores estudiados. De forma reiterada, el factor
predominante fue el de genotipo, corroborando la neofobia descrita en nuestro
laboratorio en los ratones 3xTg-AD (Giménez-Llort et al., 2007, 2008 y 2010) y
en algunos pocos casos se observé efecto tratamiento. Por tanto, el tratamiento
crénico con risperidona no modifico la respuesta neofdbica de los ratones 3xTg-

AD vy si algun efecto tuvo, fue esporadicamente en los animales NTg.

Prueba del campo abierto

De forma paralela a la neofobia en el corner test, en la prueba del campo
abierto para valorar actividad exploratoria y ansiedad, se observaron también
diferencias de genotipo con reduccién de la actividad vertical y horizontal,
retraso temporal de la conducta de acicalamiento y mayor presencia de orina.
Este efecto predominante del factor genotipo corrobora los resultados obtenidos
en el campo abierto en la fase previa al tratamiento (ya discutidas en la primer
parte del estudio 3) y los corner tests. Las variables de actividad, tanto
horizontal como vertical, mostraron ademas efecto del tratamiento per se y sus
efectos se vieron influenciados por la interaccion con el genotipo. Asi, la mayor

parte de los efectos de la risperidona se observaron nuevamente en los



animales NTg (r) a modo de aumento con respecto a los otros tres grupos
experimentales. Este parece ser un patrén similar al observado en el test de las
esquinas, pero en ambos vectores de la actividad locomotora, siendo el grupo
NTg (r) distinto de todos los demas.

Cuando se comparan los datos a nivel longitudinal se aprecia que, de forma
general, en la fase de tratamiento hay una atenuacion de todas las respuestas
que podria ser debida por el simple hecho de la repeticién del test y/o la
manipulacién repetida a modo de handling. Estas son unas de las limitaciones
propias del uso de baterias conductuales y se ven acentuadas en los estudios
longitudinales y con los tratamientos crénicos. Son limitaciones dificilmente
evitables pero que pueden ser mitigadas con la reducciéon del numero de
pruebas y la utilizacion de pruebas con variables con validez convergente, tal
como hemos hecho en nuestro estudio, y la seleccion de pautas de
administracion oral o por bombas subcutaneas.

La risperidona acentua las diferencias pero lo hace de forma distinta segun el
genotipo. Es interesante aqui resaltar que, a pesar de que las diferencias entre
los dos grupos de animales NTg pre-existentes al uso de farmacos pueden
estar potenciando este contraste de los ratones NTg (r), hemos verificado que
es justamente este grupo y no el que sera tratado con salino el que muestra los
valores mas estandar descritos para los animales machos NTg de nuestras
colonias. Por tanto, en todo caso, el resultado de los ratones NTg tratados con
salino esta sesgado a la baja.

La persistencia del efecto genotipo de forma convergente entre estas dos
pruebas, la del test de las esquinas y el campo abierto, que valoran aspectos
emocionales y de tipo ansioso corrobora estudios previos con este modelo
animal donde hemos descrito un incremento de la conducta emotiva, la
neofobia y la ansiedad, desde etapas iniciales a las avanzadas de la
enfermedad (Giménez-Llort et al., 2006, 2007, 2008, 2010, Garcia et al., 2010,
Garcia-Mesa et al.,, 2011, 2012). Por ejemplo, en hembras 3xTg-AD de 12
meses de edad se observé un aumento de la conducta de congelacion, una

disminucion de la actividad horizontal, una tendencia de la reduccion de la

é‘ Estudio 3: Vulnerabilidad inducida por la risperidona



§| Estudio 3: Vulnerabilidad inducida por la risperidona

actividad vertical y un incremento de la presencia de orina con respecto a su
grupo control NTg (Giménez-Llort et al., 2007). Estas diferencias también se
han observado en ratones 3xTg-AD machos de 15 meses de edad (Giménez-
Llort et al., 2008).

En lo que se refiere al efecto de la risperidona, estudios con otros modelos de
ratones para otras patologias, como el ratén ICR, han encontrado que una
dosis baja de risperidona (0.01 mg/kg, ip.) disminuye la conducta de
congelacion o ‘freezing’y a dosis altas (0.04 mg/kg, i.p.) se reduce la actividad
motora espontanea. Sin embargo, co-administrada con otros farmacos pierde
efectividad en su efecto ansiolitico (Miyamoto et al., 2004). En ratones ddY
machos de 5 semanas de edad la risperidona a dosis 0.1 mg/kg inhibe la
hiperlocomocion inducida por la metanfetamina y a varias otras dosis atenua la
inducida por MK-801 a través del bloqueo del receptor 5-HToac (Uchida et al.,
2009). En ratones BTBR a dosis de 0.125 y 0.25 mg/kg ip. la risperidona
disminuye la actividad exploratoria (distancia total recorrida) en la prueba de
campo abierto (Silverman et al., 2010). En su conjunto, los datos confirman la
accion dopaminérgica del farmaco modulando funciones motoras y de
motivacién (Rinaldi et al., 2007) y ejerciendo propiedades ansioliticas.

Por otro lado, la literatura sugiere también que los antipsicéticos atipicos como
la risperidona podrian ser utiles para atenuar las conductas estereotipadas y no
solo la actividad locomotora. En el campo abierto, la conducta de acicalamiento
mostrd también efectos de genotipo y de interaccion genotipo por tratamiento.
El acicalamiento, es una actividad de la vida diaria de los animales vinculada a
la higiene, pero forma parte también de las estrategias conductuales de control
del estrés (copying with stress strategies, en inglés), se puede desarrollar como
conducta estereotipada y se ve modificada facilmente en situaciones ansiosas
(Kalueff, 2004 a,b). Ademas, el acicalamiento se utiliza a nivel experimental
como herramienta para medir estimulacion conductual de receptores D1
(Rimondini et al., 1998) por lo que la risperidona, en lo que se refiere a su

accioén antagonista D1, podria inducir una disminucion de esta conducta.



En los ratones 3xTg-AD se observo que la conducta de acicalamiento aparecia
de forma mas tardia en el tiempo con respecto a su control NTg de la misma
edad, corroborando asi las diferencias genotipicas en el perfil ansioso de estos
animales descrito en nuestro laboratorio (Giménez-Llort et al., 2007). En estos
estudios previos con ratones machos y hembras 3xTg-AD viejos, la conducta de
acicalamiento aparece mas tarde que en los ratones NTg y a su vez, en
aquellos, el envejecimiento reduce la duracion (Giménez-Llort et al., 2008). En
cuanto al efecto del tratamiento, los efectos de interaccion con el genotipo son
debidos a una conducta de acicalamiento mas frecuente en el grupo de ratones
NTg (r) aunque esta diferencia selectiva replica la ya existente antes del
tratamiento. De hecho, trabajos en cepas de ratones estandar como los ratones
Swiss albinos indican que la risperidona, a dosis de 0.1 mg/Kg y 0.2 mg/Kg,
disminuye el numero de acicalamientos (Oliveira et al., 2008). De igual modo,
en el modelo de raton BTBR para el autismo, también han observado que las
dosis de 0.125 y 0.25 mg/kg i.p. reducen el acicalamiento entre un 40 y un 50%
con respecto a su control, aunque la reduccién de la conducta puede

confundirse con niveles de sedacién (Silverman et al., 2010).

Laberintoen T

La bateria de test incluyé el paradigma de alternancia espontanea en el
laberinto en T que es una prueba utilizada mayoritariamente para evaluar
memoria de trabajo y que incluye también aspectos cognitivos interesantes
como la actividad exploratoria y la emotividad/ansiedad. Se trata de una prueba
basada en la posibilidad de que el roedor elija uno de los brazos dispuestos en
forma de T que limitan con un tercero. Muchas areas cerebrales como el
hipocampo, el septo, la corteza prefrontal (PFC) y el prosencéfalo basal y varios
neurotransmisores como la dopamina y la norepinefrina se encuentran
involucradas en la memoria de trabajo implicita en la realizacion de la prueba
(Zhang, et al., 2004; Deacon, et al., 2006). Variables como la latencia en cruzar
la interseccion del laberinto permiten, ademas, valorar las estrategias de control

de estrés de los animales, siendo ésta una variable que correlaciona con una
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peor funcidon neuroinmunoendocrina, indicadores de envejecimiento acelerado
en ratones y muerte prematura (Guayerbas et al., 2001). En nuestro estudio no
se observaron diferencias en el niumero de errores de ejecucién pero la
eficiencia para completar las distintas fases del test estaba disminuida en los
ratones 3xTg-AD y afectada ligeramente por la risperidona. Asi, en la fase 2 del
estudio los efectos de genotipo se observaron en la emotividad a modo de
incremento de la presencia de orina con respeto a los grupos NTg y
posteriormente, en la fase 3, las variables latencia de interseccién y tiempo en
completar el laberinto denotaron las deficiencias de los 3xTg-AD. Los efectos
del tratamiento, solo se observaron en la fase 2, en la que los grupos tratados
con risperidona a una dosis de 0.05 mg/kg necesitaron mas tiempo para
completar la exploracion del laberinto con respecto a los grupos que recibieron
salino. Ademas, en los ratones 3xTg-AD (r) el tiempo para completar el
laberinto fue también superior comparado con el que necesitaron en la fase sin
tratamiento. Los efectos de la interaccion entre genotipo y tratamiento se
observaron con fase 3 a nivel de emotividad tanto en defecaciones como en
orina.

En nuestros estudios previos hemos observado que la latencia de interseccion
es una variable que refleja cambios y posteriores deficiencias en las estrategias
del manejo del estrés de los animales y esta relacionado con el deterioro de la
homeostasis del sistema neuroinmoendocrino, debido a la propia edad v,
sobretodo, a la presencia de los transgenes (Giménez-Llort et al., 2010, 2012).
En ratones 3xTg-AD hembras de 6 meses de edad estos cambios se reflejan a
modo de una mayor rapidez para llegar a la interseccion del laberinto en T con
respecto a los controles en una conducta tipica de huida, mientras que en
edades mas tardias la estrategia figth-or-flight elegida para combatir la situacion
estresante aguda es la de la petrificaciéon (Giménez-Llort et al., 2010, 2012).
Estas observaciones concuerdan con las del laboratorio de referencia que
describié esta relacién funcional en un estudio longitudinal con ratones OF-1
Swiss hembras. El grupo de Modnica de la Fuente demostré que los animales

que emplean mayor tiempo en el laberinto en T muestran altos niveles de



emotividad/ansiedad y tienen un sistema inmunoldégico menos competente con
respecto a los que exploran con mayor rapidez. Ademas, los animales que
presentaban un menor rendimiento en el laberinto en T mostraron una
reduccién de la supervivencia en comparacién con los que obtuvieron mejores
resultados (Guayerbas, et al., 2001).

La disminucion de la alternancia espontanea en el laberinto en T se ha
observado también en otros modelos transgénicos para la EA como el Tg2576
(Lalonde et al., 2003) y el APP/PS1 (Tempier, 2009), en modelos animales para
la esquizofrenia como los ratones STOP-null (Delotterie et al.,, 2010) o
farmacoldgicos por bloqueo selectivo de los receptores de la dopamina D4 y D,
en la regién prelimbica de la PFC (Rinaldi, et al., 2007). Los efectos de los
antipsicoticos discrepan en funcién del modelo, el farmaco y la duracion del
tratamiento. Asi, mientras en los ratones APP/PS1 el tratamiento crénico con
quetiapina durante 7 y/o 10 meses normalizé la conducta de ansiedad
observada en el laberinto, minimizoé el deterioro de la memoria y la disminucién
de placas BA en el cerebro, en los ratones STOP-null el tratamiento con
risperidona solo mostré una tendencia a reducir la alternancia espontanea en el
laberinto Y (Delotterie et al., 2010). Otros trabajos en el laberinto radial han
demostrado efectos beneficiosos de la olanzapina y la clozapina en el deterioro
de la memoria de los ratones machos BALB/c, aunque no estan exentos de
algunos efectos extrapiramidales (Mutlu, et al., 2012).

De forma conjunta con las pruebas anteriores del test de las esquinas y el
campo abierto, los resultados en el laberinto en T aportaron mayormente
nuevos elementos de juicio para confirmar el perfil emotivo/ansioso de los
ratones 3xTg-AD y su peor capacidad para afrontar el estrés, pero no indicaron
problemas en la memoria de trabajo. El tratamiento crénico con risperidona, en
todo caso empeordé este perfil y la eficiencia exploratoria de los animales NTg,
probablemente debido a los efectos extrapiramidales, aunque por tratarse de un
antipsicoético atipico y a dosis bajas, se considere que éstos son mucho

menores que en otros antipsicéticos clasicos.
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Laberinto acuatico de Morris

Para evaluar el aprendizaje y memoria a corto y largo plazo en los grupos de
ratones 3xTg-AD se utilizé el laberinto acuatico de Morris (Morris, et al., 1984).
Todos los grupos mostraron la misma curva de adquisicién ya sea en el analisis
‘ensayo por ensayo’ como en la de ‘dia por dia’ para el aprendizaje y memoria
de corto plazo y largo plazo, respectivamente. Igualmente, en la prueba de
‘retirada’ todos los grupos distinguieron el cuadrante de la plataforma respecto a
los otros cuadrantes, aunque el tratamiento con risperidona disminuy6 la
busqueda selectiva de la plataforma incorporando a uno de los cuadrantes
adyacentes en la preferencia. La interaccion entre genotipo y tratamiento en las
preferencias de los dos cuadrantes adyacentes indicé que los efectos de la
risperidona afectan de forma distinta a los dos genotipos, aunque de forma
general éstos y los otros datos no indican deficiencias per se sino mas bien
cambios de estrategias de busqueda. Asi, como en el caso de la memoria de
trabajo, la risperidona no afecté de forma determinante los resultados ya que
los animales continuaron distinguiendo la que habia sido la posicién de la
plataforma. También cabe sefialar que la paridad en los resultados de este test
esta seguramente condicionada por el hecho del conocimiento previo de los
paradigmas ya que las diferencias de genotipo que se observaron en la primera
experiencia en el laberinto acuatico ya no existen entre los grupos salinos. Las
latencias de encuentro de la plataforma en los primeros ensayos son muy
bajos, equivalentes al tercer dia de test antes del tratamiento, apoyando esta
interpretacion.

En algunos casos, en este modelo de ratdon se ha observado también que los
tratamientos, segun sus acciones farmacoldgicas, afectan de forma selectiva
distintos aspectos del proceso de aprendizaje y memoria. Este es el caso del
estudio con ratones 3xTg-AD de 10 meses de edad en ambos géneros, donde
se encontré que el tratamiento crénico de 5 meses con paroxetina mejoro el
déficit de la navegacion espacial tanto en machos como en hembras, sin afectar
la velocidad de nado o la distancia recorrida, lo que sugiere una conservacion

de las funciones cognitivas (Nelson et al., 2007). Asimismo, estudios con



ratones 3xTg-AD machos de 12 meses de edad tratados con melatonina
encontraron que el tratamiento mejoraba la retencién del aprendizaje de la
posicién de la plataforma (Garcia-Mesa et al., 2012). En ratones APP/PS1
tratados con quetiapina la administracién continua de 4 a 7 meses del
antipsicotico disminuy6é el numero de placas de BA en el cortex y en el
hipocampo de los animales y redujo la pérdida de la memoria, atenuando
también la conducta de ansiedad (He et al., 2009). Por otro lado, se ha descrito
que la olanzapina no afecta los procesos de adquisicidon, consolidacion o
recuperacion en la prueba del MWM (Hou et al., 2006). No obstante, el mismo
trabajo muestra que la clozapina y el haloperidol parecieron afectar el proceso
de adquisicion, consolidacion e indujeron un deterioro en el aprendizaje
espacial (Hou, et al., 2006).

De hecho, los efectos de los antipsicéticos sobre el aprendizaje y la memoria en
procesos que cursan propiamente con psicosis son controversidos, ya que hay
estudios en ratas que han indicado que el antipsicético clasico haloperidol y el
antipsicoético atipico risperidona, a determinadas dosis, afectan procesos
cognitivos (Didriksen, et al, 2007), mientras que la clozapina y sertindol
presentaron eficacia en el tratamiento de la psicosis sin producir efectos
perjudiciales sobre la cognicion (Mutlu, et al., 2011). Es mas que probable que
estas discrepancias en las acciones farmacologicas sean debidas a las
diferencias que éstos presentan en el perfil de selectividad farmacolégica por
distintos sistemas de neurotransmision como la dopamina y la serotonina. En el
caso de la risperidona, clasificado como wun agente antipsicético
‘qualitativamente atipico’ con una incidencia relativamente baja de efectos
extrapiramidales cuando se da a dosis bajas que tiene una accién antagonista

serotonérgica superior a la dopaminérgica.

Interaccion social
En esta tesis doctoral la interaccién social en ratones 3xTg-AD ha sido el punto
de inicio de los trabajos experimentales, siendo evaluada de forma reiterada a

lo largo de los diferentes estudios. El estudio 1 ha sido el que ha caracterizado,
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por primera vez, las distintas conductas sociales y no-sociales en el modelo
animal. Ha permitido seleccionar, de entre todos los otros test, a la ‘interaccion
social’ para ser incorporado en la bateria del estudio 3 la interaccién social
como el tests mas completo y sensible para evaluar los déficits de conducta
social en los ratones 3xTg-AD en comparacion con los ratones NTg de la
misma edad y género. En la fase de caracterizacion basal de este estudio 3
hemos replicado de forma consistente los resultados obtenidos previamente
pero, esta vez, evaluados dentro de una bateria conductual. En esta segunda
parte del estudio, se evalu6 el efecto del tratamiento crénico con risperidona en
estas conductas ya que los antipsicoticos atipicos se eligen a menudo para
tratar los SCPD, como la psicosis, la agresividad y la agitacion.

Los ratones 3xTg-AD mostraron resultados similares a los de los animales NTg
en la conducta de interaccion social mas comun como es la de contacto cara-
cuerpo. Sin embargo, los efectos genotipo indicaron menor contacto anogenital,
mayor cola vibrante y ausencia de agresividad en los grupos de ratones 3xTg-
AD con respecto a los NTg. La risperidona ejercié efectos disminuyendo la
conducta ano-genital y en el caso de los ratones 3xTg-AD corrigié de forma
significativa la preponderancia de la conducta vibrante que en el estudio 1
hallamos como caracteristica del patrén de interaccidén social en este modelo
animal.

Los efectos de la risperidona interaccionaron con los del genotipo en unas y
otras variables de todas las conductas sociales estudiadas, de tal modo que los
efectos fueron mas intensos en el genotipo NTg donde la risperidona disminuyo6
las conductas sociales llevandolas a niveles equivalentes a los que los grupos
3xTg-AD.

Entre las conductas no-sociales que aparecen intercaladas durante el desarrollo
de la interaccion social, los efectos del genotipo se observaron a modo de una
disminucion de la actividad exploratoria horizontal y vertical en los grupos de
ratones 3xTg-AD con respecto a los grupos NTg. De hecho, la conducta de cola
vibrante va asociada a una inmovilidad del animal, por lo que los niveles mas

altos de esta conducta en los 3xTg-AD justifican que la actividad exploratoria,



que ya de partida acostumbra a ser menor en estos animales, se vea reducida
de forma significativa.

Los efectos de la risperidona fueron observados solamente en la variable
numero de enterramientos donde el farmaco disminuyé esta conducta
indicadora de estereotipia de tipo psicético o de ansiedad de tipo obsesivo-
compulsivo (revisado en Fernandez-Teruel et al., 2005). La mejora en esta
variable en ambos genotipos y la mejora también de la conducta de cola
vibrante en los ratones 3xTg-AD sugieren que la risperidona ejercio
principalmente un efecto antipsicético/ansiolitico logrando modificar estos
aspectos de los estados o rasgos ansiosos, en un y otro genotipo,
respectivamente.

Asi como en los resultados de los antipsicéticos atipicos en actividad
exploratoria y emotividad la discusion cientifica en la literatura se desenvuelve
en torno a sus acciones dopaminérgicas, de forma general, se considera que el
tratamiento con risperidona podria modificar el patron de la conducta social
gracias a su perfii como antagonista 5-HT,, ya que estos receptores
serotonérgicos han sido implicados en la conducta de interaccion social (File et
al., 2003). En un estudio comparativo en ratones APP/London, el tratamiento
con risperidona disminuyé su conducta agresiva y lo hizo de forma consistente
a la ejercida por el 8-OH-DPAT vy la buspirona, dos agonistas serotonérgicos
(Moechars et al., 1998). En otros modelos para la EA, como el ratén APP23, el
tratamiento con risperidona también atenua la conducta agresiva de los
animales (Vloeberghs et al., 2008) mientras que en modelos de psicosis el
deterioro de la interaccidn social inducido por PCP puede ser mejorada con el
anticolinesterasico galantamina (0.3 mg/kg) y con 0.1 mg/kg de risperidona
(Wang et al., 2007). La risperidona también corrige la agresion inducida por
aislamiento social en ratones ddY machos (Uchida et al., 2009) y la conducta de
ataque en ratones albinos machos aunque no esta exenta de efectos
secundarios a nivel de conducta motora (Rodriguez-Arias et al., 1998). En
nuestro modelo animal, hemos observado aumento espontaneo, pero sobretodo

inducido (por aislamiento) de la agresividad en los ratones 3xTg-AD (Giménez-
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Llort et al., 2010b). Sin embargo, en este estudio, la presencia de esta conducta
en los ratones es muy baja o nula, ya que se trata de agresividad espontanea y
no inducida/potenciada por aislamiento (los animales parten de una condicion
social diaria). Aun asi, la agresividad observada en los ratones NTg (s) se ve
corregida en el grupo tratado con risperidona NTg (r). En el caso de los ratones
3xTg-AD, es probable que la conducta de ‘cola vibrante’ actie a modo de
mecanismo disipador que permite atenuar temporalmente la respuesta de

agresividad dirigida, con lo no se observa ‘agresividad’.

Enterramiento de marmoles

La prueba de enterramiento de marmoles, que hoy en dia se utiliza para la
deteccion de nuevos antidepresivos, ansioliticos y antipsicéticos (Njung'e et al.,
1991; Bruins et al., 2008 y Kaurav et al., 2012) se ha caracterizado por primera
vez en ratones 3xTg-AD en este estudio 3. Los patrones de respuesta fueron
claramente distintos, ya que el nivel de interaccién de los ratones NTg con los
marmoles resulta en un escenario donde la mitad de los objetos han sido
cambiados de posicion mientras que las otras dos cuartas partes permanecen
intactas o han sido enterradas. En los ratones 3xTg-AD la conducta de
enterramiento esta acentuada de manera que mas de la mitad de los objetos
aparecen enterrados al final del test, una cuarta parte esta cambiada de
posicion y solo el 10% restante permanece intacto.

En la segunda parte del estudio 3, la conducta de enterramiento de marmoles
se estudid de nuevo para evaluar el efecto del antipsicético. Sin embargo,
resulta interesante observar previamente, en los resultados de los grupos
tratados con salino, que el patron conductual descrito anteriormente para uno y
otro genotipo ha sido modificado de forma significativa por el protocolo de
manipulaciéon crénica. En los ratones NTg aumentd la interaccion con los
objetos, potenciandose el entierro de los marmoles, que ahora son
cuantitativamente equivalentes a los marmoles cambiados de posicion. Por el
contrario, en los ratones 3xTg-AD el tratamiento cronico con salino redujo la

interaccion con los objetos, disminuyendo significativamente el numero de



marmoles enterrados a favor de los marmoles cambiados de posicion. En su
conjunto, estos efectos reducen las diferencias de genotipo.

Cuando se evaluan todos los factores de forma conjunta, se ratifica la
observacién de la ausencia de efecto genotipo. La risperidona aumentd el
numero de marmoles intactos y disminuyé el numero de marmoles enterrados
con respecto a los grupos administrados con solucion salina, por lo que, de
forma general, la risperidona reduce la interaccion con los objetos.

Estos resultados corroboran los observados en la conducta de enterramiento
durante las pruebas de interaccion social de este estudio 3. De forma
convergente, se encontraron también diferencias entre genotipos con mayor
conducta de enterramiento en los ratones 3xTg-AD, las diferencias de genotipo
desaparecieron cuando se estudiaron durante el tratamiento y la risperidona
disminuyé la conducta de enterramiento en los dos grupos. Aunque la conducta
de enterramiento que se evalla durante la prueba de interaccidon social no es
conducta respecto a ningun objeto, la conducta es similar a la que se mide, de
forma mas dirigida, en el test de enterramiento de marmoles.

Investigaciones con otros modelos de ratones como ICR machos tratados con
risperidona a una dosis de 1 mg/kg, p.o. han observado que el tratamiento con
risperidona es eficaz en la disminucién del niumero de marmoles enterrados
aunque reduce la actividad locomotora (Matsushita, et al., 2005). Este efecto se
muestra también en ratones BTBR machos (Gould, et al., 2011) y en ratones
NIH swiss machos (Li, et al., 2006). Asimismo, en ratones NMRI machos la
risperidona, a dosis de 0.16 — 0.63 mg/kg, reduce significativamente tanto la
conducta de enterramientos de marmoles como la actividad locomotora, lo que
sugiere que la accion antagonista del receptor 5-HT,n del farmaco puede
contribuir a la eficacia del enterramiento de los marmoles y tener efecto
ansiolitico (Bruins, et al., 2008). De acuerdo con estos resultados, se puede
decir que la risperidona, a una dosis baja sin efecto cataléptico, puede disminuir

el numero de marmoles de forma eficaz (Bardin, et al., 2006).
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Niveles basales de glucosa plasmatica

Los farmacos antipsicoticos pueden provocar una serie problemas metabdlicos,
como el aumento de peso, la hiperglucemia, anormalidades en los lipidos vy el
desarrollo de diabetes tipo 2. Dados estos riesgos graves para la salud, la FDA
solicité que las etiquetas de los antipsicéticos de segunda generacién como la
clozapina, olanzapina, risperidona, quetiapina, ziprasidona y aripiprazol
deberian indicar que aumentan el riesgo de desarrollar diabetes (Cope et al.,
2009 y Savoy et al., 2010). En el caso del aumento de la vulnerabilidad que
conlleva incremento de mortalidad en la EA inducida por antipsicéticos atipicos,
el sindrome metabdlico ha sido hipotetizado inicialmente como uno de los
posibles factores de riesgo. Los antipsicoticos se unen con alta afinidad a una
amplia variedad de receptores de neurotransmisores y transportadores que
podrian estar implicados en los diversos efectos metabdlicos, sin embargo, los
mecanismos subyacentes no estan del todo esclarecidos.

En el estudio 3 se decidié evaluar los niveles basales de glucosa en ayuno asi
como la tolerancia y repetir la medicion de los niveles basales de glucosa . esta
vez sin ayuno, después del tratamiento crénico con risperidona. Tal como se
menciond en el apartado de materiales y métodos, durante la segunda parte del
estudio 3 se obvié el test de tolerancia a la glucosa porque ésta implica ademas
del ayuno en los animales afiadido al ayuno normal en la fase de luz y la
consecuente pérdida de peso que, a estas edades, podia afectar a las curvas
de supervivencia de los animales.

Como en la fase de caracterizacion basal, durante la fase de tratamiento no se
observaron diferencias de genotipo pero si efectos de interaccién genotipo por
tratamiento. Estos efectos resultaron, sin embargo, de una disminucion
significativa de los niveles de glucosa en los ratones NTg (r) en comparacion
con los de los animales NTg (s) o cuando los valores de glucemia de los NTg (r)
se compararon longitudinalmente con los obtenidos antes del tratamiento. Los
resultados concuerdan también con estudios realizados en nuestro laboratorio
con animales 3xTg-AD a 6 meses de edad en los que observamos, en ambos

géneros, que los niveles basales de glucosa plasmatica con y sin ayuno son



normales siendo la homeostasis de la glucosa la que se ve comprometida en
los ratones 3xTg-AD aunque con el envejecimiento las diferencias de genotipo
igualan los resultados (Giménez-Llort et al.,, 2010). Estudios en ratones
C57BL/6 machos administrados con risperidona mostraron un ligero
incremento de los niveles de glucosa en la sangre, pero solo a una dosis baja
del farmaco (Dwyer et al., 2003) mientras que otros trabajos mas recientes, con
ratones FVB/N machos, observan una reduccion significativa de la glucosa en
plasma (-30 %) a través de la induccién de la liberacion de insulina (Savoy, et
al., 2010).

Peso corporal

Hoy en dia los resultados sobre el peso en pacientes con EA tratados con
antipsicéticos son un tanto contradictorios ya que hay estudios que indican que
la administracion de risperidona, olanzapina o quetiapina a dosis bajas no se
encuentran asociadas con la ganancia de peso (Rondanelli et al., 2006). Sin
embargo, otras investigaciones indican que el uso de olanzapina y quetiapina
aumentan de forma significativa el peso en la mujeres y modifican los niveles de
colesterol (Zheng., et al., 2009). A nivel experimental, las medidas de peso son
un buen indicador del estado de salud del animal. Ademas, en este estudio 3,
permiten evaluar el posible efecto del tratamiento crénico con risperidona en
esta variable, a parte de ser condicién sin equanum para administrar la dosis
correcta del tratamiento.

Por estas razones, se decidié hacer un seguimiento longitudinal del peso desde
el inicio del proceso experimental hasta el final de la vida de los ratones. De
acuerdo con nuestros propios datos, se encontré mayor peso corporal en los
ratones 3xTg-AD (Giménez-Llort et al., 2007) y a medida que avanzaron en
edad estas diferencias se fueron atenuando. La risperidona produjo una pérdida
de peso solo en ratones 3xTg-AD, mientras que los grupos de ratones NTg
mantuvieron su peso corporal. En los estadios finales de la vida del animal se
observd una pérdida acusada de peso y éste, inmediatamente después de la

defuncion, se encontrd disminuido en los cuatro grupos experimentales, aunque
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el proceso de caquexia y la deshidratacion intrinseca al proceso de muerte
hace que los datos pierdan exactitud. Estudios previos con ratones 3xTg-AD de
6 meses de edad (machos y hembras) han observado una disminuciéon en la
curva de peso solo en el grupo de hembras en situaciones potencialmente
estresantes, esto podria ser a que son mas sensibles a la manipulacion
repetida o a la exposicion de pruebas conductuales, no obstante no se puede
afirmar en qué medida la pérdida de peso puede estar asociada con la
reactividad emocional.

Diversos estudios creen que la reduccion del peso puede estar asociada a la
disminuciéon de la actividad, pero dependiendo de las dosis administradas.
Algunos autores han demostrado una relacion de los efectos neurolépticos de la
olanzapina, la ziprasidona y la risperidona con la disminucion de la ingesta de
alimentos, la reduccion de la masa corporal y la actividad motora ya que estos
cambios estan solo presentes en ratones wild-type pero no en ratones D2R
knockout (Yoon et al., 2010). No obstante, el tratamiento con risperidona 4
mg/kg p.o en ratones C57BL/6J hembras de 12 semanas de edad induce un
aumento del consumo de alimentos, el correspondiente aumento de peso,
aumento de la temperatura corporal durante la fase de luz y una reduccion de la

actividad durante la fase de oscuridad (Cope et al., 2009).

Esperanza de vida y supervivencia

El tratamiento con antipsicéticos atipicos pueden duplicar el riesgo de
mortalidad en los pacientes de edad avanzada con demencia, aunque este
riesgo es similar o incluso inferior al de los antipsicoticos convencionales. El
incremento del riesgo es mas elevado al inicio del tratamiento antipsicético y no
parece estar relacionado ni con la dosis, ni con el tipo de sustancia (Vilalta-
Franch, et al., 2008). Recientes estudios han indicado que pacientes con
demencia a los que se les prescribid antipsicéticos como tioridazina,
clorpromazina, haloperidol, trifluoperazina y risperidona para tratar los sintomas
neuropsiquiatricos aumentaron el riego de mortalidad a largo plazo. La

diferencia mas pronunciada se ubico entre los 24 y 36 meses después del inicio



del tratamiento (Ballard et al., 2009; Kales et al., 2012). Ademas, en otro tipo de
patologias como el trastorno bipolar en pacientes ancianos, la risperidona tiene
asociada mayor incidencia de mortalidad comparado con la quetiapina
(Bhalerao, et al., 2012).

Nuestro estudio longitudinal replica el incremento de mortalidad descrito por
nuestro laboratorio en ratones 3xTg-AD y demuestra que este modelo animal es
capaz de modelar la vulnerabilidad que conlleva incremento de la mortalidad
inducida por la risperidona en humanos.

El grupo de ratones NTg (s) mantuvo su supervivencia intacta hasta los 19
meses de edad mientras que el inicio de la mortalidad fue a los 15 meses de
edad para los grupos de ratones NTg (r), 3xTg-AD (s) y 3xTg-AD (r). En
trabajos previos con machos 3xTg-AD y NTg de 15 meses de edad el
incremento de mortalidad, evaluado de los 6 a los 15 meses de edad, fue del
40% mientras que en el presente estudio, a la misma edad, el porcentaje es del
15% por el hecho de estar evaluado desde los 12 meses y por tanto, las
mortalidades ocurridas desde los 6 meses de edad no se contabilizan
(Giménez-Llort et al., 2008).

Las esperanzas de vida total, esperanza de vida media y esperanza de vida con
supervivencia del 25% demostraron los efectos predominantes del genotipo,
pero también el efecto de la risperidona en la supervivencia en el rango de
edades por debajo de los que se establecen las esperanzas de vida media.

Por tanto, aunque las curvas de supervivencia en los ratones tratados con
risperidona y solucién salina, mostraron pendientes similares en los cuatro
grupos experimentales, la vulnerabilidad inicial y a partir de la esperanza de
vida media determinan cambios importantes en la supervivencia maxima
registrada. En los ratones NTg este maximo se vio reducido 8 meses con el
tratamiento de risperidona (de 36 meses a 28 meses) y en grupos de ratones
3xTg-AD la supervivencia maxima se redujo 2 meses (pas6 de 24 meses a 22
meses). Los datos sugirien, ademas, que la risperidona ejercio efectos
deleterios en los animales NTg que los igualaron en vulnerabilidad vital a los

animales con genotipo 3xTg-AD. Este efecto deleterio de la risperidona en los
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animales NTg fue principalmente observable entre los 15 y los 17 meses de
edad, aunque volvié a aparecer en los rangos de edad que se corresponden
con sus esperanzas de vida media (24 y 25 meses, respectivamente) para

mantener la diferencia en supervivencia hasta el final de la curva.

Se puede concluir que el estudio 3 replicd, en los ratones 3xTg-AD, el aumento
del riesgo de mortalidad observado a nivel clinico en humanos. Asi, a pesar de
que la risperidona permiti6 modificar las alteraciones en conducta social y la
conducta de enterramiento de marmoles mostradas por los ratones 3xTg-AD,
ejercio efectos negativos reduciendo la actividad exploratoria vertical y
horizontal en los tests, y lo que es mas relevante comprometié severamente la
esperanza de vida del animal. De la misma manera, la risperidona ejercio
efectos deleterios especialmente severos en los animales NTg en los animales
viejos, modulando también, a nivel experimental, la ventana de vulnerabilidad
temprana descrita para los efectos adversos de riesgo cerebrovascular (ACV)

en ancianos tratados con antipsicoticos atipicos.

Conclusiones

Las conclusiones de la segunda parte del estudio 3 sobre los efectos de la
administracioén crénica del antipsicotico atipico risperidona y el modelado de la
vulnerabilidad que conlleva incremento de mortalidad en ratones 3xTg-AD y

NTg fueron los siguientes:

1. En lo referente a la actividad exploratoria y el perfil emotivo/ansioso en las

pruebas de esquinas y el campo abierto:

1.1. La bateria de pruebas de esquinas corrobord la neofobia caracteristica de
los ratones 3xTg-AD y los efectos debidos al tratamiento crénico con
risperidona se manifestaron solamente en algunas ocasiones. En este test,
el ‘numero de levantamientos’ fue la variable mas sensible para mostrar los

efectos de los factores.



1.2.

2.

2.1.

2.2.

2.3.

3.

La prueba del campo abierto mostré también el perfil ansioso de los
ratones 3xTg-AD y detectd efectos de tratamiento e interaccién con el
tratamiento en los componentes horizontal y vertical de la conducta
locomotora. En este test, la ‘distancia total recorrida’ y el ‘numero total de
levantamientos’ fueron las variables mas sensibles para mostrar los efectos

de los factores.

En lo que se refiere a la alternancia espontanea en el laberinto en T se
observo que:

Los ratones 3xTg-AD presentaron mayor ‘presencia de orina’, ‘latencias de
interseccidén’ y ‘tiempo en completar el laberinto’ que los grupos NTg
indicativos de una mayor emotividad, peor capacidad de afrontamiento del
estrés y peor eficiencia exploratoria, respectivamente.

La dosis de 0.05 mg/kg de risperidona empeord la ejecucion de la tarea
aumentando el ‘tiempo necesario para completarla’, independientemente
del genotipo.

El tratamiento cronico con risperidona 0.1 mg/kg aumenté la ‘latencia de
intersecciéon’ en la mayor parte de los grupos aunque el efecto solo alcanzé

la significacién en el grupo 3xTg-AD.

En lo referente a los efectos en el aprendizaje y la memoria en el laberinto
acuatico de Morris :

El laberinto acuatico de Morris indicé que la curva de adquisicion estaba
optimizada en todos los grupos probablemente por la experiencia previa del
test. Igualmente, la prueba de retirada de la plataforma mostré la capacidad
de todos los grupos en discernir el cuadrante donde habia estado
localizada la plataforma y la risperidona disminuyd la selectividad de la

busqueda sin llegar a modificarla.

4. Respecto a los efectos de la risperidona en la interaccién social.
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4.1. Los ratones 3xTg-AD mostraron resultados similares a los de los animales
NTg en la conducta de interaccion social mas comun como es la de
‘contacto cara-cuerpo’, pero presentaron menor contacto ‘anogenital’,
mayor presencia de ‘cola vibrante’ y no hubo ‘agresividad’ dirigida.

4.2. La risperidona disminuyd la ‘conducta ano-genital’ y en el caso de los
ratones 3xTg-AD corrigié de forma significativa la ‘conducta vibrante’. Los
efectos de la risperidona fueron mas intensos en el genotipo NTg donde
disminuy6 las conductas sociales llevandolas a niveles equivalentes a los
que los grupos 3xTg-AD.

4.3. En las conductas no-sociales, los ratones 3xTg-AD presentaron menos
‘actividad exploratoria horizontal’ y ‘vertical’ con respecto a los grupos NTg
y risperidona disminuy6 el ‘numero de enterramientos’. En su conjunto, los

datos sugieren un efecto principalmente ansiolitico de la risperidona.

5. En la prueba de enterramiento de marmoles:
La risperidona mostré su efectividad antipsicética induciendo un incremento
significativo en el numero de marmoles intactos y una disminucion en el de
enterrados con respecto a los grupos a los que se les administré solucién

salina.

6. En lo referente a los niveles plasmaticos de glucosa basales:
El estado basal de los niveles plasmaticos de glucosa solo mostré efectos
de interaccion genotipo por tratamiento de forma que la risperidona produjo
una disminucion de los niveles en los ratones NTg (r) con respecto a los

otros grupos experimentales.

7. Los efectos de la risperidona en los pesos corporales:
En la caracterizacion basal (primera parte del estudio) y en la fase de
tratamiento con risperidona los ratones 3xTg-AD presentaron mayor peso

corporal y estas diferencias se atenuaron con la edad. El inicio del

tratamiento con una dosis 0.05 mg/kg de risperidona (Fase 2) conllevé una

2

N
N



disminucion de peso independientemente del genotipo. La dosis de 0.1
mg/kg de risperidona (Fase 3) provoc6é una pérdida de peso de forma

selectiva, solo en los grupos de ratones 3xTg-AD.

8. Sobre el modelado de la vulnerabilidad inducida por risperidona que conlleva

incremento de mortalidad, las curvas de supervivencia mostraron que:

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

El grupo de ratones NTg (s) mantuvo su supervivencia intacta hasta los 19
meses de edad. Sin embargo, el inicio de la mortalidad de los otros tres
grupos experimentales fue a los 15 meses de edad.

La esperanza de vida media de los ratones NTg (s) se ubicoé a los 24
meses de edad, mientras que en los dos grupos de ratones 3xTg-AD se
situd a los 18.

La supervivencia maxima observada fue la de los ratones NTg (s) con 36
meses de edad y difirid6 entre los grupos experimentales. El tratamiento
cronico con risperidona redujo la supervivencia maxima de los ratones NTg
pasando de 36 meses a 28 meses y en el grupo de ratones 3xTg-AD paso
de 24 meses a 22 meses.

Asi, el estudio modela en los ratones 3xTg-AD la vulnerabilidad con
incremento de mortalidad inducida por la risperidona en los pacientes con
la EA y sus efectos del deterioro en los animales NTg modulan la ventana
de vulnerabilidad temprana descrita para los efectos adversos de riesgo

cerebrovascular (ACV) en ancianos tratados con antipsicoticos atipicos.
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Aportaciones de la tesis y conclusiones generales

La enfermedad de Alzheimer, la forma mas comun de demencia entre las
personas mayores, se caracteriza por la pérdida de las funciones cognitivas y
déficits conductuales afectando, ademas, la capacidad del individuo para llevar
a cabo las actividades de la vida diaria (Di Carlos et al., 2012). Las alteraciones
sociales exhibidas por los ratones 3xTg-AD pueden ser similares a los
observados en pacientes, incluyendo alteraciones de las conductas
interpersonales, interaccion social inapropiada y deambulacién (Hoéltta EH., et
al., 2012; Pietropaolo, et al., 2012). Hoy en dia la deteccién de nuevos
tratamientos para la enfermedad de Alzheimer se centra principalmente en los
déficits cognitivos dejando relegados muchas veces los sintomas conductuales
y psicologicos de las demencias y las disfunciones en las actividades de la vida
diaria, a pesar de que son estos sintomas los causantes de la

institucionalizacion temprana (Giménez-Llort, et al., 2007).

Por este motivo los dos primeros estudios de esta tesis doctoral se orientaron a
la caracterizacion del modelo animal triple-transgénico 3xTg-AD creado por el
laboratorio de LaFerla (UCI, USA) en diversas conductas sociales y actividades
de la vida diaria como la conducta de nidono caracterizadas hasta el
momento. Se estudiaron animales de ambos géneros, en distintas fases de la
enfermedad, y de forma comparativa con sus respectivos controles NTg. En la
mayoria de las conductas sociales estudiadas se observan los efectos de los
factores ‘género’, ‘genotipo’ y la interaccién ‘género x genotipo’. Asi, aunque la
agregacion social durante la fase de suefio fue similar, el patrén de interaccion
social difiri6 de forma caracteristica, segun genotipo y género, en las variables
relacionadas con la conducta de cola vibrante resultado que aparecié de forma
consistente también en el estudio 3 poniendo de manifiesto un aumento de la
ansiedad de los animales. Entre las conductas no-sociales, la actividad
horizontal y las conductas de acicalamiento y enterramiento fueron las que

mostraron principalmente efecto género y genotipo, debido principalmente a los
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patrones exhibidos por las hembras 3xTg-AD. Estas conductas se podrian
asociar también a los sintomas de ansiedad, reduccion de la actividad
locomotora y una pérdida de interés, relacionados con la disminucion de la
conducta social y cognitiva en los pacientes con la EA (Dyck et al., 2009;
Cummings, 2000). El efecto Dalila o barbering solo se observé en hembras NTg
y no se encontré relacionada con la conducta evaluada en el test de tubo-
dominancia. Por ultimo, el estudio 2 demostré que la conducta de anidacion se
hall6 alterada tanto en las estructuras parentales como en animales
aislados, pero estaba condicionada por aspectos metodoldgicos como el tipo de
material para construirlo. Con el material de ‘papel de celulosa’ pero no con
‘algodon’ es posible observar diferencias de tipo genotipo como de edad o fases
de la enfermedad en la construccion del nido, tanto en las estructuras
parentales como en aislamiento social. Precisamente este hallazgo permite
justificar las discrepancias en la literatura con respecto a los déficits de

conducta de nido en modelos animales para la enfermedad de Alzheimer.

En general, éstos resultados sugieren que los ratones 3xTg-AD presentan
deficiencias especificas tanto en las conductas sociales como en la de la
actividad de la vida diaria, que hacen que este modelo animal y estas pruebas
conductuales, en particular, sean utiles para desarrollar y evaluar, a nivel
experimental, estrategias preventivas y terapéuticas beneficiosas para la

enfermedad asi como para evaluar factores de riesgo.

De esta manera, las caracterizaciones realizadas en los estudios 1 y 2
permitieron tomar decisiones sobre la incorporacion de unas u otras pruebas
conductuales en la bateria conductual del estudio 3 sobre la vulnerabilidad
inducida por antipsicéticos atipicos como la risperidona para la que la FDA ha
implementando ciertas restricciones de uso en humanos ya que se ha descrito
que conlleva un incremento de riesgo cerebrovascular en pacientes geriatricos

y de mortalidad en pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Schneider, et



al.,, 2005; Ballard, et al., 2006; Kales, et al., 2012). A nivel clinico, los
antipsicoticos atipicos se utilizan para tratar los sintomas neuropsiquiatricos en
personas con la enfermedad de Alzheimer, principalmente para disminuir las
conductas de agitacion, psicosis y desoérdenes del estado de animo como la
depresion, la ansiedad y la apatia. En su conjunto y de forma abreviada,
podemos decir que la caracterizacién de los animales 3xTg-AD de este estudio
3 encontré alteraciones en aspectos cognitivos de aprendizaje y memoria a
corto y largo plazo en el laberinto acuatico de Morris pero no en memoria de
trabajo. Los cambios en sintomas tipo SCPD se observaron como incremento
de la neofobia y disminucién de la actividad exploratoria del animal, conductas
indicadoras de emotividad y ansiedad en varios tests, deficiencias en la
interaccion social y la conducta de enterramiento de marmoles, mientras que el
estudio del ritmo circadiano solo replicé la disminucion de actividad durante el
ciclo nocturno ‘activo’ del sundawning behavior y la prueba de desesperanza
aprendida parece que estaba condicionada por la impulsividad motriz. En
actividades de la vida diaria, el acicalamiento mostré un perfil alterado mas
propio de su rol como conducta disipadora de la ansiedad. La tolerancia a la

glucosa fue normal.

Una vez realizada la caracterizacion del perfil conductual de los ratones machos
3xTg-AD de 12 meses, que se corresponde con fases avanzadas de la
enfermedad, y con respecto a controles NTg de la misma edad, se estudiaron
los efectos de la risperidona como antipsicético atipico. Nuestro objetivo
principal fue modelar esta vulnerabilidad en ratones triple transgénicos 3xTg-AD
y animales NTg desde los 12 meses de edad hasta el final de la vida. Este
estudio tuvo un disefio longitudinal, donde se evaluaron los efectos de la
administracion crénica de la risperidona en los sintomas SCPD, a nivel
cognitivo, social, conducta de enterramiento de objetos, a nivel fisiolégico y
supervivencia. Se observé que los factores, ‘genotipo’, ‘tratamiento’ y efecto
interaccion ‘genotipo x tratamiento’ se encontraron presentes en la mayoria de

las conductas estudiadas, como por ejemplo: disminuy6 la neofobia y mejoro el
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desarrollo de la actividad exploratoria en el campo abierto en los ratones NTg,
pero tuvo un débil efecto en estas variables en los ratones 3xTg-AD. La
risperidona fue eficaz reduciendo el niumero de marmoles enterrados en los
grupos de ratones que recibieron antipsicéticos con respecto a los grupos que
se les administrd solucién salina. Estos resultados no sélo indican un perfil de
ansiedad sino también alteraciones de otros procesos cognitivos en los ratones
3xTg-AD. Se puede concluir que el estudio 3 replico, en los ratones 3xTg-AD, el
aumento del riesgo de mortalidad observado a nivel clinico en humanos. Asi, a
pesar de que la risperidona permiti6 modificar las alteraciones en conducta
social y la conducta de enterramiento de marmoles mostradas por los ratones
3xTg-AD, ejercio efectos negativos reduciendo la actividad exploratoria vertical
y horizontal en los tests, y lo que es mas relevante comprometié severamente la
esperanza de vida del animal. De la misma manera, la risperidona ejercio
efectos especialmente severos en los animales NTg en los animales viejos,
modulando también, a nivel experimental, la ventana de vulnerabilidad
temprana descrita para los efectos adversos de riesgo cerebrovascular (ACV)

en ancianos tratados con antipsicoticos atipicos.

En conclusién el uso de risperidona incrementa el riesgo de mortalidad en la
enfermedad de Alzheimer en edades avanzadas, lo que sugiere que este
tratamiento se ha de utilizar a corto plazo en los sintomas que causan
morbilidad, dolor en el paciente y para disminuir el potencial de dafio a si
mismo. La decision de utilizar antipsicéticos atipicos debe ser basada en la

historia médica del paciente y tanto el beneficio como el riesgo del tratamiento.
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Ahbstract

Dretersosation of excewmtive functions and daily life sctivities (DLA) are carly signs of Alzeheinwer s discase
(ALY that determine the need of caregiver attention, We have addressed this issue in the 35T ADD mice
misdel for AL charsclenizing nesting belaviour a5 a natural DA of parental sifuctures as well as a1 earky-
{6 meonih-old) and advanced-siages (12 monih-old) of the discase using the standard isolstion prodocols.,
The resulis show gendtic, gender and age-dependent impainmenm of nesting behaviour and awane about the
relevance of Factors such as the temporal course of the nest constraction and the nesting material chosen
fo assess 1l Paper towel consistenly showed ihe impaarmeni of nesting behavior in 3xTg-AD mice smee
carly stages of the disease and in hoth secial conditions, Their nest construction was chamcterized by o
slow progressive temporal patemn amd a poor quality of the nests, mostly in females and worsened a1
sidvanced stages of the disease where the deficits were shown from the first day. In all cases, colion
elicited an intense hehaviour that lead to perfect nest dunmg the first 48h. However, genolype, gender and
ape differences could be found a2 a delay i the onsa of the behaviour in the 3xTgAD mice, which was
mewe prominend in females but reduced by aging. The detniled deseription of ihe impaimment of nesting
bhehaviour i 3xTg-AD provides another behaviora] 1ool 1o assess the benelits of preventive andior

therapewtical sirategics, as well as the potential action of risk factors for AD on this animal mode].

Deterioration of executive functions and daily live activities (DLA) together with behavioral and

peychalogical symploms of dementia (HPSIY) are early signs of Alzheimer’s disease (AT¥) and considered 1o

e the mcst important source of distress for patients and caregivers [1]. Nevertheless, most elinseal studies

on iherapeuiical strategies are mof restncied to the effects on memory loss bui look for benefiis in ihe three

hehavioural features of the disease: cognitive loss, BPFSEY and abolishment of DA 2] This comeern shout

the coniplexity of the clinical manifestatons of ALY 15 translationed 1o validation of animal models [3] and

i

preclimical behavioral screening

ing mare sympioms than these related to leaming and memery



fumctions [4-T). Stll, a scarce number of studies consider matural species-typecal behaviours such as nest-
baiilding im spite of the micrest of ancillary tests that imply active mteraction with the cavironment, invalve
executive functions amd are the basis of the animals DLA [6-11], The assessmwnt of nesting behaviour i
casily and readily done, in a relstive non-invasive manner since the standard prodocels oaly require one
wieek of isolation |12].

In wild tyvpe mice nesting behaviour is considered 1o play a rol in matermal behaviour as a shelier from
aoaisiders thal can be competitors of predators, while it facilitsies family streciure and matemal imeraction
[13]. Alhough pregnami females tend to buald the most complex nesis, this behaviour extends fo males and
nonpregnant females because nests do also play a ol as o niche and 1o provide thermal isalmion that
contribuies to the amimals” themoregulation [13.14,13). In animal models for Aleheimer's discase, nesting
hehaviour is found dismpted inoan age-dependent manner in Tg2 576 mice [ 10] and APPG955we mutant [E]
although in APPswe'PS1 bigenic model of A |7.9] the impairment was only ohserved in groupshoused
conditions.

The present study was aimsed to characierize nesting behaviowr i the tniple-dransgenic 3xTg-AD mice
hashoring the familial AD mations PSDMI6Y, ABAPPSwe and tauP300L [16]. We determined the
effects of meveral factors such ax genotyvpe, gender, age or stage of the disease, social struciure, tme course
and nesting matersal on this daily life activiny. For such a purpose. we siudied the wemporal course of nest
consimiciion during 72 hours, wsing two different kind of naturalistic nesting materials (paper tissue and
cofton) in both genders of 3xTg-AID mice ot carly- and sdvanced-stages of the disease (6 and 12 month-old,
respectively) and as comypared 1o age- and gender-matched non-iransgenic mice (NTg) of s background
CETh/Lé x 1239 strain. The study also addressed the issue from an ethological point of view, considering two
social conditions: a family structure drven by the futire matemal afliliative behavior and the classical bul
forced isolation procedure uwsed in most studies on nesting behavioar.

A total ember of 140 male and female mice from the Spanish colonies [17] of homezyvgous IxTg-AD

and NTg mice were used. The 3xTg-AL mice were genctically engineered a1 the University of Califiormia
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{Gi=efllect of genoiype, S=ellea of gender, A=elfect of age, T= elfect ol imaey was used and the resulis were

analyzed as before,

(Add fignre 2 here)

Gienotype [P-0,000 ] and gender [/<00L05] effects were found in the nesting score of iselated animals
when using paper towel. The Tactor time exemed a strong elFecy [P=00001 ] and interacted with all the other
factors [age, P<0.01; genotype x gender, P<0.05; genobype x gender x age, F<005], The charactenistics of
nesting behaviour in parental structures were also seen in isolated animals (see Fig. 2. ond Table 18)
Besides, at & monihs of age, the performance of female IxTg-AD using paper was bener than that of their
mabes counterparts |Student t-fest. P<0.05). With aging. male NTg mice built nesis of poor quality and only
55,55% of them achieved score 5, closely resembling those of 3xTg=Alk In comrast, aging enhanced 1the
genetic differences in female mice with an mmportamt impairment seen in 3xTg-AD mice already ai 24h

[Student f-tesl. P<0.05 sl 24, 48 and 48h]. Genetic dilferences were also ohserved in the incidence of perfect

nesls reaching statistical significance m malkes and females, o earlve and advanced-stages of the di

respectively [Fisher's exact test, P=0.03].

When cotton was provided, the standard messure of pesting score did not show amy factor effiect [all
], in agrecment with the results i parental sructures and the recem report in solaied 3xTe-AD mace
[11]. In all cases, the mest scores from NTg and 3cTgAld were indistinguishable, following a hiphasic
temparal pattem [T, P<0.001] and maximum elficiency schieved in 1P cases alveady at 4%h.  However,
detailed analysis of the siep-by-step behavioral response considenng ihe onset of ihe behmaour evidenced
the existence of dilTerences due Lo genalype |00 ], age [P0 ] with genslype x age imeraction <(Tects
[0 fuee Table 31 Besides, gender differences [Po0.001] could be observed when analysis was

resiricted 1o the 12 menth-eld groups.
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repelitive movements of paws and fromt lmbs to pull and mesh the colton are proposed by some autlors as a
compabsive-like nest building mouse model with face validity relevant 10 OCT [23]. The major influence of
age on the onset of nesting behaviour could be also related 1o the relevance of nests 1o ensure thermal
isolation and maintenance of ihermoregulation which afe kmown 1o mercase with aging and isolation
[14.15.24). Thus, ihere are several factors and conditionanis that modulate ihe impairmeni and are relevani
10 take mto account when studving this behaviour, Overall, the present work describes the impairment of
gl:f nesting behavious i 3xTg-AD mice providing a teol in the repertory of DLA w be included m the
assessmend of the benefiis of preventive and'or therapeuiscal sirategics but alse in the evaluation of the

potential action of risk factors for AL
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Legends

Fig.1. Mesting score (mean = SEM) in parental siructures of & month-old NTyg and 3xTg- A mice using
two kimd of nest materinls, a=2426 per group. RALA: T, time eifeq; O, genotype eflect; %% 020,000,
Student's Iest ** =000 ve, N mice. Paired 1 test: % < 0.05 24h vr. 48 or Tihe "7 < 0.05 48h v T2h 4
< 005 cotton vi. paper towel.

Fig 2. Mesting score {mean = SEM) in social isolstion of NTg and 3xTe-AD mice using two kind of nest
maberals, 5= 1926 per group. (A) male mice of & monih ald, (B) Female mice of 6 month ald, (C) male
i of 12 month-old and (D) female mice of 12 momh-old. Stedent’s t-test *#** P <0000, *% P <0001 amsd
* o008 vs NTg mice. Pamred & test: "F < 0,05 24h vs, 48 or T2h; P 2 (.08 A%h Vs TZh; F < 005 collon
ve. paper towel. Stadent’s riest 0005 gender (same age and genatype) and 5° < 0008 6m e, 12m age

(same gender and genotype).
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Table 1
Fisher exact test, Incidence of nesting score 5, ** 9200001, **P<0001,* <0003 ve NTg genotype. ©° P<0.01

using cotlon v paper towel.

Table 2

Besulis are expressed in minutes, a8 the mean = SEM. ANOVA, pmotype effioa, P=0001; age effea,
Pkl genotvpe x age inberaction effect, P01, Posi-hoe Duncan's test, *P<0.05 vr. comesponding NTg
mice ad P05 ve, comesponding 6 month-old group, Student ktest, “Po0.05 v comespanding mals

pender.
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Abstract

The overview shows thai the scientific imterest in soaal behaviour i mice ha
exponcntially grown m the Lt two decades in parallel with sdvances m biotechnology and
the  emergemce  of  penetically  engmeered  mice. Most  of  the  stsdies  are
pevehopharmacological or look For the newmochemical bases of social behaviour and its

alterations. However. the ml of social behavieur per se is mercasmg mainly i those

research works aimed 1o model neuropsyehistoe and depenerative di In fact, ot
the tramslational level, the study of social behaviour in murme models i relevant becmse
changes in social behaviour are present i most pewropsychiaine and peurodegendralive
disorders 2 well 2 i ofher diseases thal, direclly or indirectly, affect the sphere of social
relationships, The consideration of social behaviour in the experimenial design of basic and
trarslational research wirks using miurme msodels may miprove the predicive validiey of
new preveniive amblor themapeutic wratepics. The presemt work provides concepiual
dezeription of social behaviour in mace. e st used 10 mesure i1 and analvess s
increasing imercsl, mostly in the arca of nowroscience. It reviews 1the 821 sciemific susdics
{in English) meluded m the MEDLINE database from 1930 o July 2002, Revwords used
for the search whore these related 1o the dilferent kinds of social behaviour (spomancous or

inducad) momice and took im0 accomni the diversity ol exparimental paradipms. (dyads,

groups, parenial relaiionships, solation) and the wide spocirum of behavioural tests

avalable. (T35 words)

key wornls, Animal moedels. Basse aml transbational research. Social behaviour.

Header words: Social behoviowr im omimals models
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Figures: 2
Tahles: 2

Soschal belaviour in mice

Mot living ceganizms are organized by social sinaciures that Tacilitale the development of
vital fisnctions of the species such & swrvival (peotection from predalors), paiFition
{eollecting and provading food ) and the contiuity of 1he specses fsell {facilination of the
reproduction). Social strocinres are dyvnamic aml when sineations of inter o intra-specific
conllicts appear social sirociares change in ofder 10 lnd the balance. An the clindeal level n
8 describod thal the socual pattern i significantly altered i many neurolegical aml
pevechiatric dseases. and this affevis ihe development of daily rotines and the quality of

e mbcracvon waith ther counterpans.

From hasic rescarch, animal models for newrobogical and paychiairic discases iy o mimic
these hebavicaral pattems in order to provide experimental models which, with maore or
less walidiiy, can be wsed to siody the umderlving hiological amd psychological
phenomenon. Furihermore, these models provide ihe opporinmity 1o asscss prevemtive
and'or therapautic strategies. Hat was earlier considered 1o be ihe excellent ansmal maodel
for sciendific siudies. However, recent advancemeni m bactechnology has made mice to
emerge as the rodent specie of chotee in generation of a wide range of genetie amd
pyehopharmasological models™ Therefore, this paper reviews the existing literatuse on
social behavioar in mice, meluding hisiorical evalution of behavioural testings. The paper
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alsi mesesses the use of behavioural 1ooks in ghe study of basic trails and social belhisviour m

difTerent animal models for discases of interest,

Searches were made in MEDLINE for published studics in the English language from the
begimning of the dsta base (1930} o July 2002 wsing the kewvwords: ‘mice” ‘social
imernction’, harberng’, Tube test %, ‘nesting behaviear', ‘matemal seperation deprivation”
‘molation’, Cresidemt  imtmader  fest’, Csewual behaviowr, C‘msternal  behaviour, ‘social
recognition test’, ‘ollaciory discrmination fest’ and ‘playing behaviowr'. The member of

schentific papers found was 821

Selentifie nferest for the sivdy of social behaviour in mboe

Simee 1900 there has been a substantial increace in both hasie and translational selemific
research om social behaviours in mice The st sudies basically focused on the
chamcterization of social hehaviow per se. It was pot until the early &0 that bialogical
approaches and the use of animal (rodems) models 10 gudy sanied diseases including
neurclogical and psychistric disorders and \heir impact on social relationships, were
established, Im the 90°s the number of scienilic publicalions m difereni arcas (see Rigure 1)
and u=ing a diversity o behavicarnl lests fsee Nigure 2) expenenced an exponenial
imcrease. Ampong the myost relevan issues is the use ol social inferaction lest ', the residen-
intruder fest o measure aggression and ihe model of matemal deprivation maimly osed to

asmsess the ontopendtic hypothesis of schizophrenia.

fodd Flgure | and Figure I here]
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Social brhaviowr, behavioural tests and modeling of diseases

Sacial behaviour is o fundamental charactenistic of living organisms and & defined as an
imeraction betacen members of the same specie,”” Normal social structures implicitly
imvolve behavioars with verying depress of hicrarchy or equaliny, depending on genetic
factors (mouse strnmn, gender, age, genetic mutsions or newrochemical systems) wud
envircnmenial (conditions of housmg. feeding. lemperaiure, isolaiton, dvads or social group
memhershap, parinstal development. b Secial behaviours, as siated before, are dynamic
structures, whose deviations by defoult {i.e apathy, anbedonia, solation) or excess (e
aggressivensess, mitshility, sexal aggression) can reach patholopical renge amd therclore
becomse diagnostic erifera for neurolopseal and payehaniric dscases. In adddiron, alicratsoms

of social behaviours are also sympioms of olher organic dseases (see Table 1)

fadd Table | here]

When studimg sovial behaviours, several mnportant conceple are Laken o account, For
imstance, m any animal group cach subject has social afinbates thal miwence its social
relationshaps with other ammals. Helaled to thas, s the concept of socrabuliny which s
defimed as “the lendency to form cooperative inferdependent relationships that alkow Pwoe
way commumication which Irmscends mere  sexual activity™ " Nevertheless, the
organization of & group is one of ihe most significant goals for many animal species, and is
the hasis of social organization,™ Esch specics has developed patterns of behavious and
physiological mechanizns that are refsted 1o their own social crganization and population

dvmamics.™ I is, therefore, important o note that resislis abtained in behaviouwrs| parndignes
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in rats may be differern from that obtained in mice.! In wm, there are also differences
hetween mice depending on the strains a faclor which is usially underestimated (the siram

used is the one available rather than the one with the proper behavicural profile) !

s been 1old that the social struciure of & groap depends mainly on the dominance-
suhardination relstiorships and'or other aftinbudes sisch & ageressivenss, compeilivencss,
individnalism, ete.* Thus, domimance is defined s 3 leamed and predictable relationship
established between o pair of anmmals (dyad) where am animal s subordinate by s
pariner. In this conlext, ramger, Werarchy and the order of domunance represend the
ssignment of & mmnenical valie 1o = smal, in the sitempt fo descnbe the relasiive
pesition of an amimal in its social groap,™ On the contrary, there ane social simigtures where
agow stic behamvour is observed, These are the result of adaplive actsom to solve conflicts
arizing between twa members of the same specie ihrough agpressive behaviour or ihreals,
submissive or passive behaviowrs and plaving behaviours mvolving phyvsical contact "
Aggresnve behawour s a behaviour that couses harm or destrsction o mimals, In mos
anmial species, mabes are more aggressive than females. Some authors classily the
AEETEEIveness i aggresive competition, where two individusls within a group compete
for the same resource and ferriforial aggrecuon when aggression is dmecied fo an anmaal
who is considered has invaded a terriory. ** Based on these concepls, early studies m mice
alee used the sogial nerarchy ésiing (51T (o assexs each animal's social mak within their
group, That is, snimals were classified i ronk 1) dominant, rank 20 active- subsrdinated,
rank 3; subordinated liahilitics and rank 4, submsissive. "

In the decade of the 60°-T0's & clear scientific mterest for social behaviowr is ohserved and
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new methads, such s the social imeraction hest (5IT), are used. The lest evaluale both the
social and monssecial behavionrs and distinguish & greal vaniely of behavioural chements
such s secial fmventigation (snifTing the anogenital region, the head, or the snout of the
parinerl, follow {following the pariner sround the cagek squwire (Follewing the maoving
parmer while maimaiing o constani nose contact with s fur), prsh eeder (pashing the
siwout of the whole anterior part of the body under the pariner’s body, and then resting],
crawl over (erawling over the panner’'s back, cressing it imasversally from one side to the
atherh. mumal crele (pariners muiually snilTing each ciber's anogenital regiom, while
describing tight cucles), whrating fofl snd apgrecove behaworr (including fighting
aceompanied by biting and blows 1o the head) as well s social imachivify (lving flad or
standing still while mainiainang close pliyeical contact with the pariner). Among non-cocial
hehaviours ihe 51T evalusies several actions such m avploriog (moving smound ihe cage,
rearing. snifling ihe air, the walls o the sawdusi) dipeine (dinging in the sawdust, peshing
and kicking il around wsing the snoul and 'or both (e forepasws and hind paws) and salfc

grooming (wiping. licking, combing. or scratching any part of own body). "’

The component of leamang and memony in social behaviowr can alo be studsed amd
evaluated using two behavioural tests; the Socuod Recogmition rest (55 i whach the anumal
it be able to recognize the residend of a cage afler having been previously exposed Lo it
smell ™ and the (Nfactary discrimination fest (D7) based on the ability of animals to

discriminaie two different smells i, the smell of almonds versus that of lemons) ™

Drominange relationships often have an implicid clememt of aggression that can be evalunted

widh the social domimance fube dent (DTTE Inihis test two mice of the same genoiype amd

For questions comact joumalsiaalas org



Lo n W R T SR

i i i
L i s 2H

-
B

15

o b F O F AR R A e

153
R
155

156

158

159

151
163

165
166

157

10
7
m
173
174
175

176

Comparative Medicing

gender are placed o opposite ends of @ acrylic fube and relessed. A subject is declared o

“winner' when its opponent hacks o of the tahe ™

IHome cage sleeping hehaviowr (55 evaluates the percentage of animals sleeping huddied
in the same quadrant in coch cage, snd i is known 1o be impaired in snimaal models of

psychiatric illngss such as schizophrenia, ™

I ihe Dialidr effecr o barbering, animals show shaved whiskers and hair loss which can be
sufomatically genernied by ihe animal sisell or by o cagemate, wsually the mosi dominand,
namely the ‘Dalila monse’. Scarce rescarch s devoied fo this phenomenon snd i s
speculaed whelher it is due to dominance, il i mvolves some level of agpression and,
therelore, suffening or pain in ihe amimal that receives i, while odher authors consider ihat
o least we can speak of a hehaviowr derived from social ansiety. To elazsify the Dalila
elTeat the following scale is used: 0 no barbering, 1 whisker removal or shorening, I
snoul Tace demuding. 3: individual bald patches on head and body, 4: multiple alopecic
areas on bead and/or body, 52 severe alopecia ncluding complete snout denmding and Large

pronounced alopeci areas on bend and bnd:r..

O the other hand, there's a group of social hehaviours directly lmked 1o reproductive
functeons, wpbringing and cologenctic maturation of the liflers, They can be messuned
through o vanety of soceessive cvents: mating. nesting. malernal care ad games. The
sienn! Behoviour (3B) of the male is quantified by the lalency and frequency of mouwnis,
imromissions and cjaculstions, while the Female measures the level of lordosis." The

nesting hehaviour (N evabuates the shility of the animal 10 make its nest construction'”
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while the parenfal befaviowr (PR inclodes measures of prolective behaviowrs, deaming
and Food supply from mother 1o olfspring.” In the social play bebaviowr (SPE the clements
umser consideratiomn are those of social imMeraction b in this case the mage of age of the

individuals is postnats],

In ather hehaviowrs] parndignes, the experimenter allers the nomaal comditions of housing of
animals in order to induce changes or disrupi social behaviowr (imdivced roal hefavionr).
For imstance, in the social inslation-induced (1) the animal i isolaed Tor a neonih i onder
o increase iis aggressiveness, Thereafier, ibe lermional aggression lowards mn inirder
mice can be measured by the residend-nfreder test (RIT). The leiency of first attack,
numiber of attacks and the time of perseeution by ihe aggressive resident ane measured ™ A
vamani of this test i the Social Drngpron sfress (50 m whach, wing o similar procedure,
the agpresuve behaviour of a proup of animals living in ibe same cage ngainsi a
simgle aflscker i being mesursd in a2 mintes test.™ In studies of ontogeny, mstermal
deprivation or temporary solation rearmg sarternal depriviation (40 (usually 24 hours,

during the nmth posinatal day) s wsed o model emotional disorders and psvchiatnic Feld

= 3

b alkow the lypothesis on the basis ondogencte da such @ schizophn

Jadd Table 2 here)
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Conc lsions

Abthough the first reports on social behaviour in mice were done in the 300, it was in the
Tifs that clear scientific interest was raised. Soon after, due 1o the wse of genaically
engineered mice, imerest in this Neld witnessed an exponential growth. Disceders in social
behaviour are chamcteristic of many mental disorders such 2 nmism, schizephrenis,
depression and Alrheimer's disease. These discases have been mimacked in anmal medels

af mie. Al the momsent, basic ressarch in secial behaviowr is related to genider, aggression

and parental relstiorships. The undersianding of the biological and psychological hasis of
sogial hehavious is hecoming increasingly relevant. [maponiamily, the consaderation of social
behaviowr in the expenimental desipn of basic and translatbonal rescarch works using
murine madels may improve the predictive validity of new preventive and'or thempeutic

shralegies.
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