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1. Resum

El principal factor de risc en la malaltia d’ Alzheimer (AD), la deméncia
senil més freqiient, és 1’edat i presenta major incidéncia en el genere
femeni. En la seva aparicid, se li atribueixen també altres factors de
risc, tant biologics (genétics i no genctics) com ambientals. La seva
forma familiar heretada genéticament (FAD), que es presenta en menys
del 5% dels casos, i1 ’esporadica, majoritaria i d’etiologia desconeguda,
acostumen a mostrar un patrdé temporal diferent pel que fa a I’edat
d’inici 1 la taxa de progressio del procés neurodegeneratiu. Per tant, es
classifiquen també com a AD d'aparicioé primerenca (edat d’inici < 65
anys), i AD d’aparici6 tardana (edat d’inici > 65 anys), respectivament.
Tot 1 aix0, el fet que comparteixin els mateixos simptomes clinics
cognitius i els conductuals i psicologics associats a la demencia
(BPSD) aixi com processos neuropatologics subjacents, ha permes a
nivell experimental, la utilitzaci6 de models animals de tipus genétic
portadors dels transgens humans per a I’aveng en ’estudi de la malaltia.

Els ratolins 3xTg-AD (PS1/yiaev, APPsye 1 taupsgr), creats pel
laboratori de Laferla (UCI, USA, 2003), que desenvolupen de forma
progressiva els trets neuropatologics PA 1 tau caracteristics de la
malaltia, amb un perfil temporal i neuroanatomic similar al que es
presenta en els pacients, han estat els subjectes experimentals d’aquesta
tesi doctoral. En I’Estudi I, aquest model animal ha permes estudiar
I’impacte del factor genetic i del génere en 1’expressioé de les conductes
bizarres, fins ara no caracteritzades, com a part del seu patr6é de tipus
BPSD primerenc als 6 mesos d’edat. Alhora, en aquest primer estudi,
s’han avaluat els efectes beneficiosos a llarg termini d’una estimulacid
ambiental de tipus sensorial tactil administrada durant I’ontogenia: el
handling postnatal. El tractament va reduir en els dos genotips, no
transgénic (NTg) 1 3xTg-AD, la conducta de petrificacid i,
especialment en les femelles, les conductes bizarres desenvolupades en
el test del camp obert. D’altra banda, va potenciar la conducta de
valoracié del risc en la caixa fosca/clara. Finalment, el handling va
exercir efectes selectius, actuant sobre les ‘estratégies per fer front a
I’estrés’ en aquestes proves conductual ansiogeniques sense modificar
l'activitat exploratoria per se.

Tenint en compte que la cafeina exerceix efectes farmacologics
estimulants pero també ansiogenics i que els efectes d’aquest habit de
vida son més acusats en els homes que en les dones, s’ha volgut
verificar si els efectes cognitius que ara se li atribueixen en vers a la
malaltia serien extensibles si existeix un perfil BPSD accentuat com el



que mostra aquest model animal. Els resultats de I’Estudi II van
demostrar que el tractament oral cronic amb una dosi baixa de
0,3mg/Kg de cafeina iniciat als 6 mesos d’edat (inici dels simptomes
cognitius 1 BPSD) va modificar a llarg termini la major part de les
conductes avaluades als 13 mesos d’edat (inici de les fases avangades
de la malaltia). En concret, la cafeina va incrementar la neofobia i altres
conductes del perfil ansids, que en el cas del model 3xTg-AD es va
traduir en un agreujament del seu patr6 BPSD. També va alterar el
ritme circadia en els animals 3xTg-AD, incrementant I’activitat motora.
La caracteritzacié d’estratégies de navegacid va permetre definir
patrons d’aprenentatge i memoria distinctius entre els dos genotips
(3xTg-AD: natacid en cercles i estrategies mixtes i no dirigides; NTg:
presencia de flotaci6 i estratégies uniques i dirigides) que van ser
millorats per la cafeina. Les variables classiques de laténcia i distancia
no van mostrar efectes beneficiosos, probablement per la interferéncia
de la hiperactivitat dels 3xTg-AD i els efectes estimulants de la cafeina
en els NTg.

Finalment, donat que 1’edat és el principal factor de risc per a
desenvolupar I’AD de tipus esporadic, es va estudiar un model
farmacologic d’envelliment accelerat basat en I’increment de I’estrés
oxidatiu induit per I’administracié cronica s.c. de 100mg/Kg de D-
galactosa durant 56 dies. En ratolins d’ambdos géneres de la soca
c57bl/6, els efectes només es van observar a nivell d’equilibri en els
mascles i en la coordinacié motora en ambdos geéneres. Per contra, la
D-galactosa va mostrar efectes positius dosi dependents (0-50-
100mg/Kg) en altres dimensions com [|’activitat exploratoria en els
mascles, les conductes bizarres en les femelles aixi com algunes
tasques d’aprenentatge i memoria de forma dependent del génere.
Aquesta caracteritzacid dels efectes dosi resposta del tractament cronic
amb D-galactosa ha permes definir el disseny experimental per a
estudis posteriors en ratolins 3xTg-AD utilitzant la dosi de 100mg/Kg
com a model d’envelliment i la de 50mg/Kg com a potencialment
protectora. Alhora, aquesta dualitat d’efectes de la D-galactosa fa que
resulti també interessant en 1’estudi de I’envelliment i altres malalties
neurodegeneratives.

Per la seva trascendéncia translacional en I’estudi del dolor en pacients
amb deéficit cognitiu /0 deméncia, en 1’apartat d’annexos s’inclouen
resultats preliminars que indiquen que els ratolins 3xTg-AD mostren la
mateixa resposta de la sacsejada de la cua en aigua freda que els
animals NTg, i que es veu alentida en tots dos genotips per ’edat.

10



Introduccio

11



12



2. Introduccio

Durant les ultimes décades, els processos neurodegeneratius i
les deméncies han despertat un especial interés tant en la vessant de la
recerca basica com en la clinica. Un informe de la OMS publicat I’any
2012 indicava que en el mén hi ha uns 35,6 milions de persones que
pateixen demencia i, cada any es registren 7,7 milions de casos nous. El
DSM-IV-TR (APA, 2000) distingeix diversos tipus de deméncia, de les
quals els subtipus més comuns en ordre de freqiiéncia son la de tipus
Alzheimer (AD), la deméncia vascular (VaD), la deméncia amb cossos
de Lewy (DLB) i la deméncia frontotemporal (FTD). No obstant, altres
poden ser les causes del desenvolupament de la deméncia, com per
exemple, les causades per traumatisme cranial o per altres malalties
mediques, com la malaltia de Parkinson, la malaltia de Huntington, la
malaltia de Pick, entre d’altres. Particularment, la demeéncia tipus
Alzheimer, ¢és una malaltia neurodegenerativa que afecta
aproximadament al 2% de la poblacié en els paisos desenvolupats i
s’espera que aquestes xifres puguin arribar a quadruplicar-se durant els
proxims 40 anys (Brookmeyer et al., 2006).

Aquest treball d’investigaci6 de recerca basica, en el model muri triple
transgeénic 3xTg-AD per a la malaltia d’Alzheimer, s’emmarca dins de
I’estudi a nivell conductual dels diferents factors de risc que influeixen
en 1’aparicio i progressio de la malaltia, aixi com la valoracié dels
efectes beneficiosos d’estrateégies preventives i/o terapeutiques basades
en habits i estils de vida.

2.1 Complexitat clinica de la malaltia d’ Alzheimer

Després que Alois Alzheimer descrivis per primera vegada els
simptomes de la malaltia que més tard portaria el seu nom, gran part de
la recerca s’ha centrat en I’estudi dels aspectes moleculars i
neuropatologics, aixi com els déficits cognitius caracteristics associats a
aquesta malaltia.

A nivell clinic, la progressio de la malaltia d’Alzheimer es divideix en
diferents estadis definits segons el grau de severitat i/o freqiiéncia de
simptomes en els pacients, sobretot aquells relacionats amb la funcid
cognitiva. Seguint aquests criteris s’han establert les segiients fases:
una primera fase anomenada preclinica, assimptomatica; una fase de
deteriorament cognitiu lleu (en anglés mild cognitive impairment,
MCI); una fase moderada; i finalment, una fase severa de la malaltia.
Es sospita que el pacient es troba en un estadi de MCI quan comenga la
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perdua de memoria, per exemple, oblida noms i té dificultat per
recordar on son les coses. A més, en aquest estadi €s possible que
s’observin els primers canvis de personalitat. Quan hi ha greus
alteracions en les capacitats cognitives, com per exemple, la incapacitat
de reconeixer cares familiars, es diu que el pacient es troba en un estadi
moderat de la malaltia. Alhora, en aquest estadi, és freqlient que
algunes de les activitats de la vida diaria, com vestir-se, es vegin
compromeses. També ¢és possible que el pacient experimenti
al-lucinacions o paranoies i que manifesti un comportament agressiu.
En darrer lloc, en I’estadi sever, la malaltia esta tan avancada que els
pacients no son conscients del seu entorn i tenen moltes dificultats per
dur a terme tasques vitals com parlar, menjar o tenir cura de si
mateixos. Encara que, a dia d’avui, un diagnostic segur només es pugui
fer post mortem, existeixen diferents vies com la puncié lumbar per
obtenir mostres del liquid cefaloraquidi (LCR), tecniques d’imatge
cerebral i la valoracid neurofisiologica. Segons el DSM (APA, 2000)
I’AD es caracteritza per un conjunt d’alteracions progressives, moltes
d’elles relacionades amb el funcionament cognitiu, que soén
suficientment severes com per causar greus problemes en 1’ambit social
i/o professional. Els pacients pateixen deéficits de memoria tant
anterograda, (basada en la capacitat d’aprendre nova informacio) com
retrograda (recordar informaci6 anteriorment apresa) i, com a minim,
alguna dels segiients alteracions: afasia (problemes en la parla), apraxia
(disminucio de les capcitats per dur a terme activitats motores), agnosia
(incapacitat de recongixer o identificar objectes) i alteracions en les
funcions executives (planificacio, organitzacid, seqiienciacio).

D’altra banda, els simptomes neuropsiquatrics associats a la demeéncia
també son bastant prevalents entre els pacients de I’AD (Reisberg et al.,
1987). La seva importancia recau en el fet que son la font principal de
patiment dels pacients i alhora provoquen una carrega fisica i mental
per a la familia i per als professionals (Tan et al., 2005). D’enga, a
nivell clinic, s’han establert escales de valoracié d’aquests simptomes,
als quals també se’ls refereix com Simptomes Comportamentals i
Psicologics associats a la Deméncia (SCPD o en anglés i a partir d’ara,
BPSD —Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia—).
D’entre el gran ventall de BPSD associats a I’AD, els simptomes
psicotics, com poden ser els deliris, al-lucinacions o els patrons motors
aberrants 1, d’altra banda, els emocionals, com [’agitacio i la
irritabilitat, I’ansietat o 1’apatia son els BPSD amb més incidencia entre
els pacients de I’AD, ja es trobin tant en una fase mitja com avancada
de la malaltia (Shimabukuro et al., 2005). Estudis observacionals
indiquen que la preséncia i/o severitat d’aquests BPSD poden estar
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influenciats pels factors edat i génere (Steinberg et al., 2006; Zuidema
et al., 2009; Karttunen et al., 2011) i alhora, alguns d’ells augmenten en
freqiiéncia i/o severitat amb la progressi6 de la malaltia (Piccininni et
al., 2005). Altres factors rellevants que poden influenciar en el
desenvolupament de BPSD sén la comorbiditat médica, determinats
deficits neuropsicologics o problemes en la percepci6 (Steinberg et al.,
2006; Garcia-Alberca et al., 2010). A causa d’aquesta variabilitat i
heterogeneitat, ¢€s imprescindible que a 1’hora d’avaluar aquests
simptomes es tingui en compte [’historial clinic, perd també les
experiéncies subjectives del pacient i els informes detallats dels
professionals i cuidadors responsables (Ford, 2014). De fet, existeixen
més d’una trentena d’escales de classificacio validades que, d’una
manera senzilla, donen una visi6 objectiva de la naturalesa i del grau de
severitat del problema. En la practica clinica, les escales més
freqiientment  utilitzades sén les  anomenades  ‘Inventori
Neuropsiquiatric’ (Neuropsychiatric Inventory, NPI) (Cummings et al.,
1994) i ‘Simptomes Comportamentals en la Malaltia d’Alzheimer
(Behavioral Symptoms in Alzheimer’s Disease, BEHAVE-AD)
(Reisberg et al., 1987) ja que son dues de les escales que comprenen un
ampli espectre de BPSD i que inclouen, per a cada simptoma, la
puntuacié de variables com la freqiiéncia, la severitat i el patiment per
al cuidador.

Per ultim, el deteriorament de les funcions executives 1 activitats de la
vida diaria (DLA), juntament amb alguns dels BPSD, com les
conductes bizarres, sovint prenen un segon terme en el camp de la
investigacid, malgrat ser els primers signes de la malaltia d'Alzheimer i
comportar una gran carrega per als pacients i cuidadors (Reisberg et al.,
1987). Ara bé, en els darrers anys, s’esta prenent consciéncia d’aquesta
problematica i, cada vegada més, els estudis clinics on s’avaluen
estratégies terapeutiques no es limiten als seus efectes sobre la perdua
de memoria, sin6 que també busquen beneficis sobre els BPSD i les
DLA (Littbrand et al., 2011).
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2.2 Nocicepcio en la malaltia d’ Alzheimer

El tractament del dolor en les persones amb deméncia és un problema
critic ja que la incidéncia en els pacients €s del 20-60%. Concretament,
en els pacients d’Alzheimer s’estima que és de les més altes, amb una
incidéncia gairebé del 60% (Pautex et al., 2006). Durant els ultims
anys, s’estan utilitzant técniques psicofisiques i de neuroimatge que
ajuden a comprendre millor el processament del dolor en el cervell, aixi
com per identificar els canvis estructurals i funcionals en la malaltia
d'Alzheimer. Perd la interpretacié de la complexa relacié entre la
patologia de I’AD, l'activacié cerebral, i els informes en relaci6 a la
percepcid del dolor és encara un repte a dia d’avui. Tot i que la major
part de la literatura referent al dolor descriuen les xarxes lateral
(sensorial) 1 medial (afectiva) com les principals vies de transmissio i
codificacié del dolor, existeixen evidéncies que donen suport a una
xarxa de dolor rostral addicional, que es creu que participa en la
produccio de les conductes relacionades amb el dolor (revisat per
Monroe et al., 2012). La percepcio emocional o afectiva del dolor,
avaluada a través de l'informe verbal i de la visualitzaci6 de la
conducta, es pot veure modificada en I’AD (Schmidt et al., 2010). S’ha
vist que els pacients amb AD tenen un menor nombre de components
relacionats amb el dolor afectiu (Scherder et al., 1999; Scherder i
Bouma, 2000) i una alta tolerancia a aquest tipus de dolor (Benedetti et
al., 1999) en comparacié amb la gent d’avangada edat sense deméncia,
i que no es deu a una pérdua de la memoria al dolor (Scherder et al.,
2001). Aix0 succeeix perque la majoria de les arees del sistema del
dolor medial estan afectades en els pacients d’AD mentre que gran part
del sistema del dolor lateral es veu preservat fins a les darreres etapes
de la malaltia (Scherder et al., 2003; Cole et al., 2006). A més, els
circuits neuronals que intervenen la percepcio del dolor i l'expressio del
comportament poden ser hiper- o hipoactius, depenent de la regio del
cervell involucrada, de I’estadi de la malaltia, i del tipus de dolor
(estimuls experimentals aguts o condicions mediques croniques). Les
persones amb un estadi moderat a sever de I’AD, per tant, poden
experimentar dolor, perd ser incapagos d'indicar el dolor a través
d'informes verbals o de comportament, el que els deixa en gran risc
d'experimentar dolor sense tractar. Les aproximacions psicofisiques
(verbals o conductuals) i neurofisiologiques (activacio cerebral) poden
abordar les mancances que actualment existeixen en el coneixement de
processament del dolor en I’AD i revelar la relacié entre els processos
neuronals i els resultats verbals i comportamentals en preséncia de
dolor agut o cronic.
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2.3 Factors de risc en la malaltia d’Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer tipus familiar (FAD), que representa el 1-5%
de tots els casos es classifica també segons 1’edat d’inici en AD
d'aparicié primerenca (-early onset Alzheimer’s disease- EOAD, edat
d’inici < 65 anys), mentre que 1I’AD esporadica, la qual representa >
95% dels afectats, és d’aparici6 tardana (-late onset Alzheimer’s
disease- LOAD, edat d’inici > 65 anys).

Encara que clinicament s6n indistingibles, la FAD esta
generalment associada amb una taxa més rapida de la progressi6 i amb
un patré d'heréncia mendeliana. Tres gens (APP, PS1 i PS2) que
codifiquen proteines implicades en la degradaci6 de I’APP i generacid
de BA, han estat fermament implicats en la fisiopatologia de la FAD.
Mutacions lligades a ’AD a aquests tres gens presenten una alta
penetrancia (>85%), son majoritariament dheréncia autosomica
dominant, i condueixen cap a l'agregaci6é de PA i a la malaltia d'inici
primerenc. En canvi, els gens implicats en 1’augment del risc de I’AD
esporadic no segueixen un patréo d’heréncia mendeliana. En aquests
casos, el risc esperat de patir la malaltia es duplica en els familiars
directes de pacients amb AD esporadic comparat amb la resta de
poblacio sense aquests antecedents genétics. A més, es produeixen més
casos de LOAD en bessons monozigotics que en bessons dizigotics, el
que suggereix una contribucid genética substancial del 60-80% per a
aquesta malaltia.

Per als casos de LOAD, d’entre els factors fins ara descrits en la
literatura com a causants de 1’aparicié de la malaltia d’Alzheimer, la
presencia tant de factors de risc biologics (geneétics i no genétics) com
ambientals son els responsables de 1’aparicio de dita malaltia.

La presencia de factors de risc genetics contribueixen a 1’aparicio de la
malaltia d’Alzheimer, com ¢és el cas del gen de I’apolipoproteina E
(ApoE), concretament la forma al-1¢lica ApoEe4. En la poblacioé blanca
no-caucasica, el fet de tenir un al-lel ApoEe4 esta associat amb un
increment del risc de 2 a 3 vegades de patir Alzheimer, mentre que si es
tenen les dues copies al-1¢liques, el risc incrementa fins a 5 vegades o
més (Kuusisto ef al., 1994). A més, aquest gen també se 1’ha relacionat
amb el MCI (Sasaki et al., 2009) i amb la progressio del MCI cap a
I’AD (Petersen et al., 1995; Ramakers et al, 2008; Barabash et al.,
2009; Blom et al., 2009). Dels gens coneguts que es relacionen amb
I’aparici6 de I’AD, 1’al-lel ApoEe4 es relaciona amb aproximadament
el 40% dels casos de I’AD de tipus esporadica. No obstant, altres gens
relacionats amb 1’aparicid6 de I’AD son els gens de la presinilina 1
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(PS1) i presinilina 2 (PS2), en el 22% dels casos, mentre que, en menor
mesura, els gens trobats gracies als estudis d'associacié de genoma
complet (GWAS) (5%) i I’APP (<1%). Tot i els grans avencos,
actualment encara es desconeixen les causes d’apariciéo de ’AD en la
meitat dels casos (Pericak-Vance 1 Haines, 2009).

Tal 1 com succeeix en altres malalties com el cancer, la diabetis o les
malalties cardiovasculars, dins dels factors biologics no genétics, 1’edat
és el principal factor de risc. Aixo afegeix una complexitat en I’estudi
dels possibles mecanismes implicats en la malaltia d’Alzheimer.
Tanmateix, certes malalties que comporten factors de risc vascular com
ara la hipertensio, la diabetis, 1’obesitat i la hiperlipidémia son també
considerats factors de risc per a I’AD, alhora que comorbiditats. Als
efectes negatius que la hipertensio té sobre la integritat vascular de la
barrera hematoencefalica (BBB) (Kalaria, 2010) s’hi afegeixen
possibles danys cel-lulars, una disminucié en la funcié neuronal o
sinaptica, apoptosi i, fins i tot, un augment de la deposicido de PA
(Deane et al., 2004). L’augment del risc de patir AD en pacients de
diabetis mellitus tipus II (DMII) es postula, de fet, a una associacio
indirecta, ja que realment la DMII comporta un augment del risc de
patir accidents cerebrovasculars, els quals alhora disminueixen el nivell
llindar de PA necessari per causar danys cognitius (Arvanitakis et al.,
2006). D’altra banda, la hiperinsulinémia associada a la DMII és 1’altre
fenomen que relaciona a la DMII amb I’AD ja que I’insulina pot
travessar la BBB 1, en la vellesa, la infusié d’insulina periférica
incrementa la deposicio de BA i la fosforilacid de tau en el cervell
(Park, 2001). En relaci6 a I’obesitat, estudis realitzats en pacients
diabetics, on I’obesitat és un fet freqiientment observable (Adebisi i
Oghagbon, 2003), s’ha vist que aquesta esta associada amb la
hiperinsulinémia. Aixi doncs, en individus amb obesitat, la
predisposicié a desenvolupar Alzheimer es podria veure incrementada
per la hiperinsulinémia. Finalment, cada vegada hi ha més estudis que
suggereixen que alts nivells lipidics en sang, entre els quals s’inclou el
colesterol, incrementa el risc de patir Alzheimer ja que aquest
augmenta la produccid de BA en determinades arees cerebrals, com per
exemple, en I’hipocamp. Aixi doncs, 1’as de farmacs per reduir el
colesterol, com les estatines, mostren una disminucié de patir AD
(Wolozin et al., 2000; Puglielli ef al., 2003; Ejsing et al., 2006) ja que
redueixen els nivells de colesterol i tenen propietats antiinflamatories
(Borenstein et al., 2006).

S’han identificat factors ambientals que influeixen el risc de patir
Alzheimer. Dins d’aquest grup es troben la dieta, 1’exercici fisic o el
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nivell educatiu. D’entre els habits alimentaris, un consum caloric elevat
o dietes riques en greixos saturats poden contribuir en el risc de patir un
increment del dany cognitiu en persones d’edat avancada (Morris ef al.,
2004). A més, s’ha vist que alguns casos clinics de MCI estan
relacionats amb un consum elevat de greixos saturats (Eskelinen et al.,
2008). Les dietes amb alts nivells de colesterol també comporten un
increment del risc ja que produeixen efectes adversos en el sistema
cardiovascular, pero també durant els darrers anys s’ha demostrat que
participa directament en la cascada amiloide, mitjangant la potenciacio
del processament amiloidogénic de I’APP (Pappolla et al., 2003). No
obstant, la hipotesi sobre si el colesterol és un factor que pugui causar
AD és encara objecte de debat a dia d’avui (revisat per Wood et al.,
2014).

Juntament amb la dieta, la manca d’activitat fisica té un efecte
important sobre el desenvolupament de I’AD. Alguns estudis
epidemiologics realitzats durant els darrers anys han demostrat que un
nivell baix d’activitat fisica contribueix al desenvolupament de
malalties croniques en la gent d’edat avangada, on s’inclouen malalties
coronaries, accidents cerebrovasculars, diabetis, cancer, i també,
I’ Alzheimer (Solfrizzi et al., 2008, Chen et al., 2014). Alhora, la manca
d’activitat fisica combinada amb uns habits nutricionals deficients
contribueixen a augmentar I’index d’obesitat en la poblacié de més edat
(revisat per Elsawy i Higgins, 2010), és a dir, poden generar un dels
factors de risc anteriorment mencionats.

Un baix nivell educatiu també juga un paper clau en el risc del
desenvolupar Alzheimer i altres deméncies. Aixi ho demostren estudis
epidemiologics, on les persones d’edat avangada amb menor nivell
educatiu mostraven una major incidéncia de deméncia que les persones
amb alt nivell (Petrosini et al., 2009). La reserva cognitiva, tant
estructural com funcional induida pel procés educatiu, té un impacte
clar en la capacitat d’esmorteir els efectes del dany cognitiu.

Per tant, hi ha una gran varietat de factors que contribueixen al
desenvolupament de la malaltia d’Alzheimer esporadica i,
probablement, la combinacio de diversos d’aquests factors, la que en
sigui la responsable. El fet d’entendre com actuen aquests factors o
com modifiquen els processos neuropatologics i les alteracions
neurofisiologiques subjacents, condueix a la millora de les estratégies
preventives i terapéutiques per a la malaltia. Als farmacs i vacunes
s’incorporen altres estratégies que consideren la importancia de canvis
en la dieta i en I’estil de vida.
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2.4 Estratégies preventives 1 terapeutiques
Estratégies preventives

La carrega mundial de la malaltia d'Alzheimer que es preveu en les
proximes décades (Brookmeyer et al., 2007) exigeix considerar
seriosament el potencial de les estratégies preventives per retardar la
seva aparicio o frenar la seva progressio. Els esforgos s'han de fer per
reduir la seva prevalenga i incidéncia ja que les estratégies que pretenen
modificar els processos subjacents a la malaltia han resultat insuficients
per enfrontar el seu impacte (revisat per Anand et al., 2014). D'altra
banda, es considera que les interaccions complexes entre la carrega
geneética i les experiéncies de vida guarden relacié amb les vies que ens
allunyen o acosten a ’AD (Mattson, 2004). Tot i que la genética juga
un paper important en la determinaci6 de la capacitat intel-lectual, hi ha
nombrosos factors que intervenen en el procés d'envelliment natural
que redueix la probabilitat de desenvolupar demeéncia (Daffner, 2010).
No només I’educacio, sind també les activitats socials, fisiques i
cognitives estimulants es troben entre els que es consideren factors
d'estil de vida protectors i modificables de la malaltia, que resulten ser
molt prometedors. Diversos estudis de metanalisis han indicat que
l'estil de vida es correlaciona amb el retard en 1'aparicié del MCI i una
menor incidéncia de I’AD, encara que alguns altres estudis mostren
discrepancies.

Programes d’estimulacio

Tot i que existeix una varietat considerable entre els estudis,
I’estimulacio cognitiva (en angles, cognitive stimulation CS) mostra un
efecte global positiu, especialment en el domini cognitiu tan en
individus sans com pacients d’AD. L'evidéncia d'aquests estudis i el fet
que contribueixen a una millor comprensio de la fisiopatologia de I’AD
ha portat a idear formes de CS com a mesures preventives i
terapéutiques per a les malalties neurodegeneratives basats en nous
marcs de l'estructura cerebral, la funcid i la connectivitat (revisat per
De Marco, 2014). Multiples modalitats d'estimulacié cognitiva s'han
dissenyat i provat en persones que es troben en un estadi prodromic de
la malaltia d'Alzheimer, com per exemple, la rehabilitacido cognitiva,
donant resultats molt esperancadors (Moro et al., 2014). A més
d’aquestes modalitats d’estimulacid cognitiva, els programes
d’estimulacio fisica o I’estimulacié ambiental/sensorial també formen
part del conjunt d’estratégies preventives. D’una banda, la practica
voluntaria regular d’exercici fisic és reconeguda mundialment com a
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una de les estratégies que formen part un estil de vida saludable (OMS,
2010). Nombrosos estudis epidemiologics realitzats durant els darrers
anys indiquen que el fet d’adquirir un estil de vida actiu millora I’estat
fisic i mental alhora que pot reduir el risc de patir certes malalties. Pel
que fa a I’AD, estudis recents indiquen els multiples efectes
beneficiosos d’aquest habit de vida, ja que disminueix alguns aspectes
neuropatologics, com els nivells de PA i la fosforilacio de la tau en
I’hipocamp, incrementa els nivells de BDNF i, alhora que és capag de
millorar-ne alguns simptomes, com el déficit cognitiu. També millora
la plasticitat sinaptica hipocampica (LTP), estimula la neurogénesi, la
glicogénesi 1 1’angiogenesi, i presenta efectes neuroprotectors en el
cervell (revisat per Phillips et al., 2014). D’altra banda, el grau de
socialitzacié també té el seu paper dins del risc a desenvolupar algun
tipus de deméncia (revisat per Jedrziewski et al., 2014). De fet, tant
I'estimulacié cerebral com la socialitzaci6 so6n importants en la
plasticitat cerebral. Per exemple, estudis realitzats en pacients amb AD
lleu a moderada que van participar en intervencions de socialitzacid
durant més d’un any, indiquen que durant aquest periode no va haver
una disminuci6 del funcionament cognitiu en els pacients (Arkin,
2007). D’altres, duts a terme també en persones d’edat avancada han
obtingut resultats prometedors. Concretament, el fet d’utilitzar recursos
socials, que inclouen per exemple, les xarxes socials i la participacio en
activitats socials, van mostrar potencial per reduir el deteriorament
cognitiu (Barnes et al., 2004; Holtzman et al., 2004; Crooks et al.,
2008).

Dieta

En I'tltima década, el nombre d’estudis que demostren la capacitat de
la dieta per modificar el risc de I’AD ha augmentat considerablement
en paral-lel a afermament de la hipotesi d’un augment de D’estres
oxidatiu en les malalties neurodegeneratives. Estudis recents han
evidenciat que una dieta hipocalorica, rica en antioxidants i acids
grassos mono- i poliinsaturats esta associada a una disminucié de la
incidéncia de I’AD (Solfrizzi et al., 2006; Gu et al, 2010)
independentment del nivell d’activitat fisica (Scarmeas et al., 2009) i
de la comorbiditat vascular (Scarmeas et al., 2006). Estudis in vitro
mostren una reduccid tant de la peroxidacio lipidica associada a BA
com de I’apoptosi mitjangant 1’accio antioxidant de la vitamina E
(Butterfield et al., 2002), la vitamina C i els carotens (Pitchumoni i
Doraiswamy, 1998). Altres suggereixen que el consum d’antioxidants
pot reduir el risc a patir ’AD perqueé disminueixen el risc de patir
accidents cerebrovasculars (Voko ef al., 2003). A més de reduir I’estres
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oxidatiu, els acids grassos poliinsaturats tenen efectes beneficiosos
sobre funcions neuronals i vasculars i en processos inflamatoris
(Yehuda et al., 2002). Tot i aixd, hi ha resultats que creen
discrepancies, per exemple, alguns estudis no mostren resultats tan
positius, ja que no s’ha pogut demostrar una associaci6 directa entre els
efectes de les dietes suplementades amb vitamina E i acids grassos
poliinsaturats i la millora de la capacitat cognitiva (Kang et al., 2006;
Chiu et al., 2008). D’altra banda, la cafeina esta sorgint com un agent
protector enfront de la progressi6 de la malaltia pero també davant els
deficits associats al propi l'envelliment (Marques et al., 2011). De fet,
el consum cronic de cafeina també ha demostrat tenir efectes
beneficiosos, com pot ser la potenciacio tant de les capacitats fisiques
com psiquiques, alhora que també se 1’ha relacionat amb la disminucid
del risc a patir algunes malalties (veure Cunha i Agostinho, 2010). Per
tant, cal tenir en compte el potencial de la cafeina com un modulador
epigenétic i les conseqiiéncies que podria tenir per a aplicacions
preventives i terapeutiques en I’AD.

La cafeina (1-3-7-trimetilxantina), l’estimulant més extensament
consumit en el mon, es troba en begudes i menjars comuns com el cafe,
el te, refrescos de cola i la xocolata. Gairebé el 90% de la poblacié dels
paisos desenvolupats consumeixen cafeina i el seu consum mitja
mundial esta estimat en 70mg/persona/dia, encara que en certs paisos
com Sugcia és superior als 400mg/persona/dia (revisat per Fredholm et
al., 1999). A nivell fisiologic, en els humans, la concentracid
plasmatica maxima de cafeina s’assoleix als 30-60 minuts després del
seu consum i té una vida mitja al voltant de 4 hores (Fredholm et al.,
1999). El consum de cafeina pot provocar alteracions de diverses
funcions fisiologiques, com la locomocio, els patrons de la son o les
funcions cardiovasculars (Fredholm et al., 1999, 2007).

A nivell molecular, la cafeina és un antagonista competitiu dels
receptors d’adenosina (Fredholm, 1980; Fredholm et al., 1999), i actua
majoritariament sobre els receptors A; i A,A (Fredholm et al., 1999)
(veure figura I).

Els efectes de la cafeina depenen la durada del tractament i de la dosi
administrada. Breument, els principals efectes del tractament agut de
cafeina son I’estimulacid de la freqiiencia cardiaca i el patré bifasic
caracteristic de I’activitat motora (Fredholm et al, 1999). L’accid
estimulant es pot veure a dosis baixes (Fredholm et al., 2001),
importants perque son similars a les consumides diariament pels
humans, mentre que els efectes depressors s’observen a dosis altes
(Daly i Fredholm, 1988). D’altra banda, els tractaments cronics poden
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tenir diversos efectes 1 sobretot dependran de la dosi administrada. En
els humans, un consum de cafeina elevat (igual o superior a 4 tasses de
caf¢ diaries) s’ha associat a problemes d’ansietat i depressid. En
general, 1’us perllongat de dosis altes de cafeina provoca alteracions en
I’estat d’anim, a més de complicacions fisiques, com poden ser
problemes cardiovasculars, alteracions del son, migranyes, entre
d’altres (revisat per Higdon i Frei, 2006). Ara bé, dosis baixes de
cafeina (20-200mg/dia) s'associen amb efectes subjectius positius en
I’estat d’anim: benestar, confianca, motivacio, alerta, vigilancia,
eficiéncia, concentracio i desig de sociabilitzacio (veure Griffiths et al.,
1990; Silverman et al., 1994). Si bé és cert que aquest conjunt de
sensacions sobre 1’estat animic ha estat descrit en molts estudis, 1’efecte
potenciador de la cafeina sobre les capacitats cognitives encara ¢€s
objecte de debat a dia d’avui. Probablement, aquesta controvérsia entre
els resultats es degui a la variabilitat metodologica emprada entre els
diferents laboratoris, ja que determinats factors poden influir en els
resultats, fet que dificulta I’obtenci6é de conclusions definitives (revisat
per Cunha, 2008). La importancia de coneixer els efectes de la cafeina
sobre la cognicio recau en el fet que existeixen indicis que apunten que
la seva ingesta sembla limitar o prevenir la progressio algunes malalties
neurodegeneratives i altres trastorns cronics com la diabetis o certs
tipus de cancer. Per tant, el consum de cafeina no només respon a un
habit de vida sind6 que també cal tenir en compte que moltes
investigacions actuals estan centrades en el possible us profilactic i/o
terapeutic de la cafeina en certes malalties.

Tal i com s’ha mencionat en apartats anteriors, I'envelliment és un altre
factor que s'ha correlacionat amb l'aparicio i la progressié de I’AD.
Malgrat que encara es desconeixen els processos propis de
I’envelliment, 1'Gs de la cafeina per tractar déficits cognitius associat a
I’envelliment natural o al patologic, com en I’AD, mostra resultats
prometedors. De fet, el seu paper com a possible agent protector es
basa en la seva accid farmacologica bloquejant el receptor d'adenosina
AsA, el qual mostra una expressio 1 funcié aberrant en 1’envelliment i
en les patologies relacionades (Marques et al., 2011). En aquest sentit,
un estudi fet pel “Cardiovascular Risk Factors, Aging and Dementia”
(CAIDE) indica que el consum de 3-5 tasses de café¢ diaries en la
poblaci6 de mitjana edat s'associa, en el 65% dels casos, amb un menor
risc de desenvolupar demencia en un futur (Eskelinen et al., 2009).
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Figura I. Esquema dels mecanismes d’acci6 de la cafeina i altres antagonistes i
agonistes dels receptors d’adenosina A; i A,A en la malaltia d’Alzheimer
(Rivera-Oliver i Diaz-Rios, 2014). (-) inhibicié. Els efectes beneficiosos de la
cafeina reportats tenen relacié amb el seu ampli espectre d’actuacié. Com es
pot observar en la figura, la cafeina i altres tipus de antagonistes A,A, son
farmacs psicoestimulants que actuen inhibint des de processos moleculars,
com ’increment de la produccié/agregacio del péptid BA; cel-lulars, com les
lesions cerebrals; fins a funcionals, com el dany cognitiu; tots ells
caracteristics de I’AD.

Estratégies terapéutiques

En els pacients, malgrat la gran quantitat d'esforcos dedicats a trobar
una cura o un alleujament de I’AD, només hi ha dos tipus de farmacs
aprovats per l’agéncia FDA que intenten pal-liar el procés
neurodegeneratiu i el declivi cognitiu associat: els inhibidors de la
acetilcolinesterasa i els moduladors dels receptors N-metil-D-aspartat
(NMDA). Tot i aix0, existeixen altres estratégies terapéutiques, com la
immunoterapia, els farmacs per reduir el colesterol, els inhibidors de la
BACE, etc. (veure figura II). La majoria dels enfocaments terapéutics
estan centrats en fer front al declivi cognitiu caracteristic a la malaltia, i
durant els ultims anys, s’ha avangat en el tractament neuropsiquiatric
paral-lel dels simptomes psicologics i conductuals associats a la
deméncia. Alhora, el desenvolupament i 1’aplicacié d’estratégies no-
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farmacologiques combinades amb la terapia farmacologica clinicament
pautada contribueixen en la millora simptomatologica.

Estratégies terapeutiques farmacologiques

En el decurs de les fases precliniques a cliniques, tot i els resultats
prometedors de molts de farmacs amb seguretat i eficacia demostrada
en estudis preclinics, més del 90% de candidats han fallat en els assaigs
clinics (Anand et al., 2014). De fet, malgrat dels més de 1.200 assaigs
clinics relacionats amb 1'AD registrats en el ClinicalTrials.gov,
actualment, només cinc soén els farmacs aprovats per la FDA per al
tractament de I’AD: els inhibidors de la acetilcolinesterasa (donepezil,
rivastigmina, galantanina i tacrina) i els moduladors dels receptors N-
metil-D-aspartat (NMDA) (memantina). Aquests farmacs tracten els
simptomes de I’AD amb eficacia variable perd no alenteixen la
progressio de la malaltia (Buckholtz, 2001; Mangialasche et al., 2010).
Concretament, els farmacs inhibidors de I’AChE actuen incidint sobre
la disponibilitat d'acetilcolina, tant facilitant la disposicio del substrat
com bloquejant la seva degradacid, potenciant la neurotransmissio
colinergica que esta afectada en la malaltia (Scarpini et a/, 2003). La
galantamina i rivastigmina milloren les capacitats cognitives en alguns
pacients amb MA lleu a moderada (Farlow et al., 2000; Raskind et al,
2000; Wilcock et al., 2003; Kavanagh et al., 2011) mentre que el
donepezil és 1’tnic farmac dins dels inhibidors de la AChE, amb
eficacia demostrada en un estadi de I’AD de moderada a greu (Rogers i
Friedhoff, 1996; Reisberg et al., 2003). D’altra banda, la memantina,
antagonista dels receptors NMDA pel glutamat, fa front a la hipotesi
glutamatérgica de I’AD (Butterfield i Pocernich, 2003) i s’utilitza en
fases moderades a avancades de la malaltia, encara que tampoc
impedeix la seva progressi6 (Martinez-Coria, et al., 2010).

Un altre tipus d’estratégies terapcutiques son les terapies
immunologiques, que estan enfocades a 1’estabilitzacio de la malaltia,
gracies a les quals s’esta aconseguint reduir o eliminar els diposits de
BA (Schenk et al., 1999; Oddo et al., 2004; Billings et al., 2005;
Kitazawa et al., 2009). D’altra banda, 1’Gs de neuroléptics de tipus
haloperidol té com a objectiu el tractament dels BPSD, en concret de
les conductes agressives, els simptomes psicotics i 1’agitacio. Per a la
simptomatologia ansiosa i afectiva (depressiva) associada a la malaltia
es prescriuen les benzodiazepines i/0 els antidepressius.
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Figura II. Diverses estratégies terapéutiques AD i els exemples de productes
quimics provats en estudis preclinics o clinics (Han i Mook-Jung, 2014). APP,
proteina precursora amiloide; AB, f amiloide; QC, glutaminil ciclasa; ACHEI,
Inhibidors d’acetilcolinesterasa; nAchRc, receptor nicotinic d'acetilcolina; 5-
HT6 Rc, receptor 5-hidroxitriptamina 6; AINES, farmacs antiinflamatoris no
esteroidals; O-GIcNAc, O-lligada B-N-acetilglucosamina; NButGT, 1, 2-
didesoxi-2'-propil-a-D-glucopirands-[2,1-d]-A2'-tiazolina; HDAC, desaceti-
lacié d’histones.

Estratégies terapéutiques no-farmacologiques

Clinicament, les intervencions no-farmacologiques es consideren que
actuen com a coadjuvants. Per tal d’aplicar l’estratégia que millor
s’adapti a l'etapa de la malaltia i a la mesura de les necessitats dels
pacients, cal que préviament es dugui a terme una avaluaci6 exhaustiva
dels factors que puguin estar afectant als simptomes. No només es té en
compte el pacient sind també el cuidador i 1’entorn, aixi com les
relacions existents entre aquests tres elements. Exemples
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d'intervencions especifiques inclouen la terapia de reminiscéncia, i
altres terapies basades en [’entrenament cognitiu, experiéncies
estimulants com la musicoterapia, la terapia Snoezelen/multisensorial o
I’aromaterapia, i finalment, programes socials i la practica regular
d’activitat fisica. La manipulacié ambiental pot incloure la reduccié de
I'estimulacié sensorial, la senyalitzaci6 adequada, l'eliminaci6é dels
miralls i els canvis en l'entorn visual (Livingston et al., 2005). També
hi ha un grup d’estratégies terapcutiques no-farmacologiques
conegudes com intervencions actives que van dirigides a I’entorn més
proper del pacient, és a dir, als cuidadors. Estudis recents han examinat
el paper d’algunes d’aquestes intervencions, com per exemple,
programes d'educacié o d’entrenament per a I’adquisici6 o millora
d’habilitats en els cuidadors, la planificaci6 de les activitats i el disseny
de I’entorn, entre d’altres. Els resultats indiquen un efecte global
positiu en la relacid pacient-cuidador amb la practica d’aquestes
estratégies (Brodaty i Arasaratnam, 2012). En conjunt, el proposit
d’aquestes estratégies €s ajudar a mitigar els efectes neuropsiquiatrics
ajudant a reduir la contenci6 farmacologica (Hugues, 2011).

En aquest ampli marc de possibles d’estratégies preventives i
terapéutiques, els models animals i els estudis translacionals cobren
importancia en tant que permeten estudiar la malaltia des d’un punt de
vista multidisciplinar i que consideri la neurodegeneraci6, la disfuncié
cognitiva i els trastorns conductuals BPSD, trets caracteristics de la
malaltia.
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2.5 Recerca a nivell preclinic
2.5.1 Models animals de I’AD

En el camp de recerca basica i del descobriment de nous
farmacs per a I’AD, els models animals esdevenen recursos essencials
per al descobriment de mecanismes biologics, la validaci6 de dianes
moleculars i la seleccié de compostos potencials que ajudin a trobar la
cura per a ’AD.

En les darreres dues décades s’ha desenvolupat un ampli ventall de
models animals. Els principals objectius en la majoria d’aquests models
son, d’una banda, reproduir els aspectes neuropatologics caracteristics
de I’AD, i de I’altra, establir-ne una correlacié amb la funcié cognitiva.
Segons la via per al qual s’hagin obtingut, es poden classificar en
models intervinguts, models naturals o models genéticament modificats
segons es detalla a continuacio:

Models intervinguts: 1’administracié de substancies farmacologiques
o quimiques en el cervell o la induccio de lesions en regions cerebrals
especifiques pot replicar alguns dels trets caracteristics de 1’AD. Molts
models impliquen la introduccid de peptid BA en el cervell d’especies
com la rata (Nakumura et al., 2001) o el macacos rhesus (Li et al.,
2010). Encara que aquests models emulen alguns dels signes clinics,
no repliquen tots els aspectes de la patologia (Duyckaerts et al., 2008).
Altres models intervinguts quimicament inclouen I'amnésia induida
per escopolamina, la induccié de la inflamacié amb endotoxines o la
interferéncia amb el metabolisme cerebral (Van Damm i de Deyn,
2011); models que, malgrat les seves limitacions en quant a
I’especificitat de la lesio i la conseqiient evolucié de la malaltia, han
jugat un paper clau en I’enteniment de la funcid de sistema colinérgic
en la cognicié (Ebert i Kirch, 1998), els mecanismes neuronals
subjacents a la disfuncio de la memoria (Castaié et al., 2010) o la
comprensio de la inflamacid, neurotoxicitat, la neurodegeneracio i la
funcid sinaptica (Frautschy et al., 2001) (veure taula I).

Models naturals: De manera espontania, algunes especies animals com
0ssos polars, gossos, gats, cabres 1 ovelles 1 alguns primats no humans
han desenvolupat alguns trets neuropatologics relacionats amb 1’AD
(Van Dam i De Deyn, 2011). Particularment, en els ultims anys, els
gossos, lémurs 1 el macacos rhesus han esdevingut una potent eina de
treball ja que manifesten una deposicidé PA intrancuronal lligada a
I’edat i, en el cas dels gossos, han respos a determinats tractaments
(Cotman i Head, 2008). No obstant, no totes les estratégies
farmacologiques aplicades en aquest model cani han esdevingut
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satisfactories en la seva [’aplicaci6 en humans (Check, 2002;
Fillenbaum et al., 2005) (veure taula I).

Models geneticament modificats: Gracies a 1’aveng tecnologic i a la
enginyeria genética, s’han dissenyat diversos models animals que
reprodueixen una o més d’una de les caracteristiques neuropatologiques
de la malaltia d’ Alzheimer de tipus familiar. Els ratolins han estat amb
diferéncia els models transgénics més utilitzats i, gracies a ells,
actualment s’utilitzen com a eina per desvetllar I’etiologia de la
malaltia i proporcionen facilitats en el descobriment de noves terapies.
Els primers models murins es van obtenir mitjancant la transfeccié de
la proteina mutant humana precursora amiloide (APP) que emulava la
producci6 i deposicié de PA similar a la dels humans (Games et al.,
1995). mentre que els models posteriors s’han basat en les mutacions
de PS1 (Duff et al., 1996), mutacions de tau (Lewis ef al., 2000) o una
combinacié de dos o tres mutacions (Holcomb et al., 1998; Lewis et
al., 2001; Oddo et al., 2003a). Els models murins més utilitzats es
detallen en la taula II i s’amplien més detalladament en el segilient
apartat.

i) Ratolins transgenics per a I’APP

En aquests models s’ha trobat un augment dels nivells cerebrals de
BAj4,, formant diposits de plaques PA i lesions oxidatives en el cervell
similars a les trobades en humans. En canvi, en cap d’aquests models
s’han trobat cabdells neurofibril-lars ni peérdua neuronal, excepte el
model APP23. Els models més utilitats son:

Ratoli PDAPP: Es el primer ratoli transgénic amb dip0sits cerebrals de
BA que es va donar a coneixer. Esta basat en la sobreexpressid de
proteina precursora amiloide humana (APPh) contenint la mutacié
V717F sota el control del promotor PDGF (Games et al., 1995). El
diposit anomal de BA s'inicia al voltant dels 6-9 mesos d'edat en
diverses arees cerebrals, com en 1’hipocamp i en I’escor¢a frontal. La
quantitat de diposits de PA augmenta amb l'edat, i cap als 12 mesos
s’observen nombrosos diposits tant difusos com compactes en regions
selectivament vulnerables en I’AD humana. En canvi, no s’observen
cabdells neurofibril-lars i la mort neuronal no es dona fins als 18 mesos
d’edat (Irizarry et al., 1997a). El fenotip clinic d'aquest ratoli ¢s
complex, ja que es demostren alteracions tant a nivell basal (p.ex. com
¢s el cas d’anomalies en un laberint radial als 3 mesos de edat) previ a
l'aparicié de diposits de BA, com associades a l'edat, (p.ex. increment
d’alteracions amb I'edat en tests de reconeixement d'objectes i
I’aparici6 dels diposits de BA) (Dodart et al., 1999a). Als 3 mesos,
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aquest ratoli presenta també alteracions en la transmissid sinaptica i
hipometabolisme en determinades arees cerebrals. Aquestes
disfuncions s’accentuen amb 1’edat donant lloc a una pérdua de sinapsis
funcionals (Larson et al., 1999) i deficits metabolics en noves arees
cerebrals, com el cortex 1 I’hipocamp (Dodart et al., 1999b) en els
animals més vells.

Ratoli Tg2576: Els ratolins transgénics Tg2576 sobreexpressa APP
contenint la doble mutacido Swedish (K670N, M671L) sota el control
del promotor de la proteina del pri6 de hamster (Hsiao et al, 1996).
Aquests animals desenvolupen déficits de memoria i aprenentatge
associats a I’edat i amb 1'aparicié de plaques de BA en arees limbiques i
corticals, que s'inicia entorn dels 12 mesos d’edat (Hsiao et al., 1996).
De forma semblant al ratoli PDAPP, les plaques compactes
s'acompanyen d'una resposta astrocitica i microglial (Irizarry et al.,
1997b; Frautschy et al., 1998) aixi com de la presentacié de tau
hiperfosforilada en les neurites adjacents i fenomens d'estrés oxidatiu
(Pappolla et al., 1998, Smith et al., 1998). Malgrat aixo, en aquests
ratolins tampoc s’ha trobat pérdua neuronal o sinaptica significativa
(Irizarry et al., 1997b). Els estudis conductuals i electrofisiologics
mostren l'existéncia de déficit cognitiu que apareix de forma
progressiva en el temps a mesura que els animals envelleixen. Aixi, els
ratolins Tg2576 tenen una memoria de referéncia espacial normal en el
laberint de Morris als 3 mesos d'edat, perd mostren déficit als 9-10
mesos (Hsiao ef al., 1996).

Ratoli APP23: Aquest transgeénic expressa la isoforma 751 de la hAPP
contenint la doble mutacié6 Swedish (KM670 / 671NL) sota el control
del promotor de Thy-1 muri. Aquest model desenvolupa plaques de fA
compactes al cortex i a I'hipocamp al voltant dels 6 mesos d'edat amb
una angiopatia amiloide associada. A més, presenta una pérdua
neuronal en la regi6 CAl de I'hipocamp als 14-18 mesos d'edat
(Sturchler-Pierrat et al., 1997).

Ratoli TgCRNDS: Aquest ratoli porta tant la doble mutacidé Swedish
com la mutacio Indiana (hAPP695 K670N, M671L i V717F). Aquest
model es va dissenyar per expressar les dues mutacions d’APP, sota el
control d’un prio-promotor de hamster. El transgénic mostra una
deposicid accelerada de BA i, a més, es desenvolupen plaques cap als 3
mesos d’edat, és a dir, en estadis més inicials que altres models APP
(Chishti et al., 2001).
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Ratolins APP Arc i APPDutch: Ratolins que expressen APP amb la
mutacio Dutch que produeix una severa angiopatia cerebral associada
als diposits de BA (Herzig et al., 2004; Ronnback et al., 2011).

ii) Ratolins transgeénics per a la presinilina

Les mutacions PS1 o PS2, caracteristiques per la inducciéo d’un
augment dels nivells AP, sense la formacio de placa (Oyama et al,
1998) mostren un deteriorament cognitiu modest (Lalonde et al.,
2003a, 2003b) pero presenten alteracions en la homeostasi del calci en
el reticle endoplasmatic. A més, s’ha demostrat que el transgen per a la
mutacio PS1 humana altera el transport axonal i, fins i tot, indueix
hiperfosforilaci6 de tau (Lazarov ef al., 2007).

iii) Ratolins doble transgénics per a la APP i PS1

Aquest model presenta un rapid desenvolupament de la formacié de
plaques comparat amb el model PS1. A nivell conductual mostra
alteracions en les tasques d’aprenentatge espacial als 15 mesos d’edat
(Bizon et al., 2007). No obstant, aquest model té les seves limitacions,
ja que malgrat ser un model para la amiloidosis, gairebé no presenta
perdua neuronal ni cabdells neurofibril-lars.

iv) Ratolins transgénics per tau

La proteina tau és una fosfoproteina que pertany a la familia de les
proteines tau associades a microtibuls (MAPT) que s’uneix a la
tubulina i facilita la polimeritzacio del tubul (Cleveland et al., 1977).
Les mutacions del gen tau son conegudes per generar demencia
frontotemporal lligada al cromosoma 17 (Gotz i Ittner, 2008).
Existeixen diversos models animals aconseguits a partir de la mutaciod
de tau, tots ells desenvolupen cabdells neurofibril-lars pero alguns
d’ells presenten alteracions motores i d’altres, trastorns patologics en el
tronc cerebral i la medul-la espinal. A nivell conductual, comparteixen
similituds amb el model APP/PS, el que indica que existeix també un
deficit en el transport axonal (Wirths ef al., 2006)

v) Ratolins doble transgénics per a la APP i tau

Aquest model obtingut a partir de la combinacié de APP,./PS1 (Lewis
et al., 2001) presenta un fenotip i una patologia accelerada, amb
diposits de PA superiors al model Tg2576 (APPg.) perd sense
neurodegeneracio. A més, la taxa de mortalitat és elevada.

vi) Ratolins triple transgenics 3xTg-AD
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Aquest model es troba ampliament detallat en la segilient seccié que
porta per titol “1.5.2 El model muri 3xTg-AD de ’AD”.
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de I’AD (Puzzo et al., 2014)
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Taula II. Models transgénics de I’AD (Puzzo et al., 2014).
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Taula III. Diferéncies entre models de ’AD i humans amb AD (Franco i

Cedazo-Minguez, 2014).
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2.5.2 El model muri 3xTg-AD de I’AD

Els ratoli triple transgenic per a la malaltia d’ Alzheimer alberga
els trangens PS1/y146v, APPsye 1 taupso;p (Oddo et al., 2003a). Aquest
model mimetitza diversos simptomes de la malaltia en un patrd
temporal i neuroanatomic similar a I’observat en els humans (Oddo et
al., 2003b, revisat per Giménez-Llort et al., 2007). L’inici dels
simptomes s’ha establert entre els 4 i 6 mesos d’edat, amb deficits
electrofisiologics (en LTP i fEPSP) a nivell hipocampal, problemes
d’aprenentatge i memoria, deficiéncies colinergiques i alteracions
emocionals, malgrat que, en aquest estadi inicial de la malaltia, els
cervells només mostren inmunoreactivitat BA intraneuronal (Oddo et
al., 2003a, 2003b; Kitawaza et al., 2005). A partir dels 12 mesos d’edat
el perfil neuropatoldgic és similar a les fases avangades de la malaltia
en humans, amb la preséncia de diposits PA extracel-lulars i els
cabdells neurofibril-lars de proteina tau (Oddo et al., 2003a, 2003b).

Des de la creacio del ratoli 3xTg-AD per a la malaltia d’Alzheimer
s’han realitzat una gran varietat de treballs d’investigacio des de la
vessant molecular fins a la conductual. D’una banda s’ha estudiat la
validesa del model per mimetitzar les caracteristiques de la malaltia
observades en pacients i, de 1’altra, s’han estudiat un gran nombre
d’estratégies preventives i terapéutiques. En aquest model, factors com
el génere influeixen en la progressio de la malaltia (Giménez-Llort et
al., 2010) i a nivell conductual, els canvis no es restringeixen a 1’esfera
cognitiva. La recerca actual estd demostrant que el model 3xTg-AD
també emula BPSD (p.ex. Espafia et al., 2010; Giménez-Llort et al.,
2007; Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014) i alteracions de les activitats
en la vida diaria (Torres-Lista i Giménez-Llort, 2013). De fet, el nostre
ha estat un dels laboratoris principals en 1’estudi conductual d’aquest
model utilitzant un ampli ventall de paradigmes conductuals
estructurats en bateries que inclouen funcions sensoriomotores (barra
de fusta, barra de metall, test del penja-robes), activitat exploratoria
(camp obert, test de Boissier, taula dels forats, test d’alternanca
espontania i actimetries), emotivitat i ansietat (test de les cantonades,
camp obert, caixa fosca/clara, laberint elevat en creu, test d’enterrament
dels marbres), desesperanga conductual (test de natacio forgada)
aprenentatge i memoria (laberint en T, laberint aquatic de Morris,
laberint radial de sis bragos) i interaccid social (barbering, test del tub,
test d’agressivitat).

Aquesta caracteritzacio fenotipica ha estat essencial en la valoracio dels
mecanismes 1 D’eficacia d’estratégies preventives i terapcutiques, ja
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siguin farmacologiques com per exemple, estudis fets amb nicotina
(Oddo et al., 2005), memantina (Martinez-Coria et al., 2010),
testosterona (Rosario et al., 2012), melatonina (Garcia-Mesa et al.,
2012) entre d’altres. També ho ha estat en ’estudi d’estratégies no
farmacologiques, com 1’estimulacid sensorial (Arranz et al., 2011;
Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014; Blazquez et al., 2014) o els habits
i estils de vida, entre els quals destaquen 1’exercici fisic (Giménez-Llort
et al., 2010; Garcia-Mesa et al., 2011, 2014) i la dieta (Ma et al., 2009;
Corona et al., 2011; Noristani et al., 2012; Barron et al., 2013).

L’estudi dels BPSD en aquest model animal 3xTg-AD per a la malaltia
d’Alzheimer i la seva relacido amb factors de risc, aixi com estratégies
preventives i/o terapéutiques, constitueix I’eix vertebral dels diferents
treballs que comprenen aquesta tesi doctoral.

2.6 Estrategies preventives 1 terapeutiques en recerca preclinica
2.6.1 Estrategies no-farmacologiques

1) Experiéncies en etapes inicials de la vida

Handling postnatal

En els mamifers, [ontogénia es caracteritza per ser una etapa on
s’esdevenen processos de desenvolupament dinamics en la majoria dels
organs 1 sistemes dels éssers vius. Els estimuls ambientals que
acompanyin a I’organisme durant aquestes etapes primerenques de la
vida poden influenciar aquests processos donant lloc a canvis
fisiologics 1 comportamentals que poder persistir, fins i tot, en
I’adultesa. Aixi doncs, ja durant les primeres setmanes de gestacio, el
desenvolupament cerebral esta influenciat tant per factors genétics com
ambientals, on ambdos tipus es troben en continua interaccio (p.ex.
Escorihuela ef al., 1994).

Els efectes de I’ambient sobre el desenvolupament cerebral van ser
primerament observats per Charles Darwin, qui I’any 1859 indica que
hi havia diferéncies morfologiques en els cervells de conill depenent de
I’ambient on s’haguessin criat. També, a finals del segle XIX, Santiago
Ramon i1 Cajal va demostrar la plasticitat del cervell durant el
desenvolupament i la seva sensibilitat a factors ambientals gracies als
seus estudis que demostraven que els cervells més estimulants
presentaven més sinapsis neuronals (veure Escorihuela ef al., 1994).

Els efectes que tenia a llarg termini un tipus concret d’estimulacid
sensorial mitjang¢ant la manipulacié tactil en etapes primerenques de la
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vida no van ser descrits fins a la segona meitat del segle XX (Levine,
1957). Levine, juntament amb Chevalier i Korchin (Levine et al.,
1956), havia trobat que, en rates, la separacié de les cries de la mare
durant un periode breu de temps produia efectes beneficiosos en el
perfil emocional d’aquests animals durant 1’adultesa. Posteriorment,
aquest procediment va prendre el nom de handling postnatal (PH). A
partir de llavors s’utilitza aquest terme de manera sistematica per
designar la breu separaci6é maternal dels recents nascuts des del dia 1 al
21 postnatal (3-20 minuts, depenent dels autors), un métode senzill per
induir canvis tant conductuals com fisiologics. Els temps de separacid
maternal és critic, ja que una separacio6 diaria més perllongada (1 hora o
més) genera una font d’estres, tal i com indica ’augment dels nivells
d’ACTH i corticosterona de les cries, fet que pot portar conseqiiéncies
conductuals negatives a llarg termini (Pryce i Feldon, 2003; Millstein 1
Holmes, 2007; Parftit et al., 2007). En canvi, se sap que periodes breus
de separacid maternal (per exemple, 10-15 minuts) tenen efectes
beneficiosos tant a nivell fisiologic com conductual, com aixi ho
demostren un nombros grup de treballs reportats en la literatura
(Fernandez-Teruel et al., 2002; Levine, 1962; Nuiez et al.,1995;
Steimer et al., 1998; Meerlo et al., 1999).

Els efectes positius d’aquest procediment sobre la conducta, sobretot en
el perfil ansids i emocional, han estat ampliament descrits en molts
estudis comportamentals. Comparats amb els animals control, els
animals tractats son menys ansiosos tant en els tests classics no
condicionants (Nufiez, et al.,1995; Steimer et al., 1998; Meerlo et al.,
1999) com els condicionants (Gschanes et al., 1995; Nufiez et al., 1996;
Meerlo et al., 1999). A més, aquests efectes no només es troben en
I’“estat” ansios sind també en el “tret” ansios (Chapillon et al., 1999).
No obstant, a vegades els efectes del handling postnatal poden quedar
diluits o fins i tot absents. El motiu principal pel qual s’explica aquest
fet és la influéncia que tenen els factors genétics, tal i com es demostra
en diversos estudis on es van utilitzar diferents soques de rata
(Fernandez-Teruel, ef al., 1997; Durand et al., 1998). Alhora, controlar
les condicions experimentals també és fonamental per evitar resultats
erronis (Roy i Chapillon, 2002).

Resulta interessant esmentar el paper protector que té el PH davant del
declivi associat a 1’edat de certes habilitats d’aprenentatge i memoria.
En aquest sentit, el PH facilita la potenciacio a llarg termini (LTP, en
angles) aixi com la capacitat de prevenir la degeneracié neuronal
associada a I’edat (p.ex, Meaney et al., 1988; Fernandez-Teruel et al.,
1997; Aguilar et al., 2002).
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Pel que fa als efectes fisiologics, Levine també va ser pioner en I’estudi
dels efectes neurobiologics del handling postnatal i els canvis provocats
sobre 1’eix HPA (Levine, 1967). Els treballs realitzats demostraven
que, davant diferents estressors, els animals tractats presentaven un
millor sistema de regulacid neuroendocri que els animals control. Anys
després, gracies al desenvolupament de noves técniques d’assaig s’han
pogut detectar diferéncies més precises entre els animals tractats i
control, com per exemple, nivells més baixos d’hormona alliberadora
de corticotropina (CRH) en I’eminéncia mitja de les rates tractades
(Plotsky i Meaney, 1993) o una major densitat de receptors
glucocorticoides en I’hipocamp i el cortex frontal, sent aquests
importants en la regulaci6 de I’eix HPA (Meaney et al, 1985) i
possiblement els responsables d’una retroalimentacid negativa més
eficient, la qual regula la secrecid de corticosterona (Levine, 2000).

El handling postnatal i [D’enriquiment ambiental comparteixen
mecanismes i tenen efectes sinérgics en rosegadors (Fernandez-Teruel
et al., 2002). Malgrat aix0, el nombre d’estudis amb PH és baix en
comparacié6 a D’enriquiment ambiental o 1’exercici. La justificacio
d’aquest fet radica en la dificultat metodologica que comporta
I’administracio del handling, dut a terme durant ’etapa ontogénica
neonatal, en ventrades amb un nombre similar de cries i sota una
programacié horaria.

En resum, tot i que hi ha resultats contradictoris que probablement es
puguin explicar pel tipus de soca o base genctica utilitzada, o bé per
lleus modificacions en 1’aplicaci6 del procediment, el handling
postnatal produeix efectes positius a llarg termini, com sén la millora
de la resposta endocrina a l’estrés aixi com de I’aprenentatge i
memoria.

ii) Habits i estils de vida
Enriquiment ambiental

El concepte d’enriquiment ambiental (en anglés, environmental
enrichment EE), en rosegadors, es refereix a una millora significativa
de les condicions d’estabulacid. En general, les gabies solen ser d’una
mida més gran que les habituals i contenen objectes i espais diversos,
que faciliten I’increment de 1’estimulacié sensorial, cognitiva i motora
respecte les condicions estandard d’estabulacid. Pero 1’estimulaciod
ambiental no només comprén estratégies d’enriquiment fisic, sind
també d’enriquiment social, com pot ser el que s’aconsegueix
mitjancant  ’augment del nombre d’animals per gabia
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(Nithianantharajah i Hannan, 2006), on s’estableixen interaccions
dinamiques i variables entre els diferents subjectes que cohabiten en el
mateix espai (Stewart i Bayne, 2004).

Actualment, no hi ha un paradigma unic de I’EE ideal pel que fa als
efectes beneficiosos sobre el cervell i la conducta. Dins del gran ventall
de combinacions metodologiques, sembla ser que aquelles que aporten
una gran complexitat i novetat ambiental son les més favorables per a
proporcionar majors nivells d’estimulacio sensorial, cognitiva i motora.
Tot 1 aixi, cal tenir en compte diversos factors que hi influeixen, com
per exemple, el tipus de soca, I’edat d’inici o el temps d’exposicid a
I’EE.

En general, els efectes principals deguts a I’EE son molt amplis. A
nivell molecular, els canvis s’observen en la modificacié6 d’un gran
nombre de gens relacionats amb 1’estructura neuronal, la transmissio
sinaptica i la plasticitat. Els canvis morfologics cel-lulars o cerebrals,
son igualment rellevants, tals com la densificacido dendritica o
I’increment de la neurogénesi que es dona en certes arees corticals i
I’hipocamp. A nivell conductual, ’EE indueix un increment de
I’activitat exploratoria i de 1’aprenentatge i la memoria. També redueix
I’ansietat 1 la temerositat. Aquest ampli ventall d’accions
neurobiologiques i psicologiques dona a aquesta estratégia un punt
d’interés per a ser utilitzada en models animals de malalties
neurodegeneratives i, concretament, en el cas de I’AD, un gran nombre
d’estudis corroboren dits efectes beneficiosos. Pel que fa al model
3xTg-AD, el tractament d’EE pot tenir efectes beneficiosos actuant
sobre la xarxa de sistemes reguladors neuroimmunoendocrins (Arranz
et al., 2011) i sobre I’ansietat i la conducta exploratoria (Blazquez et
al., 2014). D’altra banda, 1’exercici fisic voluntari, un dels components
presents en molts dissenys experimentals de I’EE, promou efectes
beneficiosos sobre la funcid sinaptica i cerebral (Garcia-Mesa et al.,
2011).

2.6.2 Estratégies farmacologiques

En paral-lel a ’escenari d’estratégies farmacologiques a nivell clinic,
els estudis experimentals busquen no només el desenvolupament
d’estrategies enfocades a modificar el procés de la malaltia, sin6 també
aquelles que permetin prevenir o endarrerir 1’inici de la malaltia
(revistat per Anand et al., 2014).
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Cafeina

Tal com s’ha detallat en I’apartat dels aspectes clinics de la malaltia
d’Alzheimer, la cafeina estd emergint com un agent protector. A nivell
experimental, estudis recents en ratolins indiquen que tant la cafeina
com altres antagonistes dels receptors d’adenosina prevenen
I’acumulaci6é BA dins i pels voltants dels vasos sanguinis cerebrals, la
qual és en part responsable dels déficits cognitius (Gahr et al., 2013;
Cupino i Zabel, 2014). De manera similar, el consum cronic de cafeina
reverteix els danys cognitius i els nivells de BA cerebrals en ratolins
transgénics per a I’AD (Arendash et al., 2009; Cao et al., 2009; Chu et
al., 2012). Un altre dels mecanismes d’acci6 de la cafeina és a través de
I’estimulaci6 de cascades pro-superviveéncia i la inhibicid de vies pro-
apoptotiques en [’estriat i/o en el cortex, de manera que la cafeina
promou la supervivéncia neuronal 1 redueix el procés de
neurodegeneraci6 (Arendash et al., 2009; Zeitlin et al., 2011).

Ara bé, tot i els avantatges que tant estudis clinics com preclinics han
demostrat, cal tenir present que la cafeina podria causar efectes
adversos en els pacients que presentin un perfil BPSD de tipus
emocional, ja que els seus efectes estimulants podrien exacerbar-ne els
simptomes (Johansson et al., 2001), fet que podria contrarestar o
emmascarar els beneficis reportats en la funcié cognitiva. Per tant, tot i
semblar que la cafeina pugui ser un tractament prometedor i sigui facil
d’aplicar, calen més estudis que valorin I’impacte d’aquest tractament
en els pacients que se’ls hagi diagnosticat algun tipus de BPSD de tipus
ansios o trastorns circadians. A nivell experimental, tot i que un nombre
important d’estudis mostren els efectes beneficiosos de la cafeina sobre
la cognicio, encara no hi ha cap que plantegi quins son els efectes del
tractament cronic amb cafeina sobre el perfil ansids que alguns models
presenten associat a la malaltia d’ Alzheimer.

D-galactosa

L'envelliment normal s'associa amb la pérdua gradual de capacitats
cognitives i motores. En canvi, a nivell patologic, en els trastorns
neurologics associats a 1’edat, el deteriorament cognitiu és rapid,
donant lloc a alteracions que afecten a la vida diaria. A més a més, la
patologia de diferents malalties sovint implica processos comuns, com
per exemple 1’alteracié en la funcid mitocondrial. En aquest sentit,
molts estudis indiquen que la disfuncié mitocondrial i 1’estrés oxidatiu
son uns dels principals responsables del procés d’envelliment ja que hi
participen activament, alhora que també son uns dels causants
d’algunes malalties neurodegeneratives. La disfunci6 mitocondrial es
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caracteritza per una reduccio de la fosforilacié oxidativa i un increment
dels radicals lliures i de les espécies reactives de I’oxigen (en angles,
reactive oxygen species ROS) (veure figura III). Estudis recents van
trobar un augment d’aquestes ROS associat amb 1’edat pero també en
certes malalties com en I’Alzheimer, el Parkinson i el Huntington
(Carvalho et al., 2009; Quintanilla i Johnson, 2009; Winklhofer i
Haass, 2010). La formacié en excés de ROS pot danyar lipids,
proteines o el DNA cel lular, i per tant, alterar la funcié normal i la
homeostasi dins la cél-lula 1 finalment, causar la mort cel-lular
(Paradies ef al., 2001). Aixi doncs, és possible que una estratégia
terapéutica efectiva pel tractament de les malalties associades a 1’edat
sigui aquella que s’adreci a la prevencio de I’apoptosi neuronal induida
per Iestres oxidatiu.

S’ha demostrat que I’administracio cronica de D-galactosa (D-gal) pot
causar una acumulacié de ROS, estimular indirectament la produccid
de radicals lliures i1 finalment, donar a lloc a nivells alts d’estrés
oxidatiu que originin canvis neuroquimics i conductuals (Lu et al.,
2007).

Breument, la galactosa és un carbohidrat reductor que reacciona
facilment amb les amines lliures dels aminoacids de proteines i peptids
donant lloc a productes finals de glicaci6 avangada (en angles, AGE),
fenomen observat tant in vitro com in vivo (Bucala i Cerami, 1992;
Vlassara et al., 1994; Chen et al., 2006). Durant 1’envelliment natural
hi ha un increment de la concentracié d’AGE, pero aixo també s’ha
observat en malalties associades a I’edat, com per exemple la diabetis,
aterosclerosis i també la malaltia d’ Alzheimer (Vlassara et al., 1994; Li
i Dicks, 1997).
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Figura III. Esquema dels mecanismes d’acci6 de la D-galactosa en el
mimetisme de I’envelliment (Yanar ef al., 2011).

Coneguts els efectes de la D-galactosa, un gran nombre de laboratoris
han utilitzat 1’administracié cronica amb D-gal en rosegadors amb la
finalitat d’accelerar el procés d’envelliment i obtenir un bon model que
mimetitzi els danys cel-lulars i1 funcionals associats a 1’edat.
Principalment, la D-galactosa causa un augment de la produccio de
radicals lliures en cervell (Song et al., 1999), sobretot en arees amb
gran sensibilitat a I’estrés oxidatiu, com el cortex cerebral, I’hipocamp i
I’estriat (Beckman i Ames, 1998). I, com a conseqiiéncia, ocasiona una
disminucid progressiva de la capacitat d'aprenentatge i la memoria i de
les habilitats motores (Lei et al., 2008).

Per tant, si la generacié excessiva de ROS en els casos de disfuncio
mitocondrial és la principal causa de danys intracel-lulars, és logic
pensar que 1'Gs d'antioxidants esdevingui una terapia util per al dany
mitocondrial induit per ROS. De fet, durant els ultims anys s’estan fent
grans esfor¢os per aconseguir suplements dietétics 1 aliments rics en
antioxidants naturals que puguin contrarestar els efectes adversos
associats a 1’edat, com 1’Gs del resveratrol (Zhao et al., 2012), la
melatonina (Yoo ef al., 2012) i els flavonoides (Kumar et al., 2010),
entre d’altres. Ara bé, els resultats son controvertits, ja que no tots els
estudis repliquen els déficits cognitius i/0 motors induits per la D-
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galactosa. Concretament, alguns autors suggereixen que els efectes del
tractament cronic amb D-gal només afecten a algunes funcions, més
que causar un envelliment general prematur (He et al., 2009; Chang et
al., 2014) mentre que d’altres indiquen que el tractament no ocasiona
cap tipus d’afectacié (Parameshwaran et al., 2010). En conjunt, el que
esta clar és que una millor comprensié de la naturalesa de la disfuncio
mitocondrial durant I'envelliment normal i en fases primerenques de
malalties neurodegeneratives podrien donar llum sobre la patogenesi
del declivi cognitiu, facilitant el cami per al desenvolupament de
millors estratégies terapéutiques.

En la segiient taula es detallen alguns dels estudis realitzats amb D-
galactosa utilitzada com a model d’envelliment accelerat. Tot i que el
tractament cronic amb D-galactosa és un bon mecanisme per
aconseguir un model de dany oxidatiu i disfuncioé cognitiva associats a
I’edat, la taula reflecteix la gran variabililitat que existeix entre els
estudis publicats pel que fa al métode utilitzat, on s’inclou la dosi i la
duraci6 del tractament, aixi com el génere, 1’edat i la soca dels animals
utilitzats donant lloc a multiples dissenys experimentals. Un estudi
recent va analitzar alhora els efectes del tractament cronic de D-gal en
ratolins de diferents edats i en ambdds géneres i va demostrar que el
deficit cognitiu associat al tractament de D-galactosa depenia de la
durada del tractament, juntament amb els factors genere i edat (Hao et
al., 2014).

model/soca i tests
autor . edat dosi ad | duracio efectes
animal m conductuals
Test
Ratolins O act1tV1tat Disminucié de
Song et al., atolns , motora | Pactivitat
1999 c57bl/6] SM | 50mgkg | s.c | 56D espontania locomot‘Ofa ide
Test del pas la memoria
a través
Ratolins & i OF Disminuci6 de
Xu i Zhao, @ Kunming ? 120mgke |s.c |42D Pactivitat .
2002 (grups Y-maze locomotora i de
mixtos) la memoria
Efectes negatius
50mgkg MWM sobre ’activitat
Ratolins Q locomotora i la
Wei et al., 2005 3M | 100mg/kg |s.c |56D ORT cognicio
c57bl/6] i .| depenent de la
200mg/kg Actimetria dosi
50£100=200

44



OF

Disminuci6 de

Ratolins & 1.5 Test del pas | Iactivitat
Lu et al., 2006 Kunming M S0mgkg s.c | 56D a través locomotora i de
la memoria
MWM
OF Disminuci6 de
Lueral, 2007 | RS S 125 1560 0ne |se | 56D Pactivitat
Kunming M MWM locomotora i de
la memoria
Chen et al., Rates J'i @ Efectes negatlus
2006 Sprague- 12M | 100mg/kg |s.c | 56D MWM sobre funcions
dawley cognitives
Ratolins Efectes negatius
Luo et al., 2009 . ? 90mg/kg |s.c |90D MWM sobre funcions
Kunming -
cognitives
OF Disminuci6 de
Shan et al., Ratohps 1] 9 500meke |sc |56D ’activitat _
2009 Kunming PAT locomotora i de
la memoria
EPM Efectes negatius
Kumar et al., Ratolins & | 2- sobre funcions
2009 Swiss albino | 3M 100mg/kg |s.c | 42D OF sensoriomotores
MWM i cognitives
EPM Efectes negatius
Kumar et al., Ratolins & | 2- ) sobre funcions
2010 LACA M 100mgfkg |s.c | 42D OF sensoriomotores
MWM i cognitives
Test Cap efecte sobre
Ratolins activitat Pactivitat
) 1.5- ) motora motora. Efectes
He et al., 2009 3i9 , M 150mg/kg |s.c |42D espontinia | negatius sobre
Kunming les funcions
MWM cognitives
Ratolins © Rotarod Cap efecte sobre
atolins ;
Pa”}m;(s)hlgara“ 2M |100mg/kg |ip. [42D |OF funcions
etal, c57bl/6] sensoriomotores
Y-maze 0 cognitives
Ratolins & 15 Efectes negatius
Yoo et al., 2011 M 100mg/kg |s.c | 70D MWM sobre funcions
c57bl/6] cognitives
Vanar ef al Rates & Efectes negatius
2011 ” Sprague- SM | 60mg/kg |ip. |42D MWM sobre funcions
dawley cognitives
OF Disminuci6 de
Tian et al., Ratohr}s 2 150mg/kg | ip. I’activitat .
2011 Kunming MWM locomotora i de

la memoria
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Priscila Dule Aprenentat | Efectes negatius
Y | Rates Wistar | 3M 100mg/kg |s.c |56D ge a la por | sobre funcions
etal., 2012 .
contextual | cognitives
. Efectes negatius
Zhou et al., Ratolins & 0 ;
2012 ICR ? 100mg/kg |s.c |42D MWM sobre_ funcwns
cognitives
Test
evitacio
Ratolins & passiva Efectes negatius
Lan et al., 2012 ICR ? 100mg/kg |s.c |42D tipus pas a | sobre funcions
través cognitives
MWM
Rates & Disminuci6 de
Guetal., 2013 | Sprague- 2M | 100mg/kg |s.c | 56D OF Pactivitat
dawley locomotora
Efectes negatius
OF sobre funcions
Tikhonova et Rates & . cognitives pero
al., 2014 Wistar 3M 1 150mg/kg | ip. | 57D T-maze cap efecte sobre
ORT I’activitat
locomotora.
Disminucio6 de
MWM la capacitat de
. suspensio pero
Chang et al., Ratolins J Rotarod no hi ha efectes
2M | 125mg/kg |s.c | 56D . .
2014 c57b1/6] Grip negatius en la
strenght coordinacid
test motora ni en
’aprenentatge
Disminucio6 de
les capacitats
cognitives
Ratolins &'i | 2M/ depenent de la
Hao et al., 2014 OcSTBL/6 | 6M 100mg/kg |s.c |42/70D | Y-maze durada del
tractament, del
geénere i de
I’edat

Taula IV. Taula representativa de la varietat d’estudis realitzats amb D-
galactosa en rosegadors.
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2.7 Nocicepci6 en la recerca preclinica

L’homologia dels processos biologics basics com la 'mocicepcio' que
existeix entre els animals, ha fet que alguns d'ells, la majoria
rosegadors, esdevinguin una eina rellevant en la investigacié basica i
preclinica del dolor (Handwerker i Arendt-Nielsen, 2013). A més, el
modelatge en animals de les malalties psiquiatriques i neurologiques ha
aportat noves possibilitats per a l'estudi a nivell experimental de la
comorbiditat del dolor. No obstant, malgrat una gran part dels estudis
d'investigacid realitzats ha estudiat limpacte de les disfuncions
cognitives relacionades amb el dolor i els trastorns afectius (Liu i Chen,
2014), tan sols un nombre limitat de treballs experimentals ha examinat
el dolor en models animals de deteriorament cognitiu o demencia i
encara son menys els que han tingut en compte factors critics com
I'envelliment o el génere (revisat per Mogil, 2009). Les qualitats, pero
també les limitacions inherents dels animals en 'expressio del dolor tal
i com es concep en els éssers humans, proporcionen informacié util per
a l'avaluacio del dolor en pacients amb deteriorament cognitiu o
demeéncia que presenten capacitats comunicatives reduides o absents.
Per tant, el treball dels investigadors basics s'utilitza per fer front a les
dificultats que els psiquiatres i neurolegs troben quan s'enfronten al
dolor dels seus pacients (Lukas et al., 2012). Aixi, en abséncia de
I'equivaléncia dels autoinformes, les proves de nocicepci6 han de basar-
se en puntuacions objectives, que van des d'un simple reflex de retirada
nocifensiva a conductes operants complexes.

En aquesta tesi doctoral presentem, a mode d’annex, les primeres dades
preliminars en ratolins 3xTg-AD que demostren ja que a fases
prodromiques i en I’inici dels estadis moderats de I’AD, la sensibilitat
dels ratolins 3xTg-AD a un estimul térmic fred esta inalterada respecte
a animals NTg de la mateixa edat. A la prova de retirada de la cua, la
laténcia de la resposta d'evitacid es va incrementar de manera
dependent de 1'edat, pero de forma equivalent respecte la seva soca
control ¢57bl/6 (poster Baeta-Corral et al, 2014). En el llindar de dolor
dels animals 3xTg-AD vells en la prova de la placa calenta també altres
investigadors han trobat I’equivaléncia amb els controls (Filali et al.,
2012).
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3.Objectius

Aquesta tesi doctoral té per objectiu general estudiar a nivell
conductual, en ratolins 3xTg-AD i NTg, I’impacte de diversos factors
de risc biologic (genétic i no genétic) i ambientals per a la malaltia
d’ Alzheimer, més enlla dels deficits cognitius caracteristics, posant aixi
especial atencid en els Simptomes Comportamentals i Psicoldgics
associats a aquesta Deméncia (BPSD), que estan poc estudiats.

En particular, per a cada un dels tres estudis que composen aquesta tesi,
els objectius son:

Estudi 1. Caracteritzar les conductes bizarres i la conducta de valoracio
del risc en ratolins mascles i femelles 3xTg-AD als 6 mesos d’edat, que
es correspon amb les etapes primerenques de la malaltia. En aquest
context, avaluar també el potencial beneficidés del handling postnatal
(PH), una estimulacio tactil sensorial administrada durant 1’ontogénia,
coneguda per exercir efectes positius a llarg termini sobre els perfils
conductuals relacionats amb l'estres i les conductes ansioses.

Estudi 1l. Fase 1. Caracteritzar les estratégies de navegacido en el
laberint aquatic de Morris en ratolins mascles 3xTg-AD als 13 mesos
d’edat, que es correspon amb les etapes avangades de la malaltia, quan
presenten un fort perfil BPSD, amb 1’objectiu de trobar caracteristiques
distintives basades en criteris en funci6 de la finalitat
(preséncia/abséncia d’estratégies de recerca), la direccionalitat
(preséncia/abséncia d’estratégies dirigides a un objectiu) i la varietat
(Gs d’una o més estratégies) que permetin distingir aquest genotip del
NTg en diferents paradigmes d’aprenentatge i memoria.

Estudi Il. Fase 2. Avaluar els efectes conductuals del tractament cronic
oral amb una dosi baixa de 0,3mg/Kg de cafeina en ratolins mascles
3xTg-AD i NTg als 13 mesos d’edat mitjangant una amplia bateria de
tests conductuals per tal de verificar els efectes cognitius que se li
atribueixen en vers a la malaltia i estudiar el seu possible impacte quan
existeix un perfil BPSD exacerbat.

Estudi IIl. Avaluar, en ratolins mascles i femelles NTg als 6 mesos
d’edat, els efectes dosi resposta conductuals a nivell motor, cognitiu i
emocional/ansiés de 1’administracio cronica s.c. de 0-50-100mg/Kg de
D-galactosa, un model farmacologic d’envelliment accelerat.
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4. Materials i Metodes

En aquesta tesi doctoral es realitza una aproximacid experimental de
tipus translacional que utilitza com a subjectes d'estudi els ratolins
triple-transgenics 3xTg-AD, model muri per a la malaltia d'Alzheimer,
i els seus congeneres salvatges, els hibrids c57bl/6 x 129 o la soca pura
c57bl/6. Ho fa tot seguint la legislacio 2010/69/EU en relacié amb la
cura i Us d’animals per a métodes experimentals. A més, 1’estudi
compleix les pautes ARRIVE desenvolupades per les NC3Rs
(Kilkenny et al., 2010) que busquen tamb¢ limitar, en el possible, el
nombre d'animals experimentals.

4.1 Animals

Els ratolins transgénics 3xTg-AD que alberguen els trangens PS1/p146v,
APPs,. 1 taupsg;p van ser genéticament enginyats a la Universitat de
California Irvine, préviament ja descrit (Oddo et al., 2003a). Breument,
dos transgens independents (que codifiquen els gens humans APPSwe i
tauP301L, ambdos sota control de I’element regulador Thy1.2 de ratoli)
van ser co-injectats en cel-lules embrionals obtingudes a partir de
ratolins mutants homozigots PS1M146V knock-in (PS1KI). Els ratolins
PS1 knock-in van ser creats originalment com a hibrids c57bl/6 x 129.

4.2 Programacio de la cria i manteniment

El propi personal investigador va ser I’encarregat d’establir un
programa de cria i manteniment de les dues colonies d’animals en el
nostre laboratori de la Unitat de Psicologia Medica, Universitat
Autonoma de Barcelona. D’aquestes colonies és d’on es van obtenir els
animals dels estudis I, II i IV pertanyents a aquesta tesi. L’estudi III va
utilitzar animals de la nova colonia pura ¢57bl/6 establerta a Harlan
Iberica S.L. (Sant Feliu de Codines, Barcelona) que van ser traslladats
al nostre laboratori als dos mesos d’edat.

Tots els animals van ser allotjats 1 mantinguts en gabies d’estabulacid
estandard (Makrolon, 35x35x25cm) sota condicions de laboratori
estandard (12h Ilum:foscor, inici de cicle a les 8:00h, disponibilitat de
menjar i aigua ad [libitum, 22+2°C, 50-60% humitat). Tots els
experiments van ser duts a terme entre les 9:00h i les 13:00h excepte
I’activitat circadiana que va ser enregistrada durant tot el periode de
Ilum/foscor (DL).
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4.3 Tractaments
Estudi I. Handling postnatal

El meétode del handling postnatal (en anglés postnatal handling, PH) va
consistir en separar les cries de la mare i col-locar-les individualment
en compartiments de plastic coberts amb paper absorbent. Durant la
sessio, els animals van ser manipulats suaument i reberen 4
estimulacions tactils al llom. Aquest procediment va ser repetit 3
vegades cada 8 minuts, dues vegades al dia des del dia 1 fins als dia 21
postnatal. Les cries dels grups control no es van manipular excepte per
a la neteja de les gabies, un cop per setmana.

Estudi II. Fase 2. Tractament cronic de cafeina

Es va permetre als ratolins beure ad libitum aigua de beguda o aigua de
beguda cafeinada amb una dosi de 0,3mg/Kg (Sigma, St. Louis, MO,
USA) comengant als 6 mesos d’edat. El disseny experimental final va
consistir en els segiients grups experimentals: NTg vehicle, NTg
cafeina, 3xTg-AD vehicle and 3xTg-AD cafeina (n=8-10, en cada grup
experimental). El tractament amb cafeina continua durant 1’etapa
d’avaluacié conductual fins la finalitzaciéo de 1’experiment (13 mesos
d’edat).

Estudis previs han confirmat que aquesta pauta del tractament aporta
una dosi diaria d’1,5mg de cafeina en els ratolins i €s equivalent a un
consum aproximat de 500mg diaris de cafeina (aproximadament 5
tasses de café) en els humans (Arendash et al., 2006). Una concentracid
plasmatica d’aproximadament 30uM (al voltant de 3 tasses de cafe
diaries) és la que s’ha recomanat per a avaluar els efectes beneficiosos
de la cafeina a nivell cognitiu (Costenla, ef al., 2010).

Estudi I1I. Tractament cronic de D-galactosa

A T’edat del 4 mesos, els ratolins van ser injectats subcutaniament (s.c)
durant 56 dies amb una soluci6 salina o amb una dosi de D-galactosa
(Sigma, St. Louis, MO, USA) de 50mg/Kg o 100mg/Kg, en un volum
en mL del 10% del seu pes corporal. El disseny experimental final va
consistir en els seglients grups experimentals per a cada génere: NTg
vehicle, NTg 50mg/Kg i NTg 100mg/Kg (n=9-10, en cada grup
experimental). Amb la finalitzacid6 del periode del tractament amb
galactosa, s’inicia 1’etapa d’avaluacio conductual (6 mesos d’edat).
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4.4 Estudis conductuals

Els diferents estudis que composen la present tesi doctoral es van
realitzar a través d’una série de proves o bateria conductual
estandarditzada, utilitzada préviament en el nostre laboratori (Giménez-
Llort et al., 2002). A continuacid es detallen els tests utilitzats per a
I’avaluaciéo de les condicions fisiques i les habilitats motores, les
capacitats d’aprenentatge i memoria, aixi com patrons de respostes
conductuals que inclouen [I’activitat exploratoria, la neofobia i
conductes associades a I’ansietat.

Test de les cantonades o Corner test (CT)

El test de les cantonades (CT, corner test) s’utilitza per avaluar la
neofobia o por a la novetat i consisteix en introduir a ’animal en el
centre d’una gabia de plastic estandard (idéntica a la que s’utilitza per a
la seva estabulacio) amb Scm de gruix d’encenall net i inodor. En
aquest test s’avalua la conducta espontania de 1’animal durant un
periode de 30 segons i es registren el nombre cantonades visitades
(I’animal ha d’explorar la cantonada), la laténcia de realitzar el primer
rearing o aixecament vertical (I’animal ha de sostenir-se de peu sobre
les potes del darrera, recolzant-se a la paret o no) i el nombre de
rearings realitzats. Per a cada animal s’utilitza una gabia nova (neta)
per tal d’evitar possibles interferéncies en aquesta conducta a causa del
rastre d’olor d’altres animals.

Test del camp obert o Open field test (OF)

El test del camp obert (OF, open field test) s’utilitza per avaluar la
reactivitat emocional i l'activitat exploratoria dels rosegadors en un
ambient ansiogenic. En aquest test, I’animal es col-loca en el centre
d’una capsa de fusta (55x55x25cm) blanca i il-luminada i s’avalua la
conducta de I’animal durant un periode de 5 minuts. Es mesura la
laténcia o duracié dels segiients esdeveniments conductuals: frezzing
behavior o conducta de congelacid, temps de sortida del centre i
d’arribada a la periféria i la conducta de grooming o d’empolainament.
La preséncia i el nombre total de conductes bizarres també son
mesurades seguint dos caracteristiques distintives: 1) estercotipades o
no 1 2) amb activitat horitzontal o vertical. Segons aquest criteri, el
llistat de conductes bizarres resuta en: estiraments estercotipats:
estiraments repetitius del cap i/o del cos que implica una rotacid
horitzontal espacial de 360°; aixecaments estercotipats: aixecaments
verticals repetitius sense suport de la paret; caminar cap enrere:
locomocid cap enrere i salts: salts verticals. També es va mesurar
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I’activitat locomotora horitzontal (el nombre crossings o creuaments de
10x10cm) i la vertical (laténcia i nombre total de rearings). Finalment,
s’anoten el nombre de defecacions i la preséncia o abséncia d’orina.

Test de la caixa llum/foscor o Dark/light box test (DLB)

La caixa fosca/clara (Panlab, S.L., Barcelona, Spain) consisteix en dos
compartiments (negre i fosc, 27x18x27cm o bé blanc i il-luminat 20W,
27x27x27cm) connectats per una obertura (7x7cm). Els animals es
col-loquen en el compartiment fosc i son observats durant 5 minuts. La
laténcia a entrar en el compartiment clar, el nombre d’entrades, el
temps total en aquest compartiment i I’activitat exploratoria (nombre de
crossings 1 rearings) dels animals son els parametres enregistrats. La
conducta d’avaluacié del risc es mesura mitjancant la laténcia i el
nombre d’estiraments d’aproximacid (SA, stretch attendance) cap a
I’area clara. Finalment, s’anoten el nombre de defecacions i la
presencia o abseéncia d’orina en cada compartiment.

Test de la taula de forats o Hole-board test (HB)

En aquest test, els ratolins es col-loquen en una cantonada de 1’aparell
(compartiment de fusta blanc de 32x32x32c¢cm) amb quatre forats
equidistants (3cm de diametre) en la base de 1’aparell. L‘activitat
exploratoria dirigida a un objectiu (nombre de forats explorats,
introduint el cap fins a les orelles) i1 la no dirigida a un objectiu (nombre
de rearings) es mesura durant 5 minuts. A meés, tamb¢ s’anota el temps
consumit explorant els forats i les laténcies de realitzacid del primer
moviment i del primer forat explorat. S’estableix com a criteri d’haver
assolit I’objectiu de la prova el fet d’haver explorat els 4 forats. També
es mesuren el nombre d’errors, mot que designa el fet de repetir forats
ja explorats abans d’aconseguir arribar al criteri establert. Finalment,
s’anoten el nombre de defecacions i la preséncia o abséncia d’orina.

Test del laberint elevat en creu o Elevated-plus maze test (EPM)

Aquest test (laberint de fusta lacat en negre) esta format per dos bragos
tancats (enclosed arms, EA; 30,3x5,3x15cm, parets opaques) i dos
oberts (open arms, OA; 30,3x5,3x15cm, parets transparents de
Plexigrass), col-locats en forma de creu creant un espai quadrat central
de 5,3x5,3cm. L’aparell es troba a 40cm del terra. L’animal és col-locat
en el centre del laberint en creu, encarat cap a un dels bragos oberts.
Durant 5 minuts, es mesuren la laténcia d’entrada a un dels OA, el
nombre d’entrades i el temps consumit tant en els OA com els EA.
L’index d’ansictat TOA/(TOA+TEA) és el que es calcula a partir del
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temps en els OA/(temps en els OA+ temps en els EA). Finalment,
s’anoten el nombre de defecacions i la preséncia o abséncia d’orina.

Test del laberint en T o T-maze test (TM)

El laberint en T esta format per dos bragos de 25x8cm i un brag llarg de
30x8cm disposats en forma de T. Hi ha dos tipus de paradigmes que
s'avaluen en aquest test: la prova d'alternanga espontania i la prova de
memoria de treball.

En la prova d’alternanga espontania, els animals son col-locats en
I’extrem del brag¢ llarg de la T i durant 5 minuts que dura la prova
l'animal realitza una exploracio que és lliure. Es mesura la laténcia a
arribar a la zona de creuament dels bragos i el temps que l'animal
requereix per completar I’exploracié d’ambdos bragos.

La prova de memoria de treball, es duu a terme en dues fases: la
primera, anomenada assaig d’eleccid forgada (forced trial) i la segona,
la de memoria o evocacid (recall trial) amb un interval de 90 segons
entre ambdues. En la prova d’eleccié forcada, només un dels bragos ¢€s
accessible, seguint un ordre a I’atzar i de manera contrabalancejada
entre els grups experimentals. L’animal es col-loca mirant a I’extrem
que forma la base de la T i1 es deixa que explori lliurement el laberint
en forma de L, durant un maxim de 5 minuts. L’animal es retira un cop
ha explorat el bra¢ durant 20 segons, interval de temps establert com a
criteri d’aprenentatge. En la prova de memoria, I’animal torna a tenir
I’opcié d’explorar el laberint lliurement, només que ara, en aquest cas,
tots dos bragos son accessibles. S’anoten els bragos triats per 1’animal,
la laténcia d’entrada i el temps que hi transcorre en cada un d’ells. A
partir d’aqui es calculen el nombre d’errors previs a 1’eleccio del brag
no accessible en I’anterior prova. Finalment, s’anoten el nombre de
defecacions i la preséncia o abséncia d’orina en cada una de les proves.

Test d’enterrament de marbres o Marble test (MBT)

El procediment de la prova d’enterrament de marbres va ser dut a terme
amb petites modificacions de la descrita per Broekkamp et al., 1986.
Els ratolins es col-loquen individualment en una gabia estandard
(Macrolon, 35x35x25cm). La gabia conté 6 peces de vidre (dimensions
Ix1x1cm) espaiats uniformement formant un triangle (tres files de tres,
dos i una pega per fila, situades a la zona esquerra de la gabia) sobre
una capa d’encenall de 5cm de gruix. Els ratolins es deixen a la gabia
amb marbres durant un periode de 30 minuts. Un cop finalitzat el temps
de la prova, es retira I’animal i es compta el nombre de peces: intactes
(nombre de peces que mantenen la posici6 inicial), girades (nombre de
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peces girades 90° o 180°), mig enterrades (nombre de peces almenys Y4
enterrades per 1’encenall) i enterrades (nombre de peces 100%
enterrades per I’encenall).

Pes corporal (body weight) i funcions sensoriomotores (sensorimotor
Sfunctions, SMT)

La condici6 fisica dels ratolins es va avaluar a partir del seu pes
corporal i de les funcions sensoriomotores. La prova de les funcions
sensoriomotores avalua diversos aspectes de les condicions fisiques i
sensorials dels animals, com soén els reflexos visuals, l'equilibri, la
coordinacié motora, la forga i la resisténcia. Aquest test esta format per
quatre proves consecutives:

Prova del reflex visual: el reflex visual i ’extensio reflexa de les potes
posteriors es mesuren tres vegades sostenint en alt (40cm) a l'animal
per la cua i aproximant-lo lentament cap a una superficie de color negra
(32x32cm). L’animal ha d’estendre les potes abans de topar amb la
superficie (puntuacio “17) i es pren el valor mitja de les 3 puntuacions.

Proves de la barra de fusta i de la barra de metall: l'equilibri i la
coordinacidé motora es van avaluar en dues tasques consecutives
formades per una barra de fusta de secci6é quadrada (1,3cm d’amplada i
Im de llarg) i una altra barra cilindrica de metall (1cm de diametre i Im
de llarg) ambdues dividides en 10 segments i col-locades a 40cm del
terra. Cada prova consta de 2 assaigs de 20 segons. Durant la tasca,
I’animal es col-loca en el centre de cada barra i es mesura la distancia
recorreguda i la laténcia de caiguda.

Prova del penja-robes: aquesta prova mesura la forga muscular i la
resisténcia, aixi com la prensibilitat i la coordinacié motora de 1'animal.
A partir d’un penja-robes (2mm de diametre, 40cm de llarg) dividit en
8 segments de Scm i elevat a 40cm del terra, es penja 1’animal
suaument de les seves potes del davant en el centre del penja-robes
durant dos assaigs de 5 segons cadascun i un tercer assaig de 60 segons.
En aquesta prova es mesura la distancia recorreguda, el nombre
d'elements de suport que rep i la laténcia a caure en cada assaig. El
nombre d’elements de suport segueix la segiient puntuacio: caiguda (0),
dues potes del davant (1), dues potes del davant + una pota o la cua (2),
dues potes del davant + dues potes o una pota i la cua (3), quatre potes
+ la cua (4).

Rotarod

Per avaluar la funcid de coordinacié motora es va utilitzar una unitat de
rotarod de 4 carrils automatitzats (Panlab, LE8200). L aparell consta
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d'un cargol giratori (diametre 7,3cm) i 4 compartiments individuals
(carrils de 5cm d’amplada) per a cada animal. Cada ratoli es col-loca en
un dels carrils i es mesura el temps que roman sense caure a una
velocitat de rotacid donada. A més, de manera automatitzada es
registren el nombre de voltes, que serveix com a mesura indirecta de la
distancia recorreguda. En tots els casos, es va mesurar el nombre
d’assaigs que necessita cada animal per aprendre a mantenir la
coordinacié motora sobre el rotarod i un cop assolit aquest objectiu,
cada tasca es realitza dues vegades per mesurar la distancia recorreguda
(nombre de voltes). La primera tasca es va fer a una velocitat baixa (5
rpm) realitzada en tots els animals i una segona, a una velocitat més
rapida (10 rpm) realitzada només en els animals que aconseguiren
mantenir-se en el rotarod en la prova anterior. Els resultats
s’obtingueren a partir dels valors mitjans entre els dos assaigs de cada
prova.

Test de [’activitat motora circadiana o Circadian Activity test (ACT)

En aquest test es mesura 1’activitat motora espontania durant un periode
de 23 hores (comengant a les 15h, en periodes de 30 minuts),
mitjangant un sistema de gabies connectades simultaniament a un
sistema informatitzat de mesura de 1’activitat motora (Actitrack,
Panlab, S.L., Barcelona). En cada gabia (Macrolon, 35x35x25cm)
coberta amb 5cm de gruix d’encenall i amb accés a aigua i menjar, es
col-loca un animal. El pes dels animals va ser mesurat abans i després
del test. El pes del menjar consumit també es va anotar.

Test del laberint aquatic de Morris o Morris water maze test (MWM)

El laberint aquatic de Morris €s un test ampliament utilitzat en les
bateries conductuals ja que permet executar paradigmes d’aprenentatge
i/o memoria de diverses tipologies, complexitats i patrons temporals.

El laberint consisteix en una piscina circular per a ratolins (Intex
Recreation Corp CA, Estats Units; 91cm de diametre, 40cm d'algada,
25°C, aigua opaca), situada en una sala de conducta pintada
completament de negre. Durant les proves, I’animal s’introdueix
delicadament dins de ’aigua des d’un punt cardinal diferent i alternat
(est o oest). La tasca d’aprenentatge consisteix en trobar la plataforma
(7cm de diametre) que pot estar visible (0,5cm sobre la superficie de
I’aigua) i assenyalada amb una bandera de ratlles blanques i negres
(5x8x15cm) o bé, estar amagada (lcm per sota de la superficie de
I’aigua) segons sigui el paradigma d’aprenentatge guiat (en anglés cue
learning task, CUE) o d’aprenentatge de la localitzacié (en anglés place
learning task, PT). Les pistes que permeten guiar a I’animal per trobar
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al plataforma son internes (la bandera de la tasca d’aprenentatge guiat)
o bé externes (una figura geometrica blanca diferent penjada a cada
paret). Els animals han de trobar la plataforma en un temps maxim d’un
minut. Si durant aquest periode, 1’animal no aconsegueix trobar-la,
I’experimentador el col-loca sobre de la plataforma durant 10 segons, el
mateix temps que els animals que la troben hi romanen abans de ser
retirats per 1’experimentador. El protocol experimental té la segiient
pauta: un dia d'aprenentatge guiat seguit de quatre dies d’aprenentatge
de localitzacié de la plataforma i I’assaig de memoria final sense
plataforma.

Cada sessio experimental consisteix en I’administracié de 4 assaigs (3 o
4 assaigs per dia, depenent del protocol utilitzat en cada estudi),
espaiats cada 30 minuts. Les variables que es mesuren sén laténcia
d’arribada a la plataforma i la distancia recorreguda, que es calcula en
base a imatges enregistrades utilitzant un sistema informatitzat
(software Smart, Panlab, S.L., Barcelona). A partir d’aquestes dues
variables es va calcular la velocitat de natacidé (cm/s) durant cada
assaig. La representacio de les trajectories permet que 1I’experimentador
analitzi les estratégies de navegacid6 en funcid de la finalitat
(preséncia/abséncia d’estrategies de recerca), la direccionalitat
(preséncia/abséncia d’estratégies dirigides a un objectiu) i la variabilitat
(s d’una o més estrategies).

Per a realitzar la prova de memoria a curt termini, una hora i mitja
després de 1’tltima sessio d’aprenentatge de localitzacio, es retira la
plataforma (probe trial). Aquesta prova consisteix en deixar que
I’animal navegui durant un minut dins de la piscina i demostri, amb el
percentatge de permanéncia en cada un dels seus quadrants, el grau de
memoria de la posicid en la que estava la plataforma. Els quatre
quadrants s’anomenen: de la plataforma (P), adjacent esquerre (en
angles adjacent left, Al), oposat (O) i adjacent dret (en angles adjacent
right, Ar). La precisi6 amb la que ho fa es mesura amb els annulus
crossings, el nombre de creuaments de 1’anella (2cm més amplia de la
mida real de la plataforma) que delimita I’antiga posicido de la
plataforma. En aquestes tasques és imprescindible 1’as del programa
informatitzat.

A les analisis quantitatives (laténcia, distancia i velocitat) s’hi
afegeixen les qualitatives. Es el cas de ’eleccié que fa el ratoli d’una
estratégia o una altra en el laberint aquatic de Morris per resoldre les
tasques. Les mesures quantitatives poden no reflectir clarament les
diferéncies en l'eleccidé de I’estratégia per resoldre el problema, ja que
no afecten necessariament la laténcia d'escapament, la mesura
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comunament utilitzada en el laberint d'aquatic de Morris (Janus, 2004).
En menor mesura, la distancia sovint tampoc és capa¢ de reflectir les
estratégies utilitzades. En el present estudi, es va utilitzar l'extensa
classificaci6 de les estratégies de natacid caracteritzades per (Janus,
2004) per detectar canvis en la patré de natacid dels ratolins 3xTg-AD.
Es van comparar les freqiiéncies de les estratégies de natacid
comunament observades i facilment identificables en cada un dels
paradigmes del laberint aquatic per tal de trobar els trets que
distingeixen els dos genotips. D'aquesta manera, els camins descrits
durant la natacid de cada ratoli en cada assaig de les tasques
d’aprenentatge guiat, de localitzacid i en I’assaig de memoria final es
van analitzar d'acord amb les segiients estrategies:

Conductes de no cerca: Flotacio: un estat d'inactivitat sense moviment
cap endavant. La incidéncia i la durada d'aquesta activitat es va mesurar
mitjangant una observacid directa de l'experimentador. Natacio en
cercles: nedar en cercles tancats, sense mostrar un moviment
direccional concret o seguint una estratégia de cerca aleatoria. Sovint és
realitzada entre estratégia i estratégia.

Conductes de cerca: A) Estratégies no dirigides a un objectiu:
Tigmotaxis (natacié vora la paret): nedar al voltant de la paret de la
piscina de manera persistent, que pot incloure visites esporadiques al
centre de la piscina. Cerca aleatoria o a I’atzar: nedar en tota l'area de
la piscina en direccid ziga-zaga o descrivint cercles amplis. Natacio
encadenada: nedar descrivint cercles a una distancia fixa de la paret, en
la qual es troba la plataforma. B) Estratégies dirigides a un objectiu
(organitzades per menor a major exactitud de I'estratégia): Escaneig: la
ruta de cerca es restringeix a una zona limitada, sovint central. Cerca
focal: ’animal busca en una area restringida de la piscina, propera a la
zona on es troba la plataforma. El cami descrit es caracteritza per una
natacié directa cap a una area especifica seguida per una densa
concentracié de girs i bucles superposats. Segons el quadrant on tingués
lloc aquesta estratégia, la cerca focal es va classificar en cerca
focalitzada en el quadrant objectiu o en el quadrant d’entrenament
guiat. Natacio directa: representat per un cami de natacid recte o
simple en direccio al quadrant que conté la plataforma d'escapament.
En el progrés de la prova, vam detectar que els ratolins 3xTg-AD
corregien I’estratégia triada, és a dir, la ruta de cerca s'inicia amb una
estratégia ‘no dirigida a un objectiu’ que és corregida amb 1’estratégia
de ‘nataci6 directa’ cap a la plataforma.

LGs de cada estratégia de cerca es presenta com un percentatge
d'incidéncies durant cada assaig sobre el conjunt del periode
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experimental analitzat. L’experimentador encarregat de codificar les
estratégies desconeixia tant del genotip com la sessi6 i/o la seqiiéncia
de la prova. Alhora, es van classificar les estratégies en estrateégies
uniques (s només d'una estratégia per assaig) o estratégies mixtes (Us
de dos o0 més estrategies per assaig). La proporci6 dels assaigs utilitzant
estratégies mixtes vs. Uniques van ser analitzats en cada genotip.

Test de la sacsejada de la cua oTail flick test (TFT)

En aquesta prova es col-loca la cua dels animals en aigua freda i es
registra la laténcia de sacsejada de la cua com un indicador de la
percepcid sensorial relacionada amb el dolor. Es realitzen dos assaigs
separats per 15 minuts. El valor mitja entre els dos assaigs es pren com
a resultat.

Supervivencia (survival) i sistema immunologic periféric (peripheral
immune system)

En DPestudi III, la taxa de mortalitat es va registrar dels 6 a 13 mesos
d'edat. Al final de l'experiment, la mida (pes en mg) i la mida relativa
(% vs. pes corporal) de la melsa es va registrar com una mesura
indirecta del possible deteriorament (es manifesta com a megalia) del
sistema immunologic periferic (Giménez-Llort et al., 2012).

4.5 Estadistica

Els resultats s’expressen com mitjana = error estandard de la mitjana
(SEM), percentatge (%) o incidéncia (n/total). Les analisis estadistiques
es van dur a terme utilitzant el programa estadistic SPSS (versié 15.0).
L’efecte dels factors estudiats: genotip (G), génere (S), tractament (T) i
temps (t), segons correspongui a cada estudi, es va obtenir mitjancgant el
model lineal general multivariant, seguit d’'una analisi de la variancia
ANOVA i els contrastos post hoc de la prova Duncan. Les incidéncies
es van valorar mitjancant la Chi quadrat o la F de Fisher, segons la
mida de la mostra. Les correlacions entre diferents variables
conductuals es van avaluar utilitzant la correlacio de Pearson. Pel que
fa a la conducta de navegacido en el MWM, la freqiiéncia de les
conductes de no cerca i les estratégies de cerca va ser calculades com el
nombre total d'assaigs que presenten aquesta determinada conducta en
cada paradigma. Les diferéncies entre els diferents factors i les seves
interaccions amb el factor temps en les diferents tasques MWM van ser
analitzades amb I’ANOVA de mesures repetides (RMA). Es va utilitzar
la prova t-aparellada per comparar les diferéncies entre dos assaigs. En
tots els casos, p<0,05 es va considerar estadisticament significatiu.
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5. Estudi I. Caracteritzacio de les conductes
bizarres i de la conducta de valoracié del risc en
ratolins 3xTg-AD i NTg. Els efectes a llarg termini
del handling postnatal

La neofobia, les convulsions, I’augment de l'agressivitat i l'activitat
locomotora, son exemples dels BPSD que ja han estat reproduits en
diversos models murins per a I’AD, mentre que altres son encara poc
reportats a la literatura. Aquest és el cas de les estereotipies i els altres
moviments aberrants, a causa de la seva baixa incidéncia i poca durada,
aixi com l'especificitat de les condicions experimentals en qué son
quantificables. En el nostre laboratori, haviem observat conductes
bizarres quan els animals eren avaluats en tests d'ansietat, el que
suggeria que, en aquestes condicions, aquestes conductes podrien estar
relacionades amb les estratégies per enfrontar-se a l'estrés. Un estudi
preliminar va indicar que als 6 mesos d'edat, la incidéncia i la durada
d'aquests comportaments en ratolins NTg eren prous per ser
mesurables. En els ratolins 3xTg-AD, aquests comportaments estaven
incrementats. Curiosament, l'edat de 6 mesos correspon a les etapes
primerenques de la malaltia quan es detecta la BA intraneuronal en
I’amigdala basolateral, fent que aquesta edat sigui interessant per
caracteritzar aquestes conductes en ratolins 3xTg-AD i en la seva soca
NTg. També vam estudiar el potencial beneficids del handling
postnatal, com a estratégia preventiva donat els seus efectes a llarg
termini sobre perfils relacionats amb l'estrés. El factor génere també va
ser també considerat.

Aquest estudi ha donat lloc a I’article cientific “Baeta-Corral, R., and
Giménez-Llort, L. (2014). Bizarre behaviors and risk assessment in
3xTg-AD mice at early stages of the disease. Behavioural Brain
Research 258, 97-105” que s’adjunta en forma d’annex.

5.1 Disseny experimental

Handling Avaluacio
postnatal BPSD

L |
i I
PND1 PND21 6M

Figura A. Disseny experimental de I’Estudi I.
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Els 77 subjectes experimentals provingueren de 30 ventrades, amb 6-8
cries de mitjana. Les ventrades van ser distribuides a 1’atzar en els 4
grups experimentals segons el génere: animals amb handling postnatal
(15 ventrades) i sense (15 ventrades). El tractament de handling
s’administra als animals segons el protocol detallat a I’apartat de
metodes d’aquesta tesi doctoral. El disseny experimental va consistir en
els segiients grups experimentals per a cada genotip: mascles amb
handling, femelles amb handling, mascles sense handling i femelles
sense handling (n=9-11, en cada grup experimental).

La bateria de proves conductuals es va realitzar als 6 mesos d’edat i va
consistir en el test de les cantonades seguit del test del camp obert (Dia
1) i el test de la caixa fosca/clara (Dia 4).

5.2 Resultats

El fenotip conductual mostrat als 6 mesos d’edat en els diferents tests i
els efectes del PH sobre la conducta es presenten en la figura 1 i les
taules 1-3.

Test de les cantonades

Tal i com s’il-lustra en la figura 1A, 1’analisi factorial 2x2x2 indica una
interaccid entre els factors génere x genotip x tractament [SxGxT,
F(1,69)=4,659; p<0,05] en [I’activitat horitzontal (nombre de
cantonades visitades). Pel que fa a I’activitat vertical, ambdés geéneres
del genotip 3xTg-AD [G, F(1,69)=11,061; p<0,001] i les femelles NTg
[SxG, F(1,69)=6,340; p<0,05] van exhibir un menor nombre de
rearings. No es van observar diferéncies en la laténcia del primer
rearing (dades no presentades).

Test del camp obert

La seqiiéncia d'esdeveniments conductuals desenvolupats en 1I’OF es
detalla en les taules 1-3. Des de I’inici de la prova, es van trobar
diferéncies dependent de genotip en la conducta anomenada de
congelacio o frezzing behavior [G, F(1,69)=5,662; p<0,05] i en la
preseéncia de moviments bizarres [G, F(1,69)=6,555; p<0,05]. Tal i com
es reflecteix en la taula 1, els animals transgénics van desenvolupar
més conductes bizarres que els NTg, sobretot en el génere femeni.
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Non-Handled Animals

Non-transgenic mice

3xTg-AD mice

Males Females Males Females
Stereotyped stretching - + - +
Stereotyped rearings =+ ++ +++ ++
Backward movements _ + - Fes
Jumping + - - -

Handled animals

Non-transgenic mice

3xTg-AD mice

Males Females Males Females
Stereotyped stretching - + - +
Stereotyped rearings + + + +
Backward movements + + + +
Jumping _ _ _ ~

Taula 1. Efectes a llarg termini del PH sobre les conductes bizarres mostrades pels
ratolins ¢57bl/6x129 1 3xTg-AD a I’edat de 6 mesos en la prova del camp obert.

Per a cada un dels quatre comportaments bizarres, els resultats s'expressen com la
incidéncia (percentatge,%) d'animals que mostren aquell determinat comportament:
0%: (-); 0-33%: (+); 33-66%: (++); 66-100% (+++). (Taula extreta de Baeta-Corral i
Giménez-Llort, 2014).

Pel que fa al tractament, el PH va reduir la laténcia de la conducta de la
congelacio en tots els animals [T, F(1,69)=6,055; p<0,05] i la
incidéncia dels animals que realitzaren qualsevol tipus de moviment
bizarre [T, F(1,69)=20,075; p<0,001]. Concretament, els rearings
estereotipats es van reduir clarament en tots els grups [T,
F(1,69)=14,189; p<0,001] fins al punt en qué la incidéncia d'aquesta
conducta va ser gairebé abolida en els ratolins 3xTg-AD [GxT,
F(1,69)=26,874; p<0,001]. De la mateixa manera, el tractament també
va reduir els retrocessos en les femelles [SxT, F(1,69)=7,783; p<0,01].
A més, es van trobar diferéncies de génere en els estiraments
estereotipats  [S,  F(1,69)=9,507; p<0,01], retrocessos [S,
F(1,69)=14,388; p<0,001] i quan es van considerar les quatre conductes
bizarres juntes [S, F(1,69)=7,012; p<0,01], on les femelles van mostrar
una major incidéncia que els mascles.
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Els ratolins 3xTg-AD van trigar més temps a arribar a la periféria i a
realitzar la conducta d’empolainament en comparacié amb els ratolins
NTg [G, F(1,69)=6,208; p<0,05 i G, F(1,69)=27,767; p<0,001,
respectivament], que com a conseqiiéncia, va donar lloc a un menor
temps dedicat en aquesta conducta durant la prova [G, F(1,69)=4,650
p<0,05].

Pel que fa a 'activitat locomotora, tal i com s’observa en la figura 1B,
durant la prova es van trobar una interacci6é de génere x genotip en el
component horitzontal [SxG, F(1,69)=4,647; p<0,05] sent els mascles
més actius que les femelles [S, F(1,69)=10,276; p<0,01]. D'altra banda,
ambdos sexes dels ratolins 3xTg-AD van mostrar un reduit nombre de
creuaments (crossings) en comparaci6 amb els ratolins NTg [G,
F(1,69)=12,484; p<0,001]. A més, el tractament va augmentar aquest
component horitzontal en tots els grups [T, F(1,69)=12,464; p<0,001].
En quant a l'activitat vertical, es va trobar una interaccié de génere x
genotip [SxG, F(1,69)=10,544; p<0,01] on les diferéncies van ser
apreciables en el genotip NTg, ja que les femelles van realitzar un
menor nombre de rearings durant la prova en comparacié amb els
mascles [S, F(1,69)=16,638; p<0,001]. Aquesta reducci6é de 1’activitat
vertical també es va observar en ambdods sexes dels ratolins 3xTg-AD
[G, F(1,69)=62,334; p<0,001].

En els animals 3xTg-AD, pero no en els NTg, es van trobar coeficients
de correlaci6 de Pearson estadisticament significatius entre les diferents
mesures de conductes relacionades amb l'ansietat i les bizarres
[‘conducta de congelacio’ i1 ‘sortida del centre’ i la preséncia
d’’estiraments estereotipats’ 1<0,738, p<0,05 i r<0,686, p<0,05,
respectivament] i també [ ‘sortida del centre’ i ‘entrada a la periféria’ i
la preséncia de ‘retrocessos’ r<-0,896, p<0,05; i r<-0,805, p<0,05,
respectivament].

Finalment, la defecacio6 es va veure influenciada pel sexe i el genotip,
on els mascles NTg i ambdos sexes dels ratolins 3xTg-AD van mostrar
una resposta emocional major que les femelles [S, F(1,69)=5,424;
p<0,05 1 G, F(1,69)=7,708; p<0,01, respectivament]. També es van
trobar diferéncies de génere en la miccio, sent els mascles el génere que
presenta una major incidéncia [S, F(1,69)=8,288; p<0,01].

Test de la caixa fosca/clara

En la figura 1C i en les taules 2 i 3 es mostren les diferéncies de génere
observades en la majoria dels parametres avaluats en aquesta prova. El
nombre d'estiraments d’aproximacidé va ser major en les femelles [S,
F(1,69)=13,657; p<0,001] alhora que el PH va potenciar aquestes
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diferéncies de génere en el genotip NTg tant en la laténcia [T,
t(1,16)=2,123; p<0,05] com en el nombre d'episodis [prova de Duncan
p<0,05].

La incidéncia dels animals que van entrar a la zona il-luminada va
variar de 60-90% en els ratolins NTg i augmenta fins al 90-100% en els
animals 3xTg-AD tot i que van trigar més temps en fer-ho [G,
F(1,69)=5,333; p<0,05]. El nombre d'entrades a la zona il-luminada
també varia entre genotips i geéneres [G, F(1,69)=3,981; p<0,05 i S,
F(1,69)=3,976; p<0,05, respectivament]. D'altra banda, els mascles van
passar més temps a la zona il-luminada [S, F(1,69)=9,828; p<0,01]
realitzant una major activitat locomotora tant horitzontal com vertical
en comparacido amb les femelles [S, F(1,69)=7,188; p<0,01 i S,
F(1,69)=8,137; p<0,01, respectivament], especialment en el genotip
NTg [SxG, F(1,69)=7,256; p<0,01].

Tal i com mostren els coeficients de correlaci6 de Pearson
estadisticament significatius, en els animals NTg existeix una relacid
entre les variables d'estiraments d’aproximacio i l'entrada a la zona
il-luminada només en els mascles sense handling ['nombre
d'estiraments d’aproximacid' i 'laténcia d'entrada’, r<0,735, p<0,05;
'Laténcia' i nombre' d'estiraments d’aproximacid i ‘temps en la zona
il-luminada', r<0,769, p<0,05 i1 r<-0,801, p<0,01, respectivament]. En
relacié amb el genotip transgenic, la mateixa correlaci6é entre aquests
parametres es van trobar en els mascles [‘laténcia d'estiraments
d’aproximacié’ i ‘temps en l'area il-luminada’, r<0,605, p<0,05] i en les
femelles ['nombre’ i ‘laténcia’ d'estiraments d’aproximaci6 i 'laténcia
d'entrada', r<0,608, p<0,05 i r<0,762, p<0,05, respectivament] i
'nombre d'estiraments d’aproximacié’ i ‘temps en l'area il-luminada’,
r<0,712, p<0,05]. A més, en tots els animals també es van correlacionar
les variables relacionades amb l'activitat d'estiraments d’aproximacio
realitzades en la DLB i la preséncia de conductes bizarres i d’altres
relacionades amb l'ansietat realitzades en I’OF [‘conducta de
congelacio’ 1 ‘preséncia de moviments bizarres’ 1 ‘laténcia
d'estiraments d’aproximacio’ 1<0,664, p<0,05 i r<0,715, p<0,05,
respectivament]. També [‘conducta de congelacio’, ‘sortida del centre’
i ‘entrada a la periféria’ amb ‘nombre d'estiraments d’aproximacid’
r<0,688, p<0.05, 1<0,891, p<0,01 i r<0,819, p<0,01, respectivament].

Finalment, es van trobar diferéncies de génere i de genotip en la
defecacio total [S, F(1,69)=4,968; p<0,05 i G, F(1,69)=33,199;
p<0,001, respectivament] i també en la preséncia d’orina [S,
F(1,69)=8,036; p<0,01 i G, F(1,69)=11,646; p<0,001, respectivament].
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COPING WITH STRESS MNTgnH MNTgH M TgnH MTgH FNTgnH FNTgH F TgnH FTgH

STRATEGIES (n=9) (n=2) (=10 @=10) (=) (n=9) (n=10)  (n=11) Statistics
BEHAVIORAL EVENTS
Open field test
Latency of an event (s)
Exit of the center 76223 10.6 £5.6 137269 85x14 151276 76212 1238 3562243 ns

Entrance to periphery 124+22 213+79 253264 265248 266+7 244+48 265:69 82.1133.1siﬂ G*, BxGxT*
Time of perfarmance (s}

Freezing behavior 1803 0704 2206 1604 1306 06+03 2408 1403 G T
Dark-light box test
Latency of an event (5)

Entrancetothelitarea 684+354 967+392 523+282 384:05 1486+467 1017+39 671:27 491£234 G*

Time of performance (s)

Into the lit area 688172 546134 56213 437:z8 252189° 286:88 437:74 317:54 St
Total number (n)
Entries 5+11 53217 56+1 56+1 24+08 27+06 49+09 55+11 8, G

BIZARRE BEHAVIORS

Open field test

Incidence (%)

Any bizare movement 778 556 90 ik 100 667 90 455" ™
Stereotyped stretching 0 0 0 0 333 222 10 182 il
Stereotyped rearings 7.8 556 90 109" g9 444" 60 9.1™ G T
Backward movements 0 22 0 10 333 222 80 ==t py3™ S SxT*
Jumping 1.1 11 0 0 0 0 0 0 ns

Total number (n)
Bizare movement 836 8136 9/40 240 ™ 14/36 8/36 15/40%° 644 0
Stereotyped rearings 205 17¢08 22£07  04:01% 38:13  09:04% 2411 0182 02% T

RISK ASSESSMENT
Dark-light box test

Strefch alfendance

Early-SA incidence (%) 55.6 66.7 70 50 B6.7 100" 60 54.6 5T
Latency (s) 598+318 323:92 32:13 30842106 404£103 11.3222° 476£200 25746 ™
Number {n) 62:13 62212 5:08 6307 101229 1290:17° 76:00 89x1.7° S

Taula 2. Efectes a llarg termini del PH sobre les estratégies de confrontacid a I’estres i
conductes lligades a I’ansietat en ratolins 3xTg-AD i NTg als 6 mesos d'edat en el camp
obert i la caixa fosca/clara. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM o
percentatge (%). M, mascles; F, femelles; NTg, no transgénic; Tg, transgenic; nH,
sense handling; H, handling. ANOVA 2x2x2: S, efecte génere; G, efecte genotip; T,
efecte tractament; SxT interaccid genere x tractament; SxGxT interaccid geénere x
genotip x tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de proves ¢-Student o
Duncan ° p<0,05, ** p<0,001 vs. el grup mascle corresponent; € p<0,05, &€ p<0,001 vs.
el grup NTg corresponent; ' p<0.05, " p<0,01, " p<0,001 vs. el grup sense handling
corresponent. (Taula extreta de Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014).
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EMOTIONALITY MNTgnH MNTgH M Tg nH MTgH FNTgnH FNTgH  FTgnH FToH Statistics
BEHAVIORS (n=9) (n=9) (n=10) (n=10) (n=8) (n=9) {n=10) (n=11)
SELF-GRODMING BEHAVIOR

Open field test

Latency( s) 1522+13.0 1606172 213.6:203%91046:203 1204 2113 130428  2205:23.4%8 2151223499 G
Duration () 7633  43:04 4109 51206 59:11 64:14 3208 34112 G
Dark-light box

Ga Latencyls) 20628 201477 192:216  169:164 1702262 1742328 213242 1742319 ns
B4 Dyration (5)  3.4:08  39:09 45+13 54208 38:12 33:00 31:09 2605 ns

i Latency(s) 2827+17.3 2822176 300200 200:10  300:00 300+00 300:00 300+0.0 ns
3% nyration(s) 03:03 04204 0:0.0 0£00 0:00 0£00 000 0£00 ns
DEFECATION

QOpen field test

Total number (n) 32:04 3706 4606 407 2607 2:05° 39:08 35205 g%, G*
Dark-light box

Total number ()  14:04 23208 33+05%9 31205  27:05 14204  45:04%  45.03%9 g G
Intothe litarea (n) 04202 0602 07x02 03202 0603 01=z01 05203 04:02 ns
URINATION

Open field test

Incidence (%) 778 444 70 80 444 444 0F 36.4° s
Dark-light box

Incidence (%) 22 333 90% 70 111 22 40 2735 gt G
Inthe it are 22 22 0 10 0 0 20 9.1 ns

(incidence, %)

Taula 3. Efectes a llarg termini del PH sobre les conductes associades a I’emotivitat en
ratolins 3xTg-AD i NTg als 6 mesos d'edat en el camp obert i la caixa fosca/clara. Els
resultats s'expressen com a mitjana = SEM o percentatge (%). M, mascles; F, femelles;
NTg, no transgénic; Tg, transgenic; nH, sense handling; H, handling. ANOVA 2x2x2:
S, efecte génere; G, efecte genotip; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de
prova Duncan °® p<0,05, * p<0,01 vs. el grup mascle corresponent; % p<0,01, %8
p<0,001 vs. el grup NTg corresponent. (Taula extreta de Baeta-Corral i Giménez-Llort,

2014).
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Figura 1. Efectes a llarg termini del PH sobre les conductes exploratories en ratolins
3xTg-AD i NTg als 6 mesos d'edat. Les dades s'expressen com a mitjana + SEM. nH,
sense handling; H, handling. ANOVA 2x2x2: S, efecte génere; G, efecte genotip; T,
efecte tractament; SxG, interaccid génere x genotip; SxGxT, interaccid genere x
genotip X tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan **
p<0,01,** p<0,001 vs. el grup mascle corresponent; & p<0,05, &8¢ p<0,001 vs. el grup
NTg corresponent; " p<0,001 vs. el grup sense handling corresponent (Figura extreta
de Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014).
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5.3 Discussio

En el present treball es caracteritzen les conductes bizarres observades
sistematicament en tests d’ansietat classics incondicionats com part
dels simptomes tipus BPSD presents en els ratolins 3xTg-AD en les
primeres etapes de la malaltia, aixi com la conducta de valoracié del
risc en aquests animals. També es va estudiar la capacitat que té
l'estimulacio sensorial tactil durant les primeres etapes de la vida de
contrarestar aquests simptomes.

Mascles i1 femelles de ratolins 3xTg-AD de 6 mesos d'edat i la seva
soca NTg es van enfrontar successivament a tres ambients nous que
comporten diferents condicions ansiogeéniques: una lleu neofobia en el
CT, l'exposicidé directa a un camp obert i il-luminat a I’OF, i la
possibilitat d'escollir entre dos compartiments en la prova de la DLB.
En aquestes condicions experimentals, una analisi qualitativa i
quantitativa detallada de les respostes conductuals identifica una série
d'esdeveniments que es van agrupar en tres dominis comportamentals:
1) Estratégies per fer front a l'estrés: la conducta de congelacio, les
conductes bizarres, la conducta de valoracio del risc 1 I'eleccid de les
arees protegides/no protegides; 2) L'activitat locomotora: activitats
horitzontals i verticals; i 3) Conductes relacionades amb I'emotivitat:
conducta d’empolainament, la defecacio i la miccio.

Les estrategies de ‘lluita o vola’ (fight-to-flight) per fer front a l'estrés
van ser les primeres respostes observades en el CT i I’OF. Tots els
animals, independentment del seu génere i genotip, van passar els
primers segons completament immobils. Després d'aquest estat inicial
de congelaci6 i abans d'abandonar el centre de l'aparell, alguns animals
també van mostrar conductes bizarres, anomenades: ‘estiraments
estereotipats’, ‘aixecaments estereotipats’, ‘caminar cap enrere’ i
‘salts’. Aquestes conductes horitzontals i verticals es van considerar
estereotipies motores repetitives anomales o aparentment sense sentit
(Powell, et al., 1999; Presti et al., 2004) i en aquests animals estudiats,
¢s possible que representin diferents tipus d’estrategies de tipus ‘lluita o
vola’ per fer front l'estrés. En realitat, aquestes conductes han estat
escassament descrites per la seva baixa incidéncia en rosegadors adults
joves (Powell et al., 2000) i la major part de la literatura es refereix a la
seva elicitacio després d’actuacions farmacologiques (Gulati et al.,
1988; Randrup et al., 1988; Giménez-Llort et al., 1998; Kitanaka et al.,
2010; Van Swearingen et al., 2012). Per raons similars, la curta durada
de la prova del CT fa que siguin dificil de mesurar. Contrariament, en
I’OF, tal i com les nostres dades preliminars suggerien, el
desenvolupament d'aquestes conductes als 6 mesos d'edat va ser prou
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freqiient com per ser quantificades, no només quan aquestes conductes
es van agrupar en una categoria uUnica, sind també quan es van
considerar de manera individual. Per exemple, en les femelles, els
estiraments estereotipats van ser la conducta bizarre més visible. El
desenvolupament d'aquests comportaments en el centre de l'aparell
implica un retard en entrar a la periféria, cosa que va fer dificil observar
clares diferéncies en la tigmotaxis (preferéncia per les arees
protegides), ja que només es van trobar en les femelles 3xTg-AD
tractades. Els presents resultats indiquen I'edat de 6 mesos com a un
punt en el temps interessant no només per estudiar conductes bizarres
espontanies, sind també pel seu component de génere i la seva
modulacié mitjangant les condicions ambientals durant la infantesa,
com ara el PH.

Aquest fet té especial interés en el cas dels ratolins 3xTg-AD ja que
aquesta edat és coneguda per modelar les primeres etapes de la malaltia
quan només es detecta inmunoreactivitat intra-neuronal a fA (Oddo et
al., 2003a). A nivell clinic, les alteracions greus de conducta s'han
correlacionat amb l'augment de la dopamina (DA) i una reduccio dels
receptors estriatals D2 en I’estriat dels pacients amb AD. D'altra banda,
els estimuls estressants son coneguts per donar lloc a un augment de les
concentracions de DA extracel-lular en el mesolimbic, el mesostriatal i
les vies mesocorticals dopaminérgiques (Pani et al., 2000; Giorgi et al.,
2003), aixi com I’augment de l'activitat de I'eix hipotalamic-pituitari-
adrenal (HPA) (Von Holst, 1998). Curiosament, la desregulacio de la
resposta a estrés de 1'eix HPA és una altra caracteristica de I’AD a
nivell neuroendocri (Maeda et al., 1991).

De manera similar, altres patrons conductuals espontanis, invariables i
repetitius observats en gabies d’estabulacio i dispositius automatitzats
s’han descrit en ratolins transgenics APP23 (Lalonde et al., 2002), PS1-
A245E (Lalonde et al., 2003b) i ratolins TgCRN8 (Ambre¢ et al.,
2006). Per exemple, els ratolins APP23 sovint fan continus algaments i
salts contra les parets de la seva gabia. En aquests models, no només els
nivells de DA elevats, coneguts per ser capagos de provocar
estereotipies en els rosegadors (Mason, 1991), sind que també la
serotonina i els opioides s'han proposat com a bases neuroquimiques
dels comportaments estereotipats (Cabib, 1993; Pappert et al., 1998;
Garner i Mason, 2002). En animals vells 3xTg-AD (Giménez-Llort et
al., 2008) i ratolins TgCRNS (Touma et al., 2004) s’ha vist una
hiperactivitat de l'eix HPA dependent de 1’edat i sexe. En el model
3xTg-AD, conductes relacionades amb una activitat motora aberrant es
van correlacionar amb les elevades concentracions de corticosterona, el
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que suggereix que en aquests animals hi ha una menor capacitat per fer
front a ’estrés (Ambreé er al., 2006). D'altra banda, les conductes
bizarres podrien estar causades indirectament per la patologia de I’AD
en I'hipocamp i l'amigdala, que es veu agreujada per la hiperactivitat de
I'eix HPA/cascada glucocorticoide (Sapolsky et al., 1986). De fet, aqui
es presenta I’increment de les conductes bizarres en ratolins 3xTg-AD
als 6 mesos d'edat, la mateixa edat en que ja s'ha demostrat un paper
deleteri de I'acumulacié de BA intraneuronal en les neurones piramidals
glutamatergiques de 1’amigdala basolateral (BLA) en les respostes
emocionals dependents de I'amigdala (Espaiia et al, 2010).

Aquesta analisi també proporciona noves evidéncies sobre l'existéncia
de simptomes tipus BPSD en ambdods sexes dels ratolins 3xTg-AD en
les primeres etapes de la malaltia (Giménez-Llort et al., 2006, 2010;
Garcia-Mesa et al., 2011). Per a qualsevol dels dominis conductuals
estudiats, la prova de I’OF va resultar ser la més sensible a I’hora de
mostrar les diferéncies de genotip i de génere, aixi com per demostrar,
per primera vegada, els beneficis del PH. En aquesta prova conductual,
els ratolins 3xTg-AD van mostrar un increment de les estratégies de
‘lluita o vola’ per fer front a l'estrés en comparacié amb els animals
NTg. Concretament destacaren les conductes de congelacio i les
bizarres, sobretot les de component estereotipat van ser les que van
mostrar una major incidéncia. A més, la correlacido negativa de les
conductes de congelaci6 1 bizarres amb l'activitat locomotora
horitzontal va demostrar que aquestes conductes estan fortament
involucrades en la reduccio de la locomocioé descrita en ratolins 3xTg-
AD davant condicions ansiogeniques (Giménez-Llort et al., 2006,
2010; Garcia-Mesa et al., 2011)

El handling postnatal, generalment utilitzat per estudiar els efectes dels
factors ambientals en el desenvolupament i la plasticitat durant la
ontogeénia, també és capag¢ d'induir efectes positius a llarg termini en
una diversitat de respostes conductuals i neurobiologiques (revisat per
Holmes et al., 2005). En aquest sentit, les accions a llarg termini del PH
s'han reportat en la neurotransmissié serotoninergica, dopaminergica i
la GABA¢érgica, aixi com en I'AMP ciclic i en els sistemes de segons
missatgers PLC. També per contrarestar danys excitotoxics
glutamatergics i els canvis cognitius o histologics relacionats amb edat.
No obstant, els efectes del PH en les respostes de l'eix HPA soén
probablement els que proporcionen els resultats més rellevants a nivell
funcional (Anisman et al., 1998; Levine, 2000; Holmes et al., 2005)
fins al punt que el PH ¢és capag de modificar trets comportamentals de
tipus ansios heretats genéticament (Aguilar et al. 2004).
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D'acord amb aix0, el present estudi mostra que el primer efecte
beneficiés del PH observable a llarg termini en els ratolins 3xTg-AD i
NTg va ser l'atenuaci6 de la conducta de congelaci6. Aquest efecte s'ha
observat sovint com un benefici de PH en les estratégies de ‘lluita o
vola’ per fer front a l'estrés en rates (Meaney et al., 1991) i ratolins
(Sternberg et al., 2003). Aqui també hem demostrat, en ambdods
genotips 1 geéneres, que el PH va ser capag¢ de contrarestar les conductes
bizarres. Wakshlak i Weinstock (1990) van reportar un efecte similar
del PH en les estereotipies induides farmacologicament. A més, estudis
reportats anteriorment han demostrat que les conductes bizarres
obtingudes espontaniament sota condicions ambientals restringides es
poden reduir quan els animals es transfereixen a un ambient enriquit
(Gross et al., 2012). Per tant, les conductes bizarres observades en
condicions ansiogéniques en soques estandard o emfatitzades en
models animals semblen ser conductes idonies per a ser millorades a
través d’intervencions durant les primeres etapes de la vida, com per
exemple, el PH.

La conducta d’estiraments d’aproximacio, considerada com una
conducta per avaluar el risc d'entrar a l'area il-luminada en la DLB
(Bourin i Hascoet, 2003), es va observar en la majoria dels animals
estudiats. Tant la laténcia com el nombre d'episodis d'aquest
comportament van estar influenciats pel génere i incrementats pel PH.
Aquest fet és interessant perque altres estudis han trobat també uns
efectes similars del PH en I’increment de les diferéncies relacionades
amb el génere en la soca ¢57bl/6 amb susceptibilitat a una malaltia
degenerativa (Columba-Cabezas et al., 2009). Les dues variables que
mesuren la conducta d’estiraments d’aproximacié van mostrar que
aquest comportament d’avaluacid del risc es correlaciona inversament
amb el temps de permanéncia a la zona il-luminada, és a dir, amb el
grau d’ansietat dels animals. Aixo0 és important a tenir en compte ja que
estudis realitzats en el nostre laboratori han demostrat préviament que
en ambdos generes de rates psicogenéticament seleccionades per a alta
i baixa ansietat (rates RHA/Verh-I i RLA/Verh-I, respectivament), aixi
com en la poblacid heterogenia de rates N/NIh-HS, 1'avaluaci6 del risc
era independent de comportaments de tipus ansios (Aguilar et al., 2004;
Loépez-Aumatell et al., 2008). D'acord amb el treball previ (Giménez-
Llort et al., 2010) les diferéncies de génere en l'ansietat observades en
el grup NTg van desaparéixer en el genotip 3xTg-AD, a causa de la
conducta desinhibitoria de les femelles 3xTg-AD. D'altra banda, els
efectes bidireccionals del PH potenciant l'avaluaci6 del risc i reduint les
conductes de congelacio i bizarres evidencien les seves accions en els
diferents substrats neuroanatomics involucrats en les estratégies per fer
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front a l'estrés. Pel que fa a 1’Gs d’aquest tipus d’esdeveniment durant
I’ontogenia, estudis recents corroboren efectes beneficiosos similars
obtinguts en 1’adultesa davant situacions d’enfrontament amb l'estres
(Boufleur et al., 2012; Marcolin ef al., 2012).

En totes les tres proves conductuals, els rearings van mostrar
consistentment un dimorfisme sexual mentre que la reduccié en els dos
components de l'activitat locomotora manifesta els efectes de genotip.
Sorprenentment, el present treball destaca que els efectes del PH es
limiten a la locomocio6 horitzontal, la qual és especialment sensible a la
presencia d'ansietat (Roy i Chapillon, 2004). En canvi, l'activitat
vertical, que es considera que reflecteix millor la conducta exploratoria
(Giménez-Llort et al., 1997; Colorado et al., 2006), no es va veure
modificada. Curiosament, aquesta activitat exploratoria vertical es va
correlacionar positivament amb els rearings estereotipats, que van ser
contrarestats pel PH. Per tant, sembla que els beneficis de PH estan
majoritariament relacionats amb l'ansietat, perd0 no a l'activitat
exploratoria vertical, per se. Aquest fet suggereix que I’eficacia
variable del PH esta relacionada amb les seves accions sobre diferents
substrats neuroanatomics.

Finalment, les conductes de component emocional, com soén les
conductes d’empolainament, la defecacio i la miccid, també es van
trobar fortament influenciades pels factors genere i genotip. En general,
l'efecte del genere, trobat de manera consistent en tots els dominis
conductuals, posa de manifest la importancia de considerar aquest
factor en els dissenys experimentals, per tal de detectar tots els efectes
en el volum total de la poblacid, tant en preséncia com abséncia de
malaltia.

5.4 Conclusions

Les conclusions de I’Estudi I per a la Caracteritzacio de les conductes
bizarres i la valoracio del risc en ratolins 3xTg-AD i NTg i els efectes a
llarg termini del handling postnatal, en ambdos géneres, als 6 mesos
d’edat, van ser les segiients:

1. Les conductes bizarres en el genotip 3xTg-AD als 6 mesos d’edat
son BPSD primerencs conspicus i mesurables. Es classifiquen en
aixecaments estereotipats, estiraments estereotipats, caminar cap enrere
i salts.

2. El patr6 de conductes bizarres en ratolins 3xTg-AD difereix de la
dels animals NTg i es correlaciona amb altres comportaments
d'ansietat, la locomocio 1 l'emotivitat.
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3. La majoria dels esdeveniments conductuals estudiats depenen del
genere. Sent les femelles el génere més adequat per estudiar les
conductes bizarres i la conducta de valoraci6 del risc.

4. A llarg termini, el handling postnatal permet reduir la conducta de
petrificaci6 i les conductes bizarres, mentre que potencia la conducta de
valoraci6 del risc.

5. A més, els efectes del handling son selectius, actuant sobre les
estratégies per fer front a I’estrés, perd no exercint cap efecte sobre
l'activitat exploratoria per se, com ho és ’activitat vertical.
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6. Estudi I1. Fase 1. Caracteritzacio de les estrategies
de navegacio en el laberint aquatic de Morris en
ratolins 3xTg-AD i NTg

Per caracteritzar les estratégies de navegacid en el laberint aquatic de
Morris en ratolins 3xTg-AD i NTg es van fer servir animals de 13
mesos d’edat, que es corresponen amb les etapes avancades de la
malaltia quan ja hi ha plaques de BA i comenca la formacié dels
cabdells neurofibril-lars (Oddo et al., 2003b). En aquest context, es va
analitzar els diferents patrons de navegacid que presenten els animals
3xTg-AD i NTg davant diferents paradigmes proposats en aquest test.
Per dur a terme aquest proposit, es van estudiar les diferents estratégies
de nataci6 establint criteris en funcié de la finalitat (preséncia/abséncia
d’estratégies de recerca), la direccionalitat (preseéncia/abseéncia
d’estratégies dirigides a un objectiu) i la variabilitat (1s d’'una o més
estratégies).

Aquest estudi ha donat lloc a un manuscrit que esta en procés de revisio
al Behavioral Neuroscience, amb resposta ja enviada als primers
comentaris dels referees. “Baeta-Corral, R., and Giménez-Llort, L.
(2014). Persistent hyperactivity and distinctive strategy features in the
Morris Water Maze in 3xTg-AD mice at advanced stages of disease”,
que s’adjunta en forma d’annex.

6.1 Disseny experimental

| | e
|
6M 13M

Figura B. Disseny experimental de 1’Estudi II. Fase 1.

Els 16 subjectes experimentals provingueren de 7 ventrades, amb 6-8
cries de mitjana. Els mascles de les ventrades van ser distribuits en els
2 grups experimentals: animals NTg (3 ventrades) i animals 3xTg-AD
(4 ventrades) amb 8 animals per grup experimental.

El protocol que es va utilitzar en aquest estudi (Giménez-Llort et al,
2007) segueix la segiient pauta: un dia d'aprenentatge guiat i quatre dies
de localitzacio de la plataforma seguit per un assaig de memoria final
(probe trial) sense plataforma.
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6.2 Resultats

Les figures 2 i 3 il-lustren les analisis quantitatives de les variables de
temps, distancia i velocitat en els diferents paradigmes del laberint
aquatic de Morris. Les analisis qualitatives de les conductes de no cerca
i les estrateégies de cerca es representen en les figures 41 5.

Analisis quantitatives

Com es mostra a la figura 2, les diferéncies de genotip trobades en la
laténcia mitja de la tasca d'aprenentatge guiada [Fig. 2A, G, F(1,15)=
6,289; p<0,05] es van perdre quan s'utilitza la variable distancia [Fig.
2C, G, F(1,15)=0,001, p=0,975, n.s]. En la tasca de localitzacio,
I’efecte ‘temps’ va indicar la preséncia d'un procés d'adquisicid en
ambdues variables, la laténcia mitja [Fig.2A, RMA, T, F(3,42)=22,805,
p<0,001] i la distancia recorreguda [Fig.2C, RMA, T, F(3,42)=31,585,
p<0,001]. Només una analisi més detallada com la que s’obté analitzant
les dades “assaig per assaig” i que avalua la memoria a curt termini
(Fig.2B i 2D), van mostrar interaccions de genotip x dia [PT1, PT2 i
PT3, TxG, totes les F(3,42)>3,036, p<0,05] i algunes diferéncies de
genotip en alguns assaigs, majoritariament per a la variable de laténcia
[G, totes les F(1,15)>4,552, p<0,05]. El nivell d'adquisicio assolit al
final de la tasca de localitzacido va ser similar en ambdds genotips
[latencia, PT4.T4, G, F(1,15)=4,354; p>0,05, n.s; distancia
recorreguda, PT4.T4, G(1,15)=0,642; p>0,05 n.s]. Els ratolins 3xTg-
AD van mostrar una velocitat de natacid consistentment més rapida en
comparaci6¢ als animals NTg tant en la tasca d’aprenentatge guiat
[RMA, G, F(1,15)=39,355; p<0,001], com en la de localitzacié [RMA,
G, F(1,15)=29,593; p<0,001] (Fig.2F). Aquests resultats es van
mantenir fins i tot quan el temps emprat en la flotacid es va tenir en
compte a I’hora de calcular la velocitat total (dades no mostrades). En
I’assaig de memoria final (Fig.3), es mesura la memoria com la
preferéncia pel quadrant que contenia la plataforma i la precisio per
arribar a aquesta (nombre de creuaments en la zona exacta on es
trobava la plataforma). Aqui, de nou, les variables de temps i distancia
no van ser suficientment sensibles per detectar diferéncies de genotip,
mentre que si que es van observar en la velocitat de natacio [G,
F(1,15)=7,594; p<0,05]. En general, els resultats quantitatius
reflecteixen que, en aquestes condicions experimentals, els resultats
cognitius es van veure fortament condicionats per les diferéncies de
genotip en la velocitat de natacio.
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Figura 2. Analisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localitzacid
avaluades en la prova del MWM en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. La
figura mostra les analisis ‘dia a dia' (esquerra) i 'assaig per assaig’ (dreta). Les dades
s'expressen com a mitjana £ SEM. RMA: G, efecte genotip; T, efecte temps; TxG,
interaccié ‘temps x genotip’; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 prova z-Student: *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001 vs. el grup NTg.
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Figura 3. Analisis quantitatives de 1’assaig final avaluat en la prova del MWM en
ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. Les dades s'expressen com a mitjana +
SEM del temps, distancia i creuaments de 1’anella en els quadrants de la plataforma (P),
adjacent esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de navegacido en
aquesta prova. Prova de ¢-Student: ® p<0.05, & p<0.01 vs. el grup NTg. ANOVA,
**%p<0.001 P vs. tots els altres quadrants.
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Analisis qualitatives

Les caracteristiques qualitatives de les estratégies de navegacid van ser
analitzades en els tres paradigmes de laberint aquatic d'acord a
l'existéncia o no d'una estratégia de cerca i van ser classificades de la
seguent manera:

Les conductes no relacionades amb la cerca (Fig.4A) en els ratolins
NTg c57bl/6 es van caracteritzar per una elevada freqiiéncia de flotacio
al llarg de la prova [G, F(3,42)=10,836; p<0,01] mostrant un efecte
‘temps’ [T, F(3,42)=4,191; p<0,01], ‘genotip’ [G, F(1,14)=10.078;
p<0,001] i una interaccid ‘temps x genotip' [TxG, F(3,42)=2,957,;
p<0,05] en la durada d'aquesta conducta. En canvi, els animals 3xTg-
AD van realitzar una major nataci6 en cercles en les tasques
d'aprenentatge guiat i de localitzaci6 [ambdues, G, F(1,15)>6,266,
p<0,05]. Curiosament, es va trobar un efecte ‘temps’ durant la tasca de
localitzacio [T, F(3,42)=3,212, p<0,05] com a resultat de la reduccid
d'aquesta conducta al llarg de la prova (Fig.4B).

Les estratégies de recerca exhibides van ser analitzats per a cada
paradigma. Durant la primera experiéncia en el laberint aquatic, en la
tasca d'aprenentatge guiat, |’estratégia de cerca a l'atzar va ser
observada en la major part dels animals 3xTg-AD i NTg. En els
segiients assaigs, tots els animals van canviar progressivament la seva
cerca a l'atzar cap a una estratégia dirigida a un objectiu (Fig.4D).

Al dia segiient, I’inici de la tasca d'aprenentatge de la localitzaci6é va
comportar el canvi de posicié i I’ocultaci6 de la plataforma. En el
primer assaig, la majoria dels ratolins NTg van nedar ‘directament’ a la
posicié de la plataforma anterior, contrariament als ratolins 3xTg-AD
que van utilitzar una estratégia de tipus no dirigida a un objectiu,
sobretot les d’'encadenament’ o 'atzar' [la prova exacta de Fisher;
p<0,05]. Al no trobar la plataforma en la posicid esperada, la majoria
d'animals NTg van canviar la seva estratégia per la natacio ‘a l'atzar’
[F(7,56)=7,000 vs. totes les altres estratégies, p<0,001], mentre que en
el genotip transgenic, I’'encadenament' va ser l'estratégia predominant
[F(7,56)=2,970 vs. totes les altres estratégies, p<0,01]. Per tant, els
resultats indiquen que durant la primera sessi6 d’aquest nou paradigma,
el procés d'adquisicio de la nova posicid de la plataforma oculta implica
Iis de més d'una estratégia en el mateix assaig, és a dir, 1’us
d’estratégies mixtes. A més, amb 1’avang de les sessions, es van trobar
diferéncies significatives de genotip de la segona a la quarta jornada
(Fig.4C 1 4D) quan les dades va ser considerades de la segiient manera:
1) la proporcié d'animals usant estratégies 'mixtes' vs. 'iniques'
[X(2)2=10,O93; p<0,001], 2) estratégies 'no dirigides a un objectiu’ vs.
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‘dirigides a un objectiu' [X12)2:11:443; p<0,001], 3) la recerca de la
plataforma en la ubicacié corresponent a I’entrenament guiat [prova
exacta de Fisher; p<0,01]. En particular, els animals NTg van mostrar
una major proporcié d’estratégies 'iniques' i 'dirigides’ a un objectiu’
sent la ‘nataci6 directa’ i la ‘cerca focalitzada’ les predominants
[F(7,56)=39,111, ambdues vs. totes les altres, p<0,001]. En canvi, els
ratolins 3xTg-AD van persistir utilitzant estratégies ‘mixtes’ i ‘no
dirigides a un objectiu’ sent |’‘encadenament’ i la ‘natacio a 1’atzar’ les
més comuns [F(7,56)=12,888 ambdues vs. totes les altres, p<0,001]
(Fig.5). No obstant, amb el progrés de la tasca d'adquisicid, aquest
pobre rendiment cognitiu mostrat pels ratolins 3xTg-AD va millorar
gracies a I’entrenament ja que van mostrar una correccido de la seva
trajectoria de navegacio en PT3 i PT4 ['nataci6 corregida' prova exacta
Fisher; p<0,05].

A l'assaig de memoria final, tots els animals (100%) van nedar
'directament' a 1’area on es trobava la plataforma oculta. Al no
aconseguir-ho, els ratolins NTg van alternar diferents tipus estratégies
mentre que els animals 3xTg-AD van mostrar persisténcia en la
conducta.
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Figura 4. Analisis qualitatives de les conductes de no cerca i estrategies de cerca
avaluades 'assaig per assaig' en el MWM en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos
d'edat. La figura representa la conducta de flotacid (A), la natacié en cercles (B), us
d’estratégies Gniques vs. mixtes (C) i estrategies dirigides vs. les no dirigides a un
objectiu (D). Les dades s'expressen Pel nombre total d'episodis o animals (n). RMA: G,
efecte genotip; T, efecte temps; * p<0,05, ** p<0,01. Post-hoc: * p<0,05, ** p<0,01 vs.
el grup NTg.
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6.3 Discussio

Aquest estudi proporciona, per primera vegada, una caracteritzacid
general 1 integral, tant del domini conductual cognitiu com el perfil
BPSD (incloses les estratégies de recerca) en ratolins 3xTg-AD de 13
mesos d'edat, en el laberint aquatic de Morris. Les mesures
quantitatives van detectar diferéncies de genotip en la laténcia
d'escapament mitjana en la tasca d'aprenentatge guiat, aixi com en la
velocitat de nataci6 exhibida en totes les tasques realitzades. La majoria
d'aquests resultats confirmen la preséncia d'un fort perfil BPSD mentre
que laténcia d'escapament i la distancia recorreguda van ser variables
menys precises a 1’hora de reflectir el deteriorament associat a 1'AD.
L'augment de la velocitat de natacid trobat en tots els paradigmes,
independentment de la dificultat de la tasca, confirma l'existéncia d'un
patré d'hiperactivitat constant com es mostra també en 1’actimetria
(Giménez-Llort et al., 2007) i les gabies d’exercici (Garcia-Mesa et al.,
2011). Aquesta hiperactivitat (Giménez-Llort et al., 2010) condueix cap
a una menor fiabilitat d'aquestes variables quantitatives (Gerlai, 2001).
Per evitar aquest problema i avaluar la cognici6 amb una menor
influéncia de l'activitat concomitant o patrons emocionals, alguns
autors fan un entrenament previ als animals en la tasca o bé els
manipulen préviament per a que s’atenuin o, fins i tot, es suprimeixin
aquests factors d’interferéncia. Perd el nostre proposit €s realitzar un
fenotipat tenint en compte tant l'existéncia de deteriorament cognitiu
com la preséncia de patrons BPSD i, en canvi, en el nostre cas utilitzem
aquests procediments per a valorar els efectes d’intervencions no
farmacologiques (Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014). Per tant, en
aquest treball, l'analisi qualitativa va proporcionar informacid
addicional per avaluar el deteriorament cognitiu basant-se en les
estrategies utilitzades pels animals en aquestes tasques de resoluci6 de
paradigmes. De la mateixa manera, en estudis previs realitzats en altres
models mutants, com el knockout per als ratolins A;R (Lang et al.,
2003), l'analisi de les estrateégies de navegacié va mostrar diferéncies de
genotip que no es reflecteixen a través de mesures senzilles com la
laténcia d'escapament o la distancia recorreguda.

D'altra banda, la distinci6 de les conductes de no cerca (flotacio i
natacié en cercles) de les estratégies dirigides o no a un objectiu va
permetre fer una diferenciaci6 més precisa entre els genotips. De
manera notoria, els animals NTg van mostrar una alta freqiiéncia de
flotacid. En aquest sentit, és interessant recordar que, contrariament a
les rates, la prova de laberint aquatic de Morris suposa una condicid
estressant per als ratolins que sovint la superen mitjancant la flotacio,
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una conducta que podria estar relacionada amb la manca de motivacio,
fins i tot, com una mena de desesperanga conductual (Porsolt et al.,
1977). Com s'ha esmentat anteriorment, malgrat alguns autors defensen
que els animals han d'estar habituats a laberint aquatic i nedar a l'aigua
abans d'avaluar qualsevol tasca en aquesta prova, nosaltres suggerim
que, de fet, és la condici6 naif la que millor reflecteix conductes
relacionades amb l'ansietat i I’emotivitat, les quals poden interferir en
complexes tasques de resoluciod de paradigmes cognitius. En el genotip
transgénic, la conducta preferent de no cerca va ser la natacid en
cercles, que podria ser considerada com una conducta estereotipada per
fer front a I’estres. Curiosament, al llarg de la prova es va observar una
reduccid d’aquesta conducta, fet que suporta aquesta hipotesi.

La flexibilitat cognitiva va ser estudiada en els ratolins 3xTg-AD i NTg
tenint en compte el nombre d’estratégies utilitzades en un mateix
assaig. Contrariament, la majoria dels estudis fins ara realitzats,
simplifiquen D’analisi a l'estratégia predominant de cada assaig
(Grootendorst et al, 2001;. Lang et al, 2003;. Janus, 2004; Brody i
Holtzman, 2006; Collison, et al, 2012; Barack et al., 2013). Els criteris
qualitatius basats en les estratégies dirigides o no a un objectiu, similar
a la classificacid6 de les estratégies segons la cerca no espacial o
espacial atrofica, també van contribuir a fer una distincié més precisa
entre els genotips.

En general, la tasca d'aprenentatge guiat permet controlar possibles
factors de confusié sensoriomotors o motivacionals, alhora que serveix
per establir el nivell base post-habituacid, abans d’iniciar la tasca de
localitzacio (Guinello et al., 2009). També €s important assenyalar que
el primer assaig també implica una condicié naif, util per mesurar les
habilitats cognitives, en contrast amb 1’experiéncia que adquireixen els
animals en el laberint a mesura que acompleixen les posteriors proves.
Tal i com es preveia, quan els animals van entrar en contacte amb
l'aigua per primera vegada, sense experiéncia prévia o coneixement de
la tasca, es va observar una cerca a l'atzar en la major part del 3xTg-AD
i animals NTg. L'aprenentatge esta influenciat per l'experiéncia
(Donato et al., 2013) i aixo es podria traduir com el canvi progressiu de
la cerca a l'atzar cap a les estratégies dirigides a un objectiu al llarg dels
successius assaigs. Per tant, la nataci6 directa es va convertir en
l'estratégia més observada, en part pel les pistes dins del laberint que
faciliten la localitzacio de la plataforma (Giménez-Llort et al., 2013).
Al final de la tasca d'aprenentatge de la localitzacio, el rendiment va ser
optim en tots els animals. Probablement, ja que aquesta tasca no
requereix el desenvolupament d'una estratégia de mapatge espacial per
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la seva soluci6 (Janus, 2004) tant els ratolins 3xTg-AD com els NTg
van ser capacos d’aconseguir el mateix nivell de post-habituacid.

Pel que fa a I’aprenentatge de la localitzacio, el canvi de posicid de la
plataforma augmenta la dificultat de la tasca (Giménez-Llort et al.,
2013). En el seu primer assaig, els animals no van aconseguir trobar la
plataforma en la posicié prévia durant la tasca d’entrenament guiat. Tot
1 aixi, es van trobar diferéncies de genotip en les estratégies utilitzades
per trobar la nova ubicacio de la plataforma. En els assaigs posteriors,
la conducta dels ratolins 3xTg-AD es caracteritza per 1s de les
estratégies ‘mixtes’ (diverses estratégies dutes a terme en un sol assaig)
1 una alta incidéncia de les estratégies no dirigides a un objectiu. En
canvi, la persisténcia de cerca de la plataforma en la posicié durant
I’entrenament guiat i la necessitat de corregir I’estratégia utilitzada per
trobar la nova ubicacio de la plataforma reflecteixen una pobra
flexibilitat cognitiva en els ratolins 3xTg-AD.

En l'assaig de memoria final, ['dltim paradigma d’aquest disseny
experimental, tots els animals van nedar directament cap a la posicid de
la plataforma durant el paradigma de 1’aprenentatge de la localitzacio.
Un cop no van aconseguir trobar-la alla, es van trobar diferencies de
genotip en 1’exhibicio de les estratégies de cerca utilitzades durant la
resta de la prova. Els ratolins 3xTg-AD van persistir en la recerca de la
plataforma usant la mateixa estratégia, mentre que els ratolins NTg van
optar per combinar estratégies (Cuthbert ef al., 2007).

6.4 Conclusions

Les conclusions de I’Estudi II. Fase 1. per a la Caracteritzacio de les
estratégies de navegacio en el laberint aquatic de Morris en ratolins
3xTg-AD i NTg, als 13 mesos d’edat, van ser les segiients:

1. Els animals 3xTg-AD van mostrar un patr6 d'hiperactivitat persistent
en el laberint aquatic de Morris que estaria d’acord amb el seu perfil
BPSD.

2. Les estratégies de cerca de la plataforma dels NTg impliquen 1’as
d’una sola estratégia (Unica) i dirigida.

3. La pitjor funcié cognitiva dels 3xTg-AD es va mostrar amb 1’us
d’estratégies de cerca no dirigides.

4. L’alta proporcio d’estratégies mixtes utilitzada pels 3xTg-AD també
posa en evidencia els seus deficits.

5. Els assaigs que impliquen situacions noves (naif) o amb dificultat
son les més adients per mostrar els deficits.
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7. Estudi II. Fase 2. Efectes conductuals a llarg
termini del tractament cronic amb cafeina en
ratolins 3xTg-AD i NTg

Tot 1 que el consum de cafeina esta sent valorat com a possible
estratégia terapéutica per a millorar els aspectes cognitius de I’AD, el
possible impacte de la seva accié farmacologica ansiogenica paral-lela
esta poc estudiada. En tant que aquesta deméncia s’associa, també, a la
presencia de simptomes neuropsiquiatrics com 1’ansietat, 1’agitacio, els
canvis circadians, etc. hem considerat important avaluar a nivell
translacional els efectes del consum cronic de cafeina sobre aquests
perfils. En aquest sentit, els ratolins 3xTg-AD resulten valuosos en tant
que aquest model mostra un perfil tipus BPSD molt clar. Aixi,
I’aproximacié experimental valora els efectes conductuals a llarg
termini (als 13 mesos d’edat) d’un tractament cronic oral amb cafeina
iniciat en mascles adults a 6 mesos. En els ratolins 3xTg-AD, aquestes
edats es corresponen amb estadis avancgats i inicials de la malaltia,
respectivament. La bateria de tests avalua els efectes del tractament en
el pes, les funcions sensoriomotores, [’activitat exploratoria,
I’emocionalitat i conductes relacionades amb [’ansietat, el ritme
circadia i ’aprenenetatge i memoria.

7.1 Disseny experimental
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Figura C. Disseny experimental de I’Estudi II. Fase 2.

Els 38 subjectes experimentals provingueren de 15 ventrades, amb 6-8
cries de mitjana. Els mascles de les ventrades van ser distribuits a
I’atzar en els 2 grups experimentals segons el genotip: animals vehicle
(7 ventrades) i tractats (8 ventrades). Per tant, el disseny experimental
final va consistir en els seglients grups experimentals: NTg+veh,
NTg+caff, 3xTg-AD+veh i 3xTg-AD+caff (n=8-10, en cada grup
experimental).
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La bateria de proves conductuals es va realitzar als 13 mesos d’edat i va
consistir en el test de les cantonades seguit del test del camp obert (Dia
1), el test de la taula de forats (Dia 2), el test de la caixa fosca/clara el
test (Dia 3), el test del laberint elevat en creu (Dia 4), el test del laberint
en T (Dia 5), el test d’enterrament de marbres (Dia 6), els tests
sensoriomotors (Dia 7), el test de 1’activitat motora circadiana de 24h
(Dies 8-15) 1 el laberint aquatic de Morris (Dies 16-21). Al final de
I’experiment es va valorar la taxa de supervivéncia i els pesos corporal
i de la melsa.

7.2 Resultats
Test de les cantonades

En aquesta prova es van trobar efectes de genotip i de tractament.
L’activitat locomotora horitzontal mesurada com el nombre de
cantonades visitades va ser menor en els ratolins 3xTg-AD [G,
F(1,30)=4,760; p <0,05], en comparaciéo amb els animals NTg. D'altra
banda, el nombre de rearings, variable que representa l'activitat vertical,
va ser influenciat per la cafeina, on els animals tractats van trigar més
temps a realitzar un primer rearing [T, F(1,30)=4,676; p<0,05] i van
mostrar una reduccido en el nombre total d’aquesta conducta [T,
F(1,30)=4,571; p<0,05] (Fig.6).

Efectes del tractament cronic de cafeina en el test de les cantonades

A) Activitat horitzontal B) Activitat vertical
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Figura 6. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el test de les cantonades. Activitats horitzontal (A) i vertical (B). Les
dades s'expressen per mitja + SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G,
efecte genotip; T, efecte tractament; * p<0,05.
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Test del camp obert

Des de I'inici de la prova, es van trobar diferéncies dependents de
genotip en la tigmotaxis ja que els animals 3xTg-AD van passar més
temps en el centre de l'aparell [G, t(1,14)= -2,785; p<0,05] retardant
I’arribada a la periféria [G, F(1,30)=4,366; p<0,05]. La cafeina va
augmentar el temps de permanéncia al centre en els animals NTg
tractats (NTg+caff) mentre que el va reduir en el grup 3xTg-AD [GxT,
F(1,30)=4,936; p<0,05]. Un cop a la periferia, la conducta
d’empolainament es va retardar en els ratolins NTg+caff en comparacid
al seu grup control [T, F(1,30)=7,158; p<0,05 i GxT, F(1,30)=8,194;

p<0,01] (Taula 4).

Esdeveniments NTg-Veh NTg-Caff Tg-Veh Tg-Caff  geag
conductuals (n=8) (n=8) (n=8) (n=10) )
Conducta de petrificacio (s) 9.00£2.21 36.50£22.6 £8.33 £ 25.8 32131011 ns
Alxecaments estereotipats 3005000 25250£35.91 2543313452  271.38£2036 s
(laténcia, s)

Aixecaments estereotipats (n) 0.00£0.00 0.33+0.30 0.17£0.10 1.25£0.90 n.s
Sortida del centre (laténcia, s) 11.75+ 2.51 73.33:3298  81.17%248° 51.63:1082 GxT
Arribada a la periferia . g .
(latencia, 5) 13.00£ 263 75.50£33.09 92.00£25.95° 127.75:4079 G
Activitat vertical (laténcia, s) 136.75£36.57 103.50£35.8  149.83:30.34  100.63:29.86 n.s
Empolainament (laténcia, s) 207.00£2229 295.83%213" 262.50:18.38  250.50%14.14" T". GxT™
Empolainament (s) 225048 1.00£0.50 1.50£ 0.50 175052 n.s
Activitat horitzontal (n) 56.25+£10.38  85.17£2298  35.17x11.17 14.00£4.377 G
Activitat vertical (n) 14.00£2.95 12,33+ 5.14 4.167£0.95 % 3.00£075 G
Defecacions (n) 2.00£0.20 3.50£0.20" 36710 250062 GxT*
Miccié (incidence, %) 50 375 62.50 60 n.s

Taula 4. Efectes del tractament cronic de cafeina sobre les estratégies d’enfrontament a
I’estres, les conductes associades a I’ansietat i a I’emotivitat en ratolins 3xTg-AD (Tg) i
NTg als 13 mesos d'edat en el camp obert. Les dades s'expressen per mitja + SEM.
Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte tractament; GxT,

interaccid genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc de la prova Duncan: g

p<0,05, g8 p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; K p<0,01, s

tractat corresponent.

p<0,001 vs. el grup no

En quant a l'activitat locomotora (Fig.7), els ratolins 3xTg-AD van
mostrar un menor nombre de creuaments en comparacid6 amb els
animals NTg [G, F(1,30)=12,132; p<0,01]. La cafeina va exercir un
efecte bidireccional augmentant aquesta activitat horitzontal en el
genotip NTg mentre que la redui en els animals 3xTg-AD+caff [GxT,
F(1,30)=8,994; p<0,01]. En l'activitat vertical, els ratolins 3xTg-AD
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van mostrar un nombre reduit de rearings en comparacid6 amb els
ratolins NTg [G, F(1,30)=10,944 p<0,01].

Efectes del tractament cronic de cafeina en el camp obert

A) Activitat horitzontal B) Activitat vertical
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Figura 7. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD (Tg) i NTg als
13 mesos d'edat en el camp obert. Activitats horitzontal (A) i vertical (B). Les dades
s'expressen per mitja = SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte
genotip; GxT, interaccié genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc de la

prova Duncan: & p<0,05, g8 p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; ! p<0,05 vs. el grup
no tractat corresponent.

Finalment, el nombre de les defecacions mostra una interaccid ‘genotip
X tractament’ amb un augment en el grup NTg+caff i una disminucio en
el 3xTg-AD+caff [GxT, F(1,30)=4,681; p<0,05] (Taula 4).

Test de la taula de forats

Tots els grups van mostrar laténcies de primer moviment i d’exploracid
del primer forat similars. La reduccié en l'activitat exploratoria vertical
dels grups 3xTg-AD va ser la diferéncia més significativa de tot el test
[G, F(1,30)=13,492; p<0,001]. El tractament va disminuir 1’activitat
vertical en tots dos genotips [T, F(1,30)=5,290; p<0,05]. Els grups
3xTg-AD van fer més d'introduccions del cap dins dels forats [G,
F(1,30)=4,750; p<0,05] i el temps total va ser major [G, F(1,30)=4,818;
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p<0,05]. El 100% dels ratolins dels grups 3xTg-AD van aconseguir
arribar al criteri d’explorar els 4 forats [G, t(1,14)= -3,055; p<0,05]
necessitant menys temps per fer-ho [G, F(1,30)=4,893; p<0,05]. La
cafeina va reduir la incidéncia d'animals que van arribar al criteri,
independentment del genotip, [T, F(1,30)=11,904; p<0,01]. També va
augmentar els errors en el genotip 3xTg-AD mentre que en els ratolins
NTg+caff el nombre d’errors va disminuir amb el tractament de
cafeina. [GxT, F(1,30)=5,652; p<0,05] (Fig.8).

Efectes del tractament cronic de cafeina en la taula dels forats

A) Acthltat Vertlcal B) Criteri d’exploraci6 (4 forats)
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Figura 8. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en la taula dels forats. Activitat vertical (A); incidencia (B), laténcia (C) i
nombre d’errors (D) d’assolir el criteri d’exploracié dels 4 forats. Les dades s'expressen
per mitja + SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte
tractament; GxT, interaccid genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
Post hoc de la prova Duncan: 2 p<0,05, %8 p<0,001 vs. el grup NTg corresponent; !

p<0,05, h »<0,001 vs. el grup no tractat corresponent.

L’empolainament es va avangar en el temps en els animals 3xTg-AD, i
va ser més llarg [G, F(1,30)=7,649; p<0,01 i G, F(1,30)=7,179; p<0,05,
respectivament]. Finalment, la cafeina va reduir el nombre de
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defecacions [T, F(1,30)=5,457; p<0,05], especialment en els 3xTg-AD
[GxT, F(1,30)=6,365; p<0,05].

Test de la caixa fosca/clara

L’activitat d'estiraments d’aproximacié (Fig.9A) va ser observada
només en els grups de ratolins NTg [G, F(1,30)=17,690; p<0,001] i la
cafeina augmenta la seva lateéncia [T, F(1,30)=11,842; p<0,01 i GxT,
F(1,30)=11,842; p<0,01]. El nombre de ratolins dels grups 3xTg-AD
que van entrar directament a la zona il-luminada (90-100%) va ser
superior a la dels grups NTg (50-70%) [Fig.9B; G, F(1,30)=9,098;
p<0,01]. La conducta desinhibida dels grups 3xTg-AD es va reflectir
també en una menor laténcia d’entrada [G, F(1,30)=4,859; p<0,05],
més del doble de creuaments entre els compartiments [G, t(1,14)= -
3,049; p<0,01] i menys temps total en 1’area il-luminada [G,
F(1,30)=4,158; p<0,05].

Efectes del tractament cronic de cafeina en la caixa fosca/clara

A) Estiraments d’aproximacio B) Entrada al compartiment il-luminat
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Figura 9. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en la caixa fosca/clara. Laténcia d’estiraments d’aproximacié (A) i
I’entrada al compartiment il-luminat (B). Les dades s'expressen per mitja + SEM. Veh,
vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte tractament; GxT,
interaccié genotip X tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la

prova Duncan: g8 p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; " p<0,01, vs. el grup no tractat
corresponent.

Test del laberint elevat en creu

La laténcia d’entrada en els bragos oberts (OA) [G, F(1,30)=20,029;
p<0,001] 1 I’index d’ansietat TOA/(TOA+TEA) [G, F(1,30)=43,619;
p<0,001] van indicar que els grups de ratolins 3xTg-AD eren més
ansiosos. Tots els grups van mostrar un nombre similar d’entrades als
diferents bragos i a la zona central [totes les F(1,30)<3,583; p>0,068,
n.s]. En la defecacio, es va trobar un efecte genotip i una interaccid
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‘genotip x tractament’ [G, F(1,30)=4,536; p<0,05 i GxT,
F(1,30)=6,648; p<0,05, respectivament].

Efectes del tractament cronic de cafeina en el laberint elevat en creu

A) Entrada als bracos oberts B) index d’ansietat
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Figura 10. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el laberint elevat en creu. Entrada en els bragos oberts (A) i index
d’ansietat (B). Les dades s'expressen per mitja + SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina.

ANOVA 2x2: G, efecte genotip; *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan: & p<0,05,
g8 p<0,01, gee p<0,001 vs. el grup NTg corresponent.

Test del laberint en T

En la prova d’eleccio forgada, els grups de ratolins 3xTg-AD van
necessitar menys temps per arribar al punt d’interseccio del laberint [G,
F(1,30)=5,729; p<0,05] i per assolir el criteri d’exploracié dels 20s
[G, F(1,30)=56,375; p<0,05]. En la prova de memoria, el nombre
d’errors comesos abans de triar el brag préviament tancat va ser inferior
en el genotip 3xTg-AD [G, F(1,30)=6,111; p<0,05]. No obstant, els
animals 3xTg-AD tractats van mostrar una menor eficiéncia per
explorar els dos bragos, ja que van necessitar més temps per aconseguir
l'objectiu [GxT, F(1,30)=4,188; p<0,05] (Fig.11).
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Efectes del tractament cronic de cafeina en el laberint en T

ASSAIG D’ELECCIO FORCADA

A) Interseccio de la T B) Criteri d’aprenentatge
300 - G* 300 o+
@ 250 E 250 -
@ 200 - @ 200 -
S 150 o 150
% 100 - ;% 100
- 50 % — 50 -
0 0
VehCaff  VehCaff VehCaff  VehCaff
NTg 3xTg-AD NTg 3xTg-AD
ASSAIG DE MEMORIA
C) Errors previs a I’eleccio D) Exploraci6 dels 2 bragos curts

del nou brag accessible

2 G* 300 GxT™
250
200 gt
150
I 100
; 50
0
Veh Caff  Veh Caff VehCaff  VehCaff
NTg 3xTg-AD NTg 3xTg-AD

Errors (n)
Latencia (s)

Figura 11. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el laberint en T. Laténcies d’arribada a la interseccio de la T (A) i del
criteri d’aprenentatge (B) en I’assaig d’eleccié forcada. Errors (C) i laténcia
d’exploracio (D) en I’assaig de memoria. Les dades s'expressen per mitja + SEM. Veh,

vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte de genotip; GxT, interaccid genotip x
tractament; * p<0,05. Post hoc de la prova Duncan: ® p<0,05 vs. el grup NTg

corresponent; ! p<0,05 vs. el grup no tractat corresponent.

Test d’enterrament de marbres

Els ratolins 3xTg-AD van enterrar un major nombre de peces [G,
F(1,30)=20,802; p<0,001], mentre que els animals NTg les van deixar
intactes [G, F(1,30)=8,660; p<0,01]. La cafeina va disminuir el nombre
de peces enterrades en el genotip 3xTg-AD [GxT, F(1,30)=5,565;
p<0,05] (Fig.12).
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Efectes del tractament cronic de cafeina en el test d’enterrament de marbres
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Figura 12. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el test d’enterrament dels marbres. Les dades s'expressen per mitja +
SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte
tractament; GxT, interaccid genotip X tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Pes corporal i funcions sensoriomotores

En iniciar el tractament, els ratolins 3xTg-AD de 6 mesos d’edat tenien
sobrepes (+20,26%) [t(1,32)=5,603, p<0.001]. L’efecte de genotip es
va mantenir fins al final del tractament (+20,09%) [G, F(1,30)=68,826;
p<0,001]. La interaccid ‘genotip x tractament’ [GxT, F(1,30)=7,383;
p<0,05] indica una reduccid de pes induida per la cafeina en els 3xTg-
AD [la prova de Duncan, p<0,05 vs. 3xTg-AD+veh] perd no va ser
capag de corregir l'excés de pes respecte el seu control [la prova de
Duncan, p<0,05 vs. NTg+caff].

En les proves sensoriomotores, no es van trobar déficits en els reflexos
visuals avaluats, on tots els animals van obtenir la puntuacié maxima.
En la prova de barra de fusta, la majoria dels animals van petrificar
durant els 20s sense cap tipus de desplagament, fet que explica els
valors elevats de la laténcia de caiguda. Tot i aix0, els ratolins 3xTg-
AD van romandre més temps sobre la barra que els animals NTg [G,
F(1,30)=12,037; p<0,01]. La cafeina aconsegui augmentar la laténcia
de caiguda en el genotip NTg [T, F(1,30)=4,841; p<0,05]. Quan la
complexitat de la tasca es va incrementar (prova de la barra de metall)
tots els grups van mostrar un pitjor equilibri, perd no hi va haver
diferéncies entre els grups ni en la laténcia de caiguda ni en la distancia
recorreguda. En la prova del penja-robes, 1’assaig de 5s va mostrar
diferéncies dependents de genotip en la laténcia de caiguda [G,
F(1,30)=7,879; p<0,01]. Aquest efecte va ser confirmat en ’assaig de
60s [G, F(1,30)=6,561; p<0,05] (Fig.13).
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Efectes del tractament cronic de cafeina en el pes corporal i en les proves

sensoriomotores
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Figura 13. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el pes corporal i les proves sensoriomotores. Les dades s'expressen per
mitja = SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte de genotip; T, efecte
de tractament; GxT, interaccié genotip X tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Post hoc de la prova Duncan: £ p <0,05, % p<0,001 vs. el grup NTg corresponent; ! p
<0,05 vs. el grup no tractat corresponent.

Test de [’activitat motora circadiana

L’avaluacio dels animals en ’actimetria al llarg d’un cicle de 23h va
mostrar el curs temporal circadia [t, F(23,690)=29,732; p<0,001] que
va diferir segons el genotip [txG, F(23,690)=4,570; p<0,001], el
tractament [txT, F(23,690)=5,360; p<0,001] i amb la interaccid
d’aquests factors [txGxT, F(23,690)=2,858; p<0,001] (Figl4.A).
Durant la primera hora d’habituacié també es van trobar efectes de
temps [t, F(11,330)=78,341; p<0,001], de genotip [G, F(11,330)=9,395;
p<0,01] 1 interaccions temps x genotip [txG, F(11,330)=7,984;
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p<0,001], temps x tractament [txT, F (11,330) = 2,591; p<0,01] i temps
x genotip x tractament [txGxT, F(11,330)=4,083; p<0,001] (Fig.14B).
Els animals 3xTg-AD+veh van mostrar una menor activitat circadiana
total i en cadascuna de les fases del cicle [t (1,15)= 6,591; p<0,01]. La
cafeina va augmentar I’activitat motora al llarg d'un periode de LD de
23h en el genotip 3xTg-AD [Fig.14C; GxT, F(1,30)=11.525; p<0,01],
de forma encara més significativa en el periode de foscor [Figl4.E;
GxT, F(1,30)=15.311; p<0,001].

Efectes del tractament cronic de cafeina en 1’activitat motora circadiana

A) Activitat motora de 23h B) 1a hora d’activitat motora
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Figura 14. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el test de I’activitat motora circadiana. Les dades s'expressen per mitja
+ SEM. ANOVA 2x2: t, efecte temps; txG, interaccid temps x genotip; txT, interaccid
temps x tractament; txGxT, interaccid temps x genotip x tractament; G, efecte genotip;
GxT, interaccié genotip x tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la
prova Duncan: & p<0,05, % p<0,01, %€ p<0,001 vs. el grup NTg corresponent; *
p<0,05, ** p<0,01 vs. el grup no tractat corresponent.
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Laberint aquatic de Morris

Les dades dels grups vehicle van ser tractades de forma independent
(fase 1) per a caracteritzar, quantitativa i qualitativament, el patrons
conductuals mostrats en el MWM i poder discernir trets distintius entre
tots dos genotips. Breument, els animals NTg presenten patrons
conductuals on hi ha flotaci6 i les seves estratégies de cerca son
“Uniques’ 1 ‘dirigides’. Per contra, els ratolins 3xTg-AD mostren un
patr6 d’hiperactivitat, que inclou la ‘nataci6 en cercles’ i 1’us
d’estratégies ‘mixtes’ i ‘no dirigides’. En aquest escenari, les variables
quantitatives pures (laténcia i distancia) deixen de ser utils per a
detectar els deficits cognitius i és la velocitat de navegacio,
conjuntament les estratégies, la que delata la preséncia d’un
empitjorament en la funcié cognitiva. En aquesta fase 2 de I’estudi,
aquestes dades s’analitzen de forma conjunta amb les de la cafeina i el
guany de capacitat estadistica ratifica en gran mesura les diferéncies de
genotip trobades en la fase 1 de I’estudi.

En la tasca d’aprenentatge guiat (Fig.15), les analisis quantitatives
asseveren la reduccio de la laténcia d’escapament en el genotip AD [G,
F(1,30)=29,104; p<0,001] i mostren un efecte de la cafeina en tots dos
genotips, fent que els grups de ratolins tractats necessitessin més temps
[T, F(1,30)=30,891; p<0,001] i recorreguessin una major distancia [T,
F(1,30)=28,171; p<0,001] per trobar la plataforma visible en
comparaci6 amb els grups no tractats. La diferéncia de genotip continua
sense aparéixer quan s'analitza la distancia recorreguda [G,
F(1,30)=0,797; p= 0,067, n.s] el qué implica que els grups 3xTg-AD
van mostrar una major velocitat de natacio [G, F(1,90)=21,239;
p<0,001]. La cafeina va augmentar la velocitat en tots dos grups [T,
F(1,30)=5,394; p<0,05].

També, en la tasca de localitzacid, el tractament de cafeina va
augmentar les laténcies en tots dos genotips [T, F(1,30)=11,449;
p<0,01] i les distancies recorregudes [T, F(1,30)=15,566; p<0,001]. La
velocitat va ser 1’unica variable quantitativa que es va mantenir de
forma constant al llarg de la prova i, de forma consistent, mostra la
diferéncia de genotip [G, F(1,30)=29,593; p<0,001]. La cafeina va
modificar la velocitat de navegacidé de forma contraria en un i altre
genotip, augmentant-la en el NTg i disminuint-la en el 3xTg-AD [GxXT,
F(1,30)=9,540; p<0,05]. Aquest efecte en la velocitat és el que fa que la
laténcia reflecteixi les diferéncies de genotip [G, F(1,30)=6,920;
p<0,05] mentre que la distancia continua sense fer-ho. L.’analisi ‘assaig
per assaig' va indicar que al llarg de la prova els factor temps, genotip i
tractament mostren amb freqiiéncia interaccions mutues [Fig.15B, D i
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F; RMA, F(3,90)>2,984; p<0,05]. D’entre totes les diferéncies
detectades, resulta interessant assenyalar que els efectes de la cafeina es
troben tant en assaigs de memoria a llarg termini (T1) com a curt
termini (T3 1 T4). El nivell d'adquisici6 assolit al final de la tasca de
localitzacio (distancia, PT4 i PT4.T4) va ser similar en tots els grups [G
i T, F(1,30)<1,631; p>0,05 n.s].

En I’assaig de memoria final (Fig.16), tots els grups experimentals van
mostrar la mateixa capacitat de discriminacié del quadrant on havia
estat la plataforma [totes les ANOVA, F(3,28)>25,522 p<0,001] encara
que el grup NTg+caff, ho va fer amb un ordre o dos de magnitud més
baix [ANOVA, F(3,28)>3,667 p<0,05].
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Efectes del tractament cronic de cafeina en les tasques d’aprenentatge guiat i
de localitzacio
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Figura 15. Analisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localitzacio
avaluades en la prova del MWM en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. La
figura mostra les analisi ‘dia a dia' (esquerra) i 'assaig per assaig’ (dreta). Les dades
s'expressen com a mitjana = SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeina. ANOVA 2x2: G, efecte
genotip; T, efecte tractament; t, efecte temps; GxT, interaccid ‘genotip x tractament’;
txG, interaccid temps x genotip; txT, interaccid temps x tractament; txGxT, interaccio
temps x genotip x tractament; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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Efectes del tractament cronic de cafeina en ’assaig de memoria final
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Figura 16. Analisis quantitatives en 1’assaig de memoria final en el MWM en ratolins
3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. Les dades s'expressen com a mitjana + SEM del
temps, distancia i creuaments de I’anella en els quadrants de la plataforma (P), adjacent
esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de navegacié en aquesta prova.
ANOVA 2x2: G, efecte genotip; *p<0,05. Prova de -Student: € p<0,05, % p<0,01 vs.
el grup NTg corresponent. ANOVA, *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 P vs. tots els

altres quadrants.

3XTg-AD

KKk

3xTg-AD

mO OAr

111



Les caracteristiques qualitatives de les estratégies de natacid
analitzades de forma exhaustiva en la fase 1 d’aquest estudi van
permetre analitzar els efectes de la cafeina (Fig.17) centrant-nos en les
caracteristiques distintives dels dos genotips: la preséncia de flotacio i
I’ts d’estrategies “uniques’ i ‘dirigides’ per part dels animals NTg, en
contraposicio a la ‘natacid en cercles’ i I’as d’estratégies ‘mixtes’ i ‘no
dirigides’ en un patré hiperactiu dels 3xTg-AD. La cafeina va
modificar aquests patrons d’estratégies, igualant les diferéncies entre
els genotips. Aixi, en el grup NTg+caff les estratégies van ser ‘mixtes’ i
‘no dirigides’ mentre que el grup 3xTg-AD+caff les mostra “Gniques' i
'dirigides’.

A la tasca d’aprenentatge guiat, la cafeina va reduir la incidéncia de
flotacio en tots dos genotips [T, F(1,30)=7,660; p<0,01] mentre que va
augmentar la incidéncia de ‘tigmotaxis' [test exacte de Fisher; p<0,05].

En I’assaig de memoria final, tots els animals vehicle (100%) va nedar
'directament' a I’area on es trobava la plataforma oculta, mentre que
gairebé el 50% dels animals 3xTg-AD+caff van utilitzar 1°estratégia de
‘natacié a I’atzar’. Al no trobar la plataforma, els ratolins NTg+veh
van alternar diferents tipus estratégies mentre que els animals 3xTg-
AD+veh van mostrar persisténcia en la conducta. La cafeina va fer que
en tots dos genotips, els animals mostressin una gran varietat
d’estrategies.

Efectes del tractament cronic de cafeina en les conductes de no cerca i
estratégies de cerca
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Figura 17. Continua a la pagina segiient.
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Figura 17. Analisis qualitatives de les conductes de no cerca i estratégies de cerca
avaluades 'assaig per assaig' en els paradigmes de la prova del MWM en ratolins 3xTg-
AD i NTg als 13 mesos d'edat tractats vs. no tractats. La figura representa la conducta
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nombre d’animals o d'episodis totals (n). RMA: t, efecte temps; G, efecte genotip; T,
efecte tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan: €p
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Supervivencia i pes de la melsa

Tots els ratolins NTg+veh van sobreviure fins 1’edat de 13 mesos
mentre que la taxa de supervivéncia en els animals 3xTg-AD+veh i el
grup NTg+caff de la mateixa edat va disminuir al 80%. Tot 1 aixo les
diferéncies no resulten significatives quan s’analitzen estadisticament.

El pes de la melsa es va incrementar en els ratolins 3xTg-AD [G,
F(1,30)=6,549; p<0,05]. En els grups tractats, va observar una
tendéncia de la cafeina per disminuir el pes de la melsa [T,
F(1,30)=2,721; p=0,109, n.s]. En els ratolins 3xTg-AD + caff, aquesta
reduccio va ser suficient en els ratolins com per restaurar el pes normal
de la melsa [G, t(1,16)= -1,145; p=0,269 n.s vs. el grup control
NTg+veh].

Efectes del tractament cronic de cafeina en el pes de la melsa
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Figura 18. Efectes del tractament cronic de cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13
mesos d'edat en el pes de la melsa. Les dades s'expressen per mitja £ SEM. ANOVA
2x2: G, efecte genotip * p<0,05.

7.3 Discussio

El present estudi valora els efectes a llarg termini (als 13 mesos d’edat)
d’un tractament cronic amb cafeina iniciat als 6 mesos en mascles
adults NTg i 3xTg-AD. Els resultats van demostrar efectes significatius
de la cafeina en la major part de les variables estudiades, principalment
aquelles relacionades amb 1’ansietat, la neofobia, 1’emotivitat i la
flexibilitat cognitiva. La cafeina va incrementar la neofobia i altres
conductes del perfil ansids, que en el cas del model 3xTg-AD es va
traduir en un agreujament del seu patré6 BPSD. Els grups tractats amb
cafeina no van millorar la seva memoria a llarg termini fins que no van
completar el paradigma conductual i, la memoria a curt termini, en tot
cas, es va veure desafavorida. Es només en el segon interval de temps
de I’assaig de memoria final, on el grup 3xTg-AD tractat amb cafeina
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va ser capag d’utilitzar estratégies de cerca equivalents a les dels dos
grups NTg. A més, els efectes del tractament cronic, en alguns casos
van ser de tipus selectiu. D’una banda, en el genotip NTg, la cafeina va
modular altres conductes relacionades amb 1’ansietat que corroboren
I’increment del perfil ansios en aquests animals. En canvi, en el genotip
3xTg-AD, els efectes selectius la cafeina s’observen en I’increment de
I’activitat motora circadiana i la reduccié del pes corporal i el de la
melsa, indicadors de I’estat funcional general. La cafeina també va
exercir efectes de forma bidireccional: estimulant 1’activitat motora en
els NTg en el OF perd reduint-la en els 3xTg-AD; incrementant
I’emotivitat dels NTg i disminuint la dels 3xTg-AD en I’OF, HB i
EPM; i finalment, modificant les seves estratégies de navegacio en el
procés d’aprenentatge del MWM, fent-les més similars.

Els efectes ansiogeénics induits per la cafeina es van traduir, de forma
general, en un augment de la neofobia i el perfil ansios. En el genotip
NTg, la reduccid de la conducta exploratoria en el CT, 1'augment de la
laténcia per arribar a les arees protegides (tigmotaxis) en I’OF i el
retard en I’aparici6 de la conducta de valoracio del risc en la DLB
manifesten aquests efectes ansiogenics. L’augment de les defecacions
observat en els animals NTg+caff suggereix un augment de 1’emotivitat
induida per la cafeina. Aquests resultats estan d’acord amb els
obtinguts en animals tractats amb dosis altes de cafeina, on s’observa
que sén més reactius emocionalment, presentant més immobilitat, més
defecacions i una major preséncia de miccidé que els animals control
(Anderson i Hughes, 2008). En els animals 3xTg-AD, ’increment del
perfil ansiés induit pel tractament cronic de cafeina va suposar un
agreujament del patré6 BPSD, on la resposta conductual varia en funcid
de la capacitat ansiogeénica de cada test. En aquest sentit, 1'exposicid
directa a un camp obert i il-luminat com 1’OF, provoca una reducci6 de
I’activitat motora, fent que els animals restessin gairebé immobils. Per
contra, en ambients poc ansiogénics com |’actimetria, la resposta
ansiosa es va veure reflectida com un increment del patré hiperactiu,
caracteristic dels animals 3xTg-AD (Giménez-Llort et al., 2013). En la
tasca d’aprenentatge guiat del MWM, aquest increment del patrd
hiperactiu induit per la cafeina també s’observa com un augment de la
velocitat de navegacio comparat amb el grup 3xTg-AD vehicle.

Els efectes estimulants de la cafeina a nivell motor es van observar en
els animals NTg com un increment tant en el nombre de creuaments en
I’OF com en la velocitat de natacio en les tasques d’aprenentatge del
MWM. Tal com era d’esperar (p.ex. Nehlig et al., 1992), aquest efecte
estimulador del I’activitat motora horitzontal va anar en decrement de
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I’activitat vertical, considerada la variable que millor reflecteix la
conducta exploratdria per se (Colorado et al., 2006). Per tant, la cafeina
va exercir els seus efectes augmentant la hiperactivitat i reduint la
conducta exploratoria vertical.

Pel que fa a les funcions sensoriomotores, en els resultats obtinguts en
I’equilibri dels 3xTg-AD no es pot excloure la preséncia d’un fals
positiu, ja que la por innata a les altures va fer que els grups amb més
petrificacio (genotip 3xTg-AD tractat amb cafeina) fossin els que es
van mantenir més temps sobre la barra. En canvi, en els animals NTg
que deambulen per la barra, la cafeina va millorar 1’equilibri pero va
empitjorar la resisténcia muscular en aquest genotip. Aquests resultats
es van obtenir també en ratolins knockout pel receptor A, (Giménez-
Llort et al., 2002), una estratégia genctica per a emular els efectes
cronics de la cafeina (Johansson et al., 2001)

El nostre tractament a llarg termini amb una dosi baixa de cafeina va
modificar, encara que no corregir, el sobrepes caracteristic de la colonia
espanyola dels 3xTg-AD que esta present des dels 6 mesos d'edat
(Giménez-Llort ef al., 2010). S'ha demostrat que el tractament cronic de
cafeina prevé l'augment de pes en els rosegadors que han estat
alimentats amb una dieta rica en greixos (Moy i McNay, 2013). En
particular, les estratégies saludables més comunes, que s'estan avaluant
en aquesta colonia d'animals, com [’exercici forcat (Giménez-Llort et
al., 2010) o I’exercici fisic voluntari (Garcia-Mesa et al., 2011; 2012)
no aconsegueixen reduir el pes corporal. Els ratolins 3xTg-AD tenen
una major contribucié relativa de teixit adipos blanc (en anglés white
adipose tissue, WAT) (Garcia-Mesa et al., 2011; 2012) que
s’aconsegueix reduir gracies a aquestes estratégies. En el present
treball, I'augment de l'activitat nocturna que es troba en els ratolins
3xTg-AD+caff podria explicar la seva pérdua de pes. A nivell
fisiologic, la reduccid de la hipermegalia de la melsa, caracteristica del
3xTg-AD i indicador indirecte de 1I’empitjorament de 1’estat funcional
del sistema neuroimmunoendocri (Gimenez-Llort et al., 2008),
suggereix que en el grup 3xTg-AD+caff, podria haver-hi una millora en
la desregulacié d’aquesta xarxa que esta comengant a ser descrita com a
rellevant en I’AD (Giménez-Llort et al., 2014).

Els efectes de la cafeina avaluats en el MWM van mostrar que, en la
prova d’aprenentatge guiat, 1’increment de la laténcia, distancia i
velocitat que exerceix la cafeina cronica sobre tots dos genotips de
forma indistinta, no es corresponen amb els efectes cognitius esperats,
ans al contrari. En la primera experiéncia en el laberint, els beneficis
atribuits a la cafeina millorant 1’atencié (Griffiths et al., 1990), no va
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conferir cap avantatge als animals en aquesta tasca d’aprenentatge que
es considera de tipus perceptiu visual. En els segiients tres assaigs de
memoria a curt termini, els efectes també van ser contraris a I’esperat,
augmentant la distancia necessaria per arribar a la plataforma.

En la prova d’aprenentatge de la localitzacio, I’increment de la velocitat
en el grup NTg i la disminucio en el 3xTg-AD similaria els efectes
estimulants i1 depressors de dosis baixes i1 altes de cafeina,
respectivament (Fredholm et al., 1999). Aixi, en el grup NTg, la dosi
cronica de 0,3mg/Kg va actuar estimulant la velocitat de navegacid
mentre que en els ratolins 3xTg-AD —que mostren de forma consistent
una velocitat més alta que els NTg— la seva reduccié induida per la
cafeina podria ser el resultat d’un efecte farmacologic final depressor.
Tot 1 que sembla que la cafeina millora la memoria a curt termini
perqué ho fa de manera excepcional en un parell d’assaigs, aquesta
dada resulta irrellevant en front dels altres nou assaigs en els quals
I’efecte significatiu de la cafeina implica un empitjorament de
I’execucio. Al final d’aquesta tasca, tots els grups experimentals van
arribar al mateix nivell d’adquisicid i a 1’assaig de memoria final,
realitzat 1h 30min després, van mostrar la mateixa capacitat de recordar
la posicid de la plataforma final, encara que el grup NTg+caff ho va fer
amb un ordre o dos de magnitud inferior. Donat que en els primers
assaigs de cada dia els valors quantitatius entre NTg i 3xTg-AD estaven
més distanciats, és probable que un assaig de memoria final a les 24h
hagués estat més adequat per observar diferéncies cognitives utilitzant
aquestes variables. En general, els resultats quantitatius reflecteixen
que, en aquestes condicions experimentals, els resultats cognitius es
van veure fortament condicionats per les diferéncies de genotip en la
velocitat de natacid o pel perfil hiperactiu que mostra la nostra colonia
3xTg-AD.

L’ambient ansiogeénic del MWM pels ratolins, en el nostre plantejament
experimental podria quedar reflectit en 1’alt nivell de flotacid observat
en els animals NTg i I’increment sostingut de la velocitat dels 3xTg-
AD. Aix0 fa que, en aquesta colonia, el MWM no pugui ser utilitzat de
forma absoluta per reproduir els déficits cognitius que mostren en altres
models per a I’AD (p.ex. Arendash et al, 2009). Aquests efectes
ansiogénics de la cafeina poden haver contrarestat els possibles efectes
cognitius, tant en les tasques d’aprenentatge i memoria perceptiu visual
(prova d’aprenentatge guiat) com espacial (prova d’aprenentatge de la
localitzacio). El fet que els 3xTg-AD mostrin una corba d’adquisicio
fins 1 tot millor que la dels animals NTg ens recorda els resultat
obtinguts en aquesta mateixa colonia d’animals en el test de la por
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condicionada (Espafia et al., 2010). En aquell treball, no només el
model 3xTg-AD sin6 també els models APPg,. and APPg,eia van
mostrar una resposta de por contextual condicionada emfatitzada, que
era dependent dels seus respectius nivells d’acumulacio de BA en
I’amigdala basolateral.

El possible emmascarament que la preséncia de la flotacidé pot exercir
sobre les mesures de les variables de laténcia i distancia també va ser
analitzat estadisticament. Els resultats no van variar respecte als que
s’il-lustren en aquesta tesi i que inclouen la preséncia de flotacio.

En tots dos genotips, la cafeina va reduir la incidéncia de flotacio en la
tasca d’aprenentatge guiat. Aquesta accié podria ser explicada pels seus
efectes augmentant |’atencid en aquesta prova d’aprenentatge i
memoria de tipus perceptiu visual. Els seus efectes incrementant la
incideéncia de la‘tigmotaxis', nedant de forma persistent al voltant de la
paret de la piscina, serien congruents amb la hiperactivitat locomotora
horitzontal induida per la cafeina en I’OF.

Es en les estratégies (Estudi II. Fase 1) on justament hem trobat trets
caracteristics que permeten distingir de forma contrastada els dos
genotips: estratégies uniques i dirigides en els animals NTg pero mixtes
i no dirigides en els 3xTg-AD. La cafeina va disminuir les diferéncies
de genotip en les proves d’aprenentatge i memoria, perqué va fer que
els animals NTg amb tractament mostressin també estratégies de tipus
mixtes i no dirigides, i els 3xTg-AD fessin viceversa. Per tant, les
conductes que abans estaven ben discriminades, ara van ser més
similars.

En Dl’assaig de memoria final, vam distingir dos intervals: el primer
tram de navegacio, fins que els animals arriben al lloc on préviament
havia estat la plataforma i I’interval restant en el qual els animals poden
buscar-la o no en una nova possible localitzacio. Aixi com en el primer
interval tots els animals, 3xTg-AD i NTg, van nedar de forma directa a
la plataforma, el tractament de cafeina va reduir al 50% aquesta
estratégia en el grup 3xTg-AD+caff. En el segon interval d’assaig es
podria hipotetitzar que els animals es troben davant d’un problema
similar al del primer dia de la prova de localitzacio, amb ’excepcid que
aqui han assolit ja el procés d’adquisicié. Es aqui on els 3xTg-AD van
mostrar poca flexibilitat cognitiva utilitzant una Unica estratégia i de
forma persistent, el que es podria considerar poc adaptatiu per resoldre
aquesta situacid. La cafeina va incrementar la varietat d’estratégies en
el grup 3xTg-AD suggerint que millora els processos d’integracio
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cognitiva que poden estar intervenint en aquesta resolucié del
problema.

Pel que fa a les dades de mortalitat en aquest estudi, el nombre
d’animals esta molt lluny del minim necessari per a avaluar de forma
fiable el grau de supervivencia i els efectes de la cafeina en ella. El que
si que podem dir, és que en el nostre laboratori s’ha descrit un augment
de la  vulnerabilitat dels mascles 3xTg-AD a nivell
neuroimmunoendocri que podria explicar el 40% de mortalitat a partir
dels 12-13 mesos d’edat (Giménez-Llort et al., 2008). Les dades del
present estudi estarien d’acord amb aquesta menor supervivéncia dels
ratolins 3xTg-AD. La mortalitat observada en els grup NTg+caff
tindria com a paral-lel la corba de supervivencia reduida trobada en els
ratolins knockout A; (Giménez-Llort ef al., 2002).

7.4 Conclusions

Les conclusions de I’Estudi II. Fase 2 dels Efectes conductuals a llarg
termini del tractament cronic amb cafeina en ratolins 3xTg-AD i NTg
van ser les segiients:

1. En la major part de les variables estudiades, la cafeina va
incrementar la neofobia i altres conductes del perfil ansiés, que en el
cas del model 3xTg-AD es va traduir en un agreujament del seu patrod
BPSD.

2. La cafeina no va millorar la memoria a llarg termini dels animals fins
que no van completar el paradigma conductual i, la memoria a curt
termini, en tot cas, es va veure desafavorida.

3. Els efectes cognitius esperats només s’observen en el segon interval
de temps de 1’assaig de memoria final, on el grup 3xTg-AD tractat amb
cafeina va ser capag¢ d’utilitzar estratégies de cerca equivalents a les
dels dos grups NTg.

4. Els efectes de la cafeina selectius pels NTg es mostren en la
modulaci6 d’altres conductes relacionades amb el perfil emocional i la
valoraci6 del risc.

5. En el genotip 3xTg-AD, els efectes selectius la cafeina s’observen en
I’increment de [’activitat motora circadiana i la reduccidé del pes
corporal i el de la melsa, indicadors de 1’estat funcional general.

6. La cafeina va exercir efectes de forma bidireccional: estimulant
conductes motores i I’emotivitat en els NTg pero reduint-les en els
3xTg-AD. El tractament cronic també modifica les seves estratégies de
navegacio en el procés d’aprenentatge del MWM, fent-les més similars.
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8. Estudi III. Caracteritzaci6 conductual de
I’administracié cronica amb D-galactosa en ratolins
c57bl/6

Per valorar els efectes conductuals del tractament subcutani cronic amb
D-galactosa, un model farmacologic d'envelliment accelerat, es van fer
servir animals ¢57bl/6 adults de 4 mesos. Després dels 56 dies de
tractament pautat, la resposta conductual es va analitzar mitjangant una
amplia bateria de tests conductuals amb la que es van valorar els
efectes del tractament sobre les funcions sensoriomotores, l'activitat
exploratoria, la neofobia, les conductes bizarres, l'ansietat i
'aprenentatge i memoria. La dosi resposta 0-50-100 va establir-se en
base a la dosi de 100 mg/kg, s.c., 56 dies, que és la que la literatura
descriu com a inductora d'un envelliment accelerat.

8.1 Disseny experimental

Avaluacid conductual

D-galactosa

o

am

L]

Figura D. Disseny experimental de 1’Estudi 11

Els 58 subjectes experimentals provingueren de 24 ventrades, amb 6-8
cries de mitjana. Les ventrades van ser distribuides a 1’atzar en els 3
grups experimentals: animals sali (8 ventrades), 50mg/Kg (8 ventrades)
i 100mg/Kg (8 ventrades), (amb una » final de=9-10 animals de cada
genere per grup experimental).

La bateria de proves conductuals es va realitzar als 6 mesos d’edat i va
consistir en el test de les cantonades seguit del test del camp obert (Dia
1), el test de la caixa fosca/clara (Dia 4), els tests sensoriomotors (Dia
5), el test del laberint en T (Dia 6 i 7), el rotarod (Dia 8) i el laberint
aquatic de Morris (Dies 9-13).
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8.2 Resultats

Les figures 19-25 mostren el fenotip conductual de la soca c57bl/6
exhibit als 6 mesos d'edat en les diferents proves estudiades i els efectes
del tractament amb D-galactosa en aquests comportaments.

Test de les cantonades

Tots els grups de mascles, independentment de la dosi, van mostrar la
mateixa activitat horitzontal i vertical. Les femelles controls van
realitzar més visites a les cantonades que els seus respectiu mascles.
Aquestes diferéncies de geénere [t(1,17)=2,318, p<0,05] van
desapar¢ixer en els animals tractats amb D-galactosa (dosi baixa, L i
alta, H) ja que el tractament va reduir el nombre de cantonades
visitades en el genere femeni de forma dosi dependent [ t(1,17)=2,377,
p<0,05] (Fig.19A). En les femelles, tampoc es van observar diferéncies
en l'activitat vertical, ni entre grups [T,F(2,52)=0,142; p=0,868; n.s.], ni
en comparaci6 a l'altre génere [S, F(1,52)=1,250, p=0,269; n.s.]. Els
mateixos resultats es van obtenir en la variable de laténcia del primer
rearing.

Efectes del tractament cronic de D-gal en el test de les cantonades

A) Activitat horitzontal B) Activitat vertical

8 . 8
6
*
= 4
R=uml
0 +——————+ — = pd
S L H S L H

Figura 19. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test de les cantonades. Activitats horitzontal (A) i
vertical (B). Les dades s'expressen per mitjana + SEM. Barres obertes: mascles; Barres
tancades: femelles. S: sali, L: dosi baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta,
100mg/Kg de D-galactosa. Post hoc de la prova Duncan: ° p<0,05 vs. el grup mascle
corresponent; * p<0,05 vs. el grup sali corresponent.

=]

Rearings (n)

o]
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£=

Test del camp obert

La preséncia de conductes bizarres va mostrar diferéncies de génere en
tant que els mascles en varen fer més que les femelles [S,
F(1,52)=22,471; p<0,001]. A més, la dosi baixa de D-galactosa va
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reduir la incidéncia de la majoria d'aquests moviments bizarres en el
genere femeni [SxT, F(2,52)=6,753; p<0,01]. La conducta
d’empolainament es va avancar en les femelles [S, F(1,52)=11,202;

Egﬂ%ﬁ%ﬂ”&ﬁgs M{ ;41:; 5 M NT?"i%r{w'ku M NTEa "l?glinm'ka F{ ,:'LT‘E s F N'I'I:;'l' f%u;wku F NT?"E%TQ.'W Estad
OPEN FIELD TEST

Conducta de petriicacis (s) 5562101 4441112 52075 454085 352056 485108 ns
Conductes bizames (incidéncia, %) 100 100 100 100 50 2 gt g::*f“
Conductes bizamres totals (Wmixim) 22136 2138 1840 18740 aiag 15640 g
E;c";‘: i“;f;‘,“‘?m"p"s 7778 7778 a0 50 0® &0 ns
ﬁ:.: e":;;’”f"“’m 55.56 3333 40 ] 10 20 5t
ﬁj;cé":‘“c’;"gf“e reofipats 100 100 100 80 4t 70 §om
Alxecaments esterzotipats (n) 822:228 033+24 32122 B+253 28+135°%° 41+168 ns
Salts (incidénca, %) 111 22 ] 20 0 0 ns
Sortiga del centre (laténcia, s) 22562003 15+ 208 1212215 1122277 872185 1362254 ns
ity periféra 3833220 32ET£1101 51821531 334702 1312650  Wszem NS
Activitat vertical (latency, s) 182.2 3684 10122138 105332426 113623122 975:3296°  1M45:4273 ns
Empolainament (laténcia, s} 1WTB£1B72  150.11%14.03 182241205 111.7%13.33 1182% 1831 124821658 g
Empolainament s 3.67 £0.56 LESRA 291031 G614 452082 43£047° ns
Activitat horitzontal (n) 80.11 £ 1257 10241854  1264:226% 7062112 100.4 £ 17.28 68.241184°% g1+
Activitat vertical (n) 8112161 15672274" 1794438 1102234 89s124° BT2254  gxT*
Defecacions (n} 2331047 22037 251034 1003 25204 24204 s
Miccid fincidéncia, %) 5558 222 20 50 30 a0 ns

p<0,01], independentment del tractament (Taula.5).

Taula 5. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test del camp obert. Les dades s'expressen per mitjana
+ SEM. ANOVA 2x3: S, efecte genere; T, tractament; SxT: interaccid génere x
tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan: °p<0,05;
% p<0,01 % p<0,001 vs. el grup mascle corresponent; ' p<0,05; ™ p<0,001 vs. el grup
sali corresponent.

Finalment, la interaccié 'génere x tractament' trobada en els mascles
reflecti un augment tant en ’activitat horitzontal [SxT, F(2,52)=3,216;
p<0,05] com en la vertical [SxT, F(2,52)=3,233; p<0,05] en aquest
grup (Fig.20).
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Efectes del tractament cronic de D-gal en el camp obert

A) Activitat horitzontal
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Figura 20. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test del camp obert. Les dades s'expressen per mitjana
+ SEM. Barres obertes: mascles; Barres tancades: femelles. S: sali, L: dosi baixa,
50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. Simbol blanc: sali,
Simbol gris: dosi baixa, Simbol negre: dosi alta. ANOVA 2x3: S, efecte génere; T,
efecte tractament; SxT, interaccid génere x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc

de la prova Duncan: °p<0,05 vs. el grup mascle corresponent; * p<0,05 vs. el grup sali
corresponent.

Test de la caixa fosca/clara

Les femelles van ser menys actives que els mascles en el compartiment
fosc [S, F(1,52)=5,962; p<0,05] i la D-gal va retardar I’execuci6 del
primer rearing [T, F(2,52)=3,257; p<0,05] (Taula.6). La conducta
d’estiraments d’aproximacié va ser similar entre tots els grups, aixi
com la laténcia i el nombre d’entrades al compartiment clar (Fig.21).
Tot 1 aixi, les femelles van passar menys temps a la zona il-luminada
[S, F(1,52)=6,054; p<0,05]. No es van observar diferéncies en les
defecacions ni en la miccio.
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ESDEVENIMENTS CONDUCTUALS MNTgS MNTg50mg/kg MNTg 100mg/kg FNTgS F NTg 50mg/kg F NTg 100mg/kg

(n=9) (n=9) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) Estad
TEST DE LA CAIXA FOSCA/CLARA
COMPARTIMENT FOSC
Conducta de petrificacio (s) 3442129 3£08 36138 24067 14+027 11201 ns
Activitat vertical (laténcia, s) 2011851  7411£221 4491142 421:1074 555:1759 248:745 T
Activitat vertical () 6441156  644:163 92:25 51104  39:097 46:085 g

Conducta d’empolainament (laténcia, s) 1643+2403 21244 +3033 1987 +2480 1487+1530 13542216° 1064837 ss g
‘Conducta d’empolainament (s) 356+102 478+221 3+089 3+037 45+096 54+159

ns
Defecacions (n) 2.11+045 2+073 14204 19+05 14+0.34 2037 ns
Miccio (incidéncia, %) 2222 1111 10 10 40 40 ns
COMPARTIMENT CLAR
Estiraments d'aproximacio (laténcia, s) 2122 +7.89 5333£314 114 £3464 303777 42+£2878 197423 ns
Estiraments d’aproximacio (n) 744 £134 411117 72157 51+072 42+088 44115 ns
Entrada en el compartiment clar (laténcia, s) 169.3 £+44.08 167.22 +45.02 1282 +46.77 1719+4398 2175+4214 208 +40.59 ns
Entrades en el compartiment clar (n) 1.33£055 1.89 £0.90 4:1.24 13£068 1.6£087 062027 ns
Temps en el compartiment clar (s) 2644 £14.26 38.89 £20.33 4391554 136755 143£7.91 6.2+3.36 N s
Activitat vertical (laténcia, s) 1458 £3958 1764 +32.47 119 +3943 1858 £44.77 88+2366 22175+4224 ns
Activitat horitzontal (n) 1413 £6.48 16.88 +6.73 38671263 264+1034 4467522 1142505 ns
Activitat vertical (n) 26+09 14+051 6.83+236 24%12 333+102 06+028 ns
‘Conducta d’empolainament (laténcia, s) 300 +0.00 2594 +1853 27567 +1875 300 + 0.00 300 +0.00 300 +0.00 ns
‘Conducta d’empolainament (s) 0+0.00 12055 033026 0000 0+0.00 0+0.00 ns
Defecacions (n) 0+0.00 04+018 067 £0.26 1£055 033+£026 0000 ns
Miccio (incidencia, %) 0 20 o 0 33.33 0 ns
AMBDOS COMPARTIMENTS
Vertical activity () 789107 722+192 13.3+356 63+136 49+142 49+096° st
Defecacions (n) 211+045 222 +066 18+042 24+054 15+04 2037 ns
Miccio (incidéncia, %) 2222 2222 10 10 50 40 ns

Taula 6. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test de la caixa fosca/clara. Les dades s'expressen per
mitjana £ SEM. ANOVA 2x3: S, efecte génere; T, tractament * p<0,05, *** p<0,001.
Post hoc de la prova Duncan: °p<0,05; * p<0,01 vs. el grup mascle corresponent.

Efectes del tractament cronic de D-gal en la caixa fosca/clara

A) Estiraments B) Activitat en el compartiment il-luminat
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Figura 21. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
¢57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test de la caixa fosca/clara. Les dades s'expressen per
mitjana + SEM. Barres obertes: mascles; Barres tancades: femelles. S: sali, L: dosi
baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. ANOVA
2x3: S, efecte de génere; * p<0,05. Post hoc de la prova Duncan: °p<0,05 vs. el grup
mascle corresponent.
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Funcions sensoriomotores i rotarod

Els animals tractats amb la dosi alta de D-galactosa van mostrar una
menor laténcia de caiguda que els salins, com es mostra en la prova de
la barra de fusta [Fig.22A; T, F(2,52)=4,237; p<0,05], sobretot
observable en el génere masculi [SxT, F(2,52)=5,014; p<0,01]. Quan
va augmentar la complexitat de la tasca (prova de la barra de metall)
tots els grups van mostrar pitjor equilibri, perd com en la prova de la
barra de fusta, es van trobar diferéncies significatives entre grup
masculi de D-gal (H) en comparacié amb els salins [Fig.22B; mascles
H vs. S; t(1,17)=2,451, p<0,05]. En la prova del penja-robes, aquest
grup també va mostrar diferéncies en la distancia recorreguda [Fig.22C;
mascles H vs. S; t(1,17)=2,109, p<0,05] que en resulta de la utilitzacid
dels diferents elements de suport (potes posteriors i cua) i la capacitat
de coordinacio.

Efectes del tractament cronic de D-gal en les proves sensoriomotores

A) PROVA BARRA DE FUSTA B) PROVA BARRA DE METALL
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Figura 22. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el tests de les funcions sensoriomotores. Les dades
s'expressen per mitjana = SEM. Barres obertes: mascles; Barres tancades: femelles. S:
sali, L: dosi baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa.
ANOVA 2x3: T, efecte tractament; SxT, interaccié génere X tractament; * p<0,05, **
p<0,01. Post hoc de la prova Duncan: * p<0,05 vs. el grup sali corresponent.

=

=1

®
.

75%

50%

25%

Laténcia (s)
("]
=
Distancia (cm)
=]
o

Elements de suport (%)

0%

S LH 5L H
Ofall
Bforefimbs
Bforelimbs + 1 pawitail
Wforelimbs +2 elements of support
04 paws +tai

128



L'equilibri i la coordinaci6 es van valorar també en el rotarod. Els
resultats van mostrar diferéncies segons el génere [S, F(1,52)=3,959;
p<0,05], el tractament rebut [T, F(2,52)=7,261; p<0,01] i una interaccio
‘geénere x tractament’ [SxT, F(2,52)=3,929; p<0,05] en el nombre
d'assaigs necessaris per aprendre a caminar pel carril i el nombre de
voltes fetes sobre el rotarod un cop apresa la tasca [SxT,
F(2,52)=3,536; p<0,05]. Els mascles tractats amb la dosi baixa van
augmentar les seves habilitats motores en comparacié amb el seu grup
sali (Fig.23). Les diferéncies trobades en I’equilibri i la coordinacio
motora no van estar influenciades del pes corporal ja que el tractament
no el va modificar [T, GxT; F(2,52)<0,687; p>0,508, n.s].

Efectes del tractament cronic de D-gal en el rotarod

A) Assaigs necessaris per B) Voltes fetes sobre el rotarod un cop
mantenir-se sobre el rotarod I’animal es capag de mantenir-se
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Figura 23. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test del rotarod. Les dades s'expressen per mitjana +
SEM. Barres obertes: mascles; Barres tancades: femelles. S: sali, L: dosi baixa,
50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. ANOVA 2x3: S,
efecte genere; T, efecte tractament; SxT, interaccié génere x tractament; * p<0,05, **
p<0,01.Post hoc de la prova Duncan: ° p<0,05, * p<0,01 vs. el grup mascle
corresponent; * p<0,05, ** p<0,01 vs. el grup sali corresponent.
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Test del laberint en T

Tots els animals presentaren laténcies similars en 1’assoliment del
criteri de la tasca d'alternanca espontania [totes les F(1,52)<1,692;
p>0,05] (Taula.7). En la memoria de treball, que inclou 1’assaig
d’elecci6 forgada i el de memoria o evocacid, tots els grups van assolir
el criteri d’exploraci6 de manera similar [totes les F(1,52)<2,665;
p>0,05], tot i que no tots van completar la tasca. De manera similar, en
la tasca de memoria o evocacid, només aquells animals que van assolir
el criteri d’exploracié en la tasca anterior, van poder realitzar aquest
segon assaig. A més, I’elevat percentatge d’animals que no van
completar 1’assaig de memoria impossibilita 1’analisi estadistica
d’aquesta ultima prova.

MNTgS MMNTgS0mgkg MMNTg 100mgkg FNTg3s F NTg 50mgikg F NTg 100mghkg Estad

(n=8) {n=g) (n=10) {n=10) {r=10} {n=10)
PROVA DE L'ALTERNANCA
ESPONTANIA
Conducta de petrificacid (s) 235641478 12441458 0804287 B1x32 8.5£2.33 781237 ns
nterseccid de la T (laténcia, 5) 130.76+ 40.17 108.33:35.68 B4 50+ 35.61 4412435 0172372 50642812 ns
Exploracio dos bracos de la T (laténciz, s)  218768+4208 181.56:4183 13580:3820 1122+ 3727 173.8£40.05 174743285 ns
PROVA DE LA MEMORIA DE TREBALL
Assaig d'sleccid forgada
nterseccio de la T (laténcia, s) 76.33£34 57 B0E5:3785 1161014484 5570428127 121.3044242 17370142684 ns
Assoliment del criteri (freqii&ncia, nitotal) 69 ] 510 oo 510 510 ns
Criteri d exploracia (laténeia, 5) 15333+ 4088 1274443300 1763014214 11280+3220 2043013385 2162043303 ns
Assaiy de memdria
Assoliment del criteri (freqiéncia. nitotal) 418 &7 55 &g 5 45 n.s
Ermors (frequéncia, nitotal) 14 6 5 413 13 o4 ns

Taula 7. Efectes del tractament cronic de D-galactosa en ratolins mascles i femelles
c57bl/6 als 6 mesos d'edat en el test de laberint en T. Les dades s'expressen per mitjana
+ SEM.

Laberint aquatic de Morris

En la tasca d’aprenentatge guiat, la variable distancia va revelar un
efecte de génere i una interaccio de 'génere x tractament' [Fig. 24C, S,
F(1,52)=4,419; p<0,05 i SxT, F(2,52)=3,397; p<0,05] que no es va
trobar utilitzant la laténcia mitjana d'escapament. Una analisi detallada
'assaig per assaig’ va permetre detectar diferéncies en aquesta tasca. En
el primer assaig, que implica la primera experiéncia pels animals en el
laberint, les femelles van trigar més temps i van recorrer una major
distancia per trobar la plataforma [laténcia i distancia T1; S, ambdues
F(1,52)>13,910; p<0,001] a causa de la dificultat que van mostrar les
femelles tractades per trobar la plataforma [laténcia i distancia de T1,
T, F(2,52)>10,469; p<0,001].
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En la tasca de localitzacid, 1’efecte temps va indicar la preséncia d'un
procés d'adquisici6 per a les dues variables de laténcia mitjana
[Fig.24A 1 E; RMA, t, F(3,156)=26,716, p<0,001] i la distancia
recorreguda [Fig.24C i G; RMA, t, F(3,135)=9,703, p<0,001]. Només
I’analisi ‘assaig per assaig’ (Fig.24B, D, F i H) va permetre trobar
diferéncies de genere en el primer dia de la tasca de localitzacid, on les
femelles mostraren una major distancia recorreguda [PT1; S,
F(3,42)>5,548, p<0,05]. D'altra banda, es van trobar un efecte temps, i
interaccions 'temps x tractament’ i ‘temps x geénere X tractament' durant
la progressio de la tasca de localitzacio, quan s'utilitza la variable de
laténcia [PT3; t, F(2,78)>3,628, p<0,05 i txT, F (4,78)>3,425, p<0,01;
PT4; txSxT, F (4,78)> 3,681, p<0,05]. El nivell d'adquisici6 assolit al
final de la tasca va ser similar en tots els grups, independentment del
génere 1 el tractament administrat [laténcia, PT4.T3, totes les
F(1,42)<2,756; p>0,05, n.s; distancia recorreguda, PT4.T3, totes les
F(1,42)<2,270; p>0,05 n.s]. No es van trobar diferéncies en la velocitat
de natacio en les tasques d’aprenentatge guiat ni de localitzacio (dades
no mostrades).

En Dl’assaig de memoria final (Fig.26), ambdos géneres dels animals
tractats amb la dosi alta de D-gal van mostrar una major preferéncia pel
quadrant que contenia la plataforma [temps i distancia en P vs. tots els
altres quadrants; ANOVA, tots les F>4.127 p<0,01] i una major
precisié de localitzacio de la plataforma [creuaments de 1’anella; P vs.
tots els altres quadrants; ANOVA, F>2.893 p<0,05] que els seus
comparat amb els seus grups salins. Aquestes diferéncies no van ser
atribuibles a les diferéncies en la velocitat de natacio.
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Efectes del tractament cronic de D-gal en les tasques d’aprenentatge guiat i de

localitzacid
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Figura 24. Analisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localitzaci6 en
el MWM en ratolins mascles (A-D) i femelles (E-H) NTg veh vs. D-Gal als 6 mesos
d'edat. Les dades s'expressen per mitjana £ SEM. ANOVA 2x3: S, efecte genere; T,
efecte tractament; t, efecte temps; SxT, interaccid génere X tractament; txS, interaccid
temps x genere; txT, interaccid temps x tractament; txSxT, interaccio temps x génere x
tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan: Sp <0,05,
% p <0,01 vs. el grup mascle corresponent; * p<0,05, ** p<0,01 vs. el grup sali
corresponent.
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Efectes del tractament cronic de D-gal en la prova de memoria final
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Figura 25. Analisis quantitatives de 1’assaig de memoria final en el MWM en ratolins
mascles (esquerra) i femelles (dreta) c57bl/6 als 6 mesos d'edat. Les dades s'expressen
com a mitjana + SEM del temps, distancia i creuaments de 1’anella en els quadrants de
la plataforma (P), adjacent esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de
navegacié en aquesta prova. Prova de ¢-Student: ° p<0,05 vs. el grup mascle
corresponent; ! p<0,05 vs. el grup sali corresponent. ANOVA, * p<0,05, ** p<0,01
**%p<0.001 P vs. tots els altres quadrants.
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8.3 Discussio

S’ha demostrat que I’administracié cronica de D-galactosa afecta a la
funcié mitocondrial, causant un augment de la produccié de radicals
lliures en el cervell (Song et al, 1999), sobretot en arees amb gran
sensibilitat a I’estrés oxidatiu, com el cortex cerebral, 1’hipocamp i
I’estriat (Beckman i Ames, 1998). I, com a conseqiiéncia, ocasiona una
disminucié progressiva de la capacitat d'aprenentatge i memoria i de les
habilitats motores (Lei et al., 2008). Des de fa gairebé vint anys,
aquests efectes induits per la D-galactosa han servit com una eina de
treball per aconseguir models d’envelliment accelerat (Li et al., 1995;
Zhang et al., 1996). Alguns laboratoris han aconseguit que els animals
tractats amb D-gal presentin déficits cognitius (Zhang et al, 2005; Cui
et al, 2006) i/o una disminucié de les habilitats motores (Banji et al.,
2013). No obstant, aquests resultats son controvertits, ja que no tots els
estudis els han aconseguit replicar. Aquesta situaci6 discrepant es deu
principalment a la gran diversitat de dissenys experimentals existents,
els quals dificulten la convergencia de resultats. De fet, un estudi recent
va analitzar alhora els efectes del tractament cronic de D-gal en
diferents edats i en ambdos sexes de ratolins i va demostrar que el
deficit cognitiu associat al tractament de D-galactosa depenia de la
durada del tractament, juntament amb els factors genere i edat (Hao et
al., 2014). Tot i aixi, no hi ha cap estudi que hagi analitzat
exhaustivament els efectes de la D-gal en el conjunt dels diferents
dominis conductuals. Aixi doncs, I’Estudi III d’aquesta tesi doctoral ¢s
el primer treball experimental que es planteja avaluar en detall els
efectes de la D-gal, incloent les funcions sensoriomotores, 1’activitat
exploratoria, comportaments relacionats amb el perfil ansios, aixi com
I’aprenentatge i la memoria. La valoracio s’ha fet en la soca de ratolins
estandard c57bl/6, en ambdods geéneres, després de 8 setmanes de
tractament subcutani. El model de D-galactosa, que la literatura descriu
com a model d’envelliment accelerat, esta establert en base a la dosi de
100 mg/kg. Aqui, s’han avaluat els efectes conductuals de la dosi
resposta 0-50-100 mg/Kg.

Els resultats d’aquest estudi indiquen que la dosi de 100mg/Kg de D-
galactosa emula els efectes motors de I’envelliment empitjorant
I’equilibri i la coordinaci6 motora dels mascles en les proves
sensoriomotores. La funcié motora de les femelles avaluada en el
rotarod també es va veure afectada de forma significativa amb la dosi
de 100mg/Kg mostrant, a més, una tendéncia en la incapacitat de
mantenir-se en el rotarod (nombre de voltes) ja en la dosi de 5S0mg/Kg.
Diversos estudis han demostrat que les habilitats motores i, en
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particular, les habilitats de coordinacié sobre el rotarod, disminueixen
amb envelliment natural (Wallace et al/, 1980; Shukitt-Hale et al.,
1998). Aquests resultats estan d’acord amb estudis previs, on s’ha
observat que el tractament cronic de D-galactosa és capa¢ d’accelerar
aquestes disfuncions en animals joves (p.ex., Lei et al., 2003; Banji et
al.,2013).

Alguns autors suggereixen que el tractament cronic amb D-gal només
afecta algunes funcions, més que causar un envelliment general
prematur (He et al., 2009; Chang et al., 2014) mentre que d’altres
investigadors consideren que el tractament no ocasiona cap tipus
d’afectacio (Parameshwaran et al., 2010). Aixi, mentre que alguns
laboratoris han aconseguit que els animals tractats amb D-gal presentin
deficits cognitius (Zhang et al, 2005; Cui et al, 2006) i/o una
disminucié de les habilitats motores (Banji et al, 2013), existeix
controversia perque no tots els estudis han aconseguit replicar-ho (He
et al., 2009; Parameshwaran et al., 2010; Chang et al., 2014). Aquest
també €s el cas en aquest Estudi III, on la D-gal no va tenir efectes
sobre I’aprenentatge espacial en la tasca de localitzacié. Es més, en la
tasca d’aprenentatge guiat, la D-gal va exercir efectes positius similars
en els mascles, independentment de la dosi administrada. Aixi, els
mascles van necessitar menys temps i van recorrer una menor distancia
per arribar a la plataforma. Aquesta tasca implica un aprenentatge
perceptiu visual, amb la qual cosa, aquests resultats suggereixen una
millora de la capacitat d’atencid o percepcié visual en aquests animals
i/0 també de la motivacio. En 1’assaig de memoria final, justament és la
dosi alta de D-gal la que va ser capag de potenciar la discriminacié del
quadrant que contenia la plataforma, i en el cas de les femelles, ho va
fer amb una major precisio, tal i com va indicar I’augment en el nombre
de creuaments de 1’anella. Aquests resultats d’aprenentatge i memoria
paradoxals segons el model d’envelliment induit per D-galactosa
podrien atribuir-se al disseny experimental o el fet de que la majoria
dels estudis realitzats que han reportat deficits cognitius han utilitzat la
soca Kunming (p.ex., Lu et al., 2007; Chiu et al, 2009; He et al, 2009;
Luo et al., 2009; Shan et al, 2009); mentre que en la soca ¢57bl/6,
alguns mostren déficits (Wei et al., 2005; Yoo et al., 2011) 1 altres no
(Parameshwaran et al., 2010; Chang et al., 2014). De fet, un estudi
recent va analitzar alhora els efectes del tractament cronic de D-gal en
diferents edats i en ambdos géneres de ratolins de la nostra mateixa
soca c57bl/6 i va demostrar que el deficit cognitiu associat al
tractament de D-galactosa depenia de la durada del tractament,
juntament amb els factors génere i edat (Hao ef al., 2014). No obstant
aquesta argumentacié no explicaria per que en I’aprenentatge guiat, els
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mascles mostren una millora amb totes dues dosis i les femelles ho fan
amb la dosi de 100mg/Kg en I’assaig de memoria final. Aqui caldria
considerar, en tot cas, quin paper hi poden jugar els nivells d’ansietat i
si el tractament amb la D-gal la podria haver potenciat. De fet, tal com
hem vist en I’Estudi II, un increment de 1’ansietat com ¢és el que
mostren els 3xTg-AD o els mateixos NTg tractats amb cafeina, és un
element que interfereix en I’execuci6 i rendiment de la prova. Perd
aquest tampoc és el cas, perque la D-galactosa en aquests mateixos
animals no mostra cap efecte sobre 1’ansietat i I’emotivitat, mesurades
en les proves de I’OF i la DLB. Es més, en aquest estudi es van
analitzar per primera vegada I’efecte de la D-gal en les conductes
bizarres 1 es va veure que la dosi de 50mg/Kg va ser capag de
disminuir-les. En el mateix sentit, pel que fa a I’activitat exploratoria
desenvolupada en I’OF, en el génere masculi la D-gal va augmentar
tant 1’activitat horitzontal com la vertical, un efecte que seria contrari al
propi de I’envelliment (Baeza et al., 2010). En els mascles tractats amb
50mg/Kg de D-gal, aquest efecte es va veure corroborat per la millora
obtinguda en la capacitat motora (tant d’aprenentatge com de
coordinacid) en el rotarod. D’altra banda cal considerar també que en
alguns tests d’ansietat, com I’OF, existeix un efecte contundent del
factor ‘soca’ tal com demostra un estudi recent en vuit soques pures de
ratoli, que estableix un ranquing d’ansietat en funcié del fons genetic
(Lad et al, 2010). Aixi doncs, alguns autors han suggerit que els
resultats obtinguts amb D-gal en I’OF podrien variar segons la soca
utilitzada (Parameshwaran er al, 2010). Aquest fet permet entendre
perque certs estudis, inclos aquest mateix Estudi III, discrepen a 1’hora
de demostrar si la D-gal indueix canvis (Xu i1 Zhao, 2002; Lu et al,
2006; Zhang et al, 2007, 2008) o no (Kumar et al., 2010) en la
conducta exploratoria en I’OF. I és en aquest escenari de susceptibilitat
diferencial on I’estudi dels efectes de la D-gal en soques mutants per a
malalties neurologiques i/0 psiquiatriques que impliquen deteriorament
fisic, cognitiu o tipus BPSD resulta molt interessant.
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8.4 Conclusions

Les conclusions de I’Estudi Il per a la Caracteritzacio conductual de
[’administracio cronica amb D-galactosa en ratolins c57bl/6, en
mascles 1 femelles a 6 mesos d’edat, van ser les segiients:

1. La dosi de 100mg/Kg de D-galactosa va empitjorar 1’equilibri en les
barres en els mascles i la coordinacié motora en el rotarod en tots dos
generes, emulant els efectes de I’envelliment a nivell motor.

2. Les femelles van ser més susceptibilitat a la D-gal ja que amb la dosi
de 50mg/Kg s’observa una tendéncia en la incapacitat de mantenir-se
en el rotarod.

3. En la tasca de localitzacié del MWM, no es van trobar diferéncies
causades pel tractament amb D-galactosa. Perd, en la tasca
d’aprenentatge guiat, tant la dosi de 100 com la de 50mg/Kg de D-gal
van exercir efectes positius en els mascles. En 1’assaig de memoria
final, la dosi de 100mg/Kg va millorar la capacitat de discriminacié de
’anella en les femelles.

4. Les dues dosis de D-galactosa van augmentar 1’activitat exploratoria
en el camp obert en el génere masculi. En les femelles, la D-galactosa
va disminuir les conductes bizarres, encara que només es va assolir
significacio estadistica en la dosi de 50mg/Kg.

5. D-galactosa no va mostrar cap efecte sobre 1’ansietat i I’emotivitat
avaluades en el camp obert i en la caixa fosca/clara.
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9. Aportacions de la tesi i conclusions generals

La malaltia d’Alzheimer, el tipus més comi de deméncia senil, es
caracteritza per la pérdua progressiva de les funcions cognitives i
I’aparicié d’alteracions conductuals que poden repercutir en les
activitats de la vida diaria. D’altra banda, dins de la complexitat clinica
propia de I’AD, els simptomes neuropsiquatrics associats a la deméncia
son bastant prevalents entre els pacients de I’AD (Reisberg et al., 1987)
sent la font principal de patiment dels pacients, alhora que una carrega
fisica i mental per a la familia i per als professionals (Tan et al., 2005).
Avui en dia, la majoria dels enfocaments terapeutics estan centrats en
fer front al declivi cognitiu caracteristic a la malaltia, sovint deixant en
segon pla els simptomes conductuals i psicologics de les demeéncies,
malgrat que aquests trastorns neuropsiquiatrics son els principals
causants de la institucionalitzacio primerenca (Hope ef al., 1998).

El principal factor de risc en la malaltia d’ Alzheimer (AD), la deméncia
senil més freqiient, és 1’edat i presenta major incidéncia en el génere
femeni. En la seva aparicid, se li atribueixen també altres factors de
risc, tant biologics (geneétics i no genetics) com ambientals. La seva
forma familiar heretada genéticament (FAD), que es presenta en menys
del 5% dels casos, i I’esporadica, majoritaria i d’etiologia desconeguda,
acostumen a mostrar un patré temporal diferent pel que fa a 1’edat
d’inici i la taxa de progressio del procés neurodegeneratiu. Per tant, es
classifiquen també com a AD d'aparicio primerenca (edat d’inici < 65
anys), i AD d’aparici6 tardana (edat d’inici > 65 anys), respectivament.
Tot i aix0, el fet que comparteixin els mateixos simptomes clinics
cognitius i els conductuals i psicologics associats a la demencia
(BPSD) aixi com processos neuropatologics subjacents, ha permés a
nivell experimental, la utilitzaci6 de models animals de tipus genétic
portadors dels transgens humans per a I’aveng en I’estudi de la malaltia.

Els ratolins 3xTg-AD (PS1/yisv, APPsye 1 taupsgr), creats pel
laboratori de Laferla (UCI, USA, 2003), que desenvolupen de forma
progressiva els trets neuropatologics PA 1 tau caracteristics de la
malaltia, amb un perfil temporal i neuroanatomic similar al que es
presenta en els pacients, han estat els subjectes experimentals d’aquesta
tesi doctoral. En I’Estudi I, aquest model animal ha permes estudiar
I’impacte del factor genétic i del génere en 1’expressio de les conductes
bizarres, fins ara no caracteritzades, com a part del seu patrdé de tipus
BPSD primerenc als 6 mesos d’edat. Alhora, en aquest primer estudi,
s’han avaluat els efectes beneficiosos a llarg termini d’una estimulacid
ambiental de tipus sensorial tactil administrada durant I’ontogénia: el
handling postnatal, posant especial émfasi en les conductes de tipus
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BPSD. Després, es va estudiar els efectes de 1’administracio cronica de
cafeina emulant alld que en una bona part de la poblacié adulta forma
part dels seus habits de vida pero, d’altra banda, pot ser considerada un
tractament farmacologic. Finalment, tenint en compte que 1’edat és el
principal factor de risc per desenvolupar la malaltia d’Alzheimer, el
darrer estudi d’aquesta tesi va valorar els efectes dosi resposta la D-
galactosa, un model farmacologic d'envelliment accelerat, en les
diferents dimensions conductuals estudiades. Aquestes aproximacions
experimentals van, a més, requerir la caracteritzacid fenotipica de la
soca control 1 transgénica, sent necessari, fins i tot, fer noves
aportacions metodologiques per a la identificacié de conductes com les
bizarres i de patrons conductuals (estratégies de navegacid), que
permetessin distingir els genotips. Finalment, és interessant assenyalar
que en la seva vessant translacional s’incorpora el factor el génere i el
valor longitudinal dels dissenys experimentals.

El primer estudi d’aquesta tesi doctoral va permetre caracteritzar les
conductes bizarres, que tot i haver estat observades sistematicament en
tests d’ansietat classics incondicionats, la seva baixa incidéncia i
durada havien dificultat la seva mesura. Als 6 mesos d’edat, es van
trobar les condicions experimentals adequades per a avaluar-les en els
animals NTg, especialment en el genere femeni, i demostrar que
estaven emfatitzades en els ratolins 3xTg-AD, que en aquesta edat es
troben en les fases inicials de la malaltia. A més, la validesa convergent
a nivell metodologic del disseny experimental va permetre
correlacionar les conductes bizarres i la conducta de la valoracié del
risc amb altres variables relacionades amb 1’ansietat, la locomocio 1
I’emotivitat. Aquesta identificacié i quantificacid de les conductes
bizarres ha permés incorporar-les com un dels BPSD ja presents en el
fenotip conductual dels 3xTg-AD des dels estadis primerencs. I per
tant, ens han estat utils per avaluar, a nivel experimental, els efectes
d’estratégies preventives (handling postnatal), terapéutiques (cafeina)
per a la malaltia aixi com per a avaluar factors de risc (D-galactosa).

La capacitat del handling postnatal per modificar, a llarg termini, el
fenotip dels animals NTg i 3xTg-AD va quedar demostrada en els seus
efectes reduint la conducta de petrificacio i les conductes bizarres,
mentre que potencia la conducta de valoracié del risc, sobretot en el
génere femeni. L’Estudi I va demostrar també que el handling exerceix
efectes selectius, actuant sobre les ‘estratégies per fer front a 1’estres’,
sense modificar 'activitat exploratoria per se.

Tenint en compte que la cafeina exerceix efectes farmacologics
estimulants perod també ansiogénics i que els efectes d’aquest habit de
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vida son més acusats en els homes que en les dones, s’ha volgut
verificar si els efectes cognitius que ara se li atribueixen en vers a la
malaltia serien extensibles si existeix un perfil BPSD accentuat com el
que mostra aquest model animal. D’entre les estrategies amb potencial
terapeutic cognitiu vinculades als estils i habits de vida, vam considerar
important avaluar a nivell translacional els efectes del consum cronic
de cafeina. Aquest plantejament experimental t¢ com a valor
addicional, el fet que la cafeina exerceix efectes farmacologics de tipus
ansiogenic perd el seu impacte sobre els perfils BPSD ha estat poc
estudiat. Per tant, la bateria de tests conductuals avalua els efectes del
tractament en el pes, les funcions sensoriomotores, I activitat
exploratoria, I’emocionalitat i conductes relacionades amb [’ansietat, el
ritme circadia i ’aprenentatge i memoria. L’estudi demostra que el
tractament cronic amb una dosi baixa de cafeina va modificar la major
part de les variables estudiades, principalment aquelles relacionades
amb [’ansietat, la neofobia, ’emotivitat i la flexibilitat cognitiva. En
particular, la cafeina va incrementar la neofobia i altres conductes del
perfil ansios, que en el cas del model 3xTg-AD es va traduir en un
agreujament del seu patré BPSD. També va alterar el ritme circadid en
els animals 3xTg-AD, incrementant 1’activitat motora. L’estudi també
demostra que aquest mateix escenari és el que va interferir en la
distinci6 dels genotips en la prova del MWM 1i la valoraci6 dels efectes
cognitius de la cafeina en base a les variables de laténcia i distancia. Es
per aixo que es va haver de fer un estudi qualitatiu i quantitatiu de les
diferents estratégies de natacio (Estudi II. Fase 1) que és el que va
permetre distingir els genotips en base a criteris d’estratégies de no
cerca (NTg: flotacid; 3xTg-AD: natacio en cercle) i el nombre i tipus
d’estratégies de cerca (NTg: tniques i dirigides; 3xTg-AD: mixtes i no
dirigides). Es justament en aquestes caracteristiques distintives en les
estratégies mostrades pels dos genotips on la cafeina va demostrar
efectes positius fent que el grup 3xTg-AD utilitzés estratégies de cerca
equivalents a les dels dos grups NTg.

Per tant, aquest estudi demostra que el tractament cronic amb cafeina
augmenta el perfil ansiés dels ratolins NTg i1 exacerba el perfil BPSD
dels 3xTg-AD amb poc marge de benefici cognitiu. Aixo suggereix que
a I’hora de valorar el consum de cafeina com a possible estratégia
preventiva o terapéutica cal tenir en compte el perfil ansidés de
I’individu i, en el cas dels pacients, la preséncia de simptomes
neuropsiquiatrics.

Finalment, donat que I’edat és el principal factor de risc per a
desenvolupar I’AD de tipus esporadic, es va estudiar un model
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farmacologic d’envelliment accelerat basat en I’increment de ’estres
oxidatiu induit per 1’administracié cronica s.c. de 100mg/Kg de D-
galactosa durant 56 dies. En aquesta tesi doctoral es presenten els
resultats de la verificacié d’aquest model d’envelliment en la soca NTg
c57bl/6, que és la que s’ha utilitzat com a base genctica per a nova
colonia de ratolins 3xTg-AD. Per aix0 es va estudiar la dosi resposta 0-
50-100mg/Kg, utilitzant una bateria que valora diferents dimensions
conductuals i tenint en compte el génere. De forma general, els efectes
van ser dependents del génere i de les proves. Com a model
farmacologic d’envelliment, els efectes només es van observar a nivell
d’equilibri en els mascles i coordinacié motora en ambdos geéneres. Per
contra, la D-galactosa va mostrar efectes positius dosi dependents en
altres dimensions com [’activitat exploratoria en els mascles, les
conductes bizarres en les femelles aixi com algunes tasques
d’aprenentatge i memoria de forma dependent del génere. Aquesta
caracteritzaci6 dels efectes dosi resposta del tractament cronic amb D-
galactosa ha permes definir el disseny experimental per al seu estudi en
els ratolins 3xTg-AD, utilitzant la dosi de 100mg/Kg com a model
d’envelliment i la de 50mg/Kg com a potencialment protectora. Alhora
aquesta dualitat d’efectes de la D-galactosa fa que resulti també
interessant en I’estudi de I’envelliment i altres malalties
neurodegeneratives.

En I’apartat d’annexos s’inclou el poster amb resultats preliminars que
indiquen que els ratolins 3xTg-AD mostren la mateixa resposta en la
prova de la sacsejada de la cua en aigua freda que els animals NTg,
resposta que amb ’edat es veu alentida en tots dos genotips. Encara que
es tracta només d’un estudi pilot, s’ha volgut incloure com a annex en
aquesta tesi per la seva transcendéncia translacional en I’estudi del
dolor en pacients amb déficit cognitiu i/o demencia.
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11. Annexos
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Giménez-Llort, L. (2014). Bizarre behaviors and risk assessment in
3xTg-AD mice at early stages of the disease. Behavioural Brain
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HIGHLIGHTS

# Bizarre behaviors in 3xTg-AD mice were conspicuous and measurable early-BPSD.

* They consisted in stereotyped-rearing and stretching, backward movements and jumps.
* Female gender was the most suitable to study bizarre movements and risk assessment.
* Handling reduced bizarre behaviors and freezing whereas potentiated risk assessment.
» Besides, handling induced selective effects on locomotor activity and emotionality.
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Environmental factor

Bizarre behaviors (stereotyped stretching, stereotyped rearing, backward movements and jumps) were
conspicuously elicited in classical unconditioned tests with different levels of anxiogenic conditions.
They were characterized for the first time as early-BPSD-like symptoms in 6 month-old male and female
3xTg-AD mice. The pattern of these behaviors differed from that exhibited by their age- and gender-
matched NTg counterparts. Confrontation of an open and illuminated field was the best trigger of such
behaviors as compared to mild neophobia in the corner test or the choice between two compartments in
the dark-light box. Here we also report that increased freezing, delayed thigmotaxis and enhancement of
emotional behaviors were early BPSD-like symptoms indicative of their response to low-stressful envi-
ronments. Independently of the genotype, consistent gender effects pointed toward the relevance of
female gender to study bizarre behaviors and risk assessment. The identification of items of behavior
and its gender component were relevant to find out bidirectional and selective behavioral long-lasting
effects of postnatal handling. This early life treatment reduced freezing and most of the bizarre behav-
iors whereas potentiated risk assessment and the horizontal locomotor activity. In contrast, vertical
exploratory activity was not modified by the treatment. The results also talk in favor of the beneficence
of early-life interventions on the behavioral outcome in adulthood inboth healthy and disease conditions.
As shown, the consideration of bizarre behaviors and risk assessment may become an additional tool for
evaluating BPSD-like symptoms in relation to preventive and/or therapeutical strategies targeted at AD.
It may also have a role in the evaluation of the potential risk factors for the disease.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

of behavioral and psychological symptoms of dementia [BPSD] are
also considered a strong source of distress and burden for the

Clinical manifestations of Alzheimer’s disease (AD) are complex
and heterogeneous, since they are not just restricted to the pro-
gressive loss of learning and memory [1]. Loss of judgment and
executive functions together with the appearance of a wide array
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patients and caregivers [2,3]. Apathy, dysphoria, anxiety, stereo-
types and other aberrant movements are the most frequently
reported BPSD which are present since mild degrees of demen-
tia and show a clear trend toward increasing their frequency with
the progress of the disease [4]. Actually, growing number of stud-
ies assessing AD preventive and/or therapeutic strategies are not
restricted to their mnemonic effects but also look for benefits on
these other symptoms [1,5-7]. At the preclinical level, behavioral
screening has confronted the difficulty of modeling this clinical
heterogeneity in experimental animals |1]. Neophobia, seizures,
increased aggression and locomotor activity are examples of the
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BPSD that have already been reproduced in various models of trans-
genic mice for AD (see i.e. [8]) while others are still poorly reported
in the literature [9]. This is the case of stereotypes and other aber-
rant movements. In spite of the burden these bizarre behaviors
cause in AD patients they have been scarcely addressed in the ani-
mal models [1]. These behaviors are disregarded in most of the
behavioral screenings because of their low incidence and short
duration as well as the specificity of experimental conditions where
these behaviors become quantifiable [1].

Bizarre behaviors are mostly related to psychiatric and neu-
rological disorders and at the experimental level they can be
induced pharmacologically, after lesions of the central nervous
system or derived from mutations [10,11]. Spontaneously, these
behaviors have been reported to happen in bank voles [12], deer
mice [13] and some strains of standard laboratory mice when
housed in restricted environmental conditions [14,15]. In our lab-
oratory, we have observed that these bizarre behaviors may be
also elicited when the animals are submitted to unfamiliar envi-
ronments, mostly those used for behavioral assessment of anxiety,
suggesting that in those conditions they may be related to the
animal's copying with stress strategies. A preliminary study indi-
cated that at 6 months of age the incidence and duration of these
behaviors in non-transgenic (NTg) mice were conspicuous enough
to measurable levels. In the triple-transgenic 3xTg-AD mice for
AD |16] these behaviors were enhanced. Interestingly, at the neu-
ropathological level, the age of 6 months corresponds to the early
stages of the disease when intraneuronal A is detected in anxiety-
related areas of the brain [17]. Therefore, this age provided an
interesting behavioral scenario to characterize stereotyped and
other aberrant behaviors in both 3xTg-AD mice and in its NTg
strain. In this context, we also studied if they can benefit from
preventive strategies such as postnatal handling (PH), a tactile
sensorial stimulation administered during the ontogeny, known
to exert long-term positive effects on stress-related behavioral
profiles [18-22]. Finally, due to the relevance of gender in the
progress of the disease, this factor was also considered [2324].
Besides, recent reports from our and other laboratories indicate
that handling may exert its effects in a gender-dependent manner
[5.21,25-27].

2. Material and methods
2.1. Animals

Triple-transgenic 3xTg-AD mice harboring PS1/mi4sv, APPswe
and taupapy. transgenes were genetically engineered at the Uni-
versity of California Irvine, as previously described [11]. Briefly,
two independent transgenes (encoding human APPSwe and human
tauP301L, both under control of the mouse Thy1.2 regulatory
element) were co-injected into single-cell embryos harvested
from homozygous mutant PSIM146V knock-in (PS1KI) mice.
The PS1 knock-in mice were originally generated as a hybrid
C57BL/6 < 129.

20 male and 21 female 3xTg-AD mice and 18 male and
18 female C57BL/6 = 129 mice from a breeding program that
was established in our laboratory at the Medical Psychology
Unit, Universitat Autbnoma de Barcelona, were used in this
study. All the animals were housed and maintained (Makrolon,
35cm = 35cm = 25 cm) under standard laboratory conditions (12 h
light:dark, cycle starting at 8:00 h, food and water available ad libi-
tum,22 +2°C,50-60% humidity). The experiments were performed
from 9:00h to 13:00h in accordance with 86/609/EEC regard-
ing the care and use of animals for experimental procedures. The
study comply with the ARRIVE guidelines developed by the NC3Rs
[28].
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2.2. Postnatal handling and experimental design

The 77 experimental subjects came from 30 litters with 6-8
pups. Litters were randomly distributed to the 4 experimental
groups per gender: handled (15 litters) and non-handled animals
(15 litters). Therefore, the final experimental design consisted in
the following groups for each genotype: non-handled males, non-
handled females, handling males and handling females (n=9-11,
in each experimental group).

Postnatal handling (PH) procedure consisted of removing the
pups from their mother and placing them individually in plastic
compartments lined with paper towels. During the session, animals
were softly handled and received 4 tactile stimulations on their
back. This process was repeated 3 times every 5 min, twice a day
from postnatal day 1 to 21. In the control groups the pups were left
undisturbed except for weekly cage cleaning.

2.3. Behavioral assessments

At 6 months of age, the long lasting effects of the PH treatment
were behaviorally assessed in a battery of classical unconditioned
tests measuring exploratory activity and anxiety-like behaviors:
the corner, the open field and the dark-light box tests [5].

2.3.1. Day 1. Corner test (CT) and open field test (OF)

Neophobia was evaluated in the CT for 30s. Animals were indi-
vidually placed in the center of a clean standard home cage, filled
with wood shave bedding. Number of corners visited, latency to
realize the first rearing, and the number of rearings were recorded.

Immediately after the CT, mice were placed in the cen-
ter of an open field (homemade woodwork, white box,
55cm x 55 cm = 25 cm) and observed for 5 min. The temporal mea-
sure of the following sequence of behavioral events was recorded:
duration of freezing behavior, latency to leave the central square
and that of entering the peripheral ring as well as latency and
total duration of self-grooming behavior. Horizontal (crossings of
5 x 5squares) and vertical (rearings with a wall support) locomotor
activities were also measured.

In order to characterize the bizarre behaviors we had observed
in this test, in the present work two distinctive motor features were
taken under consideration: (1) Stereotyped or not, and (2) Horizon-
tal or vertical activity. According to this criteria, the check list for
bizarre behaviors resulted in:

Stereotyped stretching: repetitive head and/or body stretching that
implies a 360° spatial horizontal rotation.

Stereotyped rearing: repetitive vertical rearing activity without
wall support.

Backward movements: backward locomotion Jumping: vertical
jump.

During the tests, defecation boli and urination were also
recorded.

2.3.2. Day 5. Dark-light box test (DLB)

The DLB (Panlab, S.L, Barcelona, Spain) consists of a two-
compartment box (black and dark, 27 cm = 18 cm x 27 cm; white
and illuminated 20W, 27 cm x 27 cm x 27 cm) connected by an
opening (7cm x 7 cm). The mice were placed into the dark com-
partment and observed for S5min. Latency to enter into the lit
compartment (all four paws criteria), number of entries, total time
spent and distance covered as well as number of rearings and
groomings in this compartment were noted. Risk assessment was
measured by means of the latency and number of stretch atten-
dances toward the lit area. The incidence of this behavior along
the 5min of the test and the first 30s (early-stretch attendance)
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was also recorded. Defecation boli and urination in each of both
compartments were measured.

2.4, Statistics

Statistical analyses were performed using SPSS 17.0 software.
All data are presented as mean = SEM or percentage. To evaluate
the effects of gender, genotype and PH treatmenta 2 x 2 x 2 facto-
rial analysis design was applied. Differences were studied through
Multivariate General Lineal model analysis, followed by post hoc
Duncan’s test comparisons. The relationship between two different
variables was analyzed with Pearson’s correlations. P value <0.05
was taken as statistically significant.

3. Results

Fig. 1 and Tables 1-3 show the behavioral phenotype exhibited
at 6 months of age in the different tests and the effects of PH on
these behaviors.

3.1. Corner test

A  2x2x2 factorial analysis revealed a  gen-
der x genotype x treatment  interaction  effect [SxGxT,
F(1,69)=4.659; p<0.05] in the horizontal activity. A genotype
effect [G, F(1,69)=11.061; p<0.001] and a gender x genotype
interaction effect [S « G, F(1,69)=6.340; p<0.05] were shown in
the vertical activity with both genders of the 3xTg-AD genotype
and NTg females exhibiting lower number of rearings (see Fig. 1A).
No differences were observed in the latency of the first rearing
(data not shown).

3.2. Open field test

The sequence of behavioral events developed in the OF test
is detailed in Tables 1-3. Since the beginning of the test,
genotype-dependent differences were found in freezing behavior
[G, F(1,69)=5.662; p< 0.05] and presence of bizarre movements [G,
F(1,69)=6.555; p<0.05] (Table 1).

In all the animals, a treatment effect was found reducing the
latency of freezing behavior [T, F(1,69)=6.055; p<0.05]. PH also
reduced the incidence of the animals that performed any kind
of bizarre movement [T, F(1,69)=20.075; p<0.001] and, specif-
ically among them, the stereotypic rearing was clearly reduced
in all groups [T, F(1,69)=14.189; p<0.001] up to the point
that the incidence of this behavior was nearly abolished in the
3xTg-AD mice [F(1,69)=26.874; p<0.001]. In the same way, the

Table 1
Long-term effects of postnatal handling on bizarre behaviars elicited by 6-months-
old C57BL/6 » 129 and 3xTg-AD mice in the open field test.

Non-transgenic mice 3xTg-AD mice
Males Females Males Females
Non-handled animals
Stereotyped stretching -~ + = -
Stereotyped rearings - 4 P -
Backward movements - + - g
Jumping - 2 = &
Handled animals
Stereotyped stretching - + - +
Stereotyped rearings ++ + ++ +
Backward movements + + + +
Jumping = = = =

For each of the four bizarre behaviors, the results are expressed as the incidence
(percentage, %) of animals exhibiting that behavior: 0i: (—); 0-33%: (+); 33-66%:
(++); 66-100% (+++).

treatment also reduced the backward movements in females [S x T,
F(1, 69)=7.783; p<0.01]. Besides, gender differences were found
in the stereotyped stretching [S, F(1,69)=9.507; p<0.01], back-
ward movements [S, F(1,69)=14.388: p<0.001] and when all the
four bizarre behaviors were considered together [S, A(1,69)=7.012;
p<0.01], with females showing a higher incidence than males.

Latencies of arriving to the periphery and self-grooming behav-
ior during the test were delayed in time in 3xTg-AD mice
when compared to NTg mice [G, F(1,69)=6.208; p<0.05 and
G, F(1,69)=27.767: p<0.001, respectively] and thus, their total
self-grooming activity was lower than their counterpart |G,
F(1,69)=4.650 p<0.05].

Regarding the locomotor activity (see Fig. 1B), gen-
der x genotype interaction effects were found in the horizontal
component developed during the test [S=G, F(1, 69)=4.647;
p<0.05] with males being more active than the females [S,
F(1,69)=10.276; p < 0.01]. Moreover, both genders of 3xTg-AD mice
showed a reduced number of crossings as compared to the NTg mice
[G, A1,69)=12.484; p<0.001]. Furthermore, handling increased
this horizontal component in all groups [T, F1,69)=12.464:
p<0.001]. In the vertical activity, gender x genotype interaction
effects were found [S x G, F(1, 69)=10.544; p<0.01]. Thus, differ-
ences were also appreciable between genders in the NTg mice,
with males developing more rearings during the test than females
[S, F(1,69)=16.638; p<0.001]. Both genders of 3xTg-AD mice
showed a reduced number of rearings as compared to the NTg
mice |G, F{1,69)=62.334; p<0.001].

In 3xTg-AD animals but not in the NTg mice, statistical sig-
nificant Pearson's correlation coefficients were found between
different measures of anxiety-like behaviors and bizarre behav-
iors [*freezing behavior” and “exit of the center” and the presence
of “stereotyped stretching” r< 0.738, p< 0.05 and r< 0.686, p< 0.05,
respectively]. Also [“exit of the center” and"entrance to periphery”
and the presence of "backward movements” r<—0.896, p< 0.05;
and r < —0.805, p < 0.05, respectively].

Finally, defecation was influenced by gender and genotype, with
NTg males and both genders of 3xTg-AD mice showing more fecal
boli than females [S, F(1,69)=5.424; p< 0.05 and G, F{1,69)=7.708;
p<0.01, respectively]. Gender differences were found in urina-
tion, with males showing a higher incidence than females [S, F(1,
69)=8.288; p<0.01].

3.3. Dark and light box test

Gender-dependent differences were observed in most of the
parameters evaluated in this test (see Tables 2 and 3 and Fig. 1C).
The number of stretch attendances was higher in females [S,
F(1,69)=13.657; p<0.001] and handling potentiated these gen-
der differences in the NTg genotype in both the latency [T,
1(1,16)=2.123: p<0.05] and the number of episodes [Duncan’s test
p<0.05].

The incidence of animals that entered into the lit area ranged
60-90% in the NTg mice and increased to the 90-100% in the 3xTg-
AD mice. Latency of entering into the lit area in the Tg mice was
delayed compared to NTg mice [G, F(1,69)=5.333: p<0.05]. Geno-
type and gender differences were found in the number of entries
into the lit area [G, F(1,69)=3.981: p<0.05 and S, F(1,69)=3.976;
p<0.05, respectively]. Moreover, male gender spent more time in
the lit area [S, F(1,69)=9.828; p<0.01] performing higher hori-
zontal and vertical locomotor activities as compared to females
[S, F(1,69)=7.188; p<0.01 and S, F{1,69)=8.137; p<0.01, respec-
tively]. Also gender x genotype interaction effects were found in
the vertical activity [S = G, F(1,69)=7.256; p<0.01] (see Fig. 1C).

Statistical significant Pearson's correlation coefficients were
found in NTg animals between different measures of stretch-
attendance and the entrance in the lit area only in no-treated
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Persistent hyperactivity and distinctive strategy features in the Morris

‘Water Maze in 3xTg-AD mice at advanced stages of disease
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Abstract

Search strategies in the Morris water maze provide useful insights on the cognitive function that
may reveal genotype differences not reflected by escape latency or distance. Its analysis is pointed out as a
complementary tool to better define the phenotype and the effect of treatments in animals models where both
cognitive impairment and behavioral symptoms reproduce the clinical complexity of the Alzheimer’s discase
patient. Here we studied the performance of 13 month-old male 3xTg-AD mice in three different paradigms
(cue learning, place task and probe trial). and as compared to age-matched non-transgenic mice. The
quantitative analysis (escape latency. distance and speed) showed that in all the tasks the cognitive
performance of 3xTg-AD mice was interfered by a persistent hyperactive pattern. Their worse cognitive
function was revealed by the qualitative features of non-search behaviors (floating and circling) and search
strategies (single/mixed: goal-‘non-goal directed). The search pattern was based on mixed and non-goal
directed strategies in contrast to single and goal-directed strategies used by controls. In the place task. poor

cognitive flexibility of 3xTg-AD mice was also shown as a persistence of search in the cue trained position
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and the need to correct the strategy in order to find the new location. Trials involving a naive situation (first
trial of cue task) or the difficulty of a new task (first trial of the place task and the probe trial) were the most
suitable to show the deficits. This qualitative analysis may be also useful to assess preventive and/or

therapeutical treatments.

Keywords

BPSD-like symptoms: search strategies: cognitive flexibility: spatial orientation; translational

Research Highlights

* 13 month-old 3xTg-AD mice showed a persistent hyperactivity pattern in the water maze
e The search strategies of NTg mice involved the use of single and goal-directed strategies

*  Worse cognitive function in 3xTg-AD mice was shown by non-goal directed strategies

* A high proportion of mixed strategies in 3xTg-AD mice also evidenced their impairments

e Trials involving naive or difficult tasks were the most suitable to show the deficits
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is mostly conceived as a dementia in spite of its ‘Behavioral and
Psychological Symptoms’ (BPSD) being quite prevalent among the patients since carly stages of discase
(Reisberg et al.. 1987). It is also worth noting that with the neurodegenerative progress, BPSD become the
most important source of distress that leads to institutionalization (Tann er al., 2005). Efforts to model this
clinical complexity are being done at the translational level (reviewed by Giménez-Llort er al., 2007).
However, most of the experimental research in animal models of AD is focused on the cognitive deficits
whils a scarce number do also considers the concomitant neuropsychiatric symptoms (i.c. anxieties. phobias.
bizarre behaviors, hyperactivity, desinhibition. divrnal rhythm disturbances among others). This s also a
relevant issue in the assessment of AD preventive and/or therapeutic strategies. that should not be just
restricted to their mnemoniec effects but also look for benefits on this other array of symptoms (Anand er al..
2014).

A part of the inherent difficulty of modeling this clinical heterogensity in animals. the coexistence of
cognitive and BPSD-like profiles may imply mutual influences in many experimental paradigms. Thus, the
presence of neuropsychiatric-like symptoms may interfers with the final measurable cognitive outcome or
even to ensue paradoxical results. In the case of 3xTg-AD mice (Oddo et al. 2003) where a relevant
expression of the BPSD-like profile has been described (i.e. Giménez-Llort et al., 2006: Sterniczuk er al..
2010). this is a fact important to take into account. For instance. enhancement of the conditioned contextual
fear response but spatial learning and memory deficits in the Morris water maze were found in a same set of
3xTg-AD as well as APP,, and APP, g mice (Espaiia ef al., 2010). Interestingly, this divergent behavioral
outcome in these two learning and memory paradigms was critical to demonstrate involvement of enhanced
AP accumulation in the basolateral amygdala as an underlying neurobiological substrate. Therefore, the
coexistence of both BPSD-like pattern and cognitive deficit it is not just the most translational scenario but
the one that may better help to specify mechanisms underlying dysfunction.

The influence of activity and emotional profiles in the classical Morris water maze for learning and
memory is largely known (reviewed by D'Hooge & De Deyn. 2001). In this test. some behavioral variables

are susceptible to generate false positive or negative results when hyperactivity or floating is exhibited.

3
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Thereby, trajectory coversd is considersd to reflect better the process of acquisition of the task. with the
distance travelled leading to more reliable results than the escape latency (Gerlai., 2001). Furthermore, the
features of navigation and search strategies contribute to provide a more comprehensive behavioral
phenotyping (i.e., Grootendorst et al., 2001; Lang e al.. 2003). Similarly. in AD-transgenic mice, the
analysis of the navigation strategies is pointed out as a complementary tool to reflect better the AD-
phenotype (Janus ef al., 2004: Brody er al., 2006). However. in models such as the 3xTg-AD mice which

itive and BPSD-like

also present the BPSD-like pattern, a systematic analysis of how concurrent cog
determine their performance in the Morris water maze has not yet been done. For such a purpose. in the
present work we studied 3xTg-AD mice at advanced stages of disease. where presence of BPSD-like
symptoms is common (Gareia-Mesa et al., 2012). The animals confronted three different tasks in the Morris
water maze: cue learning. place task and probe trial. We performed a quantitative analysis (variables of time
distance and speed) but also evaluated the qualitative features of non-search behaviors (floating and circling)
and search strategies (goal-directed and non-goal directed). This work provides evidence that these features
are useful to distinguish 'persistent hyperactivity' and the 'use of mixed and non-goal directed search
strategies’ as characteristic for the 3xTg-AD genotype, that can be also a useful tool in the assessment of the

treatments or the impact of risk factors.

Materials and methods
Animals

Sixteen 13-month-old male mice from the Spanish colonies of hybrid CS7BL/6 %129 strain and triple-
transgenic 3xTg-AD mice with the same genetic background were used (n=8. in both groups). 3xTg-AD
mice harboring PS1/u4sv APPsye and taupsoir transgenes were genetically engineered at the University of
California Irvine. as previously deseribed (Oddo er al. 2003). Genotypes were confirmed by RT-PCR
analysis. Animals were maintained under standard laboratory conditions (food and water ad libitum. 22 =
2°C, a 12 h dark/light eyele, 50-60% humidity). The study was performed in accordance with the Spanish

legislation on “Protection of Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes™, 2010/63/EU

190



Council on this subject. The study comply with the ARRIVE guidelines developed by the NC3Rs (Kilkenny

eral., 2010).

Behavioral assessments
Morris water maze

Mice were trained to locate a hidden platform (7 em diameter, 1 em below the water surface) in a circular
pool for mice (Intex Reereation Corp. CA. USA: 91 cm diameter, 40 em height. 25 °C opaque water).
located 1n a completely black painted 6 test room. Mice failing to find the platform were placed on it for
10s. the same period as the successful animals. The protocol (Giménez-Llort er al., 2007) was used as

follows: one day of cue learning. four days of place learning followed by a probe trial.

Day 1. Cue learning with a visible platform
Animals were trained for four visible platform trials of 60 s/day; the platform was elevated 1 em above the
water level in the N position, was indicated by a visible striped flag (5.3x8.3x15 em), whereas extra maze

cues were absent in the black painted walls of the room.

Days 2-5. Place learning with a hidden platform

This involved four trial sessions per day. with trials spaced 30 min apart. The mouse was gently released
(facing the wall) from one randomly selected starting point (E or W. as these are equidistant from the target)
and allowed to swim until escaped onto the hidden platform which was now located in the middle of the §

quadrant. White geometric figures, one hung on each wall of the room. were used as external visual clues.
Day 5. Probe trial

On day 5. 1h 30min after the last trial. the platform was removed from the maze and the mice performed a

‘probe trial' of 60s to evaluate their spatial memory for the platform position.

Quantitative analysis
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Behavior was evaluated by both direct cbservation and analysis of videotape recorded images Variables of
time (escape latency, quadrant preference), distance covered and swimming speed were analyzed in all the
trials of the tasks. The escape latency was readily measured with a stopwatch by an observer unaware of the
animal’s zenotype and confirmed during the subsequent video-tracking analysis. A wideo camera placed
above the water maze recorded the animal’s behavior and thereafter an awtomated system (Smart, Panlab
S1. Barcelona. Spain) enabled computerized measurement of the distance travelled by the animal during
the trials. The swimming speed (cm/'s) of the mice during each trial was calculated. In the probe trial. the
time spent in each of the four quadrants, the distance travelled along them and the smumber of crossings over
the removed platform position (annulus crossings) were also measured retrospectively by means of the

antomated video-tracking analysis.

Qualitative analysis

Strategy choice in the water maze reveals complex tasks solving in cognitive paradigms (Terry 2009)
Furthermore, it does not necessarily affect the escape latency, the most commeon used quantitative measure
(Janms, 2004). Te a less extent, the strategies may not be always reflected by the distance variable as well.
Therefore, swimming strategies have been extensively characterized by the features of their trajectories
mostly based on their goal or non-goeal directionality (Janus, 2004). In the present work we have used this
systematic analysis to detect changes in the swimming plot of 3xTz-AD mice. We compared the frequencies
of commonly observed and readily identifiable swim strategies in each of the paradigms of the water maze in
order to find those which distingnish between both genotypes. Thus, the swim paths for each mouse in each
trial of the cue learning task, place learning task and probe trial were analyzed according to the following

strategies.

Non-search behaviors:
Floafing: a state of inactivity without forward movement. The incidence and duration of this activity was

measuwred by a direct observation of the expenimenter.
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Circling: swimming in tight circles, often showing a general directional movement. The plotted path was
short and wide when tight circles were performed, or had many visible loose loops when was performed with

a random search strategy.

Search strategies:

Non-goal dirvected strategies

Thigmotaxis (wall-hugging swim): a persistent swim along the wall of the pool that could include sporadic
swims toward the center of the pool.

Random search: swimming over the entire area of the pool in straight swims (zig-zag pattern). or in wide
circular swims.

Chaining swim: circular swimming at a fixed distance from the wall. in which the escape platform was

located.

Goal directed strategies

Scanning: the search path was restricted to a limited, often central. area of the pool.

Focal search: searching in a restricted area of the pool. The path in a focal search was characterized by a
directional. straight swim to a specific area followed by dense concentration of superimposed loops and turns
there. Focal search was divided into focal search in a target quadrant. and focal search in the cued platform
position quadrant.

Direct swim: represented by a straight or simple swim path to the location containing the escape platform.

In the progress of the work, we found that some 3xTg-AD mice started a trial using a non-goal directed
strategy but suddenly corrected it into a ‘direct swim’. According to this distinctive feature (non-goal

corrected to ‘direct swim’) we labeled this stra

r as “Corrected strategy”.

The use of each search strategy was presented as a percentage of incidences during each trial over the whole
analyzed experimental period. The codification of the strategies was done upon computerized trajectory

analysis by an experimenter blind to the experiment and was, thereafter, verified by a second observed.
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Concurrently, strategies were categorized in single strategies (use of a unique strategy per trial) o mixed
strategies (use of two or more strategies per trial). The proportion of trials using single vs. mixed strategies

were analyzed in each genotype.

Statistics

Results are expressed as mean = SEM or as incidence of certain behaviors (swimming strategies). Frequency
of non-search behaviors and swimming strategies was caleulated as the total number of trials presenting that
behavior m each paradigm. Differences between genotype (G) and time x genotype (TxG) interval
interactions in the different MWM tasks were analyzed by RMA, Repeated Measures ANOVA. Paired t-test
was used to compare differences between two trials. In all cases. statistical significance was considered at P

<0.05.

Results

Figure 1 and 2 illustrate the quantitative analyses of the variables of time, distance and speed m the different
paradigms of the Morris water maze. The qualitative analyses of non-search behaviors and search strategies
are depicted in figure 3. Besides. figure 4 illustrates representative swimming strategies for each group of

animals

Quantitative analysis

As shown in figure 1. the genotype differences found in the mean latency of the cue learning task [Fig. 1A,
G. F(1.15)=6.289; p<0.05] were missed when using distance variable [Fig. 1C. G. F(1.15)=0.001: p=0.975,
n.s.]. In the place learning task. a ‘time’ effect indicated the presence of an acquisition process for both
variables of mean latency [Fig.1A, RMA, T, F(3.42)=22.805, p<0.001] and distance covered [Fig.1C, RMA,
T. F(3.42)=31.585, p<0.001]. Oanly a further ‘trial by trial’ analysis (Fig 1B and 1D) showed ‘genotype x
time’ interaction effects [all PTL, PT2 and PT3, TxG. F(3.42)=3.036, p<0.05] and some genotype
differences in particular trials. mostly for latency variable [G. all F(1.15)>4.552, p<0.05]. The acquisition
level achieved at the end of the place learning task was similar in both genotypes [latency, PT4.T4. G
(1.15)=4.354; p>0.05, n.s; distance covered, PT4.T4, G (1.15) = 0.642; p=0.05 n.s]. A consistently faster

B8
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swim speed phenotype in the 3xTg-AD mice was found in both cue learning [RMA, G. F(1.15)=39.355:
p<0.001] and in the place task, [RMA, G, F(1,15)=29.593: p<0.001] (Fig. 1F). Similar results were obtained
when floating behavior was taken into account and its contribution on time was discarded (not shown). The
probe trial (Fig. 2) measured memory as the preference for the trained quadrant and the accuracy (number of
annulus crossings) to reach the prior location. There. again, the variables of time and distance were not
sensitive to deteet genotype differences whereas the swimming speed [G. F(1.15)=7.594: p<0.05] perfectly
did. Overall. the quantitative results aware that under these expertmental conditions the cognitive outcome

was strongly conditioned by the genotype differences in swimming speed.
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Figure 1. Quantitative analysis of the cue and place learning tasks assessed in the MWDM test in NTg and
3xTg-AD mice at 13 months of age. ‘Day by day’ (left) and ‘trial-by-trial’ (right) analyses. Data are expressed by
mean = SEM. Open squares: NTg muce. Filled squares: 3xTg-AD mice

ANOVA 2x2: G. genotype effect: T, time effect: TxG. time x genotype interaction effect: *p<0.05. *¥p<0.01.
#4%p<0.001. r-Student test: * p<0.05, ** p<0.01. *** p<0.001vs. the corresponding NTg group.
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PROBE TRIAL
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Figure 2. Probe trial assessed in NTg and 3xTg-AD mice at 13 months of age. Data are expressed by mean =
SEM by time spent in the Platform (P). Adjacent leflt (Al). Opposite (O) and Adjacent right (Ar) quadrants.
Statistics: Between groups. t-Student test.: £ p<0.05. % p<0.01 vs. the NTg group.

Within groups, ANOVA, **¥p<0.001 P vs. all quadrants
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Qualitative analysis

Qualitative features of the navigation strategies were analyzed in the three water maze paradigms according

to the existence or not of a search strategy. They were categorized as follows:
Non-search behaviors

In the C57Bl/6 NTg mice the non-search behaviors were characterized by a high frequency of floating (Fig.
3A) along the test [G. F(3.42)=10.836; p<0.01]. A ‘time’ [T. F(3.42)=4.191: p<0.01]. ‘genotype’ [G.
F(1.14)=10.078; p<0.001] and ‘time x genotype’ interaction effects were found [TxG, F(3.42)=2.95T:
p<0.05] in the duration of this behavior. In contrast. 3xTg-AD circled more often than their counterparts in
the cue and place leaming tasks [both, G. F(1.15)=6.266, p<0.05]. Interestingly. a time effect was found
during the place task [T, F(3.42)=3.212. p<0.05] as a result of the reduction of this non-search behavior

through the test (Fig. 3B).

Search strategies

Search strategies exhibited were analyzed for each paradigm:

Cue learning task
In the first experience in the water maze. random search was observed in most of the 3xTg-AD and NTg
animals. In the successive trials, all the animals progressively changed their random search to a goal-directed

strategy (Fig. 3D).

Place learning task
On the next day, most of the NTg mice swam ‘directly’ to the previous platform position in contrast
to 3xTg-AD mice that used a non-goal directed ‘chaining’ or ‘random’ swim strategy [Fisher exact test:
p<0.05]. When animals failed to find the platform in the expected position, most of them switched their
strategy to ‘random’ swim to search the hidden location [F(7.56)=7.000 vs. all other strategies. p<0.001],

while in the transgenic genotype. ‘chamning’ was the predominant strategy [F(7.56)=2.970 vs. all other
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strategies. p<0.01]. Therefore. on this first day, the acquisition process of the new hidden platform position
implied the use of more than one strategy in the same trial.

Genotype statistical significant differences were found when the data from the second to the fourth
day was considered (see Fig. 3C and 3D) as follows: 1) the proportion of animals using ‘mixed’ vs. ‘single’

strategies [}(_(3)2=10.093: p<0.001]. 2) ‘non-goal’ vs. ‘goal directed’ strategies [XQ)Z:IL-MS: p=0.001]. 3)

searching the platform in the previously trained location [Fisher exact test: p<0.01]. In particular, NTg
animals showed a higher proportion of ‘single’ and ‘goal-directed’ strategies with ‘direct swim’ and ‘foeal
search’ as the predominant [F(7.56)=39.111, both vs. all the others. p<0.001]. In contrast, 3xTg-AD mice
persisted using ‘mixed’ strategies and ‘non-goal directed” strategies with ‘chaining” or ‘random’ swim as the
most common ones [F(7.56)=12.888 both. p<0.001] (Fig. 4). However, with the progress of the acquisition
task. this poor cognitive performance shown by 3xTg-AD mice was improved by training since the mutant
mice exhibited a correction of their navigation trajectory on PT3 and PT4 [‘corrected swim’ Fisher exact

test; p<0.05].

Prabe trial

All animals (100%) swam ‘directly’ to the usual hidden platform and when they failed. they used another
strategy However, NTg mice alternated goal (scanning) and nen-goal directed (chaining) strategies
[F(7.56)=42.666, vs. all other strategies, p<0.001] whereas most of the 3xTg-AD animals persisted using
only one, either a goal or a non-goal directed [incidence (%) alternation of strategies, z=2.157, NTg vs. Tg.

p<0.05].
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Figure 3. Qualitative analysis of the non-search and search strategies assessed ‘trial by trial’ in the
paradigms of the MWM test in NTg and 3xTg-AD mice at 13 months of age. Flotation behavior (Fig 3A).
Circling (Fig 3B). Single vs. mixed strategies (Fig 3C) and Goal vs. non-goal directed strategies (Fig 3D). Data
are expressed by frequency or total number of episodes (n).

RMA: G. genotype effect: T. time effect: *p<0.05. **p<0.01

Post-hoe: * p<0.05, ** p<0.01 vs. the corresponding NTg group.
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Figure 4. Representative swimming strategies in the paradigms of the MWNM shown in NTg (top) and

3xTg-AD groups of mice (bottom) at 13 months of age. Global analysis (left) and detailed analysis (right)
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where all the strategies performed by a representative animal of each genotype are illustrated. Open eircle:
platform position in the cue task, Closed circle: platform position in the place task.

Discussion

The present study provides a detailed phenotyping of the water maze performance of 13 month-old
3xTg AD mice where concomitant cognitive and BPSD-like features determine a distinetive behavioral
performance. The quantitative measures detected genotype differences in the mean escape latency of the cue
learning task as well as in the swimming speed exhibited in all the tasks performed. Most of these results
confirmed the presence of a strong BPSD-like profile while escape latency and distance covered were less
accurate to reflect the AD-related impairment. The increased swimming speed found in all the paradigms.
independently of the difficulty of the task, confirms the existence of a consistent hyperactivity pattern as also
previously described in actimeter (Giménez-Llort ef al., 2007) and voluntary wheel running cages (Garcia-
mesa et al., 2011) and forced-swim test (Torres-Lista and Giménez-Llort. 2014). It is considered that
hyperactivity or the presence of floating (Porsolt ef al.. 1977) render to a lower reliability of these
quantitative variables (Gerlai. 2001). To avoid this problem and assess cognition with less influence of
concomitant activity or emotional patterns. some authors do a previous training of the animals in the task or
administer handling procedures that attenuate or even abolish them. However, our purpose is to perform a
phenotyping considering both the existence of cognitive impairment and BPSD-like patterns and., instead. we
use such procedures as non-pharmacological interventions (Baeta-Corral and Giménez-Llort. 2013).
Therefore, in the present work. the qualitative analysis provided additional insights to assess the cognitive
impairment based in the animal's strategies used during these task-solving paradigms. Similarly, in previous
reports done in other mutant models. such as the knockout for AR mice (Lang e al., 2003) the analysis of
the navigation strategies showed genotype differences not reflected by single measures such as escape
latency or swim path.

Furthermore, the distinction of non-search behaviors (floating and circling) from search strategies
allowed to do a more refined definition and distinetion of the features of each genotype. Noticeably, a high
frequency of floating was exhibited by the NTg animals. Here. it is interesting to remind that, contrary to

rats, the Morris water maze test entails a stressful condition for mice that is often overcome with floating
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behavior that could be linked to a lack of motivation, even as a kind of behavioral despair (Porsolt et al..
1977). As aforementioned, despite some authors defend that animals have to be habituated to the water maze
and swimming in water before assessing any task on this test, we suggest that in faet, it is the naive condition
which better reflects how anxiety and emotional-related behaviors may interfere in complex tasks-solving
cognitive paradigms. In the transgenic genotype. the preferential non-search behavior was circling. This non-
search behavior could be considered as a stereotyped with copying with stress purposes. Interestingly. a

reduction of circling was observed through the test. supporting this hypothesis.

The cognitive flexibility in the 3xTg-AD and NTg mice was studied taking into consideration that
single or mixed strategies can be present in a particular trial. In contrast. most of the studies reduce the
analysis to the predominant strategy of each trial (Gréotendorst et al., 2001: Lang et al., 2003; Janus, 2004;
Brody and Holtzman, 2006: Collison, er al., 2012: Barack er al.. 2013). Qualitative criteria based on non-
goal vs. goal directed strategies. similar to the atrophic non-spatial or spatial search strategy classification,

did also contribute to do a more refined distinction between the 3xTg-AD and NTg genotypes.

Overall. the cue task allows to control for sensorimotor or motivational confounding factors and to
establish post-habituation baseline before the hidden place task (Guinello et al., 2009). It is also relevant to
point out that its first trial also entails a ‘naive’ condition to measure cognitive abilities. in contrast to the
‘experience’ in the maze that drives the performance in the subsequent trials. As expected, when the animals
were released into the water for the first time, with no previous experience or knowledge of the task, random
search was observed in most of the 3xTg-AD and NTg animals. Learning is influenced by the experience
(Donato et al.. 2013) and this could be seen as the progressive change of the random search to goal-directed
strategies along the successive trials. Hence, direct swim became the most observed strategy. partly because
of the intramaze cue facilitating the localization of the platform (Giménez-Llort et al.. 2013). In this task, the
performance was optimal in all the animals. Probably. because this task does not require the development of
spatial mapping strategy for its solution (JTanus, 2004) both 3xTg-AD and NTg mice were able achieve the

same level of post-habituation baseline.
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Regarding the place learning, the change of position of the platform increased the difficulty of the
task (Giménez-Llort er al.. 2013). In its first trial, animals failed to find the platform in the previous trained
position. Genotype differences were found in the task solving strategies used to find the new location. In the
subsequent trials, the performance of 3xTg-AD mice was characterized by the use of ‘mixed’ strategies
(several strategies performed in a single trial) and a high incidence of non-goal directed strategies. Poor
cognitive flexibility of 3xTz-AD mice was also shown as a persistence of search in the cue trained position

and the need to use a ‘corrected’ strategy to find the new location.

In the probe trial. the last paradigm, all the animals swam directly to the expected platform position.
Once they failed to find it there, genotype differences were found in the performance of the search strategies
used during the rest of the 60 seconds trial. 3xTg-AD mice persisted in the search of the platform using

‘chaining’ while the strategy choice of NTg mice was more mixed (Cuthbert er al., 2007).

Conclusions

In summary. a detailed qualitative ‘trial by trial” analysis allowed to find different navigation patterns in old
3xTg-AD mice as compared to NTg animals. Overall, the use of several strategies in a single trial. high
incidence of non-goal directed strategies. persistence of focal search in the previous platform position and
cireling were found as characteristic for 3xTg-AD mice. Trials more suitable to reflect genotype differences
arc those that involve either a naive situation (first trial of the cue leamning task) or the difficulty of a new

task (first trial of the place task and the probe trial).
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