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1. Resum  

El principal factor de risc en la malaltia d’Alzheimer (AD), la demència 
senil més freqüent, és l’edat i presenta major incidència en el gènere 
femení. En la seva aparició, se li atribueixen també altres factors de 
risc, tant biològics (genètics i no genètics) com ambientals. La seva 
forma familiar heretada genèticament (FAD), que es presenta en menys 
del 5% dels casos, i l’esporàdica, majoritària i d’etiologia desconeguda, 
acostumen a mostrar un patró temporal diferent pel que fa a l’edat 
d’inici i la taxa de progressió del procés neurodegeneratiu. Per tant, es 
classifiquen també com a AD d'aparició primerenca (edat d’inici < 65 
anys), i AD d’aparició tardana (edat d’inici > 65 anys), respectivament. 
Tot i això, el fet que comparteixin els mateixos símptomes clínics 
cognitius i els conductuals i psicològics associats a la demència 
(BPSD) així com processos neuropatològics subjacents, ha permès a 
nivell experimental, la utilització de models animals de tipus genètic 
portadors dels transgens humans per a l’avenç en l’estudi de la malaltia.  

Els ratolins 3xTg-AD (PS1/M146V, APPSwe i tauP301L), creats pel 
laboratori de Laferla (UCI, USA, 2003), que desenvolupen de forma 
progressiva els trets neuropatològics βA i tau característics de la 
malaltia, amb un perfil temporal i neuroanatòmic similar al que es 
presenta en els pacients, han estat els subjectes experimentals d’aquesta 
tesi doctoral. En l’Estudi I, aquest model animal ha permès estudiar 
l’impacte del factor genètic i del gènere en l’expressió de les conductes 
bizarres, fins ara no caracteritzades, com a part del seu patró 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 estimulació 
ambiental de tipus sensorial tàctil administrada durant l’ontogènia: el 
handling postnatal. El tractament va reduir en els dos genotips, no 
transgènic (NTg) i 3xTg-AD, la conducta de petrificació i, 
especialment en les femelles, les conductes bizarres desenvolupades en 
el test del camp obert. D’altra banda, va potenciar la conducta de 
valoració del risc en la caixa fosca/clara. Finalment, el handling va 
exercir efectes selectius, actuant sobre les ‘estratègies per fer front a 
l’estrès’ en aquestes proves conductual ansiogèniques sense modificar 
l'activitat exploratòria per se.  

Tenint en compte que la cafeïna exerceix efectes farmacològics 
estimulants però també ansiogènics i que els efectes d’aquest hàbit de 
vida són 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 
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que mostra aquest model animal. Els resultats de l’Estudi II van 
demostrar que el tractament oral crònic amb una dosi baixa de 
0,3mg/Kg de cafeïna iniciat als 6 mesos d’edat (inici dels símptomes 
cognitius i BPSD) va modificar a llarg termini la major part de les 
conductes avaluades als 13 mesos d’edat (inici de les fases avançades 
de la malaltia). En concret, la cafeïna va incrementar la neofòbia i altres 
conductes del perfil ansiós, que en el cas del model 3xTg-AD es va 
traduir en un agreujament del seu patró BPSD. També va alterar el 
ritme circadià en els animals 3xTg-AD, incrementant l’activitat motora. 
La caracterització d’estratègies de navegació va permetre definir 
patrons d’aprenentatge i memòria distinctius entre els dos genotips 
(3xTg-AD: natació en cercles i estratègies mixtes i no dirigides; NTg: 
presència de flotació i estratègies úniques i dirigides) que van ser 
millorats per la cafeïna. Les variables clàssiques de latència i distància 
no van mostrar efectes beneficiosos, probablement per la interferència 
de la hiperactivitat dels 3xTg-AD i els efectes estimulants de la cafeïna 
en els NTg.  

Finalment, donat que l’edat és el principal factor de risc per a 
desenvolupar l’AD de tipus esporàdic, es va estudiar un model 
farmacològic d’envelliment accelerat basat en l’increment de l’estrès 
oxidatiu induït per l’administració crònica s.c. de 100mg/Kg de D-
galactosa durant 56 dies. En ratolins d’ambdós gèneres de la soca 
c57bl/6, els efectes només es van observar a nivell d’equilibri en els 
mascles i en la coordinació motora en ambdós gèneres. Per contra, la 
D-galactosa va mostrar efectes positius dosi dependents (0-50-
100mg/Kg) en altres dimensions com l’activitat exploratòria en els 
mascles, les conductes bizarres en les femelles així com algunes 
tasques d’aprenentatge i memòria de forma dependent del gènere. 
Aquesta caracterització dels efectes dosi resposta del tractament crònic 
amb D-galactosa ha permès 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 l’estudi de l’envelliment i altres malalties 
neurodegeneratives.  

Per la seva trascendència translacional en l’estudi del dolor en pacients 
amb dèficit cognitiu i/o demència, en l’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 l’edat.
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2. Introducció  

 Durant les últimes dècades, els processos neurodegeneratius i 
les demències han despertat un especial interès tant en la vessant de la 
recerca bàsica com en la clínica. Un informe de la OMS publicat l’any 
2012 indicava que en el món hi ha uns 35,6 milions de persones que 
pateixen demència i, cada any es registren 7,7 milions de casos nous. El 
DSM-IV-TR (APA, 2000) distingeix diversos tipus de demència, de les 
quals els subtipus més comuns en ordre de freqüència són la de tipus 
Alzheimer (AD), la demència vascular (VaD), la demència amb cossos 
de Lewy (DLB) i la demència frontotemporal (FTD). No obstant, altres 
poden ser les causes del desenvolupament de la demència, com per 
exemple, les causades per traumatisme cranial o per altres malalties 
mèdiques, com la malaltia de Parkinson, la malaltia de Huntington,  la 
malaltia de Pick, entre d’altres. Particularment, la demència tipus 
Alzheimer, és una malaltia neurodegenerativa que afecta 
aproximadament al 2% de la població en els països desenvolupats i 
s’espera que aquestes xifres puguin arribar a quadruplicar-se durant els 
pròxims 40 anys (Brookmeyer et al., 2006).  

Aquest treball d’investigació de recerca bàsica, en el model murí triple 
transgènic 3xTg-AD per a la malaltia d’Alzheimer, s’emmarca dins de 
l’estudi a nivell conductual dels diferents factors de risc que influeixen 
en l’aparició i progressió de la malaltia, així com la valoració dels 
efectes beneficiosos d’estratègies preventives i/o terapèutiques basades 
en hàbits i estils de vida.  

 

2.1 Complexitat clínica de la malaltia d’Alzheimer 
 Després que Alois Alzheimer descrivís per primera vegada els 
símptomes de la malaltia que més tard portaria el seu nom, gran part de 
la recerca s’ha centrat en l’estudi dels aspectes moleculars i 
neuropatològics, així com els dèficits cognitius característics associats a 
aquesta malaltia.  

A nivell clínic, la progressió de la malaltia d’Alzheimer es divideix en 
diferents estadis definits segons el grau de severitat i/o freqüència de 
símptomes en els pacients, sobretot aquells relacionats amb la funció 
cognitiva. Seguint aquests criteris s’han establert les següents fases: 
una primera fase anomenada preclínica, assimptomàtica; una fase de 
deteriorament cognitiu lleu (en anglès 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 comença la 
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pèrdua de memòria, per exemple, oblida noms i té dificultat per 
recordar on són les coses. A més, en aquest estadi és possible que 
s’observin els primers canvis de personalitat. Quan hi ha greus 
alteracions en les capacitats cognitives, com per exemple, la incapacitat 
de reconèixer cares familiars, es diu que el pacient es troba en un estadi 
moderat de la malaltia. Alhora, en aquest estadi, és freqüent que 
algunes de les activitats de la vida diària, 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 l’estadi sever, la malaltia està tan avançada que els 
pacients no són conscients del seu entorn i tenen moltes dificultats per 
dur a terme tasques vitals com parlar, menjar o tenir cura de sí 
mateixos. Encara que, a dia d’avui, un diagnòstic segur només es pugui 
fer post mortem, existeixen diferents vies  com la punció lumbar per 
obtenir mostres del líquid cefaloraquidi (LCR), tècniques d’imatge 
cerebral i la valoració neurofisiològica. Segons el DSM (APA, 2000) 
l’AD es caracteritza per un conjunt d’alteracions progressives, moltes 
d’elles relacionades amb el funcionament cognitiu, que són 
suficientment severes com per causar greus problemes en l’àmbit social 
i/o professional. Els pacients pateixen dèficits de memòria tant 
anterògrada, (basada en la capacitat d’aprendre nova informació) com 
retrògrada (recordar informació anteriorment apresa) i, com a mínim, 
alguna dels següents alteracions: afàsia (problemes en la parla), apràxia 
(disminució de les capcitats per dur a terme activitats motores), agnòsia 
(incapacitat de reconèixer o identificar objectes) i alteracions en les 
funcions executives (planificació, organització, seqüenciació). 

D’altra banda, els símptomes neuropsiquàtrics associats a la demència 
també són bastant prevalents entre els pacients de l’AD (Reisberg et al., 
1987). La seva importància recau en el fet que són la font principal de 
patiment dels pacients i alhora provoquen una càrrega física i mental 
per a la família i per als professionals (Tan et al., 2005). D’ençà, a 
nivell clínic, s’han establert escales de valoració d’aquests símptomes, 
als quals també se’ls refereix com Símptomes Comportamentals i 
Psicològics associats a la Demència (SCPD o en anglès i a partir d’ara, 
BPSD –Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia–). 
D’entre el gran ventall de BPSD associats a l’AD, els símptomes 
psicòtics, com poden ser els deliris, al·lucinacions o els patrons motors 
aberrants i, d’altra banda, els emocionals, com l’agitació i la 
irritabilitat, l’ansietat o l’apatia són els BPSD amb més incidència entre 
els pacients de l’AD, ja es trobin tant en una fase mitja com avançada 
de la malaltia (Shimabukuro et al., 2005). Estudis observacionals 
indiquen que la presència i/o severitat d’aquests BPSD poden estar 
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influenciats pels factors edat i gènere (Steinberg et al., 2006; Zuidema 
et al., 2009; Karttunen et al., 2011) i alhora, alguns d’ells augmenten en 
freqüència i/o severitat amb la progressió de la malaltia (Piccininni et 
al., 2005). Altres factors rellevants que poden influenciar en el 
desenvolupament de BPSD són la comorbiditat mèdica, determinats 
dèficits neuropsicològics o problemes en la percepció (Steinberg et al., 
2006; García-Alberca et al., 2010). A causa d’aquesta variabilitat i 
heterogeneïtat, és imprescindible que a l’hora d’avaluar aquests 
símptomes es tingui en compte l’historial clínic, però també les 
experiències subjectives del pacient i els informes detallats dels 
professionals i cuidadors responsables (Ford, 2014). De fet, existeixen 
més d’una trentena d’escales de classificació validades que, d’una 
manera senzilla, donen una visió objectiva de la naturalesa i del grau de 
severitat del problema. En la pràctica clínica, les escales més 
freqüentment utilitzades són les anomenades ‘Inventori 
Neuropsiquiàtric’ (Neuropsychiatric Inventory, NPI) (Cummings et al., 
1994) i ‘Símptomes Comportamentals en la Malaltia d’Alzheimer 
(Behavioral Symptoms in Alzheimer’s Disease, BEHAVE-AD) 
(Reisberg et al., 1987) ja que són dues de les escales que comprenen un 
ampli espectre de BPSD i que inclouen, per a cada símptoma, la 
puntuació de variables com la freqüència, la severitat i el patiment per 
al cuidador.  

Per últim, el deteriorament de les funcions executives i activitats de la 
vida diària (DLA), juntament amb alguns dels BPSD, com les 
conductes bizarres, sovint prenen un segon terme en el camp de la 
investigació, malgrat ser els primers signes de la malaltia d'Alzheimer i 
comportar una gran càrrega per als pacients i cuidadors (Reisberg et al., 
1987). Ara bé, en els darrers anys, s’està prenent consciència d’aquesta 
problemàtica i, cada vegada més, els estudis clínics on s’avaluen  
estratègies terapèutiques no es limiten als seus efectes sobre la pèrdua 
de memòria, sinó que també busquen beneficis sobre els BPSD i les 
DLA (Littbrand et al., 2011). 
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2.2 Nocicepció en la malaltia d’Alzheimer  
El tractament del dolor en les persones amb demència és un problema 
crític ja que la incidència en els pacients és del 20-60%. Concretament, 
en els pacients d’Alzheimer s’estima que és de les més altes, amb una 
incidència gairebé del 60% (Pautex et al., 2006). Durant els últims 
anys, s’estan utilitzant tècniques psicofísiques i de neuroimatge que 
ajuden a comprendre millor el processament del dolor en el cervell, així 
com per identificar els canvis estructurals i funcionals en la malaltia 
d'Alzheimer. Però la interpretació de la complexa relació entre la 
patologia de l’AD, l'activació cerebral, i els informes en relació a la 
percepció 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) i medial (afectiva) com les principals vies de transmissió i 
codificació del dolor, existeixen evidències que donen suport a una 
xarxa de dolor rostral addicional, que es creu que participa en la 
producció de les conductes relacionades amb el dolor (revisat per 
Monroe et al., 2012). La percepció emocional o afectiva del dolor, 
avaluada a través de l'informe verbal i de la visualització de la 
conducta, es pot veure modificada en l’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 tolerància a aquest tipus de dolor (Benedetti et 
al., 1999) en comparació amb la gent d’avançada edat sense demència, 
i que no es deu a una pèrdua de la memòria al dolor (Scherder et al., 
2001). Això succeeix perquè la majoria de les àrees 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 percepció del dolor i l'expressió del 
comportament poden ser hiper- o hipoactius, depenent de la regió del 
cervell involucrada, de l’estadi de la malaltia, i del tipus de dolor 
(estímuls experimentals aguts o condicions mèdiques cròniques). Les 
persones amb un estadi moderat a sever de l’AD, per tant, poden 
experimentar dolor, però ser incapaços 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 psicofísiques 
(verbals o conductuals) i neurofisiològiques (activació cerebral) poden 
abordar les mancances que actualment existeixen en el coneixement de 
processament del dolor en l’AD i revelar la relació entre els processos 
neuronals i els resultats verbals i comportamentals en presència de 
dolor agut o crònic.  
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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 l’edat d’inici en AD 
d'aparició primerenca (-early onset Alzheimer’s disease- EOAD, edat 
d’inici < 65 anys), mentre que l’AD esporàdica, la qual representa > 
95% dels afectats, és d’aparició tardana (-late onset Alzheimer’s 
disease- LOAD, edat d’inici > 65 anys).  

Encara que clínicament són indistingibles, la FAD està  
generalment associada amb una taxa més ràpida de la progressió i amb 
un patró d'herència mendeliana. Tres gens (APP, PS1 i PS2) que 
codifiquen proteïnes implicades en la degradació de l’APP i generació 
de βA, han estat fermament implicats en la fisiopatologia de la FAD. 
Mutacions lligades a l’AD a aquests tres gens presenten una alta 
penetrància (>85%), són majoritàriament d'herència autosòmica 
dominant, i condueixen cap a l'agregació de βA i a la malaltia d'inici 
primerenc. En canvi, els gens implicats en l’augment del risc de l’AD 
esporàdic no segueixen un patró d’herència mendeliana. En aquests 
casos, el risc esperat de patir la malaltia es duplica en els familiars 
directes de pacients amb AD esporàdic comparat amb la resta de 
població sense aquests antecedents genètics. A més, es produeixen més 
casos de LOAD en bessons monozigòtics que en bessons dizigòtics, el 
que suggereix una contribució genètica 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 l’aparició de la malaltia d’Alzheimer, la 
presència tant de factors de risc biològics (genètics i no genètics) com 
ambientals són els responsables de l’aparició de dita malaltia.  

La presència de factors de risc genètics contribueixen a l’aparició de la 
malaltia d’Alzheimer, com és el cas del gen de l’apolipoproteïna E 
(ApoE), concretament la forma al·lèlica ApoEε4. En la població blanca 
no-caucàsica, el fet de tenir un al·lel ApoEε4 està associat amb un 
increment del risc de 2 a 3 vegades de patir Alzheimer, mentre que si es 
tenen les dues còpies al·lèliques, el risc incrementa fins a 5 vegades o 
més (Kuusisto et al., 1994). A més, aquest gen també se l’ha relacionat 
amb el MCI (Sasaki et al., 2009) i amb la progressió del MCI cap a 
l’AD (Petersen et al., 1995; Ramakers et al., 2008; Barabash et al., 
2009; Blom et al., 2009). Dels gens coneguts que es relacionen amb 
l’aparició de l’AD, l’al·lel ApoEε4 es relaciona amb aproximadament 
el 40% dels casos de l’AD de tipus esporàdica. No obstant, altres gens 
relacionats amb l’aparició de l’AD són 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 gràcies als estudis d'associació de genoma 
complet (GWAS) (5%) i l’APP (<1%). Tot i els grans avenços, 
actualment encara es desconeixen les causes d’aparició de l’AD en la 
meitat dels casos (Pericak-Vance i Haines, 2009). 

Tal i com succeeix en altres malalties com el càncer, la diabetis o les 
malalties cardiovasculars, dins dels factors biològics no genètics, l’edat 
és el principal factor de risc. Això afegeix una complexitat en l’estudi 
dels possibles mecanismes implicats en la malaltia d’Alzheimer. 
Tanmateix, certes malalties que comporten factors de risc vascular com 
ara la hipertensió, la diabetis, l’obesitat i la hiperlipidèmia són també 
considerats factors de risc per a l’AD, alhora que comorbiditats. Als 
efectes negatius que la hipertensió té sobre la integritat vascular de la 
barrera hematoencefàlica (BBB) (Kalaria, 2010) s’hi afegeixen 
possibles danys cel·lulars, una disminució en la funció neuronal o 
sinàptica, apoptosi i, fins i tot, un augment de la deposició de βA 
(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 associació 
indirecta, ja que realment la DMII comporta un augment del risc de 
patir accidents cerebrovasculars, els quals alhora disminueixen el nivell 
llindar de βA necessari per causar danys cognitius (Arvanitakis et al., 
2006). D’altra banda, la hiperinsulinèmia associada a la DMII és l’altre 
fenomen que relaciona a la DMII amb l’AD ja que l’insulina pot 
travessar la BBB i, en la vellesa, la infusió d’insulina perifèrica 
incrementa la deposició de βA i la fosforilació de tau en el cervell 
(Park, 2001). En relació a l’obesitat, estudis realitzats en pacients 
diabètics, on l’obesitat és un fet freqüentment observable (Adebisi i 
Oghagbon, 2003), s’ha vist que aquesta està associada amb la 
hiperinsulinèmia. Així doncs, en individus amb obesitat, la 
predisposició a desenvolupar Alzheimer es podria veure incrementada 
per la hiperinsulinèmia. Finalment, cada vegada hi ha més estudis que 
suggereixen que alts nivells lipídics en sang, entre els quals s’inclou el 
colesterol, incrementa el risc de patir Alzheimer ja que aquest 
augmenta la producció de βA en determinades àrees cerebrals, com per 
exemple, en l’hipocamp. Així doncs, l’ús de fàrmacs per reduir el 
colesterol, com les estatines, mostren una disminució de patir AD 
(Wolozin et al., 2000; Puglielli et al., 2003; Ejsing et al., 2006) ja que 
redueixen els nivells de colesterol i tenen propietats antiinflamatòries 
(Borenstein et al., 2006). 

S’han identificat factors ambientals que influeixen el risc de patir 
Alzheimer. Dins d’aquest grup es troben la dieta, l’exercici físic o el 
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nivell educatiu. D’entre els hàbits alimentaris, un consum calòric elevat 
o dietes riques en greixos saturats poden contribuir en el risc de patir un 
increment del dany cognitiu en persones d’edat avançada (Morris et al., 
2004). A més, s’ha vist que alguns casos clínics 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, però també durant els darrers anys s’ha demostrat que 
participa directament en la cascada amiloide, mitjançant la potenciació 
del processament amiloidogènic de l’APP (Pappolla et al., 2003). No 
obstant, la hipòtesi 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 física té un efecte 
important sobre el desenvolupament de l’AD. Alguns estudis 
epidemiològics realitzats durant els darrers anys han demostrat que un 
nivell baix d’activitat física contribueix al desenvolupament de 
malalties cròniques en la gent d’edat avançada, on s’inclouen malalties 
coronàries, accidents cerebrovasculars, diabetis, càncer, i també, 
l’Alzheimer (Solfrizzi et al., 2008, Chen et al., 2014). Alhora, la manca 
d’activitat física combinada amb uns hàbits nutricionals deficients 
contribueixen a augmentar l’índex d’obesitat en la població 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 demències. Així ho demostren estudis 
epidemiològics, on les persones d’edat avançada amb menor nivell 
educatiu mostraven una major incidència de demència que les persones 
amb alt nivell (Petrosini et al., 2009). La reserva cognitiva, tant 
estructural com funcional induïda 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 esporàdica i, 
probablement, la combinació de diversos d’aquests factors, la que en 
sigui  la responsable. El fet d’entendre com actuen aquests factors o 
com modifiquen els processos neuropatològics i les alteracions 
neurofisiològiques subjacents, condueix a la millora de les estratègies 
preventives i terapèutiques per a la malaltia. Als fàrmacs i vacunes 
s’incorporen altres estratègies que consideren la importància de canvis 
en la dieta i en l’estil de vida. 
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2.4 Estratègies preventives i terapèutiques 
Estratègies preventives 

La càrrega mundial de la malaltia d'Alzheimer que es preveu en les 
pròximes dècades (Brookmeyer et al., 2007) exigeix considerar 
seriosament el potencial de les estratègies preventives per retardar la 
seva aparició o frenar la seva progressió. Els esforços s'han de fer per 
reduir la seva prevalença i incidència ja que les estratègies 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 càrrega 
genètica i les experiències de vida guarden relació amb les vies que ens 
allunyen o acosten a l’AD (Mattson, 2004). Tot i que la genètica juga 
un paper important en la determinació de la capacitat intel·lectual, hi ha 
nombrosos factors que intervenen en el procés d'envelliment natural 
que redueix la probabilitat de desenvolupar demència (Daffner, 2010). 
No només l’educació, sinó també les activitats socials, físiques 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 metanàlisis han indicat que 
l'estil de vida es correlaciona amb el retard en l'aparició del MCI i una 
menor incidència de l’AD, encara que alguns altres estudis mostren 
discrepàncies. 

Programes d’estimulació 

Tot i que existeix una varietat considerable entre els estudis, 
l’estimulació cognitiva (en anglès, cognitive stimulation CS) mostra un 
efecte global positiu, especialment en el domini cognitiu tan en 
individus sans com pacients d’AD. L'evidència d'aquests estudis i el fet 
que contribueixen a una millor comprensió de la fisiopatologia de l’AD 
ha portat a idear formes de CS com a mesures preventives i 
terapèutiques per a les malalties neurodegeneratives basats en nous 
marcs de l'estructura cerebral, la funció i la connectivitat (revisat per 
De Marco, 2014). Múltiples modalitats d'estimulació cognitiva s'han 
dissenyat i provat en persones que es troben en un estadi prodròmic de 
la malaltia d'Alzheimer, com per exemple, la rehabilitació cognitiva, 
donant resultats molt esperançadors (Moro et al., 2014). A més 
d’aquestes modalitats d’estimulació cognitiva, els programes 
d’estimulació física o l’estimulació ambiental/sensorial també formen 
part del conjunt d’estratègies preventives. D’una banda, la pràctica 
voluntària regular d’exercici físic és reconeguda mundialment com a 
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una de les estratègies que formen part un estil de vida saludable (OMS, 
2010). Nombrosos estudis epidemiològics realitzats durant els darrers 
anys indiquen que el fet d’adquirir un estil de vida actiu millora l’estat 
físic i mental alhora que pot reduir el risc de patir certes malalties. Pel 
que fa a l’AD, estudis recents indiquen els múltiples efectes 
beneficiosos d’aquest hàbit de vida, ja que disminueix alguns aspectes 
neuropatològics, com els nivells de βA i la fosforilació de la tau en 
l’hipocamp, incrementa els nivells de BDNF i, alhora que és capaç de 
millorar-ne alguns símptomes, com el dèficit cognitiu. També millora 
la plasticitat sinàptica hipocàmpica (LTP), estimula la neurogènesi, la 
glicogènesi i l’angiogènesi, i presenta efectes neuroprotectors en el 
cervell (revisat per Phillips et al., 2014). D’altra banda, el grau de 
socialització també té el seu paper dins del risc a desenvolupar algun 
tipus de demència (revisat per Jedrziewski et al., 2014). De fet, tant 
l'estimulació cerebral com la socialització són importants en la 
plasticitat cerebral. Per exemple, estudis realitzats en pacients amb AD 
lleu a moderada que van participar en intervencions de socialització 
durant més d’un any, indiquen que durant aquest període no va haver 
una disminució del funcionament cognitiu en els pacients (Arkin, 
2007). D’altres, duts a terme també en persones d’edat avançada han 
obtingut resultats prometedors. Concretament, el fet d’utilitzar recursos 
socials, que inclouen per exemple, les xarxes socials i la participació 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 l’última dècada, el nombre d’estudis que demostren la capacitat de 
la dieta per modificar el risc de l’AD ha augmentat considerablement 
en paral·lel a l’afermament de la hipòtesi d’un augment de l’estrès 
oxidatiu en les malalties neurodegeneratives. Estudis recents han 
evidenciat que una dieta hipocalòrica, rica en antioxidants i àcids 
grassos mono- i poliinsaturats està associada a una disminució de la 
incidència de l’AD (Solfrizzi et al., 2006; Gu et al., 2010) 
independentment del nivell d’activitat física (Scarmeas et al., 2009) i 
de la comorbiditat vascular (Scarmeas et al., 2006). Estudis in vitro 
mostren una reducció tant de la peroxidació lipídica associada a βA 
com de l’apoptosi mitjançant l’acció 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 l’AD perquè disminueixen el risc de patir 
accidents cerebrovasculars (Vokó et al., 2003). A més de reduir l’estrès 
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oxidatiu, els àcids grassos poliinsaturats tenen efectes beneficiosos 
sobre funcions neuronals i vasculars i en processos inflamatoris 
(Yehuda et al., 2002). Tot i això, hi ha resultats que creen 
discrepàncies, per exemple, alguns estudis no mostren resultats tan 
positius, ja que no s’ha pogut demostrar una associació directa entre els 
efectes de les dietes suplementades amb vitamina E i àcids grassos 
poliinsaturats i la millora de la capacitat cognitiva (Kang et al., 2006; 
Chiu et al., 2008). D’altra banda, la cafeïna està sorgint com un agent 
protector enfront de la progressió de la malaltia però també davant els 
dèficits associats al propi l'envelliment (Marques et al., 2011). De fet, 
el consum crònic de cafeïna també ha demostrat tenir efectes 
beneficiosos, com pot ser la potenciació tant de les capacitats físiques 
com psíquiques, alhora que també se l’ha relacionat amb la disminució 
del risc a patir algunes malalties (veure Cunha i Agostinho, 2010). Per 
tant, cal tenir en compte el potencial de la cafeïna com un modulador 
epigenètic i les conseqüències que podria tenir per a aplicacions 
preventives i terapèutiques en l’AD.  

La cafeïna (1-3-7-trimetilxantina), l’estimulant més extensament 
consumit en el món, es troba en begudes i menjars comuns com el cafè, 
el te, refrescos de cola i la xocolata. Gairebé el 90% de la població dels 
països desenvolupats consumeixen cafeïna i el seu consum mitjà 
mundial està estimat en 70mg/persona/dia, encara que en certs països 
com Suècia és superior als 400mg/persona/dia (revisat per Fredholm et 
al., 1999). A nivell fisiològic, en els humans, la concentració 
plasmàtica màxima de cafeïna 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 cafeïna pot provocar alteracions de diverses 
funcions fisiològiques, com la locomoció, els patrons de la son o les 
funcions cardiovasculars (Fredholm et al., 1999, 2007). 

A nivell molecular, la cafeïna és un antagonista competitiu dels 
receptors d’adenosina (Fredholm, 1980; Fredholm et al., 1999), i actua 
majoritàriament sobre els receptors A1 i A2A (Fredholm et al., 1999) 
(veure figura I). 

Els efectes de la cafeïna depenen la durada del tractament i de la dosi 
administrada. Breument, els principals efectes del tractament agut de 
cafeïna són l’estimulació de la freqüència cardíaca i el patró bifàsic 
característic de l’activitat motora (Fredholm et al., 1999). L’acció 
estimulant es pot veure a dosis baixes (Fredholm et al., 2001), 
importants perquè són similars a les consumides diàriament pels 
humans, mentre que els efectes depressors s’observen a dosis altes 
(Daly i Fredholm, 1988). D’altra banda, els tractaments crònics poden 



 

 
23 

tenir diversos efectes i sobretot dependran de la dosi administrada. En 
els humans, un consum de cafeïna elevat (igual o superior a 4 tasses de 
cafè diàries) s’ha associat a problemes d’ansietat i depressió. En 
general, l’ús perllongat de dosis altes de cafeïna provoca alteracions en 
l’estat d’ànim, a més de complicacions físiques, com poden ser 
problemes cardiovasculars, alteracions del son, migranyes, entre 
d’altres (revisat per Higdon i Frei, 2006). Ara bé, dosis baixes de 
cafeïna (20-200mg/dia) s'associen amb efectes subjectius positius en 
l’estat d’ànim: benestar, confiança, motivació, alerta, vigilància, 
eficiència, concentració i desig de sociabilització (veure Griffiths et al., 
1990; Silverman et al., 1994). Si bé és cert que aquest conjunt de 
sensacions sobre l’estat anímic ha estat descrit en molts estudis, l’efecte 
potenciador de la cafeïna sobre les capacitats cognitives encara és 
objecte de debat a dia d’avui. Probablement, aquesta controvèrsia entre 
els resultats es degui a la variabilitat metodològica emprada entre els 
diferents laboratoris, ja que determinats factors poden influir en els 
resultats, fet que dificulta l’obtenció de conclusions definitives (revisat 
per Cunha, 2008). La importància de conèixer els efectes de la cafeïna 
sobre la cognició recau en el fet que existeixen indicis que apunten que 
la seva ingesta sembla limitar o prevenir la progressió algunes malalties 
neurodegeneratives i altres trastorns crònics com la diabetis o certs 
tipus de càncer. Per tant, el consum de cafeïna no només respon a un 
hàbit de vida sinó que també cal tenir en compte que moltes 
investigacions actuals estan centrades en el possible ús profilàctic i/o 
terapèutic de la cafeïna en certes malalties. 

Tal  i com s’ha mencionat en apartats anteriors, l'envelliment és un altre 
factor que s'ha correlacionat amb l'aparició i la progressió de l’AD. 
Malgrat que encara es desconeixen els processos propis de 
l’envelliment, l'ús de la cafeïna per tractar dèficits cognitius associat a 
l’envelliment natural o al patològic, com en l’AD, mostra resultats 
prometedors. De fet, el seu paper com a possible agent protector es 
basa en la seva acció farmacològica bloquejant el receptor d'adenosina 
A2A, el qual mostra una expressió i funció aberrant  en  l’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 cafè diàries en la 
població de mitjana edat s'associa, en el 65% dels casos, amb un menor 
risc de desenvolupar demència en un futur (Eskelinen et al., 2009). 

 

 

https://xpv.uab.cat/content/51/1/,DanaInfo=.apicuqwk2Hj20q6x3-85t5BV.D5+83.long#ref-211
https://xpv.uab.cat/content/51/1/,DanaInfo=.apicuqwk2Hj20q6x3-85t5BV.D5+83.long#ref-211
https://xpv.uab.cat/content/51/1/,DanaInfo=.apicuqwk2Hj20q6x3-85t5BV.D5+83.long#ref-472
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Figura I. Esquema dels mecanismes d’acció de la cafeïna i altres antagonistes i 
agonistes dels receptors d’adenosina A1 i A2A en la malaltia d’Alzheimer 
(Rivera-Oliver i Díaz-Ríos, 2014). (-) inhibició. Els efectes beneficiosos de la 
cafeïna reportats tenen relació amb el seu ampli espectre d’actuació. Com es 
pot observar en la figura, la cafeïna i altres tipus de antagonistes A2A, són 
fàrmacs psicoestimulants que actuen inhibint des de processos moleculars, 
com l’increment de la producció/agregació del pèptid βA; cel·lulars, com les 
lesions cerebrals; fins a funcionals, com el dany cognitiu; tots ells 
característics de l’AD. 

 

Estratègies terapèutiques  

En els pacients, malgrat la gran quantitat d'esforços dedicats a trobar 
una cura o un alleujament de l’AD, només hi ha dos tipus de fàrmacs 
aprovats per l’agència 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 això, existeixen altres estratègies terapèutiques, com la 
immunoteràpia, els fàrmacs per reduir el colesterol, els inhibidors de la 
BACE, etc. (veure figura II). La majoria dels enfocaments terapèutics 
estan centrats en fer front al declivi cognitiu característic a la malaltia, i 
durant els últims anys, s’ha avançat en el tractament neuropsiquiàtric 
paral·lel dels símptomes psicològics i conductuals associats a la 
demència. Alhora, el desenvolupament i l’aplicació d’estratègies no-
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farmacològiques combinades amb la teràpia farmacològica clínicament 
pautada contribueixen en la millora simptomatològica.   

 

Estratègies terapèutiques farmacològiques 

En el decurs de les fases preclíniques a clíniques, tot i els resultats 
prometedors de molts de fàrmacs amb seguretat i eficàcia demostrada 
en estudis preclínics, més del 90% de candidats han fallat en els assaigs 
clínics (Anand et al., 2014). De fet, malgrat dels més de 1.200 assaigs 
clínics relacionats amb l'AD registrats en el ClinicalTrials.gov, 
actualment, només cinc són els fàrmacs aprovats per la FDA per al 
tractament de l’AD: els inhibidors de la acetilcolinesterasa (donepezil, 
rivastigmina, galantanina i tacrina) i els moduladors dels receptors N-
metil-D-aspartat (NMDA) (memantina). Aquests fàrmacs tracten els 
símptomes de l’AD amb eficàcia variable però no alenteixen la 
progressió de la malaltia (Buckholtz, 2001; Mangialasche et al., 2010). 
Concretament, els fàrmacs inhibidors de l’AChE actuen incidint sobre 
la disponibilitat d'acetilcolina, tant facilitant la disposició del substrat 
com bloquejant la seva degradació, potenciant la neurotransmissió 
colinèrgica que està afectada en la malaltia (Scarpini et al, 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 l’únic fàrmac dins dels inhibidors de la AChE, amb 
eficàcia demostrada en un estadi de l’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 hipòtesi 
glutamatèrgica de l’AD (Butterfield i Pocernich, 2003) i s’utilitza en 
fases moderades a avançades de la malaltia, encara que tampoc 
impedeix la seva progressió (Martínez-Coria, et al., 2010).  

Un altre tipus d’estratègies terapèutiques són les teràpies 
immunològiques, que estan enfocades a l’estabilització de la malaltia, 
gràcies a les quals s’està aconseguint reduir o eliminar els dipòsits de 
βA (Schenk et al., 1999; Oddo et al., 2004; Billings et al., 2005; 
Kitazawa et al., 2009). D’altra banda, l’ús de neurolèptics de tipus 
haloperidol té com a objectiu el tractament dels BPSD, en concret de 
les conductes agressives, els símptomes psicòtics i l’agitació. Per a la 
simptomatologia ansiosa i afectiva (depressiva) associada a la malaltia 
es prescriuen les benzodiazepines i/o els antidepressius. 
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Figura II. Diverses estratègies terapèutiques AD i els exemples de productes 
químics provats en estudis preclínics o clínics (Han i Mook-Jung, 2014). APP, 
proteïna precursora amiloide; Aß, β amiloide; QC, glutaminil ciclasa; ACHEI, 
Inhibidors d’acetilcolinesterasa; nAchRc, receptor nicotínic d'acetilcolina; 5-
HT6 Rc, receptor  5-hidroxitriptamina 6; AINES, fàrmacs antiinflamatoris no 
esteroïdals; O-GlcNAc, O-lligada β-N-acetilglucosamina; NButGT, 1, 2-
didesoxi-2'-propil-α-D-glucopiranós-[2,1-d]-Δ2'-tiazolina; HDAC, desaceti-
lació d’histones. 

 
Estratègies terapèutiques no-farmacològiques 

Clínicament,  les intervencions no-farmacològiques es consideren que 
actuen com a coadjuvants. Per tal d’aplicar l’estratègia que millor 
s’adapti a l'etapa de la malaltia i a la mesura de les necessitats dels 
pacients, cal que prèviament es dugui a terme una avaluació exhaustiva 
dels factors que puguin estar afectant als símptomes. No només es té en 
compte el pacient sinó també el cuidador i l’entorn, així com les 
relacions existents entre aquests tres elements. Exemples 
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d'intervencions específiques inclouen la teràpia de reminiscència, i 
altres teràpies basades en l’entrenament cognitiu, experiències 
estimulants com la musicoteràpia, la teràpia Snoezelen/multisensorial o 
l’aromateràpia, i finalment, programes socials i la pràctica regular 
d’activitat física. La manipulació ambiental pot incloure la reducció de 
l'estimulació sensorial, la senyalització adequada, l'eliminació dels 
miralls i els canvis en l'entorn visual (Livingston et al., 2005). També 
hi ha un grup d’estratègies terapèutiques no-farmacològiques 
conegudes com intervencions actives que van dirigides a l’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'educació o d’entrenament per a l’adquisició o millora 
d’habilitats en els cuidadors, la planificació de les activitats i el disseny 
de l’entorn, entre d’altres. Els resultats indiquen un efecte global 
positiu en la relació pacient-cuidador amb la pràctica d’aquestes 
estratègies (Brodaty i Arasaratnam, 2012). En conjunt, el propòsit 
d’aquestes estratègies és ajudar a mitigar els efectes neuropsiquiàtrics 
ajudant a reduir la contenció farmacològica (Hugues, 2011). 

En aquest ampli marc de possibles d’estratègies preventives i 
terapèutiques, els models animals i els estudis translacionals cobren 
importància en tant que permeten estudiar la malaltia des d’un punt de 
vista multidisciplinar i que consideri la neurodegeneració, la disfunció 
cognitiva i els trastorns conductuals BPSD, trets característics de la 
malaltia. 
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2.5 Recerca a nivell preclínic 

2.5.1 Models animals de l’AD 

 En el camp de recerca bàsica i del descobriment de nous 
fàrmacs per a l’AD, els models animals esdevenen recursos essencials 
per al descobriment de mecanismes biològics, la validació de dianes 
moleculars i la selecció de compostos potencials que ajudin a trobar la 
cura per a l’AD.  

En les darreres dues dècades s’ha desenvolupat un ampli ventall de 
models animals. Els principals objectius en la majoria d’aquests models 
són, d’una banda, reproduir els aspectes neuropatològics característics 
de l’AD, i de l’altra, establir-ne una correlació amb la funció cognitiva. 
Segons la via per al qual s’hagin obtingut, es poden classificar en 
models intervinguts, models naturals o models genèticament modificats 
segons es detalla a continuació:  

Models intervinguts:  L’administració de substàncies farmacològiques 
o químiques en el cervell o la inducció de lesions en regions cerebrals 
específiques pot replicar alguns dels trets característics de l’AD. Molts 
models impliquen la introducció de pèptid βA en el cervell d’espècies 
com la rata (Nakumura et al., 2001) o el macacos rhesus (Li et al., 
2010). Encara que aquests models emulen alguns dels signes clínics, 
no repliquen tots els aspectes de la patologia (Duyckaerts et al., 2008). 
Altres models intervinguts químicament inclouen l'amnèsia induïda 
per escopolamina, la inducció de la inflamació amb endotoxines o la 
interferència amb el metabolisme cerebral (Van Damm i de Deyn, 
2011); models que, malgrat les seves limitacions en quant a 
l’especificitat de la lesió i la conseqüent evolució de la malaltia, han 
jugat un paper clau en l’enteniment de la funció de sistema colinèrgic 
en la cognició (Ebert i Kirch, 1998), els mecanismes neuronals 
subjacents a la disfunció de la memòria (Castañé et al., 2010) o la 
comprensió de la inflamació, neurotoxicitat, la neurodegeneració i la 
funció sinàptica (Frautschy et al., 2001) (veure taula I). 

Models naturals: De manera espontània, algunes espècies animals com 
ossos polars, gossos, gats, cabres i ovelles i alguns primats no humans 
han desenvolupat alguns trets neuropatològics relacionats amb l’AD 
(Van Dam i De Deyn, 2011). Particularment, en els últims anys, els 
gossos, lèmurs i el macacos rhesus han esdevingut una potent eina de 
treball ja que manifesten una deposició βA intraneuronal lligada a 
l’edat i, en el cas dels gossos, han respòs a determinats tractaments 
(Cotman i Head, 2008). No obstant, no totes les estratègies 
farmacològiques aplicades en aquest model caní han esdevingut 
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satisfactòries en la seva l’aplicació en humans (Check, 2002; 
Fillenbaum et al., 2005) (veure taula I). 

Models genèticament modificats: Gràcies a l’avenç tecnològic i a la 
enginyeria genètica, s’han dissenyat diversos models animals que 
reprodueixen una o més d’una de les característiques neuropatològiques 
de la malaltia d’Alzheimer de tipus familiar. Els ratolins han estat amb 
diferència els models transgènics més utilitzats i, gràcies a ells, 
actualment s’utilitzen com a eina per desvetllar l’etiologia de la 
malaltia i proporcionen facilitats en el descobriment de noves teràpies. 
Els primers models murins es van obtenir mitjançant la transfecció de 
la proteïna mutant humana precursora amiloide (APP) que emulava la 
producció i deposició de βA 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 et al., 2000) o una 
combinació 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 següent 
apartat.  

i) Ratolins transgènics per a l’APP 

En aquests models s’ha trobat un augment dels nivells cerebrals de 
βA42, formant dipòsits de plaques βA 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 pèrdua neuronal, excepte el 
model APP23. Els models més utilitats són: 

Ratolí PDAPP: És el primer ratolí transgènic amb dipòsits cerebrals de 
βA que es va donar a conèixer. Està basat en la sobreexpressió de 
proteïna precursora amiloide humana (APPh) contenint la mutació 
V717F sota el control del promotor PDGF (Games et al., 1995). El 
dipòsit anòmal de βA s'inicia al voltant dels 6-9 mesos d'edat en 
diverses àrees cerebrals, com en l’hipocamp i en l’escorça frontal. La 
quantitat de dipòsits de βA augmenta amb l'edat, i cap als 12 mesos 
s’observen nombrosos dipòsits tant difusos com compactes en regions 
selectivament vulnerables en l’AD humana. En canvi, no s’observen 
cabdells neurofibril·lars i la mort neuronal no es dóna fins als 18 mesos 
d’edat (Irizarry et al., 1997a). El fenotip clínic d'aquest ratolí és 
complex, ja que es demostren alteracions tant a nivell basal (p.ex. com 
és el cas d’anomalies en un laberint radial als 3 mesos de edat) previ a 
l'aparició de dipòsits de βA, com associades a l'edat, (p.ex. increment 
d’alteracions amb l'edat en tests de reconeixement d'objectes i 
l’aparició dels dipòsits de βA) (Dodart et al., 1999a). Als 3 mesos, 
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aquest ratolí presenta també alteracions en la transmissió sinàptica i 
hipometabolisme en determinades àrees cerebrals. Aquestes 
disfuncions s’accentuen amb l’edat donant lloc a una pèrdua de sinapsis 
funcionals (Larson et al., 1999) i dèficits metabòlics en noves àrees 
cerebrals, com el còrtex i l’hipocamp (Dodart et al., 1999b) en els 
animals més vells.  

Ratolí Tg2576: Els ratolins transgènics Tg2576 sobreexpressa APP 
contenint la doble mutació Swedish (K670N, M671L) sota el control 
del promotor de la proteïna del prió de hàmster (Hsiao et al., 1996). 
Aquests animals desenvolupen dèficits de memòria i aprenentatge 
associats a l’edat i amb l'aparició de plaques de βA en àrees límbiques i 
corticals, que s'inicia entorn dels 12 mesos d’edat (Hsiao et al., 1996). 
De forma semblant al ratolí PDAPP, les plaques compactes 
s'acompanyen d'una resposta astrocítica i microglial (Irizarry et al., 
1997b; Frautschy et al., 1998) així com de la presentació de tau 
hiperfosforilada en les neurites adjacents i fenòmens d'estrès oxidatiu 
(Pappolla et al., 1998, Smith et al., 1998). Malgrat això, en aquests 
ratolins tampoc s’ha trobat pèrdua neuronal o sinàptica significativa 
(Irizarry et al., 1997b). Els estudis conductuals i electrofisiològics 
mostren l'existència de dèficit cognitiu que apareix de forma 
progressiva en el temps a mesura que els animals envelleixen. Així, els 
ratolins Tg2576 tenen una memòria de referència espacial normal en el 
laberint de Morris als 3 mesos d'edat, però mostren dèficit als 9-10 
mesos (Hsiao et al., 1996).  

Ratolí APP23: Aquest transgènic expressa la isoforma 751 de la hAPP 
contenint la doble mutació Swedish (KM670 / 671NL) sota el control 
del promotor de Thy-1 murí. Aquest model desenvolupa plaques de βA 
compactes al còrtex i a l'hipocamp al voltant dels 6 mesos d'edat amb 
una angiopatia amiloide associada. A més, presenta una pèrdua 
neuronal en la regió CA1 de l'hipocamp als 14-18 mesos d'edat 
(Sturchler-Pierrat et al., 1997). 

Ratolí TgCRND8: Aquest ratolí porta tant la doble mutació Swedish 
com la mutació Indiana (hAPP695 K670N, M671L i V717F). Aquest 
model es va dissenyar per expressar les dues mutacions d’APP, sota el 
control d’un prió-promotor de hàmster. El transgènic mostra una 
deposició accelerada de βA 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 
mutació Dutch que produeix una severa angiopatia cerebral associada 
als dipòsits de βA (Herzig et al., 2004; Ronnback et al., 2011). 

ii) Ratolins transgènics per a la presinilina 

Les mutacions PS1 o PS2, característiques per la inducció d’un 
augment dels nivells Aβ42 sense la formació de placa (Oyama et al., 
1998) mostren un deteriorament cognitiu modest (Lalonde et al., 
2003a, 2003b) però presenten alteracions en la homeostasi del calci en 
el reticle endoplasmàtic. A més, s’ha demostrat que el transgèn per a la 
mutació PS1 humana altera el transport axonal i, fins i tot, indueix 
hiperfosforilació de tau (Lazarov et al., 2007).  

iii) Ratolins doble transgènics per a la APP i PS1 

Aquest model presenta un ràpid desenvolupament de la formació 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 amiloïdosis, gairebé no presenta 
pèrdua neuronal ni cabdells neurofibril·lars. 

iv) Ratolins transgènics per tau 

La proteïna tau és una fosfoproteïna que pertany a la família de les 
proteïnes tau associades a microtúbuls (MAPT) que s’uneix a la 
tubulina i facilita la polimerització del túbul (Cleveland et al., 1977). 
Les mutacions del gen tau són conegudes per generar demència 
frontotemporal lligada al cromosoma 17 (Götz i Ittner, 2008). 
Existeixen diversos models animals aconseguits a partir de la mutació 
de tau, tots ells desenvolupen cabdells neurofibril·lars però alguns 
d’ells presenten alteracions motores i d’altres, trastorns patològics 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 
dèficit en el transport axonal (Wirths et al., 2006) 

v) Ratolins doble transgènics per a la APP i tau 

Aquest model obtingut a partir de la combinació de APPswe/PS1 (Lewis 
et al., 2001) presenta un fenotip i una patologia accelerada, amb 
dipòsits de βA superiors al model Tg2576 (APPswe) però sense 
neurodegeneració. A més, la taxa de mortalitat és elevada.  

vi) Ratolins triple transgènics 3xTg-AD 
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Aquest model es troba àmpliament detallat en la següent secció que 
porta per títol “1.5.2 El model murí 3xTg-AD de l’AD”. 
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 Taula I. Models no-transgènics de l’AD (Puzzo et al., 2014) 
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 Taula II. Models transgènics de l’AD (Puzzo et al., 2014). 

 

 
 



 

 
35 

Taula III. Diferències entre models de l’AD i humans amb AD (Franco i 
Cedazo-Mínguez, 2014). 
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2.5.2 El model murí 3xTg-AD de l’AD 

 Els ratolí triple transgènic per a la malaltia d’Alzheimer alberga 
els trangens PS1/M146V, APPSwe i tauP301L (Oddo et al., 2003a). Aquest 
model mimetitza diversos símptomes de la malaltia en un patró 
temporal i neuroanatòmic similar a l’observat en els humans (Oddo et 
al., 2003b, revisat per Giménez-Llort et al., 2007). L’inici dels 
símptomes s’ha establert entre els 4 i 6 mesos d’edat, amb dèficits 
electrofisiològics (en LTP i fEPSP) a nivell hipocampal, problemes 
d’aprenentatge i memòria, deficiències colinèrgiques i alteracions 
emocionals, malgrat que, en aquest estadi inicial de la malaltia, els 
cervells només mostren inmunoreactivitat βA intraneuronal (Oddo et 
al., 2003a, 2003b; Kitawaza et al., 2005). A partir dels 12 mesos d’edat 
el perfil neuropatològic és similar a les fases avançades de la malaltia 
en humans, amb la presència de dipòsits βA extracel·lulars i els 
cabdells neurofibril·lars de proteïna tau (Oddo et al., 2003a, 2003b). 

Des de la creació del ratolí 3xTg-AD per a la malaltia d’Alzheimer 
s’han realitzat una gran varietat de treballs d’investigació des de la 
vessant molecular fins a la conductual. D’una banda s’ha estudiat la 
validesa del model per mimetitzar les característiques de la malaltia 
observades en pacients i, de l’altra, s’han estudiat un gran nombre 
d’estratègies preventives i terapèutiques.  En aquest model, factors com 
el gènere influeixen en la progressió de la malaltia (Giménez-Llort et 
al., 2010) i a nivell conductual, els canvis no es restringeixen a l’esfera 
cognitiva. La recerca actual està demostrant que el model 3xTg-AD 
també emula BPSD (p.ex. España et al., 2010; Giménez-Llort et al., 
2007; Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014) i alteracions de les activitats 
en la vida diària (Torres-Lista i Giménez-Llort, 2013).  De fet, el nostre 
ha estat un dels laboratoris principals en l’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 exploratòria 
(camp obert, test de Boissier, taula dels forats, test d’alternança 
espontània i actimetries), emotivitat i ansietat (test de les cantonades, 
camp obert, caixa fosca/clara, laberint elevat en creu, test d’enterrament 
dels marbres), desesperança conductual (test de natació forçada) 
aprenentatge i memòria (laberint en T, laberint aquàtic de Morris, 
laberint radial de sis braços) i interacció social (barbering, test del tub, 
test d’agressivitat). 

Aquesta caracterització fenotípica ha estat essencial en la valoració dels 
mecanismes i l’eficàcia d’estratègies preventives i terapèutiques, ja 
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siguin farmacològiques com per exemple, estudis fets amb nicotina 
(Oddo et al., 2005), memantina (Martínez-Coria et al., 2010), 
testosterona (Rosario et al., 2012), melatonina (García-Mesa et al., 
2012) entre d’altres. També ho ha estat en l’estudi d’estratègies no 
farmacològiques, com l’estimulació sensorial (Arranz et al., 2011; 
Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014; Blázquez et al., 2014) o els hàbits 
i estils de vida, entre els quals destaquen l’exercici físic (Giménez-Llort 
et al., 2010; García-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 relació amb factors de risc, així com estratègies 
preventives i/o terapèutiques, constitueix l’eix vertebral dels diferents 
treballs  que comprenen aquesta tesi doctoral.    
 

2.6 Estratègies preventives i terapèutiques en recerca preclínica 
2.6.1 Estratègies no-farmacològiques 

i) Experiències en etapes inicials de la vida 

Handling postnatal 

En els mamífers, l’ontogènia es caracteritza per ser una etapa on 
s’esdevenen processos de desenvolupament dinàmics en la majoria dels 
òrgans i sistemes dels éssers vius. Els estímuls ambientals que 
acompanyin a l’organisme durant aquestes etapes primerenques de la 
vida poden influenciar aquests processos donant lloc a canvis 
fisiològics i comportamentals que poder persistir, fins i tot, en 
l’adultesa. Així doncs, ja durant les primeres setmanes de gestació, el 
desenvolupament cerebral està influenciat tant per factors genètics com 
ambientals, on ambdós tipus es troben en continua interacció (p.ex. 
Escorihuela et al., 1994). 

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

Els efectes que tenia a llarg termini un tipus concret d’estimulació 
sensorial mitjançant la manipulació tàctil 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 separació de les cries de la mare 
durant un període breu de temps produïa efectes beneficiosos en el 
perfil emocional d’aquests animals durant l’adultesa. Posteriorment, 
aquest procediment va prendre el nom de handling postnatal (PH). A 
partir de llavors s’utilitzà aquest terme de manera sistemàtica per 
designar la breu separació maternal dels recents nascuts des del dia 1 al 
21 postnatal (3-20 minuts, depenent dels autors), un mètode senzill per 
induir canvis tant conductuals com fisiològics. Els temps de separació 
maternal és crític, ja que una separació diària més perllongada (1 hora o 
més) genera una font d’estrès, tal i com indica l’augment dels nivells 
d’ACTH i corticosterona de les cries, fet que pot portar conseqüències 
conductuals negatives a llarg termini (Pryce i Feldon, 2003; Millstein i 
Holmes, 2007; Parffit et al., 2007). En canvi, se sap que períodes breus 
de separació maternal (per exemple, 10-15 minuts) tenen efectes 
beneficiosos tant a nivell fisiològic com conductual, com així ho 
demostren un nombrós grup de treballs reportats en la literatura 
(Fernández-Teruel et al., 2002; Levine, 1962; Núñez et al.,1995; 
Steimer et al., 1998; Meerlo et al., 1999). 

Els efectes positius d’aquest procediment sobre la conducta, sobretot en 
el perfil ansiós i emocional, han estat àmpliament descrits en molts 
estudis comportamentals. Comparats amb els animals control, els 
animals tractats són menys ansiosos tant en els tests clàssics no 
condicionants (Núñez, et al.,1995; Steimer et al., 1998; Meerlo et al., 
1999) com els condicionants (Gschanes et al., 1995; Núñez et al., 1996; 
Meerlo et al., 1999). A més, aquests efectes no només es troben en 
l’“estat” ansiós sinó també en el “tret” ansiós (Chapillon et al., 1999). 
No obstant, a vegades els efectes del handling postnatal poden quedar 
diluïts o fins i tot absents. El motiu principal pel qual s’explica aquest 
fet és la influència que tenen els factors genètics, tal i com es demostra 
en diversos estudis on es van utilitzar diferents soques de rata 
(Fernández-Teruel, et 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 l’edat de certes habilitats d’aprenentatge i memòria. 
En aquest sentit, el PH facilita la potenciació a llarg termini (LTP, en 
anglès) així com la capacitat de prevenir la degeneració neuronal 
associada a l’edat (p.ex, Meaney et al., 1988; Fernández-Teruel et al., 
1997; Aguilar et al., 2002). 
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Pel que fa als efectes fisiològics, Levine també va ser pioner en l’estudi 
dels efectes neurobiològics del handling postnatal i els canvis provocats 
sobre l’eix HPA (Levine, 1967). Els treballs realitzats demostraven 
que, davant diferents estressors, els animals tractats presentaven un 
millor sistema de regulació neuroendocrí que els animals control. Anys 
després, gràcies al desenvolupament de noves tècniques d’assaig s’han 
pogut detectar diferències més precises entre els animals tractats i 
control, com per exemple, nivells més baixos d’hormona alliberadora 
de corticotropina (CRH) en l’eminència mitja de les rates tractades 
(Plotsky i Meaney, 1993) o una major densitat de receptors 
glucocorticoides en l’hipocamp i el còrtex frontal, sent aquests 
importants en la regulació de l’eix HPA  (Meaney et al., 1985) i 
possiblement els responsables d’una retroalimentació negativa més 
eficient, la qual regula la secreció de corticosterona (Levine, 2000). 

El handling postnatal i l’enriquiment ambiental comparteixen 
mecanismes i tenen efectes sinèrgics en rosegadors (Fernández-Teruel 
et al., 2002). Malgrat això, el nombre d’estudis amb PH és baix en 
comparació a l’enriquiment ambiental o l’exercici. La justificació 
d’aquest fet radica en la dificultat metodològica que comporta 
l’administració del handling, dut a terme durant l’etapa ontogènica 
neonatal, en ventrades amb un nombre similar de cries i sota una 
programació horària. 

En resum, tot i que hi ha resultats contradictoris que probablement es 
puguin explicar pel tipus de soca o base genètica utilitzada, o bé per 
lleus modificacions en l’aplicació del procediment, el handling 
postnatal produeix efectes positius a llarg termini, com són la millora 
de la resposta endocrina a l’estrès així com de l’aprenentatge i 
memòria. 

ii) Hàbits i estils de vida 

Enriquiment ambiental  

El concepte d’enriquiment ambiental (en anglès, environmental 
enrichment EE), en rosegadors, es refereix a una millora significativa 
de les condicions d’estabulació. En general, les gàbies solen ser d’una 
mida més gran que les habituals i contenen objectes i espais diversos, 
que faciliten l’increment de l’estimulació sensorial, cognitiva i motora 
respecte les condicions estàndard d’estabulació. Però l’estimulació 
ambiental no només comprèn estratègies d’enriquiment físic, sinó 
també d’enriquiment social, com pot ser el que s’aconsegueix 
mitjançant l’augment del nombre d’animals per gàbia 



 

 
40 

 

(Nithianantharajah i Hannan, 2006), on s’estableixen interaccions 
dinàmiques i variables entre els diferents subjectes que cohabiten en el 
mateix espai (Stewart i Bayne, 2004).  

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

En general, els efectes principals deguts a l’EE són molt amplis. A 
nivell molecular, els canvis s’observen en la modificació d’un gran 
nombre de gens relacionats amb l’estructura neuronal, la transmissió 
sinàptica i la plasticitat. Els canvis morfològics cel·lulars o cerebrals, 
són igualment rellevants, tals com la densificació dendrítica o 
l’increment de la neurogènesi que es dóna en certes àrees corticals i 
l’hipocamp. A nivell conductual, l’EE indueix un increment de  
l’activitat exploratòria i de l’aprenentatge i la memòria. També redueix 
l’ansietat i la temerositat. Aquest ampli ventall d’accions 
neurobiològiques i psicològiques dóna a aquesta estratègia un punt 
d’interès per a ser utilitzada en models animals de malalties 
neurodegeneratives i, concretament, en el cas de l’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 l’ansietat i la conducta exploratòria (Blázquez et 
al., 2014). D’altra banda, l’exercici físic voluntari, un dels components 
presents en molts dissenys experimentals de l’EE,  promou efectes 
beneficiosos sobre la funció sinàptica i cerebral (García-Mesa et al., 
2011).  

 

2.6.2 Estratègies farmacològiques 

En paral·lel a l’escenari d’estratègies farmacològiques a nivell clínic, 
els estudis experimentals busquen  no només el desenvolupament 
d’estratègies enfocades a modificar el procés de la malaltia, sinó també 
aquelles que permetin prevenir o endarrerir l’inici de la malaltia 
(revistat per Anand et al., 2014).  
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Cafeïna 

Tal com s’ha detallat en l’apartat dels aspectes clínics de la malaltia 
d’Alzheimer, la cafeïna està emergint com un agent protector. A nivell 
experimental, estudis recents en ratolins indiquen que tant la cafeïna 
com altres antagonistes dels receptors d’adenosina prevenen 
l’acumulació βA dins i pels voltants dels vasos sanguinis cerebrals, la 
qual és en part responsable dels dèficits cognitius (Gahr et al., 2013; 
Cupino i Zabel, 2014). De manera similar, el consum crònic de cafeïna 
reverteix els danys cognitius i els nivells de βA cerebrals en ratolins 
transgènics per a l’AD (Arendash et al., 2009; Cao et al., 2009; Chu et 
al., 2012). Un altre dels mecanismes d’acció de la cafeïna és a través de 
l’estimulació de cascades pro-supervivència i la inhibició de vies pro-
apoptòtiques en l’estriat i/o en el còrtex, de manera que la cafeïna 
promou la supervivència neuronal i redueix el procés de 
neurodegeneració (Arendash et al., 2009; Zeitlin et al., 2011).  

Ara bé, tot i els avantatges que tant estudis clínics com preclínics han 
demostrat, cal tenir present que la cafeïna 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 
símptomes (Johansson et al., 2001), fet que podria contrarestar o 
emmascarar els beneficis reportats en la funció cognitiva. Per tant, tot i 
semblar que la cafeïna pugui ser un tractament prometedor i sigui fàcil 
d’aplicar, calen més estudis que valorin l’impacte d’aquest tractament 
en els pacients que se’ls hagi diagnosticat algun tipus de BPSD de tipus 
ansiós o trastorns circadians. A nivell experimental, tot i que un nombre 
important d’estudis mostren els efectes beneficiosos de la cafeïna sobre 
la cognició, encara no hi ha cap que plantegi quins són els efectes del 
tractament crònic amb cafeïna sobre el perfil ansiós que alguns models 
presenten associat a la malaltia d’Alzheimer.  

D-galactosa 

L'envelliment normal s'associa amb la pèrdua gradual de capacitats 
cognitives i motores. En canvi, a nivell patològic, en els trastorns 
neurològics associats a l’edat, el deteriorament cognitiu és ràpid, 
donant lloc a alteracions que afecten a la vida diària. A més a més, la 
patologia de diferents malalties sovint implica processos comuns, com 
per exemple l’alteració en la funció mitocondrial. En aquest sentit, 
molts estudis indiquen que la disfunció mitocondrial i l’estrès oxidatiu 
són uns dels principals responsables del procés d’envelliment ja que hi 
participen activament, alhora que també són uns dels causants 
d’algunes malalties neurodegeneratives. La disfunció mitocondrial es 
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caracteritza per una reducció de la fosforilació oxidativa i un increment 
dels radicals lliures i de les espècies reactives de l’oxigen (en anglès, 
reactive oxygen species ROS) (veure figura III). Estudis recents van 
trobar un augment d’aquestes ROS associat amb l’edat però també en 
certes malalties com en l’Alzheimer, el Parkinson i el Huntington 
(Carvalho et al., 2009; Quintanilla i Johnson, 2009; Winklhofer i 
Haass, 2010). La formació en excés de ROS pot danyar lípids, 
proteïnes o el DNA cel·lular, i per tant, alterar la funció normal i la 
homeostasi dins la cèl·lula i finalment, causar la mort cel·lular 
(Paradies et al., 2001). Així doncs, és possible que una estratègia 
terapèutica efectiva pel tractament de les malalties associades a l’edat 
sigui aquella que s’adreci a la prevenció de l’apoptosi neuronal induïda 
per l’estrès oxidatiu. 

S’ha demostrat que l’administració crònica de D-galactosa (D-gal) pot 
causar una acumulació de ROS, estimular indirectament la producció 
de radicals lliures i finalment, donar a lloc a nivells alts d’estrès 
oxidatiu que originin canvis neuroquímics i conductuals (Lu et al., 
2007).  

Breument, la galactosa és un carbohidrat reductor que reacciona 
fàcilment amb les amines lliures dels aminoàcids de proteïnes i pèptids 
donant lloc a productes finals de glicació avançada (en anglès, AGE), 
fenomen observat tant in vitro com in vivo (Bucala i Cerami, 1992; 
Vlassara et al., 1994; Chen et al., 2006). Durant l’envelliment natural 
hi ha un increment de la concentració d’AGE, però això també s’ha 
observat en malalties associades a l’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’acció de la D-galactosa en el 
mimetisme de l’envelliment (Yanar et al., 2011). 

 

Coneguts els efectes de la D-galactosa, un gran nombre de laboratoris 
han utilitzat l’administració crònica 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 i funcionals associats a l’edat. 
Principalment, la D-galactosa causa un augment de la producció de 
radicals lliures en cervell (Song et al., 1999), sobretot en àrees amb 
gran sensibilitat a l’estrès oxidatiu, com el còrtex cerebral, l’hipocamp i 
l’estriat (Beckman i Ames, 1998). I, com a conseqüència, ocasiona una 
disminució progressiva de la capacitat d'aprenentatge i la memòria i de 
les habilitats motores (Lei et al., 2008).  

Per tant, si la generació excessiva de ROS en els casos de disfunció 
mitocondrial és la principal causa de danys intracel·lulars, és lògic 
pensar que l'ús d'antioxidants esdevingui una teràpia útil per al dany 
mitocondrial induït per ROS. De fet, durant els últims anys s’estan fent 
grans esforços per aconseguir suplements dietètics i aliments rics en 
antioxidants naturals que puguin contrarestar els efectes adversos 
associats a l’edat, com l’ús del resveratrol (Zhao et al., 2012), la 
melatonina (Yoo et al., 2012) i els flavonoides (Kumar et al., 2010), 
entre d’altres. Ara bé, els resultats són controvertits, ja que no tots els 
estudis repliquen els dèficits cognitius i/o motors induïts per la D-
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galactosa. Concretament, alguns autors suggereixen que els efectes del 
tractament crònic 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’afectació (Parameshwaran et al., 2010). En conjunt, el que 
està clar és que una millor comprensió de la naturalesa de la disfunció 
mitocondrial durant l'envelliment normal i en fases primerenques de 
malalties neurodegeneratives podrien donar llum sobre la patogènesi 
del declivi cognitiu, facilitant el camí per al desenvolupament de 
millors estratègies terapèutiques. 

En la següent taula es detallen alguns dels estudis realitzats amb D-
galactosa utilitzada com a model d’envelliment accelerat. Tot i que el 
tractament crònic amb D-galactosa és un bon mecanisme per 
aconseguir un model de dany oxidatiu i disfunció cognitiva associats a 
l’edat, la taula reflecteix la gran variabililitat que existeix entre els 
estudis publicats pel que fa al mètode utilitzat, on s’inclou la dosi i la 
duració del tractament, així com el gènere, l’edat i la soca dels animals 
utilitzats donant lloc a múltiples dissenys experimentals. Un estudi 
recent va analitzar alhora els efectes del tractament crònic de D-gal en 
ratolins de diferents edats i en ambdós gèneres i va demostrar que el 
dèficit cognitiu associat al tractament de D-galactosa depenia de la 
durada del tractament, juntament amb els factors gènere i edat (Hao et 
al., 2014).  
 

autor model/soca 
animal edat dosi 

via 
ad
m 

duració tests 
conductuals efectes 

Song et al., 
1999 

Ratolins ♀ 

c57bl/6J 
5M 50mg/kg s.c 56D 

Test 
activitat 
motora 
espontània 

Test del pas 
a través 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 

Xu i Zhao, 
2002 

Ratolins ♂ i 
♀ Kunming 
(grups 
mixtos)  

? 120mg/kg s.c 42D 
OF 

Y-maze 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 

Wei et al., 2005 
Ratolins ♀ 

c57bl/6J 
3M 

50mg/kg 

100mg/kg 

200mg/kg 

s.c 56D 

MWM 

ORT 

Actímetria 

Efectes negatius 
sobre l’activitat 
locomotora i la 
cognició 
depenent de la 
dosi 
50≠100=200 
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Lu et al., 2006 Ratolins ♂ 
Kunming 

1.5
M 50mg/kg s.c 56D 

OF 

Test del pas 
a través 

MWM 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 

Lu et al., 2007 Ratolins ♂ 
Kunming 

2.5
M 50mg/kg s.c 56D 

OF 

MWM 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 

Chen et al., 
2006 

Rates ♂ i ♀ 
Sprague-
dawley 

12M 100mg/kg s.c 56D MWM 
Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Luo et al., 2009 Ratolins 
Kunming ? 90mg/kg s.c 90D MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Shan et al., 
2009 

Ratolins ♂ 
Kunming ? 500mg/kg s.c 56D 

OF 

PAT 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 

Kumar et al., 
2009 

Ratolins ♂ 
Swiss albino 

2-
3M 100mg/kg s.c 42D 

EPM 

OF 

MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions 
sensoriomotores 
i cognitives 

Kumar et al., 
2010 

Ratolins ♂ 
LACA 

2-
3M 100mg/kg s.c 42D 

EPM 

OF 

MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions 
sensoriomotores 
i cognitives 

He et al., 2009 
Ratolins 

♂ i ♀ 
Kunming 

1.5-
2M 150mg/kg s.c 42D 

Test 
activitat 
motora 
espontània 

MWM 

Cap efecte sobre 
l’activitat 
motora. Efectes 
negatius sobre 
les funcions 
cognitives 

Parameshwaran 
et al., 2010 

Ratolins ♀ 

c57bl/6J 
2M 100mg/kg i.p. 42D 

Rotarod 

OF 

Y-maze 

Cap efecte sobre 
funcions 
sensoriomotores 
o cognitives 

Yoo et al., 2011 
Ratolins  ♂ 

c57bl/6J 
1.5
M 100mg/kg s.c 70D MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Yanar et al., 
2011 

Rates ♂ 
Sprague-
dawley  

5M 60mg/kg i.p. 42D MWM 
Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Tian et al., 
2011 

Ratolins 
Kunming ? 150mg/kg i.p.  

OF 

MWM 

Disminució de 
l’activitat 
locomotora i de 
la memòria 
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Priscila Dulcy 
et al., 2012 Rates Wistar 3M 100mg/kg s.c 56D 

Aprenentat
ge a la por 
contextual 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Zhou et al., 
2012 

Ratolins ♂ 
ICR ? 100mg/kg s.c 42D MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Lan et al., 2012 Ratolins ♂ 
ICR  ? 100mg/kg s.c 42D 

Test 
evitació 
passiva 
tipus pas a 
través 

MWM 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives 

Gu et al., 2013 
Rates ♂ 
Sprague-
dawley 

2M 100mg/kg s.c 56D OF 
Disminució de 
l’activitat 
locomotora 

Tikhonova et 
al., 2014 

Rates ♂ 
Wistar 3M 150mg/kg i.p. 57D 

OF 

T-maze 

ORT 

Efectes negatius 
sobre funcions  
cognitives però 
cap efecte sobre 
l’activitat 
locomotora. 

Chang et al., 
2014 

Ratolins  ♂ 

c57bl/6J 
2M 125mg/kg s.c 56D 

MWM 

Rotarod 

Grip 
strenght 
test 

Disminució de 
la capacitat de 
suspensió però 
no hi ha efectes 
negatius en la 
coordinació 
motora ni en 
l’aprenentatge 

Hao et al., 2014 Ratolins ♂ i 
♀c57BL/6 

2M/
6M 100mg/kg s.c 42/70D Y-maze 

Disminució de 
les capacitats 
cognitives 
depenent de la 
durada del 
tractament, del 
gènere i de 
l’edat 

 

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

L’homologia dels processos biològics bàsics com la 'nocicepció' que 
existeix entre els animals, ha fet que alguns d'ells, la majoria 
rosegadors, esdevinguin una eina rellevant en la investigació bàsica i 
preclínica del dolor (Handwerker i Arendt-Nielsen, 2013). A més, el 
modelatge en animals de les malalties psiquiàtriques i neurològiques 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'investigació realitzats ha estudiat l'impacte 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 demència i 
encara són menys els que han tingut en compte factors crítics com 
l'envelliment o el gènere (revisat per Mogil, 2009). Les qualitats, però 
també les limitacions inherents dels animals en l'expressió del dolor tal 
i com es concep en els éssers humans, proporcionen informació útil per 
a l'avaluació del dolor en pacients amb deteriorament cognitiu o 
demència que presenten capacitats comunicatives reduïdes o absents. 
Per tant, el treball dels investigadors bàsics s'utilitza per fer front a les 
dificultats que els psiquiatres i neuròlegs troben quan s'enfronten al 
dolor dels seus pacients (Lukas et al., 2012). Així, en absència de 
l'equivalència dels autoinformes, les proves de nocicepció 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 
prodròmiques i en l’inici dels estadis moderats de l’AD, la sensibilitat 
dels ratolins 3xTg-AD a un estímul tèrmic fred està inalterada respecte 
a animals NTg de la mateixa edat. A la prova de retirada de la cua, la 
latència de la resposta d'evitació es va incrementar de manera 
dependent de l'edat, però de forma equivalent respecte la seva soca 
control c57bl/6 (pòster 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 l’equivalència 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, l’impacte de diversos factors 
de risc biològic (genètic i no genètic) i ambientals per a la malaltia 
d’Alzheimer, més enllà dels dèficits cognitius característics, posant així 
especial atenció en els Símptomes Comportamentals i Psicològics 
associats a aquesta Demència (BPSD), que estan poc estudiats. 

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

Estudi I. Caracteritzar les conductes bizarres i la conducta de valoració 
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 beneficiós del handling postnatal 
(PH), una estimulació tàctil sensorial administrada durant l’ontogènia, 
coneguda per exercir efectes positius a llarg termini sobre els perfils 
conductuals relacionats amb l'estrès i les conductes ansioses. 

Estudi II. Fase 1. Caracteritzar les estratègies de navegació en el 
laberint aquàtic de Morris en ratolins mascles 3xTg-AD als 13 mesos 
d’edat, que es correspon amb les etapes avançades de la malaltia, quan 
presenten un fort perfil BPSD, amb l’objectiu de trobar característiques 
distintives basades en criteris en funció de la finalitat 
(presència/absència d’estratègies de recerca), la direccionalitat 
(presència/absència d’estratègies dirigides a un objectiu) i la varietat 
(ús d’una o més estratègies) que permetin distingir aquest genotip del 
NTg en diferents paradigmes d’aprenentatge i memòria.  

Estudi II. Fase 2. Avaluar els efectes conductuals del tractament crònic 
oral amb una dosi baixa de 0,3mg/Kg de cafeïna en ratolins mascles 
3xTg-AD i NTg als 13 mesos d’edat mitjançant una àmplia 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 III. Avaluar, en ratolins mascles i femelles NTg als 6 mesos 
d’edat, els efectes dosi resposta conductuals a nivell motor, cognitiu i 
emocional/ansiós de l’administració crònica s.c. de 0-50-100mg/Kg de 
D-galactosa, un model farmacològic d’envelliment accelerat.   
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4. Materials i Mètodes  
En aquesta tesi doctoral es realitza una aproximació experimental de 
tipus translacional que utilitza com a subjectes d'estudi els ratolins 
triple-transgènics 3xTg-AD, model murí per a la malaltia d'Alzheimer, 
i els seus congèneres salvatges, els híbrids c57bl/6 x 129 o la soca pura 
c57bl/6. Ho fa tot seguint la legislació 2010/69/EU en relació amb la 
cura i ús d’animals per a mètodes experimentals. A més, l’estudi 
compleix les pautes ARRIVE desenvolupades per les NC3Rs 
(Kilkenny et al., 2010) que busquen també limitar, en el possible, el 
nombre d'animals experimentals. 

4.1 Animals 
Els ratolins transgènics 3xTg-AD que alberguen els trangens PS1/M146V, 
APPSwe i tauP301L van ser genèticament enginyats a la Universitat de  
Califòrnia Irvine, prèviament ja descrit (Oddo et al., 2003a). Breument, 
dos transgens independents (que codifiquen els gens humans APPSwe i 
tauP301L, ambdós sota control de l’element regulador Thy1.2 de ratolí) 
van ser co-injectats en cèl·lules embrionals obtingudes a partir de 
ratolins mutants homozigots PS1M146V knock-in (PS1KI). Els ratolins 
PS1 knock-in van ser creats originalment com a híbrids c57bl/6 x 129.  

4.2 Programació de la cria i manteniment 
El propi personal investigador va ser l’encarregat d’establir un 
programa de cria i manteniment de les dues colònies d’animals en el 
nostre laboratori de la Unitat de Psicologia Mèdica, Universitat 
Autònoma de Barcelona. D’aquestes colònies 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 colònia pura c57bl/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 i mantinguts en gàbies d’estabulació 
estàndard (Makrolon, 35x35x25cm) sota condicions de laboratori 
estàndard (12h llum:foscor, inici de cicle a les 8:00h, disponibilitat de 
menjar i aigua ad libitum, 22±2ºC, 50-60% humitat). Tots els 
experiments van ser duts a terme entre les 9:00h i les 13:00h excepte 
l’activitat circadiana que va ser enregistrada durant tot el període de 
llum/foscor (DL). 
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4.3 Tractaments 
Estudi I. Handling postnatal 
El mètode del handling postnatal (en anglès postnatal handling, PH) va 
consistir en separar les cries de la mare i col·locar-les individualment 
en compartiments de plàstic coberts amb paper absorbent. Durant la 
sessió, els animals van ser manipulats suaument i reberen 4 
estimulacions tàctils 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 gàbies, un cop per setmana. 

Estudi II. Fase 2. Tractament crònic de cafeïna  
Es va permetre als ratolins beure ad libitum aigua de beguda o aigua de 
beguda cafeïnada amb una dosi de 0,3mg/Kg (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) començant als 6 mesos d’edat. El disseny experimental final va 
consistir en els següents grups experimentals: NTg vehicle, NTg 
cafeïna, 3xTg-AD vehicle and 3xTg-AD cafeïna (n=8-10, en cada grup 
experimental). El tractament amb cafeïna continuà durant l’etapa 
d’avaluació conductual fins la finalització de l’experiment (13 mesos 
d’edat).  

Estudis previs han confirmat que aquesta pauta del tractament aporta 
una dosi diària d’1,5mg de cafeïna en els ratolins i és equivalent a un 
consum aproximat de 500mg diaris de cafeïna (aproximadament 5 
tasses de cafè) en els humans (Arendash et al., 2006). Una concentració 
plasmàtica d’aproximadament 30µM (al voltant de 3 tasses de cafè 
diàries) és la que s’ha recomanat per a avaluar els efectes beneficiosos 
de la cafeïna a nivell cognitiu (Costenla, et al., 2010).  

Estudi III. Tractament crònic de D-galactosa  
A l’edat del 4 mesos, els ratolins van ser injectats subcutàniament (s.c) 
durant 56 dies amb una solució 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 següents grups experimentals per a cada gènere: NTg 
vehicle, NTg 50mg/Kg i NTg 100mg/Kg (n=9-10, en cada grup 
experimental). Amb la finalització del període del tractament amb 
galactosa, s’inicià l’etapa d’avaluació 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 sèrie de proves o bateria conductual 
estandarditzada, utilitzada prèviament en el nostre laboratori (Giménez-
Llort et al., 2002). A continuació es detallen els tests utilitzats per a 
l’avaluació de les condicions físiques i  les habilitats motores, les 
capacitats d’aprenentatge i memòria, així com patrons de respostes 
conductuals que inclouen l’activitat exploratòria, la neofòbia i 
conductes associades a l’ansietat.  

Test de les cantonades o Corner test (CT)  

El test de les cantonades (CT, corner test) s’utilitza per avaluar la 
neofòbia o por a la novetat i consisteix en introduir a l’animal en el 
centre d’una gàbia de plàstic estàndard (idèntica a la que s’utilitza per a 
la seva estabulació) amb 5cm de gruix d’encenall net i inodor. En 
aquest test s’avalua la conducta espontània de l’animal durant un 
període de 30 segons i es registren el nombre cantonades visitades 
(l’animal ha d’explorar la cantonada), la latència de realitzar el primer 
rearing o aixecament vertical (l’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 gàbia nova (neta) 
per tal d’evitar possibles interferències 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 exploratòria dels rosegadors en un 
ambient ansiogènic. En aquest test, l’animal es col·loca en el centre 
d’una capsa de fusta (55x55x25cm) blanca i il·luminada i s’avalua la 
conducta de l’animal durant un període de 5 minuts. Es mesura la 
latència o duració dels següents esdeveniments conductuals: frezzing 
behavior o conducta de congelació, temps de sortida del centre i 
d’arribada a la perifèria i la conducta de grooming o d’empolainament. 
La presència i el nombre total de conductes bizarres també són 
mesurades seguint dos característiques distintives: 1) estereotipades o 
no  i 2) amb activitat horitzontal o vertical. Segons aquest criteri, el 
llistat de conductes bizarres resutà en: estiraments estereotipats: 
estiraments repetitius del cap i/o del cos que implica una rotació 
horitzontal espacial de 360°; aixecaments estereotipats: aixecaments 
verticals repetitius sense suport de la paret; caminar cap enrere: 
locomoció cap enrere i salts: salts verticals. També es va mesurar 
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l’activitat locomotora horitzontal (el nombre crossings o creuaments de 
10x10cm) i la vertical (latència i nombre total de rearings). Finalment, 
s’anoten el nombre de defecacions i la presència o absència 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 són observats durant 5 minuts. La 
latència a entrar en el compartiment clar, el nombre d’entrades, el 
temps total en aquest compartiment i l’activitat exploratòria (nombre de 
crossings i rearings) dels animals són els paràmetres enregistrats. La 
conducta d’avaluació del risc es mesura mitjançant la latència i el 
nombre d’estiraments d’aproximació (SA, stretch attendance) cap a 
l’àrea clara. Finalment, s’anoten el nombre de defecacions i la 
presència o absència 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 l’aparell 
(compartiment de fusta blanc de 32x32x32cm) amb quatre forats 
equidistants (3cm de diàmetre) en la base de l’aparell. L‘activitat 
exploratòria dirigida a un objectiu (nombre de forats explorats, 
introduint el cap fins a les orelles) i la no dirigida a un objectiu (nombre 
de rearings) es mesura durant 5 minuts. A més, també s’anota el temps 
consumit explorant els forats i les latències de realització del primer 
moviment i del primer forat explorat. S’estableix com a criteri d’haver 
assolit l’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 presència o absència d’orina. 

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

Aquest test (laberint de fusta lacat en negre) està format per dos braços 
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 braços oberts. 
Durant 5 minuts, es mesuren la latència d’entrada a un dels OA, el 
nombre d’entrades i el temps consumit tant en els OA com els EA. 
L’índex d’ansietat 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 presència o absència d’orina. 

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

El laberint en T està format per dos braços de 25x8cm i un braç llarg de 
30x8cm disposats en forma de T. Hi ha dos tipus de paradigmes que 
s'avaluen en aquest test: la prova d'alternança espontània i la prova de 
memòria de treball. 

En la prova d’alternança espontània, els animals són col·locats en 
l’extrem del braç llarg de la T i durant 5 minuts que dura la prova 
l'animal realitza una exploració que és lliure. Es mesura la latència a 
arribar a la zona de creuament dels braços i el temps que l'animal 
requereix per completar l’exploració d’ambdós braços.  

La prova de memòria de treball, es duu a terme en dues fases: la 
primera, anomenada assaig d’elecció forçada (forced trial) i la segona, 
la de memòria o evocació (recall trial) amb un interval de 90 segons 
entre ambdues. En la prova d’elecció forçada, només un dels braços és 
accessible, seguint un ordre a l’atzar i de manera contrabalancejada 
entre els grups experimentals. L’animal es col·loca mirant a l’extrem 
que forma la base de la T i i es deixa que explori lliurement el laberint 
en forma de L, durant un màxim de 5 minuts. L’animal es retira un cop 
ha explorat el braç durant 20 segons, interval de temps establert com a 
criteri d’aprenentatge. En la prova de memòria, l’animal torna a tenir 
l’opció d’explorar el laberint lliurement, només que ara, en aquest cas, 
tots dos braços són accessibles. S’anoten els braços triats per l’animal, 
la latència d’entrada i el temps que hi transcorre en cada un d’ells. A 
partir d’aquí es calculen el nombre d’errors previs a l’elecció del braç 
no accessible en l’anterior prova. Finalment, s’anoten el nombre de 
defecacions i la presència o absència 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 gàbia estàndard 
(Macrolon, 35x35x25cm). La gàbia conté 6 peces de vidre (dimensions 
1x1x1cm) espaiats uniformement formant un triangle (tres files de tres, 
dos i una peça per fila, situades a la zona esquerra de la gàbia) sobre 
una capa d’encenall de 5cm de gruix. Els ratolins es deixen a la gàbia 
amb marbres durant un període de 30 minuts. Un cop finalitzat el temps 
de la prova, es retira l’animal i es compta el nombre de peces: intactes 
(nombre de peces que mantenen la posició inicial), girades (nombre de 
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peces girades 90º o 180º), mig enterrades (nombre de peces almenys ½ 
enterrades per l’encenall) i enterrades (nombre de peces 100% 
enterrades per l’encenall). 

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

La condició física 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 físiques i 
sensorials dels animals, com són els reflexos visuals, l'equilibri, la 
coordinació motora, la força i la resistència. Aquest test està format per 
quatre proves consecutives: 

Prova del reflex visual: el reflex visual i l’extensió 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 superfície de color negra 
(32x32cm). L’animal ha d’estendre les potes abans de topar amb la 
superfície (puntuació “1”) i es pren el valor mitjà de les 3 puntuacions. 

Proves de la barra de fusta i de la barra de metall: l'equilibri i la 
coordinació motora es van avaluar en dues tasques consecutives 
formades per una barra de fusta de secció quadrada (1,3cm d’amplada i 
1m de llarg) i una altra barra cilíndrica de metall (1cm de diàmetre i 1m 
de llarg) ambdues dividides en 10 segments i col·locades a 40cm del 
terra. Cada prova constà de 2 assaigs de 20 segons. Durant la tasca, 
l’animal es col·loca en el centre de cada barra i es mesura la distància 
recorreguda i la latència de caiguda.  

Prova del penja-robes: aquesta prova mesura la força muscular i la 
resistència, així com la prensibilitat i la coordinació motora de l'animal. 
A partir d’un penja-robes (2mm de diàmetre, 40cm de llarg) dividit en 
8 segments de 5cm i elevat a 40cm del terra, es penja l’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 distància recorreguda, el nombre 
d'elements de suport que rep i la latència a caure en cada assaig. El 
nombre d’elements de suport segueix la següent puntuació: 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 funció de coordinació 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 (diàmetre 7,3cm) i 4 compartiments individuals 
(carrils de 5cm d’amplada) per a cada animal. Cada ratolí es col·loca en 
un dels carrils i es mesura el temps que roman sense caure a una 
velocitat de rotació donada. A més, de manera automatitzada es 
registren el nombre de voltes, que serveix com a  mesura indirecta de la 
distància recorreguda. En tots els casos, es va mesurar el nombre 
d’assaigs que necessità cada animal per aprendre a mantenir la 
coordinació motora sobre el rotarod i un cop assolit aquest objectiu, 
cada tasca es realitzà dues vegades per mesurar la distància 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 
ràpida (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 l’activitat motora circadiana o Circadian Activity test (ACT) 

En aquest test es mesura l’activitat motora espontània durant un període 
de 23 hores (començant a les 15h, en períodes de 30 minuts), 
mitjançant un sistema de gàbies connectades simultàniament a un 
sistema informatitzat de mesura de l’activitat motora (Actitrack, 
Panlab, S.L., Barcelona). En cada gàbia (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 aquàtic de Morris o Morris water maze test (MWM) 

El laberint aquàtic de Morris és un test àmpliament utilitzat en les 
bateries conductuals ja que permet executar paradigmes d’aprenentatge 
i/o memòria 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 diàmetre, 40cm d'alçada, 
25°C, aigua opaca), situada en una sala de conducta pintada 
completament de negre. Durant les proves, l’animal s’introdueix 
delicadament dins de l’aigua des d’un punt cardinal diferent i alternat 
(est o oest). La tasca d’aprenentatge consisteix en trobar la plataforma 
(7cm de diàmetre) que pot estar visible (0,5cm sobre la superfície de 
l’aigua) i assenyalada amb una bandera de ratlles blanques i negres 
(5x8x15cm) o bé, estar amagada  (1cm per sota de la superfície de 
l’aigua) segons sigui el paradigma d’aprenentatge guiat (en anglès cue 
learning task, CUE) o d’aprenentatge de la localització (en anglès place 
learning task, PT). Les pistes que permeten guiar a l’animal per trobar 
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al plataforma són internes (la bandera de la tasca d’aprenentatge guiat) 
o bé externes (una figura geomètrica blanca diferent penjada a cada 
paret). Els animals han de trobar la plataforma en un temps màxim d’un 
minut. Si durant aquest període, l’animal no aconsegueix trobar-la, 
l’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 l’experimentador. El protocol experimental té la següent 
pauta: un dia d'aprenentatge guiat seguit de quatre dies d’aprenentatge 
de localització de la plataforma i l’assaig de memòria final sense 
plataforma. 

Cada sessió experimental consisteix en l’administració 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 són latència 
d’arribada a la plataforma i la distància 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 natació (cm/s) durant cada 
assaig. La representació de les trajectòries permet que l’experimentador 
analitzi les estratègies de navegació en funció de la finalitat 
(presència/absència d’estratègies de recerca), la direccionalitat 
(presència/absència d’estratègies dirigides a un objectiu) i la variabilitat 
(ús d’una o més estratègies). 

Per a realitzar la prova de memòria a curt termini, una hora i mitja 
després de l’última sessió d’aprenentatge de localització, es retira la 
plataforma (probe trial). Aquesta prova consisteix en deixar que 
l’animal navegui durant un minut dins de la piscina i demostri, amb el 
percentatge de permanència en cada un dels seus quadrants, el grau de 
memòria de la posició en la que estava la plataforma. Els quatre 
quadrants s’anomenen: de la plataforma (P), adjacent esquerre (en 
anglès adjacent  left, Al), oposat (O) i adjacent dret (en anglès adjacent  
right, Ar). La precisió amb la que ho fa es mesura amb els annulus 
crossings, el nombre de creuaments de l’anella (2cm més àmplia de la 
mida real de la plataforma) que delimita l’antiga posició de la 
plataforma. En aquestes tasques és imprescindible l’ús del programa 
informatitzat.  

A les anàlisis quantitatives (latència, distància i velocitat) s’hi 
afegeixen les qualitatives. És el cas de l’elecció que fa el ratolí d’una 
estratègia o una altra en el laberint aquàtic de Morris per resoldre les 
tasques. Les mesures quantitatives poden no reflectir clarament les 
diferències en l'elecció de l’estratègia per resoldre el problema, ja que 
no afecten necessàriament la latència d'escapament, la mesura 
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comunament utilitzada en el laberint d'aquàtic de Morris (Janus, 2004). 
En menor mesura, la distància sovint tampoc és capaç de reflectir les 
estratègies utilitzades. En el present estudi, es va utilitzar l'extensa 
classificació de les estratègies de natació caracteritzades per (Janus, 
2004) per detectar canvis en la patró de natació dels ratolins 3xTg-AD. 
Es van comparar les freqüències de les estratègies de natació 
comunament observades i fàcilment identificables en cada un dels 
paradigmes del laberint aquàtic per tal de trobar els trets que 
distingeixen els dos genotips. D'aquesta manera, els camins descrits 
durant la natació de cada ratolí en cada assaig de les tasques 
d’aprenentatge guiat, de localització i en l’assaig de memòria final es 
van analitzar d'acord amb les següents estratègies: 

Conductes de no cerca: Flotació: un estat d'inactivitat sense moviment 
cap endavant. La incidència i la durada d'aquesta activitat es va mesurar 
mitjançant una observació directa de l'experimentador. Natació en 
cercles: nedar en cercles tancats, sense mostrar un moviment 
direccional concret o seguint una estratègia de cerca aleatòria. Sovint és 
realitzada entre estratègia i estratègia. 

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

L'ús de cada estratègia de cerca es presenta com un percentatge 
d'incidències durant cada assaig sobre el conjunt del període 
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experimental analitzat. L’experimentador encarregat de codificar les 
estratègies desconeixia tant del genotip com la sessió i/o la seqüència 
de la prova. Alhora, es van classificar les estratègies en estratègies 
úniques (ús només d'una estratègia per assaig) o estratègies mixtes (ús 
de dos o més estratègies per assaig). La proporció dels assaigs utilitzant 
estratègies mixtes vs. úniques 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 latència de sacsejada de la cua com un indicador de la 
percepció sensorial relacionada amb el dolor. Es realitzen dos assaigs 
separats per 15 minuts. El valor mitjà entre els dos assaigs es pren com 
a resultat. 

Supervivència (survival) i sistema immunològic perifèric (peripheral 
immune system) 

En l’estudi 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 immunològic perifèric (Giménez-Llort et al., 2012). 

4.5 Estadística 
Els resultats s’expressen com mitjana ± error estàndard de la mitjana 
(SEM), percentatge (%) o incidència (n/total). Les anàlisis estadístiques 
es van dur a terme utilitzant el programa estadístic SPSS (versió 15.0). 
L’efecte dels factors estudiats: genotip (G), gènere (S), tractament (T) i 
temps (t), segons correspongui a cada estudi, es va obtenir mitjançant el 
model lineal general multivariant, seguit d’una anàlisi de la variància 
ANOVA i els contrastos post hoc de la prova Duncan. Les incidències 
es van valorar mitjançant 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 correlació de Pearson. Pel que 
fa a la conducta de navegació en el MWM, la freqüència de les 
conductes de no cerca i les estratègies de cerca va ser calculades com el 
nombre total d'assaigs que presenten aquesta determinada conducta en 
cada paradigma. Les diferències entre els diferents factors i les seves 
interaccions amb el factor temps en les diferents tasques MWM van ser 
analitzades amb l’ANOVA de mesures repetides (RMA). Es va utilitzar 
la prova t-aparellada per comparar les diferències entre dos assaigs. En 
tots els casos, p<0,05 es va considerar estadísticament significatiu. 
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5. Estudi I. Caracterització de les conductes 
bizarres i de la conducta de valoració del risc en 
ratolins 3xTg-AD i NTg. Els efectes a llarg termini 
del handling postnatal 
La neofòbia, les convulsions, l’augment de l'agressivitat i l'activitat 
locomotora, són exemples dels BPSD que ja han estat reproduïts en 
diversos models murins per a l’AD, mentre que altres són encara poc 
reportats a la literatura. Aquest és el cas de les estereotípies i els altres 
moviments aberrants, a causa de la seva baixa incidència i poca durada, 
així com l'especificitat de les condicions experimentals en què són 
quantificables. En el nostre laboratori, havíem 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 estratègies per enfrontar-se a l'estrès. Un estudi 
preliminar va indicar que als 6 mesos d'edat, la incidència 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 βA intraneuronal en 
l’amígdala 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 beneficiós del handling 
postnatal, com a  estratègia preventiva donat els seus efectes a llarg 
termini sobre perfils relacionats amb l'estrès. El factor gènere també va 
ser també considerat.  

Aquest estudi ha donat lloc a l’article científic “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  

 

Figura A. Disseny experimental de l’Estudi I. 
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Els 77 subjectes experimentals provingueren de 30 ventrades, amb 6-8 
cries de mitjana. Les ventrades van ser distribuïdes a l’atzar en els 4 
grups experimentals segons el gènere: animals amb handling postnatal 
(15 ventrades) i sense (15 ventrades). El tractament de handling 
s’administrà als animals segons el protocol detallat a l’apartat de 
mètodes d’aquesta tesi doctoral. El disseny experimental va consistir en 
els següents 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, l’anàlisi factorial 2x2x2 indicà una 
interacció entre els factors gènere x genotip x tractament [SxGxT, 
F(1,69)=4,659; p<0,05] en l’activitat horitzontal (nombre de 
cantonades visitades). Pel que fa a l’activitat vertical, ambdós gèneres 
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 diferències en la latència del primer 
rearing (dades no presentades). 

Test del camp obert  

La seqüència d'esdeveniments conductuals desenvolupats en l’OF es 
detalla en les taules 1-3. Des de l’inici de la prova, es van trobar 
diferències dependent de genotip en la conducta anomenada de 
congelació o frezzing behavior [G, F(1,69)=5,662; p<0,05] i en la 
presència de moviments bizarres [G, F(1,69)=6,555; p<0,05]. Tal i com 
es reflecteix en la taula 1, els animals transgènics van desenvolupar 
més conductes bizarres que els NTg, sobretot en el gènere femení. 
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Taula 1. Efectes a llarg termini del PH sobre les conductes bizarres mostrades pels 
ratolins c57bl/6x129 i 3xTg-AD a l’edat de 6 mesos en la prova del camp obert.  
Per a cada un dels quatre comportaments bizarres, els resultats s'expressen com la 
incidència (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 latència de la conducta de la 
congelació en tots els animals [T, F(1,69)=6,055; p<0,05] i la 
incidència 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 què la incidència 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 diferències de gènere 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 incidència que els mascles.  
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Els ratolins 3xTg-AD van trigar més temps a arribar a la perifèria i a 
realitzar la conducta d’empolainament en comparació 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 conseqüència, 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 l'activitat locomotora, tal i com s’observa en la figura 1B,  
durant la prova es van trobar una interacció de gènere 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, 
ambdós sexes dels ratolins 3xTg-AD van mostrar un reduït nombre de 
creuaments (crossings) en comparació 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 interacció de gènere x 
genotip [SxG, F(1,69)=10,544; p<0,01] on les diferències van ser 
apreciables en el genotip NTg, ja que les femelles van realitzar un  
menor nombre de rearings durant la prova en comparació amb els 
mascles [S, F(1,69)=16,638; p<0,001]. Aquesta reducció de l’activitat 
vertical també es va observar en ambdós sexes dels ratolins 3xTg-AD 
[G, F(1,69)=62,334; p<0,001]. 

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

Finalment, la defecació es va veure influenciada pel sexe i el genotip, 
on els mascles NTg i ambdós sexes dels ratolins 3xTg-AD van mostrar 
una resposta emocional major que les femelles [S, F(1,69)=5,424; 
p<0,05 i G, F(1,69)=7,708; p<0,01, respectivament]. També es van 
trobar diferències de gènere en la micció, sent els mascles el gènere que 
presentà una major incidència [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 diferències de gènere 
observades en la majoria dels paràmetres avaluats en aquesta prova. El 
nombre d'estiraments d’aproximació 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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diferències de gènere en el genotip NTg tant en la latència [T, 
t(1,16)=2,123; p<0,05] com en el nombre d'episodis [prova de Duncan 
p<0,05].  
La incidència dels animals que van entrar a la zona il·luminada va 
variar de 60-90% en els ratolins NTg i augmentà 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 varià entre genotips i gèneres [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 comparació 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 correlació de Pearson 
estadísticament significatius, en els animals NTg existeix una relació 
entre les variables d'estiraments d’aproximació i l'entrada a la zona 
il·luminada només en els mascles sense handling ['nombre 
d'estiraments d’aproximació' i 'latència d'entrada', r<0,735, p<0,05; 
'Latència' i 'nombre' d'estiraments d’aproximació i ‘temps en la zona 
il·luminada', r<0,769, p<0,05 i r<-0,801, p<0,01, respectivament]. En 
relació amb el genotip transgènic, la mateixa correlació entre aquests 
paràmetres es van trobar en els mascles [‘latència d'estiraments 
d’aproximació’ i ‘temps en l'àrea il·luminada', r<0,605, p<0,05] i en les 
femelles ['nombre’ i ‘latència’ d'estiraments d’aproximació i 'latència 
d'entrada', r<0,608, p<0,05 i r<0,762, p<0,05, respectivament] i 
'nombre d'estiraments d’aproximació’ i ‘temps en l'àrea 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’aproximació 
realitzades en la DLB i la presència de conductes bizarres i d’altres 
relacionades amb l'ansietat realitzades en l’OF [‘conducta de 
congelació’ i ‘presència de moviments bizarres’ i ‘latència 
d'estiraments d’aproximació’ r<0,664, p<0,05 i r<0,715, p<0,05, 
respectivament]. També [‘conducta de congelació’, ‘sortida del centre’ 
i ‘entrada a la perifèria’ amb ‘nombre d'estiraments d’aproximació’ 
r<0,688, p<0.05, r<0,891, p<0,01 i r<0,819, p<0,01, respectivament].  

Finalment, es van trobar diferències de gènere i de genotip en la 
defecació 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 presència 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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Taula 2. Efectes a llarg termini del PH sobre les estratègies de confrontació a l’estrès i 
conductes lligades a l’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 transgènic; Tg, transgènic; nH, 
sense handling; H, handling. ANOVA 2x2x2: S, efecte gènere; G, efecte genotip; T, 
efecte  tractament; SxT interacció gènere x tractament; SxGxT interacció gènere x 
genotip x tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de proves t-Student o 
Duncan s p<0,05, sss p<0,001 vs. el grup mascle corresponent; g p<0,05, ggg p<0,001 vs. 
el grup NTg corresponent; t p<0.05, tt p<0,01, ttt p<0,001 vs.  el grup sense handling 
corresponent. (Taula extreta de Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014). 
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Taula 3. Efectes a llarg termini del PH sobre les conductes associades a l’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 transgènic; Tg, transgènic; nH, sense handling; H, handling. ANOVA 2x2x2: 
S, efecte gènere; G, efecte genotip; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de 
prova Duncan s p<0,05, ss p<0,01 vs. el grup mascle corresponent; gg p<0,01, ggg 
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 exploratòries 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 gènere; G, efecte genotip; T, 
efecte tractament; SxG, interacció gènere x genotip; SxGxT, interacció gènere x 
genotip x tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan ss 
p<0,01, sss p<0,001 vs. el grup mascle corresponent; g p<0,05, ggg p<0,001 vs. el grup 
NTg corresponent; ttt p<0,001 vs. el grup sense handling corresponent (Figura extreta 
de Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014). 
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5.3 Discussió  
En el present treball es caracteritzen les conductes bizarres observades 
sistemàticament en tests d’ansietat clàssics incondicionats com part 
dels símptomes tipus BPSD presents en els ratolins 3xTg-AD en les 
primeres etapes de la malaltia, així com la conducta de valoració del 
risc en aquests animals. També es va estudiar la capacitat que té 
l'estimulació sensorial tàctil durant les primeres etapes de la vida de 
contrarestar aquests símptomes. 

Mascles i 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 ansiogèniques: una lleu neofòbia en el 
CT, l'exposició directa a un camp obert i il·luminat a l’OF, i la 
possibilitat d'escollir entre dos compartiments en la prova de la DLB. 
En aquestes condicions experimentals, una anàlisi qualitativa i 
quantitativa detallada de les respostes conductuals identificà una sèrie 
d'esdeveniments que es van agrupar en tres dominis comportamentals: 
1) Estratègies per fer front a l'estrès: la conducta de congelació, les 
conductes bizarres, la conducta de valoració del risc i l'elecció de les 
àrees protegides/no protegides; 2) L'activitat locomotora: activitats 
horitzontals i verticals; i 3) Conductes relacionades amb l'emotivitat: 
conducta d’empolainament, la defecació i la micció.  

Les estratègies de ‘lluita o vola’ (fight-to-flight) per fer front a l'estrès 
van ser les primeres respostes observades en el CT i l’OF. Tots els 
animals, independentment del seu gènere i genotip, van passar els 
primers segons completament immòbils. Després d'aquest estat inicial 
de congelació 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 
estereotípies motores repetitives anòmales o aparentment sense sentit 
(Powell, et al., 1999; Presti et al., 2004) i en aquests animals estudiats, 
és possible que representin diferents tipus d’estratègies de tipus ‘lluita o 
vola’ per fer front l'estrès. En realitat, aquestes conductes han estat 
escassament descrites per la seva baixa incidència en rosegadors adults 
joves (Powell et al., 2000) i la major part de la literatura es refereix a la 
seva elicitació després d’actuacions farmacològiques (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 difícil de mesurar. Contràriament, en 
l’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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freqüent com per ser quantificades, no només quan aquestes conductes 
es van agrupar en una categoria única, sinó 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 
implicà un retard en entrar a la perifèria, cosa que va fer difícil observar 
clares diferències en la tigmotaxis (preferència per les àrees 
protegides), ja que només es van trobar en les femelles 3xTg-AD 
tractades. Els presents resultats indiquen l'edat de 6 mesos com a un 
punt en el temps interessant no només per estudiar conductes bizarres 
espontànies, sinó també pel seu component de gènere i la seva 
modulació mitjançant les condicions ambientals durant la infantesa, 
com ara el PH.  

Aquest fet té especial interès 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 βA (Oddo et 
al., 2003a). A nivell clínic, les alteracions greus de conducta s'han 
correlacionat amb l'augment de la dopamina (DA) i una reducció dels 
receptors estriatals D2 en l’estriat dels pacients amb AD. D'altra banda, 
els estímuls estressants són coneguts per donar lloc a un augment de les 
concentracions de DA extracel·lular en el mesolímbic, el mesostriatal i 
les vies mesocorticals dopaminèrgiques (Pani et al., 2000; Giorgi et al., 
2003), així com l’augment de l'activitat de l'eix hipotalàmic-pituïtari-
adrenal (HPA) (Von Holst, 1998). Curiosament, la desregulació de la 
resposta a estrès de l'eix HPA és una altra característica de l’AD a 
nivell neuroendocrí (Maeda et al., 1991).  

De manera similar, altres patrons conductuals espontanis, invariables i 
repetitius observats en gàbies d’estabulació i dispositius automatitzats 
s’han descrit en ratolins transgènics APP23 (Lalonde et al., 2002), PS1-
A245E (Lalonde et al., 2003b) i ratolins TgCRN8 (Ambreé et al., 
2006). Per exemple, els ratolins APP23 sovint fan continus alçaments i 
salts contra les parets de la seva gàbia. En aquests models, no només els 
nivells de DA elevats, coneguts per ser capaços de provocar 
estereotípies en els rosegadors (Mason, 1991), sinó que també la 
serotonina i els opioides s'han proposat com a bases neuroquímiques 
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 TgCRN8 (Touma et al., 2004) s’ha vist una 
hiperactivitat de l'eix HPA dependent de l’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 l’estrès (Ambreé et al., 2006). D'altra banda, les conductes 
bizarres podrien estar causades indirectament per la patologia de l’AD 
en l'hipocamp i l'amígdala, que es veu agreujada per la hiperactivitat de 
l'eix HPA/cascada glucocorticoide (Sapolsky et al., 1986). De fet, aquí 
es presenta l’increment de les conductes bizarres en ratolins 3xTg-AD 
als 6 mesos d'edat, la mateixa edat en què ja s'ha demostrat un paper 
deleteri de l'acumulació de βA intraneuronal en les neurones piramidals 
glutamatèrgiques de l’amígdala basolateral (BLA) en les respostes 
emocionals dependents de l'amígdala (España et al, 2010). 

Aquesta anàlisi també proporciona noves evidències sobre l'existència 
de símptomes tipus BPSD en ambdós sexes dels ratolins 3xTg-AD en 
les primeres etapes de la malaltia (Giménez-Llort et al., 2006, 2010; 
García-Mesa et al., 2011). Per a qualsevol dels dominis conductuals 
estudiats, la prova de l’OF va resultar ser la més sensible a l’hora de 
mostrar les diferències de genotip i de gènere, així com per demostrar, 
per primera vegada, els beneficis del PH. En aquesta prova conductual, 
els ratolins 3xTg-AD van mostrar un increment de les estratègies de 
‘lluita o vola’ per fer front a l'estrès en comparació amb els animals 
NTg. Concretament destacaren les conductes de congelació i les 
bizarres, sobretot les de component estereotipat van ser les que van 
mostrar una major incidència. A més, la correlació negativa de les 
conductes de congelació i bizarres amb l'activitat locomotora 
horitzontal va demostrar que aquestes conductes estan fortament 
involucrades en la reducció de la locomoció descrita en ratolins 3xTg-
AD davant condicions ansiogèniques (Giménez-Llort et al., 2006, 
2010; García-Mesa et al., 2011) 

El handling postnatal, generalment utilitzat per estudiar els efectes dels 
factors ambientals en el desenvolupament i la plasticitat durant la 
ontogènia, també és capaç d'induir efectes positius a llarg termini en 
una diversitat de respostes conductuals i neurobiològiques (revisat per 
Holmes et al., 2005). En aquest sentit, les accions a llarg termini del PH 
s'han reportat en la  neurotransmissió serotoninèrgica, dopaminèrgica i 
la GABAèrgica, així com en l'AMP cíclic i en els sistemes de segons 
missatgers PLC. També per contrarestar danys excitotòxics 
glutamatèrgics i els canvis cognitius o histològics relacionats amb edat. 
No obstant, els efectes del PH en les respostes de l'eix HPA són 
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 capaç de modificar trets comportamentals de 
tipus ansiós heretats genèticament (Aguilar et al. 2004).  
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D'acord amb això, el present estudi mostra que el primer efecte 
beneficiós del PH observable a llarg termini en els ratolins 3xTg-AD i 
NTg va ser  l'atenuació de la conducta de congelació. Aquest efecte s'ha 
observat sovint com un benefici de PH en les estratègies de ‘lluita o 
vola’ per fer front a l'estrès en rates (Meaney et al., 1991) i ratolins 
(Sternberg et al., 2003). Aquí també hem demostrat, en ambdós 
genotips i gèneres, que el PH va ser capaç de contrarestar les conductes 
bizarres. Wakshlak i Weinstock (1990) van reportar un efecte similar 
del PH en les estereotípies induïdes farmacològicament. A més, estudis 
reportats anteriorment han demostrat que les conductes bizarres 
obtingudes espontàniament 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 ansiogèniques en soques estàndard o emfatitzades en 
models animals semblen ser conductes idònies 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’aproximació, considerada com una 
conducta per avaluar el risc d'entrar a l'àrea il·luminada en la DLB 
(Bourin i Hascoet, 2003), es va observar en la majoria dels animals 
estudiats. Tant la latència com el nombre d'episodis d'aquest 
comportament van estar influenciats pel gènere i incrementats pel PH. 
Aquest fet és interessant perquè altres estudis han trobat també uns 
efectes similars del PH en l’increment de les diferències relacionades 
amb el gènere en la soca c57bl/6 amb susceptibilitat a una malaltia 
degenerativa (Columba-Cabezas et al., 2009). Les dues variables que 
mesuren la conducta d’estiraments d’aproximació van mostrar que 
aquest comportament d’avaluació del risc es correlaciona inversament 
amb el temps de permanència a la zona il·luminada, és a dir, amb el 
grau d’ansietat dels animals. Això és important a tenir en compte ja que 
estudis realitzats en el nostre laboratori han demostrat prèviament que 
en ambdós gèneres de rates psicogenèticament seleccionades per a alta 
i baixa ansietat (rates RHA/Verh-I i RLA/Verh-I, respectivament), així 
com en la població heterogènia de rates N/NIh-HS, l'avaluació del risc 
era independent de comportaments de tipus ansiós (Aguilar et al., 2004; 
López-Aumatell et al., 2008). D'acord amb el treball previ (Giménez-
Llort et al., 2010) les diferències de gènere en l'ansietat observades en 
el grup NTg van desaparèixer en el genotip 3xTg-AD, a causa de la 
conducta desinhibitòria de les femelles 3xTg-AD. D'altra banda, els 
efectes bidireccionals del PH potenciant l'avaluació del risc i reduint les 
conductes de congelació i bizarres evidencien les seves accions en els 
diferents substrats neuroanatòmics involucrats en les estratègies per fer 
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front a l'estrès. Pel que fa a l’ús d’aquest tipus d’esdeveniment durant 
l’ontogènia, estudis recents corroboren efectes beneficiosos similars 
obtinguts en l’adultesa davant situacions d’enfrontament amb l'estrès 
(Boufleur et al., 2012; Marcolin et al., 2012).  

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

Finalment, les conductes de component emocional, com són les 
conductes d’empolainament, la defecació i la micció, també es van 
trobar fortament influenciades pels factors gènere i genotip. En general, 
l'efecte del gènere, trobat de manera consistent en tots els dominis 
conductuals, posa de manifest la importància de considerar aquest 
factor en els dissenys experimentals, per tal de detectar tots els efectes 
en el volum total de la població, tant en presència com absència de 
malaltia.  

5.4 Conclusions 
Les conclusions de l’Estudi I per a la Caracterització de les conductes 
bizarres i la valoració del risc en ratolins 3xTg-AD i NTg i els efectes a 
llarg termini del handling postnatal, en ambdós gèneres, als 6 mesos 
d’edat, van ser les següents: 

1. Les conductes bizarres en el genotip 3xTg-AD als 6 mesos d’edat 
són BPSD primerencs conspicus i mesurables. Es classifiquen en 
aixecaments estereotipats, estiraments estereotipats, caminar cap enrere 
i salts.  
2. El patró de conductes bizarres en ratolins 3xTg-AD difereix de la 
dels animals NTg i es correlaciona amb altres comportaments 
d'ansietat, la locomoció i l'emotivitat. 
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3. La majoria dels esdeveniments conductuals estudiats depenen del 
gènere. Sent les femelles el gènere més adequat per estudiar les 
conductes bizarres i la conducta de valoració del risc. 
4. A llarg termini, el handling postnatal permet reduir la conducta de 
petrificació i les conductes bizarres, mentre que potencia la conducta de 
valoració del risc.  
5. A més, els efectes del handling són selectius, actuant sobre les 
estratègies per fer front a l’estrès, però no exercint cap efecte sobre 
l'activitat exploratòria per se, com ho és l’activitat vertical.  
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6. Estudi II. Fase 1. Caracterització de les estratègies 
de navegació en el laberint aquàtic de Morris en 
ratolins 3xTg-AD i NTg  
Per caracteritzar les estratègies de navegació en el laberint aquàtic de 
Morris en ratolins 3xTg-AD i NTg es van fer servir animals de 13 
mesos d’edat, que es corresponen amb les etapes avançades de la 
malaltia quan ja hi ha plaques de βA i comença la formació dels 
cabdells neurofibril·lars (Oddo et al., 2003b). En aquest context, es va 
analitzar els diferents patrons de navegació que presenten els animals 
3xTg-AD i NTg davant diferents paradigmes proposats en aquest test. 
Per dur a terme aquest propòsit, es van estudiar les diferents estratègies 
de natació establint criteris en funció de la finalitat (presència/absència 
d’estratègies de recerca), la direccionalitat (presència/absència 
d’estratègies dirigides a un objectiu) i la variabilitat (ús d’una o més 
estratègies).  

Aquest estudi ha donat lloc a un manuscrit que està en procés de revisió 
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  

 
Figura B. Disseny experimental de l’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 distribuïts 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 següent pauta: un dia d'aprenentatge guiat i quatre dies 
de localització de la plataforma seguit per un assaig de memòria final 
(probe trial) sense plataforma. 
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6.2 Resultats 
Les figures 2 i 3 il·lustren les anàlisis quantitatives de les variables de 
temps, distància i velocitat en els diferents paradigmes del laberint 
aquàtic de Morris. Les anàlisis qualitatives de les conductes de no cerca 
i les estratègies de cerca es representen en les figures 4 i 5.  

Anàlisis quantitatives 

Com es mostra a la figura 2, les diferències de genotip trobades en la 
latència mitja de la tasca d'aprenentatge guiada [Fig. 2A, G, F(1,15)= 
6,289; p<0,05] es van perdre quan s'utilitzà la variable distància [Fig. 
2C, G, F(1,15)=0,001; p=0,975, n.s]. En la tasca de localització, 
l’efecte ‘temps’ va indicar la presència d'un procés d'adquisició en 
ambdues variables, la latència mitja [Fig.2A, RMA, T, F(3,42)=22,805, 
p<0,001] i la distància recorreguda [Fig.2C, RMA, T, F(3,42)=31,585, 
p<0,001]. Només una anàlisi més detallada com la que s’obté analitzant 
les dades “assaig per assaig” i que avalua la memòria 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 diferències de 
genotip en alguns assaigs, majoritàriament per a la variable de latència 
[G, totes les F(1,15)>4,552, p<0,05]. El nivell d'adquisició assolit al 
final de la tasca de localització va ser similar en ambdós genotips 
[latència, PT4.T4, G, F(1,15)=4,354; p>0,05, n.s; distància 
recorreguda, PT4.T4, G(1,15)=0,642; p>0,05 n.s]. Els ratolins 3xTg-
AD van mostrar una velocitat de natació consistentment més ràpida en 
comparació als animals NTg tant en la tasca d’aprenentatge guiat 
[RMA, G, F(1,15)=39,355; p<0,001], com en la de localització [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 flotació es va tenir en 
compte a l’hora de calcular la velocitat total (dades no mostrades). En 
l’assaig de memòria final (Fig.3), es mesura la memòria com la 
preferència pel quadrant que contenia la plataforma i la precisió per 
arribar a aquesta (nombre de creuaments en la zona exacta on es 
trobava la plataforma). Aquí, de nou, les variables de temps i distància 
no van ser suficientment sensibles per detectar diferències de genotip, 
mentre que sí que es van observar en la velocitat de natació [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 diferències de 
genotip en la velocitat de natació. 



 

 
85 

TASQUES D’APRENENTATGE GUIAT I DE LOCALITZACIÓ 

 

Figura 2. Anàlisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localització 
avaluades en la prova del MWM en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. La 
figura mostra les anàlisis ‘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, 
interacció ‘temps x genotip’; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 prova t-Student: * 
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001 vs. el grup NTg. 
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ASSAIG DE MEMÒRIA FINAL  

Figura 3. Anàlisis quantitatives de l’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, distància i creuaments de l’anella en els quadrants de la plataforma (P), 
adjacent esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de navegació en 
aquesta prova. Prova de t-Student: g p<0.05, gg p<0.01 vs. el grup NTg. ANOVA, 
***p<0.001 P vs. tots els altres quadrants. 
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Anàlisis qualitatives 
Les característiques qualitatives de les estratègies de navegació van ser 
analitzades en els tres paradigmes de laberint aquàtic d'acord a 
l'existència o no d'una estratègia de cerca i van ser classificades de la 
següent manera:  

Les conductes no relacionades amb la cerca (Fig.4A) en els ratolins 
NTg c57bl/6 es van caracteritzar per una elevada freqüència de flotació 
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 interacció ‘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 natació en cercles en les tasques 
d'aprenentatge guiat i de localització [ambdues, G, F(1,15)>6,266, 
p<0,05]. Curiosament, es va trobar un efecte ‘temps’ durant la tasca de 
localització [T, F(3,42)=3,212, p<0,05] com a resultat de la reducció 
d'aquesta conducta al llarg de la prova (Fig.4B).  

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

Al dia següent, l’inici de la tasca d'aprenentatge de la localització va 
comportar el canvi de posició i l’ocultació de la plataforma. En el 
primer assaig, la majoria dels ratolins NTg van nedar ‘directament’ a la 
posició de la plataforma anterior, contràriament als ratolins 3xTg-AD 
que van utilitzar una estratègia 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 posició esperada, la majoria 
d'animals NTg van canviar la seva estratègia per la natació ‘a l'atzar’ 
[F(7,56)=7,000 vs. totes les altres estratègies, p<0,001], mentre que en 
el genotip transgènic, l’'encadenament' va ser l'estratègia predominant 
[F(7,56)=2,970 vs. totes les altres estratègies, p<0,01]. Per tant, els 
resultats indiquen que durant la primera sessió d’aquest nou paradigma, 
el procés d'adquisició de la nova posició de la plataforma oculta implica 
l'ús de més d'una estratègia en el mateix assaig, és a dir, l’ús 
d’estratègies mixtes. A més, amb l’avanç de les sessions, es van trobar 
diferències significatives de genotip de la segona a la quarta jornada 
(Fig.4C i 4D) quan les dades va ser considerades de la següent manera: 
1) la proporció d'animals usant estratègies 'mixtes' vs. 'úniques' 
[χ(2)

2=10,093; p<0,001], 2) estratègies 'no dirigides a un objectiu' vs. 



 

 
88 

 

‘dirigides a un objectiu' [χ(2)
2=11,443; p<0,001], 3) la recerca de la 

plataforma en la ubicació corresponent a l’entrenament guiat [prova 
exacta de Fisher; p<0,01]. En particular, els animals NTg van mostrar 
una major proporció d’estratègies 'úniques' i 'dirigides’ a un objectiu' 
sent la ‘natació 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 estratègies ‘mixtes’ i ‘no 
dirigides a un objectiu’ sent l’‘encadenament’ i la ‘natació a l’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'adquisició, aquest 
pobre rendiment cognitiu mostrat pels ratolins 3xTg-AD va millorar 
gràcies a l’entrenament ja que van mostrar una correcció de la seva 
trajectòria de navegació en PT3 i PT4 ['natació corregida' prova exacta 
Fisher; p<0,05].  

A l'assaig de memòria final, tots els animals (100%) van nedar 
'directament' a l’àrea on es trobava la plataforma oculta. Al no 
aconseguir-ho, els ratolins NTg van alternar diferents tipus estratègies 
mentre que els animals 3xTg-AD van mostrar persistència en la 
conducta. 
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CONDUCTES DE NO CERCA I ESTRATÈGIES DE CERCA  

 
 
Figura 4. Anàlisis qualitatives de les conductes de no cerca i estratègies 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 flotació (A), la natació en cercles (B), ús 
d’estratègies úniques vs. mixtes (C) i estratègies 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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ESTRATÈGIES DE CERCA  

 
ANÀLISIS DETALLADA 
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Figura 5. Estratègies de natació representatives mostrades en els animals NTg (a dalt) i 
3xTg-AD (a baix) als 13 mesos d'edat en els paradigmes del MWM. Anàlisi global 
(esquerra) i anàlisi detallada (dreta) on s'il·lustren totes les estratègies realitzades per un 
animal representatiu de cada genotip. Cercle obert: posició de la plataforma en 
l’aprenentatge guiat, cercle tancat: posició de la plataforma en la tasca de localització. 

ANÀLISIS DETALLADA 
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 6.3 Discussió 
Aquest estudi proporciona, per primera vegada, una caracterització 
general i integral, tant del domini conductual cognitiu com el perfil 
BPSD (incloses les estratègies de recerca) en ratolins 3xTg-AD de 13 
mesos d'edat, en el laberint aquàtic de Morris. Les mesures 
quantitatives van detectar diferències de genotip en la latència 
d'escapament mitjana en la tasca d'aprenentatge guiat, així com en la 
velocitat de natació exhibida en totes les tasques realitzades. La majoria 
d'aquests resultats confirmen la presència d'un fort perfil BPSD mentre 
que latència d'escapament i la distància recorreguda van ser variables 
menys precises a l’hora de reflectir el deteriorament associat a l'AD. 
L'augment de la velocitat de natació trobat en tots els paradigmes, 
independentment de la dificultat de la tasca, confirma l'existència d'un 
patró d'hiperactivitat constant com es mostra també en l’actimetria 
(Giménez-Llort et al., 2007) i les gàbies d’exercici (García-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 cognició amb una menor 
influència de l'activitat concomitant o patrons emocionals, alguns 
autors fan un entrenament previ als animals en la tasca o bé els 
manipulen prèviament per a que s’atenuïn o, fins i tot, es suprimeixin 
aquests factors d’interferència. Però el nostre propòsit és realitzar un 
fenotipat tenint en compte tant l'existència de deteriorament cognitiu 
com la presència de patrons BPSD i, en canvi, en el nostre cas utilitzem 
aquests procediments per a valorar els efectes d’intervencions no 
farmacològiques (Baeta-Corral i Giménez-Llort, 2014). Per tant, en 
aquest treball, l'anàlisi qualitativa va proporcionar informació 
addicional per avaluar el deteriorament cognitiu basant-se en les 
estratègies utilitzades pels animals en aquestes tasques de resolució de 
paradigmes. De la mateixa manera, en estudis previs realitzats en altres 
models mutants, com el knockout per als ratolins A1R (Lang et al., 
2003), l'anàlisi de les estratègies de navegació va mostrar diferències de 
genotip que no es reflecteixen a través de mesures senzilles com la 
latència d'escapament o la distància recorreguda.  

D'altra banda, la distinció de les conductes de no cerca (flotació i 
natació en cercles) de les estratègies dirigides o no a un objectiu va 
permetre fer una diferenciació més precisa entre els genotips. De 
manera notòria, els animals NTg van mostrar una alta freqüència de 
flotació. En aquest sentit, és interessant recordar que, contràriament a 
les rates, la prova de laberint aquàtic de Morris suposa una condició 
estressant per als ratolins que sovint la superen mitjançant la flotació, 
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una conducta que podria estar relacionada amb la manca de motivació, 
fins i tot, com una mena de desesperança conductual (Porsolt et al., 
1977). Com s'ha esmentat anteriorment, malgrat alguns autors defensen 
que els animals han d'estar habituats a laberint aquàtic i nedar a l'aigua 
abans d'avaluar qualsevol tasca en aquesta prova, nosaltres suggerim 
que, de fet, és la condició naïf la que millor reflecteix conductes 
relacionades amb l'ansietat i l’emotivitat, les quals poden interferir en 
complexes tasques de resolució de paradigmes cognitius. En el genotip 
transgènic, la conducta preferent de no cerca va ser la natació en 
cercles, que podria ser considerada com una conducta estereotipada per 
fer front a l’estrès. Curiosament, al llarg de la prova es va observar una 
reducció d’aquesta conducta, fet que suporta aquesta hipòtesi.  

La flexibilitat cognitiva va ser estudiada en els ratolins 3xTg-AD i NTg 
tenint en compte el nombre d’estratègies utilitzades en un mateix 
assaig. Contràriament, la majoria dels estudis fins ara realitzats, 
simplifiquen l’anàlisi a l'estratègia 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 estratègies dirigides o no a un objectiu, similar 
a la classificació de les estratègies segons la cerca no espacial o 
espacial atròfica, també van contribuir a fer una distinció més precisa 
entre els genotips. 

En general, la tasca d'aprenentatge guiat permet controlar possibles 
factors de confusió sensoriomotors o motivacionals, alhora que serveix 
per establir el nivell base post-habituació, abans d’iniciar la tasca de 
localització (Guinello et al., 2009). També és important assenyalar que 
el primer assaig també implica una condició naïf, útil per mesurar les 
habilitats cognitives, en contrast amb l’experiència 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 experiència prèvia 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 està influenciat per l'experiència 
(Donato et al., 2013) i això es podria traduir com el canvi progressiu de 
la cerca a l'atzar cap a les estratègies dirigides a un objectiu al llarg dels 
successius assaigs. Per tant, la natació directa es va convertir en 
l'estratègia més observada, en part pel les pistes dins del laberint que 
faciliten la localització de la plataforma (Giménez-Llort et al., 2013). 
Al final de la tasca d'aprenentatge de la localització, el rendiment va ser 
òptim en tots els animals. Probablement, ja que aquesta tasca no 
requereix el desenvolupament d'una estratègia de mapatge espacial per 
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la seva solució (Janus, 2004) tant els ratolins 3xTg-AD com els NTg 
van ser capaços d’aconseguir el mateix nivell de post-habituació.  

Pel que fa a l’aprenentatge de la localització, el canvi de posició de la 
plataforma augmentà 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 posició prèvia durant la tasca d’entrenament guiat. Tot 
i així, es van trobar diferències de genotip en les estratègies utilitzades 
per trobar la nova ubicació de la plataforma. En els assaigs posteriors, 
la conducta dels ratolins 3xTg-AD es caracteritzà per l'ús de les 
estratègies ‘mixtes’ (diverses estratègies dutes a terme en un sol assaig) 
i una alta incidència de les estratègies no dirigides a un objectiu. En 
canvi, la persistència de cerca de la plataforma en la posició durant 
l’entrenament guiat i la necessitat de corregir l’estratègia utilitzada per 
trobar la nova ubicació de la plataforma reflecteixen una pobra 
flexibilitat cognitiva en els ratolins 3xTg-AD. 

En l'assaig de memòria final, l'últim paradigma d’aquest disseny 
experimental, tots els animals van nedar directament cap a la posició de 
la plataforma durant el paradigma de l’aprenentatge de la localització. 
Un cop no van aconseguir trobar-la allà, es van trobar diferències de 
genotip en l’exhibició de les estratègies de cerca utilitzades durant la 
resta de la prova. Els ratolins 3xTg-AD van persistir en la recerca de la 
plataforma usant la mateixa estratègia, mentre que els ratolins NTg  van 
optar per combinar estratègies (Cuthbert et al., 2007). 

6.4 Conclusions 
Les conclusions de l’Estudi II. Fase 1. per a la Caracterització de les 
estratègies de navegació en el laberint aquàtic de Morris en ratolins 
3xTg-AD i NTg, als 13 mesos d’edat, van ser les següents: 

1. Els animals 3xTg-AD van mostrar un patró d'hiperactivitat persistent 
en el laberint aquàtic de Morris que estaria d’acord amb el seu perfil 
BPSD.  
2. Les estratègies de cerca de la plataforma dels NTg impliquen l’ús 
d’una sola estratègia (única) i dirigida. 
3. La pitjor funció cognitiva dels 3xTg-AD es va mostrar amb l’ús 
d’estratègies de cerca no dirigides. 
4. L’alta proporció d’estratègies mixtes utilitzada pels 3xTg-AD també 
posa en evidència els seus dèficits. 
5. Els assaigs que impliquen situacions noves (naïf) o amb dificultat 
són les més adients per mostrar els dèficits. 
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7. Estudi II. Fase 2. Efectes conductuals a llarg 
termini del tractament crònic amb cafeïna en 
ratolins 3xTg-AD i NTg 
Tot i que el consum de cafeïna està sent valorat com a possible 
estratègia terapèutica per a millorar els aspectes cognitius de l’AD, el 
possible impacte de la seva acció farmacològica ansiogènica paral·lela 
està poc estudiada. En tant que aquesta demència s’associa, també, a la 
presència de símptomes neuropsiquiàtrics com l’ansietat, l’agitació, els 
canvis circadians, etc. hem considerat important avaluar a nivell 
translacional els efectes del consum crònic de cafeïna sobre aquests 
perfils. En aquest sentit, els ratolins 3xTg-AD resulten valuosos en tant 
que aquest model mostra un perfil tipus BPSD molt clar. Així, 
l’aproximació experimental valora els efectes conductuals a llarg 
termini (als 13 mesos d’edat) d’un tractament crònic oral amb cafeïna 
iniciat en mascles adults a 6 mesos. En els ratolins 3xTg-AD, aquestes 
edats es corresponen amb estadis avançats i inicials de la malaltia, 
respectivament. La bateria de tests  avalua els efectes del tractament en 
el pes, les funcions sensoriomotores, l’activitat exploratòria, 
l’emocionalitat i conductes relacionades amb l’ansietat, el ritme 
circadià i l’aprenenetatge i memòria. 

7.1 Disseny experimental 

 
Figura C. Disseny experimental de l’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 distribuïts a 
l’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 següents 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 l’activitat motora circadiana de 24h 
(Dies 8-15) i el laberint aquàtic de Morris (Dies 16-21). Al final de 
l’experiment es va valorar la taxa de supervivència 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 comparació amb els animals NTg. D'altra 
banda, el nombre de rearings, variable que representa l'activitat vertical, 
va ser influenciat per la cafeïna, 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 reducció en el nombre total d’aquesta conducta [T, 
F(1,30)=4,571; p<0,05] (Fig.6). 

Efectes del tractament crònic de cafeïna en el test de les cantonades 

A) Activitat horitzontal          B) Activitat vertical                  

Figura 6. Efectes del tractament crònic de cafeïna 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, cafeïna. ANOVA 2x2: G, 
efecte genotip; T, efecte tractament; * p<0,05.  
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Test del camp obert  

Des de l’inici de la prova, es van trobar diferències 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 
l’arribada a la perifèria [G, F(1,30)=4,366; p<0,05]. La cafeïna va 
augmentar el temps de permanència 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 perifèria, la conducta 
d’empolainament es va retardar en els ratolins NTg+caff en comparació 
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).  

 

 
Taula 4. Efectes del tractament crònic de cafeïna sobre les estratègies d’enfrontament a 
l’estrès, les conductes associades a l’ansietat i a l’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, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte tractament; GxT, 
interacció genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc de la prova Duncan:  g 

p<0,05, gg p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; tt p<0,01, ttt p<0,001 vs. el grup no 
tractat corresponent. 
 

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

Efectes del tractament crònic de cafeïna en el camp obert 
 

 
Figura 7. Efectes del tractament crònic de cafeïna 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, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte 
genotip; GxT, interacció genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc de la 
prova Duncan:  g p<0,05, gg p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; t p<0,05 vs. el grup 
no tractat corresponent. 
 

Finalment, el nombre de les defecacions mostrà una interacció ‘genotip 
x tractament’ amb un augment en el grup NTg+caff i una disminució 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 latències de primer moviment i d’exploració 
del primer forat similars. La reducció en l'activitat exploratòria vertical 
dels grups 3xTg-AD va ser la diferència més significativa de tot el test 
[G, F(1,30)=13,492; p<0,001]. El tractament va disminuir l’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; 

A) Activitat horitzontal             B) Activitat vertical 
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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 
cafeïna va reduir la incidència 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 
cafeïna. [GxT, F(1,30)=5,652; p<0,05] (Fig.8).  

Efectes del tractament crònic de cafeïna en la taula dels forats 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Efectes del tractament crònic de cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 
mesos d'edat en la taula dels forats. Activitat vertical (A); incidència (B), latència (C) i 
nombre d’errors (D) d’assolir el criteri d’exploració dels 4 forats. Les dades s'expressen 
per mitja ± SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte  
tractament; GxT, interacció genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
Post hoc de la prova Duncan:  g p<0,05, ggg p<0,001 vs. el grup NTg corresponent; t 

p<0,05, ttt p<0,001  vs. el grup no tractat corresponent. 
 
 
L’empolainament es va avançar 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 cafeïna va reduir el nombre de 

A) Activitat vertical               B) Criteri d’exploració (4 forats) 

C) Criteri d’exploració (4 forats)      D) Errors abans del criteri      
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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’aproximació (Fig.9A) va ser observada 
només en els grups de ratolins NTg [G, F(1,30)=17,690; p<0,001] i la 
cafeïna augmentà la seva latència [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 latència 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 l’àrea il·luminada [G, 
F(1,30)=4,158; p<0,05].  

Efectes del tractament crònic de cafeïna en la caixa fosca/clara 

Figura 9. Efectes del tractament crònic de cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 
mesos d'edat en la caixa fosca/clara. Latència d’estiraments d’aproximació (A) i 
l’entrada al compartiment il·luminat (B). Les dades s'expressen per mitja ± SEM. Veh, 
vehicle; Caff, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte tractament; GxT, 
interacció genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la 
prova Duncan:  gg p<0,01 vs. el grup NTg corresponent; tt p<0,01, vs. el grup no tractat 
corresponent. 

Test del laberint elevat en creu  

La latència d’entrada en els braços oberts (OA) [G, F(1,30)=20,029; 
p<0,001] i l’índex 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 braços i a la zona central [totes les  F(1,30)<3,583; p>0,068, 
n.s]. En la defecació, es va trobar un efecte genotip i una interacció 

G* 

 

A) Estiraments d’aproximació       B) Entrada al compartiment il·luminat 
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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 crònic de cafeïna en el laberint elevat en creu 

 

 

Figura 10. Efectes del tractament crònic de cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 
mesos d'edat en el laberint elevat en creu. Entrada en els braços oberts (A) i índex 
d’ansietat (B). Les dades s'expressen per mitja ± SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeïna. 
ANOVA 2x2: G, efecte genotip; *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan:  g p<0,05, 
gg p<0,01, ggg p<0,001 vs. el grup NTg corresponent. 

 

Test del laberint en T  

En la prova d’elecció forçada, els grups de ratolins 3xTg-AD van 
necessitar menys temps per arribar al punt d’intersecció del laberint [G, 
F(1,30)=5,729; p<0,05]  i per assolir el criteri d’exploració dels 20s  
[G, F(1,30)=56,375; p<0,05]. En la prova de memòria, el nombre 
d’errors comesos abans de triar el braç prèviament 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 eficiència per 
explorar els dos braços, ja que van necessitar més temps per aconseguir 
l'objectiu [GxT, F(1,30)=4,188; p<0,05] (Fig.11). 

A) Entrada als braços oberts          B) Índex d’ansietat 
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Efectes del tractament crònic de cafeïna en el laberint en T 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efectes del tractament crònic de cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 
mesos d'edat en el laberint en T. Latències d’arribada a la intersecció de la T (A) i del 
criteri d’aprenentatge (B) en l’assaig d’elecció forçada. Errors (C) i latència 
d’exploració (D) en l’assaig de memòria. Les dades s'expressen per mitja ± SEM. Veh, 
vehicle; Caff, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte de genotip; GxT, interacció genotip x 
tractament; * p<0,05. Post hoc de la prova Duncan:  g  p<0,05 vs. el grup NTg 
corresponent; t 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 cafeïna va disminuir el nombre 
de peces enterrades en el genotip 3xTg-AD [GxT, F(1,30)=5,565; 
p<0,05] (Fig.12). 

 

ASSAIG D’ELECCIÓ FORÇADA  

ASSAIG DE MEMÒRIA  

A) Intersecció de la T                B) Criteri d’aprenentatge 

C) Errors previs a l’elecció        D) Exploració dels 2 braços curts  
     del nou braç accessible                
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Efectes del tractament crònic de cafeïna en el test d’enterrament de marbres 

Figura 12. Efectes del tractament crònic de cafeïna 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, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte genotip; T, efecte 
tractament; GxT, interacció 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 
sobrepès (+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 interacció ‘genotip x tractament’ [GxT, F(1,30)=7,383; 
p<0,05] indicà una reducció de pes induïda per la cafeïna en els 3xTg-
AD [la prova de Duncan,  p<0,05 vs. 3xTg-AD+veh] però no va ser 
capaç 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 dèficits en els reflexos 
visuals avaluats, on tots els animals van obtenir la puntuació màxima. 
En la prova de barra de fusta, la majoria dels animals van petrificar 
durant els 20s sense cap tipus de desplaçament, fet que explica els 
valors elevats de la latència de caiguda. Tot i això, 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 cafeïna aconseguí augmentar la latència 
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, però no hi va haver 
diferències entre els grups ni en la latència de caiguda ni en la distància 
recorreguda. En la prova del penja-robes, l’assaig de 5s va mostrar 
diferències dependents de genotip en la latència de caiguda [G, 
F(1,30)=7,879; p<0,01]. Aquest efecte va ser confirmat en l’assaig de 
60s [G, F(1,30)=6,561; p<0,05] (Fig.13).  
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Efectes del tractament crònic de cafeïna en el pes corporal i en les proves 

sensoriomotores 

 

 

 

Figura 13. Efectes del tractament crònic de cafeïna 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, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte de genotip; T, efecte 
de tractament; GxT, interacció genotip x tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
Post hoc de la prova Duncan:  g p <0,05, ggg p<0,001  vs. el grup NTg corresponent; t p 
<0,05 vs. el grup no tractat corresponent. 

 

Test de l’activitat motora circadiana  

L’avaluació dels animals en l’actimetria al llarg d’un cicle de 23h va 
mostrar el curs temporal circadià [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 interacció 
d’aquests factors [txGxT, F(23,690)=2,858; p<0,001] (Fig14.A). 
Durant la primera hora d’habituació 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] i interaccions temps x genotip [txG, F(11,330)=7,984; 

A) PES CORPORAL                        B) PROVA BARRA DE FUSTA      C) PROVA BARRA DE METALL  

D) PROVA DEL PENJA-ROBES,    E) PROVA DEL PENJA-ROBES, assaig de 60s 
assaig de 5s                          
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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 
cafeïna va augmentar l’activitat motora al llarg d'un període 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 període de foscor [Fig14.E; 
GxT, F(1,30)=15.311; p<0,001]. 

Efectes del tractament crònic de cafeïna en l’activitat motora circadiana 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efectes del tractament crònic de cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 
mesos d'edat en el test de l’activitat motora circadiana. Les dades s'expressen per mitja 
± SEM. ANOVA 2x2: t, efecte temps; txG, interacció temps x genotip; txT, interacció 
temps x tractament; txGxT, interacció temps x genotip x tractament; G, efecte genotip; 
GxT, interacció genotip x tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la 
prova Duncan:  g p<0,05, gg p<0,01, ggg p<0,001 vs. el grup NTg corresponent; * 

p<0,05, ** p<0,01  vs. el grup no tractat corresponent. 

A) Activitat motora de 23h                                       B) 1a  hora d’activitat motora 

C) Activitat motora total         D) Cicle de llum                         E) Cicle de foscor 
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Laberint aquàtic 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 flotació i les seves estratègies de cerca són 
‘úniques’ i ‘dirigides’. Per contra, els ratolins 3xTg-AD mostren un 
patró d’hiperactivitat, que inclou la ‘natació en cercles’ i l’ús 
d’estratègies ‘mixtes’ i ‘no dirigides’. En aquest escenari, les variables 
quantitatives pures (latència i distància) deixen de ser útils per a 
detectar els dèficits cognitius i és la velocitat de navegació, 
conjuntament les estratègies, la que delata la presència d’un 
empitjorament en la funció cognitiva. En aquesta fase 2 de l’estudi, 
aquestes dades s’analitzen de forma conjunta amb les de la cafeïna i el 
guany de capacitat estadística ratifica en gran mesura les diferències de 
genotip trobades en la fase 1 de l’estudi.  

En la tasca d’aprenentatge guiat (Fig.15), les anàlisis quantitatives 
asseveren la reducció de la latència d’escapament en el genotip AD [G, 
F(1,30)=29,104; p<0,001]  i mostren un efecte de la cafeïna 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 distància [T, 
F(1,30)=28,171; p<0,001] per trobar la plataforma visible en 
comparació amb els grups no tractats. La diferència de genotip continuà 
sense aparèixer quan s'analitzà la distància recorreguda [G, 
F(1,30)=0,797; p= 0,067, n.s] el què implica que els grups 3xTg-AD 
van mostrar una major velocitat de natació [G, F(1,90)=21,239; 
p<0,001]. La cafeïna va augmentar la velocitat en tots dos grups [T, 
F(1,30)=5,394; p<0,05]. 

També, en la tasca de localització, el tractament de cafeïna va 
augmentar les latències en tots dos genotips [T, F(1,30)=11,449; 
p<0,01] i les distàncies recorregudes [T, F(1,30)=15,566; p<0,001]. La 
velocitat va ser l’única variable quantitativa que es va mantenir de 
forma constant al llarg de la prova i, de forma consistent, mostrà la 
diferència de genotip [G, F(1,30)=29,593; p<0,001]. La cafeïna va 
modificar la velocitat de navegació de forma contrària en un i altre 
genotip, augmentant-la en el NTg i disminuint-la en el 3xTg-AD [GxT, 
F(1,30)=9,540; p<0,05]. Aquest efecte en la velocitat és el que fa que la 
latència reflecteixi les diferències de genotip [G, F(1,30)=6,920; 
p<0,05] mentre que la distància continua sense fer-ho. L’anàlisi ‘assaig 
per assaig' va indicar que al llarg de la prova els factor temps, genotip i  
tractament mostren amb freqüència interaccions mútues [Fig.15B, D i 
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F; RMA, F(3,90)>2,984; p<0,05]. D’entre totes les diferències 
detectades, resulta interessant assenyalar que els efectes de la cafeïna es 
troben tant en assaigs de memòria a llarg termini (T1) com a curt 
termini (T3 i T4). El nivell d'adquisició assolit al final de la tasca de 
localització (distància, 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 l’assaig de memòria final (Fig.16), tots els grups experimentals van 
mostrar la mateixa capacitat de discriminació 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 crònic de cafeïna en les tasques d’aprenentatge guiat i 
de localització 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 15. Anàlisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localització 
avaluades en la prova del MWM en ratolins 3xTg-AD i NTg als 13 mesos d'edat. La 
figura mostra les anàlisi ‘dia a dia' (esquerra) i 'assaig per assaig’ (dreta). Les dades 
s'expressen com a mitjana ± SEM. Veh, vehicle; Caff, cafeïna. ANOVA 2x2: G, efecte 
genotip; T, efecte tractament; t, efecte temps; GxT, interacció ‘genotip x tractament’; 
txG, interacció temps x genotip; txT, interacció temps x tractament; txGxT, interacció 
temps x genotip x tractament; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
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Efectes del tractament crònic de cafeïna en l’assaig de memòria final 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Anàlisis quantitatives en l’assaig de memòria 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, distància i creuaments de l’anella en els quadrants de la plataforma (P), adjacent 
esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de navegació en aquesta prova. 
ANOVA 2x2: G, efecte genotip; *p<0,05.  Prova de t-Student: g p<0,05, gg p<0,01 vs. 
el grup NTg corresponent.  ANOVA, *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001 P vs. tots els 
altres quadrants. 
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Les característiques qualitatives de les estratègies de natació 
analitzades de forma exhaustiva en la fase 1 d’aquest estudi van 
permetre analitzar els efectes de la cafeïna (Fig.17) centrant-nos en les 
característiques distintives dels dos genotips: la presència de flotació i 
l’ús d’estratègies ‘úniques’ i ‘dirigides’ per part dels animals NTg, en 
contraposició a la ‘natació en cercles’ i l’ús d’estratègies ‘mixtes’ i ‘no 
dirigides’ en un patró hiperactiu dels 3xTg-AD. La cafeïna va 
modificar aquests patrons d’estratègies, igualant les diferències entre 
els genotips. Així, en el grup NTg+caff les estratègies van ser ‘mixtes’ i 
‘no dirigides’ mentre que el grup 3xTg-AD+caff les mostrà ‘úniques' i 
'dirigides’.  

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

En l’assaig de memòria final, tots els animals vehicle (100%) va nedar 
'directament' a l’àrea on es trobava la plataforma oculta, mentre que 
gairebé el 50% dels animals 3xTg-AD+caff van utilitzar l‘estratègia de 
‘natació a l’atzar’. Al no trobar la plataforma,  els ratolins NTg+veh 
van alternar diferents tipus estratègies mentre que els animals 3xTg-
AD+veh van mostrar persistència en la conducta. La cafeïna va fer que 
en tots dos genotips, els animals mostressin una gran varietat 
d’estratègies. 

Efectes del tractament crònic de cafeïna en les conductes de no cerca i 
estratègies de cerca 

 

 

Figura 17. Continua a la pàgina següent. 
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Figura 17. Anàlisis qualitatives de les conductes de no cerca i estratègies 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 
de flotació (A), la natació en cercles (B), ús d’estratègies úniques vs. mixtes (C) i 
estratègies dirigides vs. les no dirigides a un objectiu (D). Les dades s'expressen pe 
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:  g p 
<0,05, gg p<0,01, vs. el grup NTg corresponent; tt p<0,01 vs. el grup no tractat 
corresponent. 
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Supervivència i pes de la melsa  

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

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 
tendència de la cafeïna 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 
reducció 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 crònic de cafeïna en el pes de la melsa 

 

Figura 18. Efectes del tractament crònic de cafeïna 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 Discussió 

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

Els efectes ansiogènics induïts per la cafeïna es van traduir, de forma 
general, en un augment de la neofòbia i el perfil ansiós. En el genotip 
NTg, la reducció de la conducta exploratòria en el CT, l'augment de la 
latència per arribar a les àrees protegides (tigmotaxis) en l’OF i el 
retard en l’aparició de la conducta de valoració del risc en la DLB 
manifesten aquests efectes ansiogènics. L’augment de les defecacions 
observat en els animals NTg+caff suggereix un augment de l’emotivitat 
induïda per la cafeïna. Aquests resultats estan d’acord amb els 
obtinguts en animals tractats amb dosis altes de cafeïna, on s’observa 
que són més reactius emocionalment, presentant més immobilitat, més 
defecacions i una major presència de micció que els animals control 
(Anderson i Hughes, 2008). En els animals 3xTg-AD, l’increment del 
perfil ansiós induït pel tractament crònic de cafeïna va suposar un 
agreujament del patró BPSD, on la resposta conductual varià en funció 
de la capacitat ansiogènica de cada test. En aquest sentit, l'exposició 
directa a un camp obert i il·luminat com l’OF, provocà una reducció de 
l’activitat motora, fent que els animals restessin gairebé immòbils. Per 
contra, en ambients poc ansiogènics com l’actimetria, la resposta 
ansiosa es va veure reflectida com un increment del patró hiperactiu, 
característic dels animals 3xTg-AD (Giménez-Llort et al., 2013). En  la 
tasca d’aprenentatge guiat del MWM, aquest increment del patró 
hiperactiu induït per la cafeïna també s’observà com un augment de la 
velocitat de navegació comparat amb el grup 3xTg-AD vehicle.   

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

Pel que fa a les funcions sensoriomotores, en els resultats obtinguts en 
l’equilibri dels 3xTg-AD no es pot excloure la presència d’un fals 
positiu, ja que la por innata a les altures va fer que els grups amb més 
petrificació (genotip 3xTg-AD tractat amb cafeïna) fossin els que es 
van mantenir més temps sobre la barra. En canvi, en els animals NTg 
que deambulen per la barra, la cafeïna va millorar l’equilibri però va 
empitjorar la resistència muscular en aquest genotip. Aquests resultats 
es van obtenir també en ratolins knockout pel receptor A1 (Giménez-
Llort et al., 2002), una estratègia genètica per a emular els efectes 
crònics de la cafeïna (Johansson et al., 2001)  

El nostre tractament a llarg termini amb una dosi baixa de cafeïna va 
modificar, encara que no corregir, el sobrepès característic de la colònia 
espanyola dels 3xTg-AD que està present des dels 6 mesos d'edat 
(Giménez-Llort et al., 2010). S'ha demostrat que el tractament crònic de 
cafeïna 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 estratègies saludables més comunes, que s'estan avaluant 
en aquesta colònia d'animals, com l’exercici forçat (Giménez-Llort et 
al., 2010) o l’exercici físic voluntari (García-Mesa et al., 2011; 2012) 
no aconsegueixen reduir el pes corporal. Els ratolins 3xTg-AD tenen 
una major contribució relativa de teixit adipós blanc (en anglès white 
adipose tissue, WAT) (García-Mesa et al., 2011; 2012) que 
s’aconsegueix reduir gràcies a aquestes estratègies. En el present 
treball, l'augment de l'activitat nocturna que es trobà en els ratolins 
3xTg-AD+caff podria explicar la seva pèrdua de pes. A nivell 
fisiològic, la reducció de la hipermegàlia de la melsa, característica del 
3xTg-AD i indicador indirecte de l’empitjorament de l’estat funcional 
del sistema neuroimmunoendocrí (Gimenez-Llort et al., 2008), 
suggereix que en el grup 3xTg-AD+caff, podria haver-hi una millora en 
la desregulació d’aquesta xarxa que està començant a ser descrita com a 
rellevant en l’AD (Giménez-Llort et al., 2014).  

Els efectes de la cafeïna avaluats en el MWM van mostrar que, en la 
prova d’aprenentatge guiat, l’increment de la latència, distància i 
velocitat que exerceix la cafeïna crònica sobre tots dos genotips de 
forma indistinta, no es corresponen amb els efectes cognitius esperats, 
ans al contrari. En la primera experiència en el laberint, els beneficis 
atribuïts a la cafeïna millorant l’atenció (Griffiths et al., 1990), no va 

https://xpv.uab.cat/content/51/1/,DanaInfo=.apicuqwk2Hj20q6x3-85t5BV.D5+83.long#ref-211
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conferir cap avantatge als animals en aquesta tasca d’aprenentatge que 
es considera de tipus perceptiu visual. En els següents tres assaigs de 
memòria a curt termini, els efectes també van ser contraris a l’esperat, 
augmentant la distància necessària per arribar a la plataforma.   

En la prova d’aprenentatge de la localització, l’increment de la velocitat 
en el grup NTg i la disminució en el 3xTg-AD similaria els efectes 
estimulants i depressors de dosis baixes i altes de cafeïna, 
respectivament (Fredholm et al., 1999). Així, en el grup NTg, la dosi 
crònica de 0,3mg/Kg va actuar estimulant la velocitat de navegació 
mentre que en els ratolins 3xTg-AD –que mostren de forma consistent 
una velocitat més alta que els NTg– la seva reducció induïda per la 
cafeïna podria ser el resultat d’un efecte farmacològic final depressor. 
Tot i que sembla que la cafeïna millora la memòria a curt termini 
perquè ho fa de manera excepcional en un parell d’assaigs, aquesta 
dada resulta irrellevant en front dels altres nou assaigs en els quals 
l’efecte significatiu de la cafeïna implica un empitjorament de 
l’execució. Al final d’aquesta tasca, tots els grups experimentals van 
arribar al mateix nivell d’adquisició i a l’assaig de memòria final, 
realitzat 1h 30min després, van mostrar la mateixa capacitat de recordar 
la posició 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 memòria final a les 24h 
hagués estat més adequat per observar diferències 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 diferències de genotip en la 
velocitat de natació o pel perfil hiperactiu que mostra la nostra colònia 
3xTg-AD. 

L’ambient ansiogènic del MWM pels ratolins, en el nostre plantejament 
experimental podria quedar reflectit en l’alt nivell de flotació observat 
en els animals NTg i l’increment sostingut de la velocitat dels 3xTg-
AD. Això fa que, en aquesta colònia, el MWM  no pugui ser utilitzat de 
forma absoluta per reproduir els dèficits cognitius que mostren en altres 
models per a l’AD (p.ex. Arendash et al., 2009). Aquests efectes 
ansiogènics de la cafeïna poden haver contrarestat els possibles efectes 
cognitius, tant en les tasques d’aprenentatge i memòria perceptiu visual 
(prova d’aprenentatge guiat) com espacial (prova d’aprenentatge de la 
localització). El fet que els 3xTg-AD mostrin una corba d’adquisició 
fins i tot millor que la dels animals NTg ens recorda els resultat 
obtinguts en aquesta mateixa colònia d’animals en el test de la por 
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condicionada (España et al., 2010). En aquell treball, no només el 
model 3xTg-AD sinó també els models APPswe and APPswe/ind van 
mostrar una resposta de por contextual condicionada emfatitzada, que 
era dependent dels seus respectius nivells d’acumulació de βA en 
l’amígdala basolateral.  

El possible emmascarament que la presència de la flotació pot exercir 
sobre les mesures de les variables de latència i distància també va ser 
analitzat estadísticament. Els resultats no van variar respecte als que 
s’il·lustren en aquesta tesi i que inclouen la presència de flotació. 

En tots dos genotips, la cafeïna va reduir la incidència de flotació en la 
tasca d’aprenentatge guiat. Aquesta acció podria ser explicada pels seus 
efectes augmentant l’atenció en aquesta prova d’aprenentatge i 
memòria de tipus perceptiu visual. Els seus efectes incrementant la 
incidència de la‘tigmotaxis', nedant de forma persistent al voltant de la 
paret de la piscina, serien congruents amb la hiperactivitat locomotora 
horitzontal induïda per la cafeïna en l’OF.  

És en les estratègies (Estudi II. Fase 1) on justament hem trobat trets 
característics que permeten distingir de forma contrastada els dos 
genotips: estratègies úniques i dirigides en els animals NTg però mixtes 
i no dirigides en els 3xTg-AD. La cafeïna va disminuir les diferències 
de genotip en les proves d’aprenentatge i memòria, perquè va fer que 
els animals NTg amb tractament mostressin també estratègies 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 l’assaig de memòria final, vam distingir dos intervals: el primer 
tram de navegació, fins que els animals arriben al lloc on prèviament 
havia estat la plataforma i l’interval restant en el qual els animals poden 
buscar-la o no en una nova possible localització. Així com en el primer 
interval tots els animals, 3xTg-AD i NTg, van nedar de forma directa a 
la plataforma, el tractament de cafeïna va reduir al 50% aquesta 
estratègia 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 localització, amb l’excepció que 
aquí han assolit ja el procés d’adquisició. És aquí on els 3xTg-AD van 
mostrar poca flexibilitat cognitiva utilitzant una única estratègia i de 
forma persistent, el que es podria considerar poc adaptatiu per resoldre 
aquesta situació. La cafeïna va incrementar la varietat d’estratègies en 
el grup 3xTg-AD suggerint que millorà els processos d’integració 
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cognitiva que poden estar intervenint en aquesta resolució del 
problema.  

Pel que fa a les dades de mortalitat en aquest estudi, el nombre 
d’animals està molt lluny del mínim necessari per a avaluar de forma 
fiable el grau de supervivència i els efectes de la cafeïna en ella. El que 
sí que podem dir, és que en el nostre laboratori s’ha descrit un augment 
de la vulnerabilitat dels mascles 3xTg-AD a nivell 
neuroimmunoendocrí 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 supervivència dels 
ratolins 3xTg-AD. La mortalitat observada en els grup NTg+caff 
tindria com a paral·lel la corba de supervivència reduïda trobada en els 
ratolins knockout A1 (Giménez-Llort et al., 2002). 

7.4 Conclusions 

Les conclusions de l’Estudi II. Fase 2 dels Efectes conductuals a llarg 
termini del tractament crònic amb cafeïna en ratolins 3xTg-AD i NTg 
van ser les següents: 

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

2. La cafeïna no va millorar la memòria a llarg termini dels animals fins 
que no van completar el paradigma conductual i, la memòria 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 l’assaig de memòria final, on el grup 3xTg-AD tractat amb 
cafeïna va ser capaç d’utilitzar estratègies de cerca equivalents a les 
dels dos grups NTg.  

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

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

6. La cafeïna va exercir efectes de forma bidireccional: estimulant 
conductes motores i l’emotivitat en els NTg però reduint-les en els 
3xTg-AD. El tractament crònic també modifica les seves estratègies de 
navegació en el procés d’aprenentatge del MWM, fent-les més similars. 
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Estudi III 
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8. Estudi III. Caracterització conductual de 
l’administració crònica amb D-galactosa en ratolins 
c57bl/6 
Per valorar els efectes conductuals del tractament subcutani crònic amb 
D-galactosa, un model farmacològic d'envelliment accelerat, es van fer 
servir animals c57bl/6 adults de 4 mesos. Després dels 56 dies de 
tractament pautat, la resposta conductual es va analitzar mitjançant una 
àmplia bateria de tests conductuals amb la que es van valorar els 
efectes del tractament sobre les funcions sensoriomotores, l'activitat 
exploratòria, la neofobia, les conductes bizarres, l'ansietat i 
l'aprenentatge i memòria. 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 

 

Figura D. Disseny experimental de l’Estudi III 

 

Els 58 subjectes experimentals provingueren de 24 ventrades, amb 6-8 
cries de mitjana.  Les ventrades van ser distribuïdes a l’atzar en els 3 
grups experimentals: animals salí (8 ventrades), 50mg/Kg (8 ventrades) 
i 100mg/Kg (8 ventrades), (amb una n final de=9-10 animals de cada 
gènere 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 
aquàtic 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 diferències de gènere [t(1,17)=2,318, p<0,05] van 
desaparèixer 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 gènere femení de forma dosi dependent [ t(1,17)=2,377, 
p<0,05] (Fig.19A). En les femelles, tampoc es van observar diferències 
en l'activitat vertical, ni entre grups [T,F(2,52)=0,142; p=0,868; n.s.], ni 
en comparació a l'altre gènere [S, F(1,52)=1,250, p=0,269; n.s.]. Els 
mateixos resultats es van obtenir en la variable de latència del primer 
rearing. 

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

A) Activitat horitzontal          B) Activitat vertical                  

Figura 19. Efectes del tractament crònic 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: salí, L: dosi baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 
100mg/Kg de D-galactosa.  Post hoc de la prova Duncan:  s p<0,05 vs. el grup mascle 
corresponent; * p<0,05 vs.  el grup salí corresponent. 

 

Test del camp obert  

La presència de conductes bizarres va mostrar diferències de gènere 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 incidència de la majoria d'aquests moviments bizarres en el 
gènere femení [SxT, F(2,52)=6,753; p<0,01]. La conducta 
d’empolainament es va avançar en les femelles [S, F(1,52)=11,202; 

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

Taula 5. Efectes del tractament crònic 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 gènere; T, tractament; SxT: interacció gènere x 
tractament * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan:  s p<0,05; 
ss p<0,01  sss p<0,001  vs. el grup mascle corresponent; t p<0,05; ttt p<0,001  vs. el grup 
salí corresponent. 

 

Finalment, la interacció 'gènere x tractament' trobada en els mascles 
reflectí un augment tant en l’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 crònic de D-gal en el camp obert 

 

 

 

Figura 20. Efectes del tractament crònic 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: salí, L: dosi baixa, 
50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. Símbol blanc: salí, 
Símbol gris: dosi baixa, Símbol negre: dosi alta. ANOVA 2x3: S, efecte gènere; T, 
efecte tractament; SxT, interacció gènere x tractament; * p<0,05, ** p<0,01. Post hoc 
de la prova Duncan:  s p<0,05 vs. el grup mascle corresponent; * p<0,05 vs. el grup salí 
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 l’execució del 
primer rearing [T, F(2,52)=3,257; p<0,05] (Taula.6). La conducta 
d’estiraments d’aproximació va ser similar entre tots els grups, així 
com la latència i el nombre d’entrades al compartiment clar (Fig.21). 
Tot i així, les femelles van passar menys temps a la zona il·luminada 
[S, F(1,52)=6,054; p<0,05]. No es van observar diferències en les 
defecacions ni en la micció. 
 

 

 

A) Activitat horitzontal      

B) Activitat vertical      

Mascles 

Mascles 

Femelles 

Femelles 
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Taula 6. Efectes del tractament crònic 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 gènere; T, tractament * p<0,05, *** p<0,001. 
Post hoc de la prova Duncan:  s p<0,05; ss p<0,01  vs. el grup mascle corresponent. 

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

 

Figura 21. Efectes del tractament crònic 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. Barres obertes: mascles; Barres tancades: femelles. S: salí, L: dosi 
baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. ANOVA 
2x3: S, efecte de gènere; * p<0,05. Post hoc de la prova Duncan:  s p<0,05 vs. el grup 
mascle corresponent. 

A) Estiraments               B) Activitat en el compartiment il·luminat 
     d’aproximació        
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Funcions sensoriomotores i rotarod  

Els animals tractats amb la dosi alta de D-galactosa van mostrar una 
menor latència 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 gènere masculí [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, però com en la prova de la 
barra de fusta, es van trobar diferències significatives entre grup 
masculí de D-gal (H) en comparació 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 diferències en la distància recorreguda [Fig.22C; 
mascles H vs. S; t(1,17)=2,109, p<0,05] que en resultà de la utilització 
dels diferents elements de suport (potes posteriors i cua) i la capacitat 
de coordinació.  

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

Figura 22. Efectes del tractament crònic 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: 
salí, L: dosi baixa, 50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. 
ANOVA 2x3: T, efecte tractament; SxT, interacció gènere x tractament; * p<0,05, ** 
p<0,01. Post hoc de la prova Duncan:  * p<0,05 vs. el grup salí corresponent. 
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L'equilibri i la coordinació es van valorar també en el rotarod. Els 
resultats van mostrar diferències segons el gènere [S, F(1,52)=3,959; 
p<0,05], el tractament rebut [T, F(2,52)=7,261; p<0,01] i una interacció 
‘gènere 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 comparació amb el seu grup 
salí (Fig.23). Les diferències trobades en l’equilibri i la coordinació 
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 crònic de D-gal en el rotarod 

 

 

Figura 23. Efectes del tractament crònic 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: salí, L: dosi baixa, 
50mg/Kg de D-galactosa; H: dosi alta, 100mg/Kg de D-galactosa. ANOVA 2x3: S, 
efecte gènere; T, efecte tractament; SxT, interacció gènere x tractament; * p<0,05, ** 
p<0,01.Post hoc de la prova Duncan:  s p<0,05, ss p<0,01 vs. el grup mascle 
corresponent; * p<0,05, ** p<0,01 vs. el grup salí corresponent. 

A) Assaigs necessaris per           B) Voltes fetes sobre el rotarod un cop  
     mantenir-se sobre el rotarod           l’animal es capaç de mantenir-se 
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Test del laberint en T  

Tots els animals presentaren latències similars en l’assoliment del 
criteri de la tasca d'alternança espontània [totes les F(1,52)<1,692; 
p>0,05] (Taula.7). En la memòria de treball, que inclou l’assaig 
d’elecció forçada i el de memòria o evocació, tots els grups van assolir 
el criteri d’exploració 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 memòria o evocació, només aquells animals que van assolir 
el criteri d’exploració en la tasca anterior, van poder realitzar aquest 
segon assaig. A més, l’elevat percentatge d’animals que no van 
completar l’assaig de memòria impossibilità l’anàlisi estadística 
d’aquesta última prova.  

Taula 7. Efectes del tractament crònic 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 aquàtic de Morris  

En la tasca d’aprenentatge guiat,  la variable distància va revelar un 
efecte de gènere i una interacció de 'gènere 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 latència mitjana d'escapament. Una anàlisi detallada 
'assaig per assaig’ va permetre detectar diferències en  aquesta tasca. En 
el primer assaig, que implica la primera experiència pels animals en el 
laberint, les femelles van trigar més temps i van recórrer una major 
distància per trobar la plataforma [latència i distància 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 [latència i distància de T1, 
T, F(2,52)>10,469; p<0,001].  
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En la tasca de localització, l’efecte temps va indicar la presència d'un 
procés d'adquisició per a les dues variables de latència mitjana 
[Fig.24A i E; RMA, t, F(3,156)=26,716, p<0,001] i la distància 
recorreguda [Fig.24C i G; RMA, t, F(3,135)=9,703, p<0,001]. Només 
l’anàlisi ‘assaig per assaig’ (Fig.24B, D, F i H) va permetre trobar 
diferències de gènere en el primer dia de la tasca de localització, on les 
femelles mostraren una major distància 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 gènere x tractament' durant 
la progressió de la tasca de localització, quan s'utilitzà la variable de 
latència [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'adquisició assolit al 
final de la tasca va ser similar en tots els grups, independentment del 
gènere i el tractament administrat [latència, PT4.T3, totes les 
F(1,42)<2,756; p>0,05, n.s; distància recorreguda, PT4.T3, totes les 
F(1,42)<2,270; p>0,05 n.s]. No es van trobar diferències en la velocitat 
de natació en les tasques d’aprenentatge guiat ni de localització (dades 
no mostrades).  

En l’assaig de memòria final (Fig.26), ambdós gèneres dels animals 
tractats amb la dosi alta de D-gal van mostrar una major preferència pel 
quadrant que contenia la plataforma [temps i distància en P vs. tots els 
altres quadrants; ANOVA, tots les F>4.127 p<0,01] i una major 
precisió de localització de la plataforma [creuaments de l’anella; P vs. 
tots els altres quadrants; ANOVA, F>2.893 p<0,05] que els seus 
comparat amb els seus grups salins. Aquestes diferències no van ser 
atribuïbles a les diferències en la velocitat de natació. 
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Efectes del tractament crònic de D-gal en les tasques d’aprenentatge guiat i de 
localització 

Figura 24. Anàlisis quantitatives de les tasques d'aprenentatge guiat i de localització 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 gènere; T, 
efecte tractament; t, efecte temps; SxT, interacció gènere x tractament; txS, interacció 
temps x gènere; txT, interacció temps x tractament; txSxT, interacció temps x gènere x 
tractament; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Post hoc de la prova Duncan:  s p <0,05, 
ss p <0,01 vs. el grup mascle corresponent; * p<0,05, ** p<0,01 vs. el grup salí 
corresponent. 
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Efectes del tractament crònic de D-gal en la prova de memòria final  

Figura 25. Anàlisis quantitatives de l’assaig de memòria 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, distància i creuaments de l’anella en els quadrants de 
la plataforma (P), adjacent esquerre (Al), oposat (O) i adjacent dret (Ar). Velocitat de 
navegació en aquesta prova. Prova de t-Student: s p<0,05 vs. el grup mascle 
corresponent; t p<0,05 vs. el grup salí corresponent. ANOVA, * p<0,05, ** p<0,01 
***p<0.001 P vs. tots els altres quadrants. 
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8.3 Discussió 
S’ha demostrat que l’administració crònica de D-galactosa afecta a la 
funció mitocondrial, causant un augment de la producció de radicals 
lliures en el cervell (Song et al., 1999), sobretot en àrees amb gran 
sensibilitat a l’estrès oxidatiu, com el còrtex cerebral, l’hipocamp i 
l’estriat (Beckman i Ames, 1998). I, com a conseqüència, ocasiona una 
disminució progressiva de la capacitat d'aprenentatge i memòria i de les 
habilitats motores (Lei et al., 2008). Des de fa gairebé vint anys, 
aquests efectes induïts 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 dèficits cognitius (Zhang et al, 2005; Cui 
et al, 2006) i/o una disminució de les habilitats motores (Banji et al., 
2013). No obstant, aquests resultats són controvertits, ja que no tots els 
estudis els han aconseguit replicar. Aquesta situació discrepant es deu 
principalment a la gran diversitat de dissenys experimentals existents, 
els quals dificulten la convergència de resultats. De fet, un estudi recent 
va analitzar alhora els efectes del tractament crònic de D-gal en 
diferents edats i en ambdós sexes de ratolins i va demostrar que el 
dèficit cognitiu associat al tractament de D-galactosa depenia de la 
durada del tractament, juntament amb els factors gènere i edat (Hao et 
al., 2014). Tot i així, no hi ha cap estudi que hagi analitzat 
exhaustivament els efectes de la D-gal en el conjunt dels diferents 
dominis conductuals. Així doncs, l’Estudi III d’aquesta tesi doctoral és 
el primer treball experimental que es planteja avaluar en detall els 
efectes de la D-gal, incloent les funcions sensoriomotores, l’activitat 
exploratòria, comportaments relacionats amb el perfil ansiós, així com 
l’aprenentatge i la memòria. La valoració s’ha fet en la soca de ratolins 
estàndard c57bl/6, en ambdós gèneres, després de 8 setmanes de 
tractament subcutani. El model de D-galactosa, que la literatura descriu 
com a model d’envelliment accelerat, està establert en base a la dosi de 
100 mg/kg. Aquí, 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 l’envelliment empitjorant 
l’equilibri i la coordinació motora dels mascles en les proves 
sensoriomotores. La funció 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 tendència en la incapacitat de 
mantenir-se en el rotarod (nombre de voltes) ja en la dosi de 50mg/Kg. 
Diversos estudis han demostrat que les habilitats motores i, en 
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particular, les habilitats de coordinació 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 crònic de D-galactosa és capaç d’accelerar 
aquestes disfuncions en animals joves (p.ex., Lei et al., 2003; Banji et 
al., 2013).  

Alguns autors suggereixen que el tractament crònic 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’afectació (Parameshwaran et al., 2010). Així, mentre que alguns 
laboratoris han aconseguit que els animals tractats amb D-gal presentin 
dèficits cognitius (Zhang et al, 2005; Cui et al, 2006) i/o una 
disminució de les habilitats motores (Banji et al., 2013), existeix 
controvèrsia perquè no tots els estudis han aconseguit replicar-ho (He 
et al., 2009; Parameshwaran et al., 2010; Chang et al., 2014). Aquest 
també és el cas en aquest Estudi III, on la D-gal no va tenir efectes 
sobre l’aprenentatge espacial en la tasca de localització. És més, en la 
tasca d’aprenentatge guiat, la D-gal va exercir efectes positius similars 
en els mascles, independentment de la dosi administrada. Així, els 
mascles van necessitar menys temps i van recórrer una menor distància 
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’atenció o percepció visual en aquests animals 
i/o també de la motivació. En l’assaig de memòria final, justament és la 
dosi alta de D-gal la que va ser capaç de potenciar la discriminació del 
quadrant que contenia la plataforma, i en el cas de les femelles, ho va 
fer amb una major precisió, tal i com va indicar l’augment en el nombre 
de creuaments de l’anella. Aquests resultats d’aprenentatge i memòria 
paradoxals segons el model d’envelliment induït per D-galactosa 
podrien atribuir-se al disseny experimental o el fet de que la majoria 
dels estudis realitzats que han reportat dèficits 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 c57bl/6, 
alguns mostren dèficits (Wei et al., 2005; Yoo et al., 2011) i altres no 
(Parameshwaran et al., 2010; Chang et al., 2014). De fet, un estudi 
recent va analitzar alhora els efectes del tractament crònic de D-gal en 
diferents edats i en ambdós gèneres de ratolins de la nostra mateixa 
soca c57bl/6 i va demostrar que el dèficit cognitiu associat al 
tractament de D-galactosa depenia de la durada del tractament, 
juntament amb els factors gènere i edat (Hao et al., 2014). No obstant 
aquesta argumentació no explicaria per què en l’aprenentatge guiat, els 



 

 
136 

 

mascles mostren una millora amb totes dues dosis i les femelles ho fan 
amb la dosi de 100mg/Kg en l’assaig de memòria final. Aquí 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 l’Estudi II, un increment de l’ansietat com és el que 
mostren els 3xTg-AD o els mateixos NTg tractats amb cafeïna, és un 
element que interfereix en l’execució i rendiment de la prova. Però 
aquest tampoc és el cas, perquè la D-galactosa en aquests mateixos 
animals no mostra cap efecte sobre l’ansietat i l’emotivitat, mesurades 
en les proves de l’OF i la DLB. És més, en aquest estudi es van 
analitzar per primera vegada l’efecte de la D-gal en les conductes 
bizarres i es va veure que la dosi de 50mg/Kg va ser capaç de 
disminuir-les. En el mateix sentit, pel que fa a l’activitat exploratòria 
desenvolupada en l’OF, en el gènere masculí la D-gal va augmentar 
tant l’activitat horitzontal com la vertical, un efecte que seria contrari al 
propi de l’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 
coordinació) en el rotarod. D’altra banda cal considerar també que en 
alguns tests d’ansietat, com l’OF, existeix un efecte contundent del 
factor ‘soca’ tal com demostra un estudi recent en vuit soques pures de 
ratolí, que estableix un rànquing d’ansietat en funció del fons genètic 
(Lad et al, 2010). Així doncs, alguns autors han suggerit que els 
resultats obtinguts amb D-gal en l’OF podrien variar segons la soca 
utilitzada (Parameshwaran et al., 2010). Aquest fet permet entendre 
perquè certs estudis, inclòs aquest mateix Estudi III, discrepen a l’hora 
de demostrar si la D-gal indueix canvis (Xu i Zhao, 2002; Lu et al, 
2006; Zhang et al, 2007, 2008) o no (Kumar et al., 2010) en la 
conducta exploratòria en l’OF. I és en aquest escenari de susceptibilitat 
diferencial on l’estudi dels efectes de la D-gal en soques mutants per a 
malalties neurològiques i/o psiquiàtriques que impliquen deteriorament 
físic, cognitiu o tipus BPSD resulta molt interessant. 
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8.4 Conclusions 

Les conclusions de l’Estudi III per a la Caracterització conductual de 
l’administració crònica amb D-galactosa en ratolins c57bl/6, en 
mascles i femelles a 6 mesos d’edat, van ser les següents: 

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

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

3. En la tasca de localització del MWM, no es van trobar diferències 
causades pel tractament amb D-galactosa. Però, 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 l’assaig de memòria 
final, la dosi de 100mg/Kg va millorar la capacitat de discriminació de 
l’anella en les femelles. 

4. Les dues dosis de D-galactosa van augmentar l’activitat exploratòria 
en el camp obert en el gènere masculí. En les femelles, la D-galactosa 
va disminuir les conductes bizarres, encara que només es va assolir 
significació estadística en la dosi de 50mg/Kg. 

5. D-galactosa no va mostrar cap efecte sobre l’ansietat i l’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 comú de demència senil, es 
caracteritza per la pèrdua progressiva de les funcions cognitives i 
l’aparició d’alteracions conductuals que poden repercutir en les 
activitats de la vida diària. D’altra banda, dins de la complexitat clínica 
pròpia de l’AD, els símptomes neuropsiquàtrics associats a la demència 
són bastant prevalents entre els pacients de l’AD (Reisberg et al., 1987) 
sent la font principal de patiment dels pacients, alhora que una càrrega 
física i mental per a la família i per als professionals (Tan et al., 2005). 
Avui en dia, la majoria dels enfocaments terapèutics estan centrats en 
fer front al declivi cognitiu característic a la malaltia, sovint deixant en 
segon pla els símptomes conductuals i psicològics de les demències, 
malgrat que aquests trastorns neuropsiquiàtrics són els principals 
causants de la institucionalització primerenca (Hope et al., 1998). 

El principal factor de risc en la malaltia d’Alzheimer (AD), la demència 
senil més freqüent, és l’edat i presenta major incidència en el gènere 
femení. En la seva aparició, se li atribueixen també altres factors de 
risc, tant biològics (genètics i no genètics) com ambientals. La seva 
forma familiar heretada genèticament (FAD), que es presenta en menys 
del 5% dels casos, i l’esporàdica, majoritària i d’etiologia desconeguda, 
acostumen a mostrar un patró temporal diferent pel que fa a l’edat 
d’inici i la taxa de progressió del procés neurodegeneratiu. Per tant, es 
classifiquen també com a AD d'aparició primerenca (edat d’inici < 65 
anys), i AD d’aparició tardana (edat d’inici > 65 anys), respectivament. 
Tot i això, el fet que comparteixin els mateixos símptomes clínics 
cognitius i els conductuals i psicològics associats a la demència 
(BPSD) així com processos neuropatològics subjacents, ha permès a 
nivell experimental, la utilització de models animals de tipus genètic 
portadors dels transgens humans per a l’avenç en l’estudi de la malaltia.  

Els ratolins 3xTg-AD (PS1/M146V, APPSwe i tauP301L), creats pel 
laboratori de Laferla (UCI, USA, 2003), que desenvolupen de forma 
progressiva els trets neuropatològics βA i tau característics de la 
malaltia, amb un perfil temporal i neuroanatòmic similar al que es 
presenta en els pacients, han estat els subjectes experimentals d’aquesta 
tesi doctoral. En l’Estudi I, aquest model animal ha permès estudiar 
l’impacte del factor genètic i del gènere en l’expressió de les conductes 
bizarres, fins ara no caracteritzades, com a part del seu patró 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 estimulació 
ambiental de tipus sensorial tàctil administrada durant l’ontogènia: el 
handling postnatal, posant especial èmfasi en les conductes de tipus 
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BPSD. Després, es va estudiar els efectes de l’administració crònica de 
cafeïna emulant allò que en una bona part de la població adulta forma 
part dels seus hàbits de vida però, d’altra banda, pot ser considerada un 
tractament farmacològic. Finalment, tenint en compte que l’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 farmacològic d'envelliment accelerat, en les 
diferents dimensions conductuals estudiades. Aquestes aproximacions 
experimentals van, a més, requerir la caracterització fenotípica de la 
soca control i transgènica, sent necessari, fins i tot, fer noves 
aportacions metodològiques per a la identificació de conductes com les 
bizarres i de patrons conductuals (estratègies de navegació), que 
permetessin distingir els genotips. Finalment, és interessant assenyalar 
que en la seva vessant translacional s’incorpora el factor el gènere 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 sistemàticament en 
tests d’ansietat clàssics incondicionats, la seva baixa incidència 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 gènere femení, 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 metodològic del disseny experimental va permetre 
correlacionar les conductes bizarres i la conducta de la valoració del 
risc amb altres variables relacionades amb l’ansietat, la locomoció i 
l’emotivitat. Aquesta identificació i quantificació de les conductes 
bizarres ha permès 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 útils per avaluar, a nivel experimental, els efectes 
d’estratègies preventives (handling postnatal), terapèutiques (cafeïna) 
per a la malaltia així 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 petrificació i les conductes bizarres, 
mentre que potencià la conducta de valoració del risc, sobretot en el 
gènere femení. L’Estudi I va demostrar també que el handling exerceix 
efectes selectius, actuant sobre les ‘estratègies per fer front a l’estrès’, 
sense modificar l'activitat exploratòria per se.  

Tenint en compte que la cafeïna exerceix efectes farmacològics 
estimulants però també ansiogènics i que els efectes d’aquest hàbit de 
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vida són 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 estratègies amb potencial 
terapèutic cognitiu vinculades als estils i hàbits de vida, vam considerar 
important avaluar a nivell translacional els efectes del consum crònic 
de cafeïna. Aquest plantejament experimental té com a valor 
addicional, el fet que la cafeïna exerceix efectes farmacològics de tipus 
ansiogènic però el seu impacte sobre els perfils BPSD ha estat poc 
estudiat. Per tant, la bateria de tests conductuals avaluà els efectes del 
tractament en el pes, les funcions sensoriomotores, l’activitat 
exploratòria, l’emocionalitat i conductes relacionades amb l’ansietat, el 
ritme circadià i l’aprenentatge i memòria. L’estudi demostrà que el 
tractament crònic amb una dosi baixa de cafeïna va modificar la major 
part de les variables estudiades, principalment aquelles relacionades 
amb l’ansietat, la neofòbia, l’emotivitat i la flexibilitat cognitiva. En 
particular, la cafeïna va incrementar la neofòbia i altres conductes del 
perfil ansiós, que en el cas del model 3xTg-AD es va traduir en un 
agreujament del seu patró BPSD. També va alterar el ritme circadià en 
els animals 3xTg-AD, incrementant l’activitat motora. L’estudi també 
demostrà que aquest mateix escenari és el que va interferir en la 
distinció dels genotips en la prova del MWM i la valoració dels efectes 
cognitius de la cafeïna en base a les variables de latència i distància. És 
per això que es va haver de fer un estudi qualitatiu i quantitatiu de les 
diferents estratègies de natació (Estudi II. Fase 1) que és el que va 
permetre distingir els genotips en base a criteris d’estratègies de no 
cerca (NTg: flotació; 3xTg-AD: natació en cercle) i el nombre i tipus 
d’estratègies de cerca (NTg: úniques i dirigides; 3xTg-AD: mixtes i no 
dirigides). És justament en aquestes característiques distintives en les 
estratègies mostrades pels dos genotips on la cafeïna va demostrar 
efectes positius fent que el grup 3xTg-AD utilitzés estratègies de cerca 
equivalents a les dels dos grups NTg.  

Per tant, aquest estudi demostra que el tractament crònic amb cafeïna 
augmenta el perfil ansiós dels ratolins NTg i exacerba el perfil BPSD 
dels 3xTg-AD amb poc marge de benefici cognitiu. Això suggereix que 
a l’hora de valorar el consum de cafeïna com a possible estratègia 
preventiva o terapèutica cal tenir en compte el perfil ansiós de 
l’individu i, en el cas dels pacients, la presència de símptomes 
neuropsiquiàtrics.  

Finalment, donat que l’edat és el principal factor de risc per a 
desenvolupar l’AD de tipus esporàdic, es va estudiar un model 
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farmacològic d’envelliment accelerat basat en l’increment de l’estrès 
oxidatiu induït per l’administració crònica s.c. de 100mg/Kg de D-
galactosa durant 56 dies. En aquesta tesi doctoral es presenten els 
resultats de la verificació d’aquest model d’envelliment en la soca NTg 
c57bl/6, que és la que s’ha utilitzat com a base genètica per a nova 
colònia de ratolins 3xTg-AD. Per això es va estudiar la dosi resposta 0-
50-100mg/Kg, utilitzant una bateria que valora diferents dimensions 
conductuals i tenint en compte el gènere. De forma general, els efectes 
van ser dependents del gènere i de les proves. Com a model 
farmacològic d’envelliment, els efectes només es van observar a nivell 
d’equilibri en els mascles i coordinació motora en ambdós gèneres. Per 
contra, la D-galactosa va mostrar efectes positius dosi dependents en 
altres dimensions com l’activitat exploratòria en els mascles, les 
conductes bizarres en les femelles així com algunes tasques 
d’aprenentatge i memòria de forma dependent del gènere. Aquesta 
caracterització dels efectes dosi resposta del tractament crònic amb D-
galactosa ha permès 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 l’estudi de l’envelliment i altres malalties 
neurodegeneratives.  

En l’apartat d’annexos s’inclou el pòster 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 l’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 transcendència translacional en l’estudi del 
dolor en pacients amb dèficit cognitiu i/o demència. 
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11. Annexos 
Annex 1. Article científic corresponent a l’Estudi I. Baeta-Corral, R., & 
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.  

Annex 2. Manuscrit sotmès a la revista Behavioral Neuroscience amb 
data del 9 de juliol de 2014. En aquests moments es troba en fase 
d’avaluació de la resposta als referees enviada el 6 de setembre de 
2014. “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” 

Annex 3. Pòster dels resultats preliminars sobre dolor en els ratolins 
3xTg-AD. Baeta-Corral, R., Pick, C.G. & Gimeénez-Llort, L. (2014) 
Progression of BPSD-like symptoms and pain perception in aging and 
Alzheimer´s disease: studies in 3xTg-AD mice. 6th International 
Conference on Pain and Impaired Cognition. Aalborg, Denmark. 
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