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Resumen
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La Enfermedad de Alzheimer es una demencia que cursa de forma 

progresiva con déficits cognitivos, pero también de 

comportamiento. Para el estudio de la enfermedad se han 

empleado diferentes modelos de ratón, entre los cuales destaca el 

modelo 3xTg-AD , el cual se asemeja más a la EA humana que otros 

modelos de ratón desarrollados. En este trabajo hemos comparado 

hembras 3xTg-AD con hembras control, en una serie de pruebas, 

como son el laberinto elevado, la prueba de campo abierto y el test 

NOR, que valoran la capacidad cognitiva y aspectos 

comportamentales como la ansiedad. Los ratones transgénicos 

presentaron un menor número total de entradas en los brazos del 

laberinto elevado, lo que refleja hipoactividad. También 

encontramos un mayor cruce de líneas por parte de estos ratones 

en la prueba de campo abierto, y en la prueba de reconocimiento 

de objetos, los ratones 3xTg-AD mostraron preferencia por el 

objeto novedoso frente al control. El modelo 3xTgAD en hembras 

puede ser un buen modelo de estudio de la EA en estadios 

tempranos aunque no se evidencian deterioro cognitivo a los tres 

meses, lo que podría deberse al bajo tamaño muestral empleado.
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Alzheimer's disease is a dementia that progresses with cognitive 

deficits, but also behavioral deficits. Different mouse models have 

been used to study the disease, including the 3xTg-AD model, which 

is more similar to human AD than other mouse models developed. 

In this work we have compared 3xTg-AD females with control 

females, in a series of tests: the elevated maze test, the open field 

test and the NOR test, which assess cognitive capacity. We 

observed that the transgenic mice had a lower total number of 

entries in the arms of the elevated labyrinth, reflecting hypoactivity. 

We also found a greater crossing of lines by these mice in the open 

field test, and in the object recognition test, the 3xTg-AD mice 

showed preference for the novel object. The 3xTgAD female model 

may be a good model for the study of AD during early stages, 

although there is no evidence of cognitive alterations at three 

months of age, it could be due to the low sample size used. 
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Extended Summary 

Dementias as a whole has been described as "the silent epidemic" (1) and according to the 

WHO report on dementia, carried out in 2013, the increase in population aging (especially due 

to the increase in life expectancy) will cause this "global epidemic" to continue growing. Within 

the set of dementias, Alzheimer's disease (AD) is currently the most common form of dementia 

in the West and the most prevalent neurodegenerative disease (3) hence lies the importance 

of its study. Clinically, AD is characterized by cognitive, neuropsychiatric, behavioral and 

functional alterations. Anatomopathologically, AD is characterized by the presence of senile 

plaques (SP), consisting mainly of amyloid beta protein (Aβ), and intracellular neurofibrillary 

tangles (NFT) conformed significantly by abnormally phosphorylated tau protein (15); being 

able to also find neurodegeneration and neuroinflammation. 

Total penetrance mutations have been identified in three genes that lead to early-onset 

familial AD: i) the APP gene on chromosome 21, and ii-iii) the two presenilin genes (PSEN1, on 

chromosome 14 and PSEN2, on chromosome 1), the first being the locus most frequently 

involved in cases of early-onset AD (accounting for 70%). 

Precisely the 3xTgAD mouse line, which is what we have used in our work, and which was 

developed by Oddo et al. (38), is a transgenic triple model generated by co-injection of two 

transgenes that contained mutations in the APP gene and tau in mice that had a mutation in 

the presynilin gene. This triple transgenic mutation expressing APP, PS1 and Tau contains Ab 

plates and neurofibrillary tangles, unlike most transgenic mice with one or two mutations, 

which resemble more rare cases of AD, with deposits of amyloid and tau hyperphosphorylated 

but without neurofibrillary tangles. One of our objectives in this project is to evaluate the 

behavior of 3xTg-AD female mice through a series of tests commonly used to evaluate 

cognitive abilities (spatial memory test or NOR) as well as anxiety (evaluated by the open field 

test and the elevated maze test). 

In other studies, it has been observed that 3xTg-AD mice have a higher level of anxiety, or a 

predisposition to a lower threshold of response to fear, which causes a decrease in exploratory 

behavior and ¿greater? ambulation. 

In the elevated maze test, it was observed that the number of entries in closed arms and the 

total number of entries lower in the 3xTgAD mice, being this statistic statistically significant (p 

<0.05), which reflects hypoactivity in transgenic mice. These data correspond with what was 

observed in other studies. On the other hand, the time spent open arms and in closed arms 
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and the time elapsed in the center of the labyrinth is similar in both groups, thus not being 

significantly correlated. Finally, the number of times that the head is submerged is higher in 

the control mice, without reaching a significant difference either. 

In the open-field test, the number of line crosses is significantly higher in the 3xTgAD mice than 

in the control group (p <0.01), which reflects, in contrast to the other test, some hyperactivity. 

Also the number of entries in the central square and the time in the central square was higher 

in the 3xTgAD mice, but without being significant. The number of times they were lifted was 

also higher in the 3xTgAD; but we didn´t find a significant correlation in all of these 

parameters. Both the freezing's state time and the time the mice spent preening were higher 

in the controls, although we did not find a significant correlation between these parameters 

and the type of mouse. In other studies contradictory results have been found, in some of 

them the 3xTgAD mice show hypoactivity while in others  a higher activity.  

Regarding cognitive deterioration, it is known to be exacerbated in an age-dependent manner 

in 3xTg-AD mice. The long-term retention deficits in 3xTg-AD mice begin to manifest at the age 

of 4-5 months, and short-term memory is affected by the age of 6-7 months. In the NOR test, 

of object recognition there are studies in which no differences have been found between 

genotypes, the mice passing the same time approximately with each object, which seems to 

indicate that the mice do not have a preference for the new object ( 138); while in others it has 

been seen that the 3xTg-AD were deficient in retention in relation to the controls, being 

unlikely that this deficiency is due to apathy since the initial exploration of the object did not 

find differences (112) . There are contradictions about when 3xTg-AD mice develop a deficit in 

this task; in some, short-term memory deficits were described in this test in 3xTg-AD females 

at 6 months of age (139,140), and in others there were no differences until 9 months of age 

(141,142). In our case, we have not found differences either, on the contrary, the transgenic 

mice have presented a greater preference for the novel object than the controls. Yes, we 

recorded a greater crossing of lines both in the test phase and in the test phase, this 

parameter being significant in the test phase (p <0.01).  

One of the limitations of our study and why we believe that some of our results are 

inconclusive is the low sample of mice. 

which is the number of entries in the closed arms and the total number of entries in the mice, 

3xTgAD, this last data being statistically significant (p <0.05), which reflects a hypoactivity in 

transgenic mice. These data correspond to what was observed in other studies. On the other 

hand, both the time spent and the closed arms and the time spent in the center of the 
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labyrinth is similar in both groups, thus not being significantly correlated. Finally, the number 

of times your head is superior in the control of mice, there can be no significant difference.  

In the open-field test, the number of line crosses is higher in the 3xTgAD mice than in the 

control group (p <0.01), which reflects, in contrast to the other test, some hyperactivity. Also 

the number of entries in the central square and the time elapsed in the central square was 

higher in the 3xTgAD mice, but without being significant. The number of times it was lifted was 

also higher in the 3xTads, and on the contrary the number of stretches was slightly higher in 

the controls; no correlation is found to be so important none of these parameters. Both the 

"freezing" time and the time the mice spent preening were higher in the controls, although no 

significant correlation was found between these parameters and the type of mouse. In other 

studies contradictory results were found, since in some cases 3xTgAD show hypoactivity while 

in others, a greater activity.  

Regarding cognitive deterioration, it is known to be exacerbated in an age-dependent manner 

in 3xTg-AD mice. The long-term retention deficits in 3xTg-AD mice begin to manifest at the age 

of 4-5 months, and short-term memory are affected by the age of 6-7 months. In the NOR test, 

object recognition studies exist in which the differences between genotypes have not been 

found, the mice passing the same time with each object, which seems to indicate that the mice 

do not have a preference for the new object 138) ; while in others it has been seen that the 

3xTg-AD were deficient in retention in relation to the controls, being unlikely that this 

deficiency is due to apathy since the initial exploration of the object is not the differences. 

There are contradictions about when 3xTg-AD mice lack of development in this task; in some, 

short-term memory deficits were described in this test in 3xTg-AD females at 6 months of age, 

and in others there were no differences until 9 months of age. In our case, we have not found 

any difference, rather on the contrary, the transgenic mice have presented a greater 

preference for the novel object than the controls. We did register a greater crossing of lines 

both in the test phase and in the test phase, this parameter being significant in the test phase 

(p <0.01).  

One of the limitations of our study and why we believe that some of our results are 

inconclusive is the low sample of mice. 
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1. INTRODUCCIÓN

1.1. Definición de Enfermedad de Alzheimer y epidemiología 

En los años 80, las demencias en su conjunto fueron descritas como "la epidemia silenciosa" 

(1) y según el informe de la OMS sobre la demencia, realizado en  el año 2013, el aumento del 

envejecimiento de la población (debido especialmente al aumento de la esperanza de vida) 

provocará que esta "epidemia global"  continúe creciendo. De esta manera se calcula que para 

el año 2050 las personas mayores de 65 años conformarán el 22% de la  población mundial (2). 

Dentro del conjunto de las demencias, la Enfermedad de Alzheimer (EA) es actualmente la 

forma más común de demencia en Occidente y la enfermedad neurodegenerativa más 

prevalente (3) de ahí radica la importancia de su estudio. La EA es una enfermedad 

irreversible, que comienza de forma insidiosa y cursa de forma progresiva. La prevalencia 

global de la EA en Europa se estima en 5.05%, siendo la prevalencia en los hombres del 3,31% 

y en mujeres del 7,13% (4), con una ratio aproximada 1:2. 

El aumento de la edad y los antecedentes familiares positivos de demencia son los dos 

principales factores de riesgo de la EA. (5). 

En general, se reconocen dos subgrupos a partir de la edad en que se manifiestan los primeros 

síntomas clínicos:i) EA de inicio temprano o EA familiar, con una edad de inicio menor de 65 

años y ii) EA de inicio tardío o EA esporádica, presentándose en pacientes mayores de 65 años. 

El primer grupo representa el 1-5% de todos los casos mientras que el segundo engloba a más 

del  95% de los afectados. Aunque la mayoría de los pacientes desarrollan EA a una edad más 

avanzada, la investigación de las formas de inicio temprano han sido las que principalmente 

han proporcionado información valiosa sobre la patogénesis de la EA. 

1.2. Clínica de la Enfermedad de Alzheimer 

Clínicamente, la EA se caracteriza por alteraciones cognitivas, neuropsiquiátricas, del 

comportamiento y funcionales. 

La manifestación clínica inicial suele ser la pérdida de la memoria, especialmente episódica 

(definida como la capacidad de recordar experiencias pasadas), que interfiere en las rutinas de 

la vida diaria (organización, gestión, etc) (6). Con el avance de la enfermedad se van 

manifestando progresivamente  alteraciones en la memoria semántica y emocional,  en las 

funciones ejecutivas, la atención, el  lenguaje y  la orientación espacial, así como alteraciones 

en el ritmo circadiano (7,8). Las alteraciones neuropsiquiátricas se pueden agrupar en cinco 
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(5): agresividad, agitación, psicosis, depresión y apatía, los denominados "síntomas 

psicológicos y conductuales de la demencia". Aunque es frecuente y está bien descrito en la 

EA, no está claro si estos síntomas son consecuencias de la progresión de la enfermedad, parte 

de la fisiopatología de la misma o ambas.  

Aunque no existe a día de hoy una escala de dependencia para el paciente con EA, podríamos 

emplear el elaborado para otras enfermedades neurodegenerativas. La escala de Hoehn y Yahr 

es un sistema comúnmente utilizado para describir cómo progresa el grado de discapacidad en 

los síntomas de la enfermedad de Parkinson, definiendo cinco etapas. La etapa 1 indica una 

discapacidad mínima (compromiso unilateral con disfunción mínima o funcional) y la etapa 5 

una discapacidad grave (permanece en una silla de ruedas o encamado si no tiene ayuda) (9). 

El deterioro visoespacial (10) y la disfunción motora grave (correspondiente a los estadios 4 y 5 

de la Escala de Hoehn y Yahr) se vuelven más pronunciadas durante las etapas tardía y 

terminal de la enfermedad (11). Como consecuencia del impacto que todas las alteraciones 

anteriores tienen en la vida diaria, se producen las alteraciones funcionales que limitan mucho 

la autonomía del paciente e imposibilitan su capacidad de realizar tareas cotidianas 

convirtiéndose en los últimos estadios en una enfermedad invalidante. 

En cuanto a la diferencia clínica entre hombres y mujeres, aunque la gravedad de la patología 

de la EA puede no diferir, la evidencia reciente sugiere que la relación entre la patología y el 

estado clínico sí puede ser específica de género.  Barnes y cols., en un estudio muy mediático 

realizado con pacientes católicos practicantes con EA, crearon una medida global a partir de 

los hallazgos anatomopatológicos obtenidos en sus cerebros post mortem,  examinando 

posteriormente la relación entre dicha medida, el diagnóstico clínico y el nivel de cognición de 

los pacientes , y discriminando los resultados entre  hombres y mujeres.  Observaron que un 

aumento de una unidad (según la medida definida) de la patología de EA se asociaba con un 

aumento de tres [3] veces en las probabilidades de EA clínica en hombres, en comparación con 

un aumento de más de veinte [20] veces en las probabilidades de EA clínica en mujeres (12). 

1.3. Evidencias anatomopatológicas en la EA 

A nivel macroscópico  en el cerebro post mortem de una persona con EA se puede observar 

una atrofia que afecta mayoritariamente a los lóbulos  temporales, y en menor medida en los 

estadios iniciales a los lóbulos  frontales,  parietales  u occipitales. Esta atrofia es generalmente 

simétrica  y  difusa ,  lo cual se manifiesta tanto en el aumento en la profundidad de los surcos 

como en la disminución  del  espesor  de  las circunvoluciones.  Con la progresión de la 
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enfermedad se produce una dilatación secundaria del  sistema  ventricular  y  una  disminución 

del peso y volumen cerebrales (13). 

Neuropatológicamente, la EA se caracteriza por unas lesiones muy características. Estas 

lesiones, en forma de depósitos proteicos, son fundamentalmente la formación de placas 

seniles (SP), constituidas mayoritariamente por la proteína beta amiloide (Aβ) extracelular (14) 

y los ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT) conformados significativamente por proteína 

tau anormalmente fosforilada (15). 

Braak y Braak describieron 6 estadios en la neuropatología de la EA dependiendo de las 

lesiones provocadas por la acumulación de Ab y de NFT; lesiones que muestran un patrón de 

progreso definido (estadíos de Braak y Braak, I-VI). Las alteraciones más graves se encuentran 

en el hipocampo, el subiculum, la amígdala y las áreas de asociación neocorticales (16). 

Los depósitos patológicos de Aβ,que se caracterizan por sus fomas Ab1-40 y Ab1-42, son el 

producto proteolítico erróneo de una proteína transmembrana, la proteína precursora de 

amiloide o APP, que se genera al escindirse por la acción secuencial del complejo enzimático β-

secretasa (BACE-1) y γ-secretasa. En condiciones no patológicas, la APP es escindida por la a-

secretasa, lo que origina un Aβ generado fisiológicamente por las neuronas y que, en bajas 

concentraciones, parece que desempeña un papel importante en la plasticidad sináptica y los 

procesos relacionados con la memoria (17–19). Muchos estudios han demostrado que los 

productos del procesamiento erróneo de APP desencadenan otros procesos neuropatológicos 

asociados con la EA, como el mal funcionamiento sináptico, la atrofia neuronal y la 

desintegración y pérdida sináptica (20), así como la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo 

y activación glial (21), los cuales comentaremos más adelante. Mientras que en las formas 

familiares de EA las mutaciones provocan un aumento de la producción o agregación de Aβ, en 

la EA esporádica parece ser que el fallo de los mecanismos de eliminación puede desempeñar 

un papel central (22). 

Por su parte, la función principal de la proteína tau es incorporar monómeros de α y β tubulina 

a los microtúbulos neuronales, contribuyendo a su mantenimiento, estabilidad dinámica, y 

control de actividades sinápticas implicadas en la memoria y funciones cognitivas. Esta 

proteína es susceptible de ser fosforilada enzimáticamente y su  fosforilación disminuye la 

afinidad por los microtúbulos, es decir tiene una actividad fosfodependiente, cuando se 

encuentra fosforilada se separa de los microtúbulos y permite su reorganización y cuando está 

desfosforilada se une a ellos. En circunstancias patológicas la proteína tau se hiperfosforila, lo 

que deriva en la agregación y formación de los NFT, lo que conlleva la muerte neuronal (23). 

Los NFT no son específicos de la EA  (24–26), sino que se encuentran presentes en muchas 

patologías cerebrales e incluso se observan (por lo general, restringidas topográfica y 
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cuantitativamente) en cerebros de sujetos con envejecimiento fisiológico. Esta presencia 

fisiológica parece sugerir que los NFT son, al menos en algunas condiciones, una respuesta 

secundaria a la lesión y no el factor etiológico desencadenante de la enfermedad.  

1.4. La neurodegeneración en la enfermedad de Alzheimer 

En la patología que cursa durante la EA, se ha observado también una neurodegeneración 

característica (27) que se distingue inicialmente por la lesión sináptica (28–30) seguida de la 

pérdida neuronal (31), que se acompaña también de la presencia de los NFT (32,33) asociada 

con una reactividad glial, tanto astrocítica o astrogliosis (34) como de proliferación de células 

de la microglía (35,36), tal y como describiremos en el siguiente apartado. 

Esta reducción de proteínas sinápticas (37) y los cambios existentes tanto en la morfología 

como en  la estructura sináptica (14) son otro hallazgo característico de la enfermedad. De 

hecho, muchos estudios han demostrado que, aunque se considera a la acumulación y 

distribución de NFT y SP como los principales rasgos anatomopatológicos de la EA, la pérdida y 

alteraciones sinápticas también son hallazgos neuropatológicos de alta prevalencia que 

deberían considerarse  igualmente como rasgos distintivos de la enfermedad, e incluso que 

esta disfunción sináptica es un cambio que precede a la acumulación de los depósitos 

característicos como son los NFT y SP (38). Esto se basa en los resultados de varios estudios en 

los cuales se ha visto una fuerte asociación entre la capacidad cognitiva de un sujeto y el 

número de sinapsis (30,39–44).  Parece ser que la pérdida de sinapsis y/o proteínas sinápticas 

está muy extendida en la EA y no se limita a una región específica de la corteza, pudiendo ser 

la base patológica de los diversos cambios neurocognitivos observados con la progresión de la 

enfermedad.  De hecho, la pérdida de sinapsis tendría una mejor correlación con el estado 

cognitivo que cualquier otro de los marcadores patológicos específicos anteriormente 

señalados. Es por ello por lo que se precisan más estudios que caractericen los subtipos 

específicos de cambios sinápticos que pueden vincularse de una manera más definida con la 

EA  (45). 

1.5. La neuroinflamación en la enfermedad de Alzheimer 

Son numerosos los estudios que intentan elucidar el papel de la neuroinflamación en la EA 

(46), aunque aún no está claro cuándo y de qué forma se pone en marcha este proceso. 

Aunque la inflamación es, en principio, una respuesta protectora, con la edad se producen 

cambios en ésta que hacen que aumenten las respuestas inflamatorias (47,48) incrementando 
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así la susceptibilidad a padecer muchas enfermedades, incluyendo la EA.  Se ha demostrado 

que los efectos de la inflamación glial en la EA pueden ser beneficiosos en sus etapas iniciales, 

pero dañinos si están presentes de forma crónica (49–51). 

La neuroinflamación en la EA no es un sistema pasivo que comience a activarse a causa de las 

placas seniles y los ovillos neurofibrilares, sino que es un componente concurrente 

temporalmente con dichas lesiones (52). Esta neuroinflamación característicamente en las 

enfermedades degenerativas presenta una activación alterada de la microglía. Las células 

microgliales son las células inmunitarias que residen en el SNC  y contribuyen tanto a la 

homeostasis cerebral como al mantenimiento de plasticidad de los circuitos neuronales, 

coadyuvando a la protección y remodelación de las sinapsis (53,54). Sin embargo, no son los 

únicos participantes del proceso neuroinflamatorio que acontece durante la EA:  se ha visto y 

se está estudiando el papel que también tienen otros elementos como la astroglía, y las 

citocinas inflamatorias y anti- inflamatorias, y se ha demostrado que la inflamación crónica 

mediada por receptores inflamatorios (IL-1R1, TLR4 y TNFR) es un mecanismo importante por 

el cual los depósitos de Aβ contribuyen al desarrollo de la patología tau y al deterioro cognitivo 

de la EA (55–57). 

La asociación entre la neuroinflamación y neurodegeneración en la EA ha sido objeto de un 

intenso abordaje mediante un gran número de estudios neuropatológicos y neuropsiquiátricos 

(58) .En este sentido, recientemente se ha demostrado que el proceso neurodegenerativo en 

la EA está acompañado de alteraciones en la neurogénesis en el hipocampo (17,18). 

1.6. Diagnóstico 

En la actualidad no disponemos de marcadores biológicos  con la fiabilidad y especificidad 

necesarias. A pesar de ello los niveles tanto de proteína Aβ1-42 como de la proteína tau en el 

líquido cefalorraquídeo (LCR) se han convertido en marcadores biológicos importantes de la 

patología relacionada con la EA (59), aunque el único diagnóstico definitivo se deriva del 

análisis neuropatológico post mortem (60–62). 

Por otra parte, en la comunidad científica clínica existen unos criterios de diagnóstico que son 

generales de las demencias (63–65), así como otros específicos para EA (60). Aunque, como ya 

se ha comentado el diagnóstico definitivo se establece través de la neuropatología post 

mortem, estos criterios nos permiten diagnosticar como EA probable la demencia que haya 

cursado con un inicio insidioso y progresivo, siempre y cuando se descarten otras 

enfermedades sistémicas o cerebrales que puedan explicar dicha demencia. 
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1.7. Tratamiento 

 

A pesar de todos los avances científicos y clínicos que se han desarrollado en estos últimos 30 

años, en la actualidad el tratamiento disponible para la EA es solo sintomático, actuando en 

diferentes niveles del proceso neuropatológico (66). En cuanto a los tratamientos 

farmacológicos específicamente, en el mercado existen solo cuatro [4] fármacos aprobados 

para el tratamiento de la EA, que se pueden clasificar en dos grupos: i) los inhibidores de la 

acetilcolinesterasa (AChEI), que son el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina, y ii) los 

antagonistas de los receptores de ácido N-metil-D-aspártico(NMDAR), en el que estaría 

incluida la memantina (66–68). Estos tratamientos, aunque pueden mejorar la calidad de vida 

de los pacientes, no detienen el curso de la enfermedad. 

Sin embargo, se encuentran en diferentes fases de investigación nuevos tratamientos y 

estrategias terapéuticas dirigidos a múltiples dianas y diseñados para poder  ser administrados 

de manera eficaz en las fases iniciales de la EA (dada la complejidad neuropatológica de la 

misma) (69), con lo que se postula una mejora en la calidad de vida y una ralentización del 

inicio de los síntomas en los pacientes con EA para la próxima década. 

 

 

1.8. Enfermedad de Alzheimer, genética y factores de riesgo 

 

Históricamente se habían podido identificar mutaciones de penetrancia total (causal) en tres 

genes que conducen a la EA familiar de inicio temprano: i) el gen de la APP en el cromosoma 

21,  y ii-iii) los dos genes de presenilina (PSEN1, en el cromosoma 14  y PSEN2, en el 

cromosoma 1), siendo el primero el locus más frecuentemente implicado en los casos de EA de 

inicio precoz (que supone el 70%) (5). La presenilina es una subunidad de la enzima gamma 

secretasa, cuya función principal es inducir la proteólisis de numerosa proteínas en la célula, 

por lo que mutaciones en este gen implicarían un déficit en la degradación de la APP. 

Recientemente, las nuevas técnicas de mapeado genético nos han permitido identificar tres 

nuevos genes de riesgo CLU, PICALM1 y CR1 (70,71). Estos genes están relacionados con la 

eliminación de Aβ del cerebro (72,73), el procesamiento de la APP (74,75) y los aumentos en 

los depósitos de Aβ  (76) respectivamente. 

Como ya se ha comentado previamente, la neuroinflamación está claramente relacionada con 

la etiopatogénesis de la EA. En este sentido se han identificado variantes en al menos 16 genes 

implicados en funciones de microglia/macrófagos como riesgos para desarrollar EA (81). Entre 
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ellos, la presencia del alelo ε4 del gen APOE es un conocido factor de riesgo, que acelera la 

edad de aparición de la EA. La APOE es producida por microglia y astrocitos y regula no solo los 

lípidos y el metabolismo de Aβ sino también la quimiotaxis microglial y la expresión de 

citocinas proinflamatorias (82). 

Estudios recientes también han sugerido que los eventos de la vida temprana (por ejemplo, 

infecciones intrauterinas, estrés materno y mala nutrición materna y perinatal) pueden jugar 

cierto papel en la aparición de la EA (83). Desde esta perspectiva, es probable que la EA no 

esté determinada por un único factor etiológico, sino como resultado de la interacción entre 

factores genéticos y ambientales a lo largo de la vida. 

Es por ello por lo que en los últimos años, se ha intentado establecer la relación de la EA con 

otras comorbilidades. La mayoría de los pacientes con EA son sujetos mayores que sufren 

ciertas comorbilidades (como diabetes, estrés, osteoporosis, enfermedad renal, obesidad,  

hipertensión e hipercolesterolemia/dislipidemia, o han sufrido algún accidente 

cerebrovascular o convulsiones) y éstas parecen afectar tanto al inicio como a la progresión de 

la EA, lo que agrega complejidad al estudio de la patogénesis de la enfermedad (84,85). Los 

mecanismos que subyacen a esta relación son variados y complejos, entre ellos se incluye la 

resistencia a la insulina, la inflamación, la disfunción endotelial y el estrés oxidativo. 

De las comorbilidades nombradas, una de las condiciones más prevalentes es la diabetes; 

estudios epidemiológicos recientes indican que la diabetes aumenta significativamente el 

riesgo de desarrollar EA, lo que sugiere que la diabetes puede tener un papel causal en el 

desarrollo de la patogénesis de la misma (86). Además, la EA y la diabetes comparten varias 

características clínicas y bioquímicas, lo que sugiere vías moleculares comunes subyacentes a 

estas dos enfermedades  (87–90). 

 

También se ha estudiado la relación entre la EA y el sexo al nacer. Aunque la prevalencia de EA 

es mayor en las mujeres, la incidencia, que a menudo se considera una medida más fiable, no 

parece ser significativamente diferente. En todo caso, se ha visto tanto que los bajos niveles de 

testosterona son un factor de riesgo para padecer la EA como que los hombres que están 

genéticamente predispuestos a sufrir la EA presentan niveles bajos de testosterona (91).  

Además, se postula que las gonadotropinas pueden influir en la progresión de la patología de 

la EA ya que estas hormonas sexuales pueden cruzar la barrera hematoencefálica y existe una 

alta densidad de receptores de gonadotropinas en el hipocampo (92–94). En particular, hay un 

aumento significativo de la hormona luteinizante en el citoplasma de las neuronas piramidales 

y los ovillos neurofibrilares de los cerebros con EA en comparación con los controles de la 
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misma edad (95). Aunque es posible que haya una influencia de las gonadotropinas en la 

patología de la EA, la relación directa aún no se ha dilucidado. 

 

 

1.9. Correlación anatomopatológica en la enfermedad de Alzheimer 

 

En cuanto a la correlación clínico-patológica, la mayoría de las investigaciones sobre la EA se 

han centrado especialmente en la correlación entre las características moleculares y 

neuropatológicas de la enfermedad y los déficits cognitivos característicos asociados con el 

trastorno (96). 

Como ya se ha nombrado, la aparición de las alteraciones neuropatológicas sigue una 

evolución típica, que va progresando desde las primeras capas de la corteza entorrinal, que 

son las primeras neuronas corticales que manifiestan los cambios, el hipocampo y amígdala, 

hasta  la destrucción severa de las áreas asociativas neocorticales, principalmente en las áreas 

temporal y fronto-parietal (16); sin embargo, éstas pueden o no relacionarse con el deterioro 

cognitivo y las demás alteraciones.  

Se ha visto que la memoria y el deterioro cognitivo observado en pacientes con EA se 

correlaciona mejor con la disfunción sináptica que con la presencia de SP  y/o NFT y por eso, la 

disfunción sináptica es probablemente el factor más importante que contribuye a las etapas 

iniciales de la pérdida de memoria (97–101), pero es cierto que la manifestación más 

temprana y más prominente de la EA es la deposición de NFT en subestructuras del lóbulo 

temporal medial, incluyendo el córtex entorrinal, hipocampo, giro parahipocampal, amígdala y 

córtex cingulado (16). También se ha visto que aunque Aβ puede desempeñar un papel clave 

en la patogénesis de la EA, la gravedad del deterioro cognitivo se correlaciona mejor con la 

presencia de NFT corticales (102). 

Aunque los déficits cognitivos de la EA son fundamentales, los síntomas no cognitivos son cada 

vez más importantes debido a su prevalencia y las disfunciones que generan. Los síntomas 

psicológicos y de conducta incluyen comportamiento motor anormal, depresión, miedo, 

ansiedad y trastornos de personalidad (como agresión e irritabilidad) (96). El hipocampo y la 

corteza entorrinal así como también la amígdala presentan una disminución de volumen y se 

sabe que estas estructuras, especialmente la amígdala y la corteza orbitofrontal están 

relacionadas con el procesamiento de la memoria emocional (103). Sin embargo, es necesario 

profundizar más en el estudio de estos síntomas ya que no han sido caracterizados de forma 

evidente, y serán el objeto final del estudio que nosotros hemos comenzado. 
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1.10. Modelos animales para la enfermedad de Alzheimer 

 

Los modelos murinos son modelos muy útiles en la EA, ya que reproducen aspectos de la 

enfermedad, a menudo a través de mutaciones genéticas asociadas con EA familiar, y pueden 

ayudar a esclarecer su patogénesis. Aunque la EA familiar es menos común, los fenotipos 

patológicos son similares a la EA esporádica  (104). Muchos de los modelos de ratón, por lo 

tanto, se han basado por lo tanto en alguna de las tres mutaciones genéticas anteriormente 

nombradas. 

La línea de ratón 3xTgAD fue desarrollada por Oddo y cols. (38) quien generó un modelo triple 

transgénico mediante la coinyección de dos transgenes que contenían mutaciones en el gen de 

la APP y de tau a  ratones que presentaban una mutación en el gen de la presinilina. Esta triple 

mutación transgénica que expresa APP, PS1 y Tau  contiene placas Ab y ovillos neurofibrilares,  

a diferencia de la mayoría de los ratones transgénicos con una o dos mutaciones, que se 

asemejan a casos de EA más raros, con depósitos de amiloide y tau hiperfosforilada pero sin 

ovillos neurofibrilares (105). En este modelo se observa un déficit cognitivo temprano 

relacionado con los depósitos de Ab intraneuronal, por lo que es un modelo que permite 

investigar el desarrollo y el tratamiento de la neurodegeneración en la EA en diferentes 

estadios (106,107).  

 

También se ha utilizado este  modelo animal para comprender el impacto de estas condiciones 

médicas comórbidas en la patogénesis de la EA (108), así como para estudiar las diferentes 

terapias potenciales para su tratamiento (107,109) 

Como correlaciones anatomopatológicas se ha observado en estos ratones la presencia de  SP 

presentes a los 3 meses de edad, y de NFT a los 12 meses de edad en el hipocampo y la corteza 

entorrinal, aunque el desarrollo de la patología tau comienza a los 6 meses (38,110).  

Estos ratones también tienen una función sináptica alterada que progresa con la edad y 

alteraciones de la memoria y el comportamiento (111,112). 

 

1.11. Objetivos del presente trabajo 

a. Evaluar si en el modelo transgénico de EA 3xTgAD las hembras de 3 meses de edad 

presentan una mayor respuesta ansiogénica frente a los controles, estimada mediante dos test 

diferentes (el test de campo abierto y el test del laberinto elevado). 
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b. Evaluar la posible existencia de un deterioro cognitivo temprano en el modelo transgénico 

de EA 3xTgAD en hembras de 3 meses de edad, estimada mediante el test de reconocimiento 

de objetos nuevos (NOR). 

c. Estimar la posible correlación entre la respuesta a la ansiedad y la afectación cognitiva en las 

hembras 3xTgAD frente a las hembras control pareadas. 
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2.	MATERIAL	Y	MÉTODOS	
 

2.1. Animales empleados 

Para este trabajo hemos empleado ratones mutantes triple transgénico (3xTg-AD) para la 

enfermedad de Alzheimer B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax (Jackson 

laboratory: MMRRC Stock No: 34830-JAX) y ratones con genotipo salvaje B6129SF2/J (Jackson 

laboratory: MMRRC Stock No: 101045). Toda la investigación fue aprobada por el Comité Ético 

de la Universitat Jaume I de Castellón. 

Para nuestro estudio hemos empleado 3 ratones hembra 3xTg-AD  y 3 ratones  hembra 

B6129SF2, que han sido criadas en el animalario de la Universitat Jaume I de Castellón a partir 

de dos parejas de padres y madres adquiridos comercialmente (Jackson Laboratories). Los 

ratones se alojaron en una sala mantenida a 22 ± 2 ° C con un ciclo 12:12 luz: oscuridad (L:D). 

Los ratones fueron destetados a los 21 días de edad y  alojados en grupos de 2-4 compañeros 

de camada en jaulas de plástico (18,75 cm x 28 cm x 12,5 cm), con un tubo de PVC (4 cm de 

diámetro x 7 cm de longitud) para el enriquecimiento. Se les proporcionó comida y agua ad 

libitum. Cuando se precise los ratones serán genotipados usando la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) a partir de muestras de tejido obtenidas por punción de oído (no realizado en 

el presente trabajo).  

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

 

2.2. Pruebas de comportamiento realizadas 

Todas las pruebas se ordenaron de menos a más estresante para disminuir el efecto del estrés 

en el aprendizaje y la memoria.  

Todos los experimentos conductuales se llevaron a cabo en una sala experimental en la que se 

minimizó la interferencia de sonidos externos y presentaban un flujo de aire regulado. Los 

animales se habituaron a la sala durante  al menos 30 minutos antes de cada prueba, 

evitándose cualquier estrés ambiental o físico que pudiese alterar el resultado de las pruebas. 

Todos los aparatos utilizados se limpiaron minuciosamente después de cada sesión de ensayo 

con una solución al 30% de etanol. 
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2.2.1. Test de laberinto elevado  
 
La prueba del laberinto elevado es un paradigma validado para evaluar el comportamiento 

asociado con la ansiedad en roedores (113). De igual manera proporciona medidas 

simultáneas de locomoción y exploración. Se empleó un protocolo validado previamente y 

adaptado de estudios previos (114,115). 

El laberinto elevado utilizado en este trabajo está construido en plexiglás y consta de cuatro 

brazos y una plataforma central. Dos de los brazos son abiertos (45x5 cm) presentando bordes 

de 0.25 cm para evitar que el roedor se pueda caer durante el procedimiento. Los otros dos 

brazos (45x5 cm) están cerrados con paredes de 40 cm. El tamaño de la  plataforma central es 

de 5x5 cm. El suelo del laberinto está hecho de plexiglás negro mientras que los bordes están 

elaborados en plexiglás transparente. El laberinto está elevado 45 cm sobre el suelo (114) 

(Figura 1). 

 
Figura 1. Imagen vista desde arriba del aparato de laberinto elevado 

 

En este test la tendencia de los ratones a explorar entornos nuevos se contrarresta con la 

ansiedad relacionada con la exposición (brazo abierto) y la elevación del test. 

Tras la habituación a la sala los ratones se colocaron sobre la plataforma central frente a un 

brazo cerrado, elegido aleatoriamente y se les permitió explorar el aparato durante 5 minutos 

(114,115) para posteriormente ser retornados a sus jaulas de origen. Todas las pruebas se 

realizaron bajo iluminación tenue para controlar el estrés debido a la exposición a la luz. Entre 

las sesiones de prueba de los diferentes animales, el aparato se limpió a fondo con etanol 30%. 

El comportamiento en el aparato fue grabado en video usando una videocámara (Sony, 

Canadá) y analizado por un observador ciego, que desconocía las condiciones experimentales, 

en una computadora de PC mediante el programa Smart 2.5.19. Para fines de puntuación, se 

anotó una entrada de brazo cuando las cuatro patas más la base de la cola pasaron el umbral 

del brazo. Cuantificamos el número total de entradas en brazos abiertos y cerrados, así como 
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la cantidad de tiempo invertido en estas áreas del aparato de prueba. De igual manera se 

evaluó el número de veces que el animal sumergía la cabeza en los brazos abiertos 

(explorando los lados del laberinto hacia el suelo) (114) 

 

2.2.2. Test de campo abierto 

 

Los roedores muestran una aversión natural a las áreas abiertas iluminadas. Sin embargo, 

también tienen un impulso para explorar un estímulo amenazante percibido. La disminución 

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

la ansiedad dará como resultado una menor locomoción y una preferencia para permanecer 

cerca de las paredes del campo (thigmotaxis). Se empleó un protocolo adaptado de referencias 

previas (114–116). 

El test de campo abierto está fabricado en conglomerado de madera pintado en color blanco y 

posee unas  medidas de 72x72 cm. El test está dividido en 16 cuadrados de tamaño 18x18 cm 

mediante líneas negras (114). El centro del campo abierto posee un cuadrado central de 36x36 

cm resaltado en color rojo (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Imagen vista desde arriba del aparato donde se ha realizado la prueba de campo abierto 

 

Al comienzo de la prueba, el animal se colocó en el centro del test y se les permitió explorar 

libremente el laberinto durante cinco minutos.  

 

 

Se evaluaron los siguientes parámetros:  
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-Número de cruces de línea: número de veces que el ratón cruza con las cuatro patas alguna 

de las líneas negras de los cuadrados del suelo. 

-Número de entradas en el cuadrado central: número de veces que el ratón cruza con las 

cuatro patas alguna de las líneas rojas del cuadrado central 

-Tiempo en el cuadrado central: tiempo que el ratón pasa en el cuadro central 

-Elevaciones: número de veces que el ratón se levanta apoyando las patas delanteras en las 

paredes del aparato. 

-Posturas de estiramiento: número de veces que el ratón estira la cabeza y cuello, seguidas de 

la retracción a la posición original. 

-Aseo: tiempo que el animal pasa lamiéndose o rascándose mientras se encuentra parado 

-Micción: número de charcos de orina 

-Defecación: número de heces fecales del ratón 

Tras la realización de la prueba el animal fue devuelto a su jaula y a semejanza del 

experimento anterior su desempeño en el test de campo abierto fue grabado en video usando 

una videocámara (Sony, Canadá) y analizado por un observador ciego, que desconocía las 

condiciones experimentales, en una computadora de PC mediante el programa Smart 2.5.19 

(115). 

 

 

2.2.3. Test de reconocimiento de objetos.  

 

En los humanos a menudo se accede a la memoria a través del lenguaje hablado o escrito, 

mientras que, en los animales, se debe acceder a las funciones cognitivas a través de 

diferentes tipos de comportamiento específicos de memoria y aprendizaje. Entre ellos, la 

prueba de reconocimiento de objetos novedosos puede evaluarse por las diferencias en el 

tiempo de exploración de objetos nuevos y familiares. El  protocolo empleado fue adaptado de 

referencias previas (114,115,117). 

El suelo del aparato de campo abierto está hecho de madera pintada en color blanco, y sus 

medidas son de 72x72. Está dividido en 16 cuadrados de 18x18 cm mediante líneas negras. 

(114). El cuadrado central que queda limitado a partir de los cuadrados internos (18x18 cm ) 

fue resaltado en color rojo (imagen 2). 

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

en 2 días consecutivos (117). Posteriormente se realizaron dos ensayos . 

 

a. Primer ensayo: familiarización 
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Después de los dos días de habituación, se comenzó con la primera prueba. En ella, se 

colocaron dos objetos iguales (O1 y O2) en esquinas contiguas situadas en los cruces de líneas 

de los cuadrados de las esquinas superiores. El ratón se colocó en el centro del aparato y se 

soltó para explorar la caja y los objetos durante 10 minutos. 

b. Segundo ensayo: prueba 

Después de un intervalo de 30 minutos, el ratón que había realizado el primer ensayo se 

reintrodujo en la caja, que ahora contenía uno de los objetos familiares de la prueba anterior 

(O2)en la misma posición y uno nuevo (O3), de tamaño similar, que reemplazaba a otro de los 

objetos (O1). El ratón se colocó en el centro del aparato y se soltó para explorar la caja y los 

objetos durante 10 minutos (115). 

La disposición de los objetos se puede ver en la figura 3. 

 

                   
Figura 3. Disposición de los objetos en la fase de familiarización (objetos iguales, imagen de la 

izquierda) y en la fase de prueba (objetos diferentes, imagen de la derecha). 

 

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

 

Se registraron las siguientes conductas (114) : 

- Número de cruces de línea: número de veces que el ratón cruza con las cuatro patas alguna 

de las líneas negras de los cuadrados del suelo. 

- Número de entradas en el cuadrado central: número de veces que el ratón cruza con las 

cuatro patas alguna de las líneas rojas del cuadrado central 

- Tiempo en el cuadrado central: tiempo que el ratón pasa en el cuadro central 

-Tiempo que pasa con cada uno de los objetos (olfateando, trepando  o cerca del objeto) de 

ambas pruebas 

- Estiramiento hacia los objetos: número de veces que se acerca y se estira hacia cada objeto 

seguida de la retracción a la posición original. 
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- Elevaciones: número de veces que el ratón se levanta apoyando las patas delanteras en las 

paredes del aparato 

- Posturas de estiramiento: número de veces que el ratón estira la cabeza y cuello, seguidas de 

la retracción a la posición original. 

- Aseo: tiempo que el animal pasa lamiéndose o rascándose mientras estaba parado 

A partir de estos datos obtendremos también el índice de discriminación. Este se calcula 

restando el tiempo transcurrido con el objeto nuevo (TN) al tiempo transcurrido explorando el 

objeto familiar (TF), y dividido entre el tiempo explorando objetos nuevos y familiares: (TN-

TF)/(TN+TF). 

 

2.3. Análisis estadístico 

Todos los análisis fueron realizados por un observador cegado a las condiciones 

experimentales de las muestras. Aunque el tamaño de la muestra obtenida era muy bajo, 

realizamos una simulación de análisis estadístico. Para ello realizamos el test de normalidad de 

Shapiro-Wilk a nuestras poblaciones muestrales.  En los grupos que cumplían criterios de 

normalidad las diferencias significativas se determinaron empleando la prueba t de Student. 

En aquellos grupos que no seguían un criterio de normalidad se aplicó el test no paramétrico U 

de Mann-Whitney. La probabilidad significativa establecida fue α <0.05. Los análisis 

estadísticos y representaciones gráficas fueron realizados con el software GraphPad Prism V7 

(GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.). 
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3.	RESULTADOS:	
 

3.1 Test de laberinto elevado: 

 

En la prueba de laberinto elevado se emplearon 3 ratones hembra 3xTg-AD y 3 ratones 

hembra control, y se cuantificó durante 5 minutos el número de entradas y el tiempo 

transcurrido tanto en los brazos abiertos como en los brazos cerrados, así como el tiempo 

transcurrido en el centro del laberinto (Figura 4).  

 

 

  

Figura 4. Número de entradas y tiempo empleado en la prueba del laberinto elevado. Resultados de la 
prueba de laberinto elevado obtenidos en ratonas 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). Se evaluó el número 
de entradas en brazos abiertos y cerrados y total de entradas (A), así como tiempo transcurrido en cada 
parte del laberinto (B). *p< 0.05 (diferencias en el número de entradas entre animales controls vs 
3xTgAD);  &p< 0.005 (diferencias en el número de entradas en brazos abiertos vs brazos cerrados en 
animales control;. # p< 0.005 (diferencias en el tiempo transcurrido en brazos abiertos vs brazos 
cerrados en animales control).  Para el análisis estadístico se realizó el test no paramétrico de la prueba 
U de Mann-Whitney. 
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Realizamos dos tipos de abordaje estadístico, por un lado analizamos si existían diferencias 

intergrupos (comparando los datos obtenidos en animales control vs los datos obtenidos en 

los animales 3xTgAD) y por otra parte evaluamos las diferencias existentes intragrupos (si 

existían diferencias dentro del grupo control y dentro del grupo transgénico en cuanto a la 

preferencia por los brazos visitados). 

En el análisis del primer abordaje, que evaluaba las diferencias entre controles y transgénicos 

se observó que no había diferencias significativas entre el número de entradas en brazos 

abiertos y/o cerrados entre los animales 3xTgAD comparados con los controles. Sí hay una 

diferencia significativa entre los ratones control vs 3xTgAD  en el número de entradas totales 

(P< 0.05, representada por *) (Figura 4ª). .Por otra parte, el análisis de los datos del tiempo 

transcurrido en brazos abiertos y en brazos cerrados como el transcurrido en  el centro del 

laberinto no mostró diferencias significativas al comparar el grupo transgénico con el control 

(Figura 4B).  

En el segundo análisis en el que dilucidamos si existían diferencias significativas en la 

preferencia de los brazos dentro de cada grupo se observó un aumento significativo en el 

número de entradas en brazos cerrados frente al número de entradas en brazos abiertos en 

los animales control (p = 0.002, representado por &). En los animales 3xTgAD existe una 

tendencia a entrar más en los brazos cerrados que en los brazos abiertos cerrados, aunque no 

es estadísticamente significativa (ver tabla 1 y figura 4A). Por otra parte se observó un 

aumento significativo en el tiempo transcurrido en brazos cerrados frente al tiempo 

transcurrido en brazos abiertos en los animales control (p = 0.002, representado por #). En los 

animales 3xTgAD existe una tendencia a permanecer más en los brazos abiertos que en los 

cerrados, aunque no es estadísticamente significativa (ver tabla 1 y figura 4B).  

También realizamos una comparativa de la influencia del lugar en el tiempo transcurrido 

(comparamos brazos abiertos, cerrados y centro del laberinto mediante un test no 

parámetrico de Kruskal-Wallis). Se observó una interacción del lugar preferido en el tiempo 

que el animal pasa en él tanto en los animales control (KF: 13,53 ; p < 0,0001) como en los 

animales transgénicos (KF: 5,73 ; p= 0,03) (datos no representados). 
Finalmente, para completar nuestro estudio sobre los parámetros de ansiedad evaluables en el 

test del laberinto elevado cuantificamos el número de veces que los ratones sumergían la 

cabeza en los brazos abiertos del laberinto (Figura 5). 
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Figura 5. Evaluación del nº de veces que el animal sumerge la cabeza en el brazo abierto del laberinto 
elevado. Se representan los resultados de la prueba de laberinto elevado obtenidos en ratonas 3xTgAD 
(n=3) y controles (n=3). El análisis estadístico empleando el test de Mann-Whitney no mostró resultados 
significativos (p> 0.05) entre ambos grupos  
  

El análisis de los resultados de la figura 5. muestran una tendencia a un mayor número de 

veces que sumergen la cabeza los ratones control frente a los animales transgénicos, sin llegar 

tampoco a existir una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos (ver tabla 1). 

 

 

Test de laberinto elevado Significación (p) 
Número entradas brazos abiertos entre grupos (control vs 3xTgAD)  0,860 
Número entradas brazos cerrados entre grupos (control vs 3xTgAD)  0,060 
Número total de entradas entre grupos (control vs 3xTgAD) 0,040 

Diferencias entradas brazo abierto vs brazo cerrado (grupo control) 0,002 

Diferencias entradas brazo abierto vs brazo cerrado (grupo  3xTgAD ) 
 

0,200 

Tiempo en brazos abiertos entre grupos (control vs 3xTgAD) 
 

0,860 

Tiempo en brazos cerrados entre grupos (control vs 3xTgAD) 
 

0,710 

Tiempo en el centro entre grupos (control vs 3xTgAD) 
 

0,900 

Tiempo empleado brazo abierto vs brazo cerrado (grupo control) 0,002 

Tiempo empleado brazo abierto vs brazo cerrado (grupo 3xTgAD) 
 

0,100 

Sumerge la cabeza entre grupos (control vs 3xTgAD) 
 

0,670 

 

Tabla 1. Resumen de la significación de los diferentes parámetros evaluados en el test del laberinto 
elevado. 
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3.2 Test de campo abierto: 

 

En la prueba de campo abierto se emplearon 3 ratones hembra 3xTg-AD y 3 ratones hembra 

control. Durante un tiempo de 5 minutos se cuantificó el cruce de líneas, las entradas y la 

permanencia del animal en el cuadro central (figura 3). 

 

 

 
Figura 3. Número de cruces de línea y de entradas en el cuadro central en la prueba de campo abierto. 
Se evaluaron el número de cruces de línea (A) y el número de entradas en cuadrado central (B) de 
ratonas 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El análisis de los resultados mostró un aumento significativo en 
el número de cruces de línea de los animales transgénicos frente a los controles (**p< 0.01) no así para 
el número de entradas en el cuadro central. Para el análisis estadístico se realizó el test no paramétrico 
de la prueba U de Mann-Whitney), excepto el número de cruces de líneas, que al seguir una distribución 
normal, aplicamos la el test de t-student . 

 

Como puede observarse, el número de cruces de línea es significativamente superior en los 

ratones 3xTgAD respecto al grupo de control (p<0,01). 

También el número de entradas en el cuadrado central y el tiempo transcurrido en el cuadrado 

central presenta una tendencia a ser superior en los ratones 3xTgAD, pero sin llegar a ser 

significativo.  

 

Durante este tiempo también se midió el tiempo que los ratones sufrían procesos de freezing o 

congelación, y de cuidado personal (acicalamiento)  (figura 4). 
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Figura 4. Medida de los procesos de congelación (freezing) y de acicalamiento en el test de campo 
abierto. Se evaluaron el  tiempo destinado a conductas de acicalamiento (A) y el tiempo que el animal se 
encontraba en congelación (B) de ratonas 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El análisis de los resultados no 
mostró diferencias significativas (p> 0.05) entre los animales 3xTgAD frente a los controles. Para el 
análisis estadístico se realizó el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney). 

 

Tanto el tiempo de congelación o "freezing" como el tiempo que los ratones estuvieron 

acicalándose mostraba una tendencia superior en los animales control al compararlos con los 

animales transgénicos, aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas.  

Por último se contabilizaron dos medidas más relacionadas con la ansiedad como el número de 

estiramientos y de veces que los animales se alzaban en el test de campo abierto (figura 5). 

 

 
Figura 5. Número de veces que el animal se alzaba o se estiraba durante la prueba de campo abierto. Se 
evaluaron el número de veces que el animal se elevaba o levantaba (A) y el número de estiramientos (B) 
de ratonas 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El análisis de los resultados no mostró diferencias 
significativas (p> 0.05) entre los animales 3xTgAD frente a los controles. Para el análisis estadístico se 
realizó el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney). 

 

Al igual que en la figura 4, el análisis tanto del número de veces que el animal se levantaba 

como el número de estiramientos mostraba una tendencia superior en los animales control al 

compararlos con los animales transgénicos, aunque las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas (ver tabla 2).  

Por último, al finalizar la prueba se contaron el número de deposiciones fecales y de 

deposiciones urinarias que cada ratón había hecho durante la prueba (figura 6) 
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Figura 6. Número de defecaciones y de deposiciones urinarias durante la prueba de campo abierto. Se 
evaluaron el número de veces que el animal defecó (A) y el número deposiciones urinarias(B) de ratonas 
3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El análisis de los resultados no mostró diferencias significativas (p> 0.05) 
entre los animales 3xTgAD frente a los controles. El análisis estadístico del número de defecaciones, al 
seguir una distribución normal, aplicamos la el test de t-student.; mientras que para el número de 
deposiciones urinarias se realizó el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney). 

 

El análisis de las deposiciones urinarias y fecales es un síntoma de ansiedad en el caso de que 
exista un aumento frente al grupo control En nuestros resultados no obtuvimos diferencias 
significativas entres los grupos aunque existe una tendencia a un mayor número de 
deposiciones en los animales 3xTgAD frente a los controles, aunque no fue estadísticamente 
significativo (p= 0,6) (ver tabla 2). 

 

 

 

Test de campo abierto Significación (p) 
Cruce de líneas 0,002 
Entradas cuadrado central 0,200 
Tiempo en cuadrado central 0,200 
Estiramientos 0,400 
Levantarse 0,400 
Acicalamiento 0,200 
Freezing 0,100 
Defecación 0,600 

Orina 1,000 
 

Tabla 2. Resumen de la significación de los diferentes parámetros evaluados en la prueba de campo 

abierto 
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3.3 Resultados del test de reconocimiento de objetos novedosos (NOR) 

 
Mediante esta prueba evaluaremos la posible existencia de disfunciones cognitivas en la 

realización de un test de memoria en las ratonas de 3 meses de edad. Brevemente 

recordaremos que la prueba constaba de dos fases: i) familiarización y ii) test.  

Durante la fase de familiarización se contabilizó el comportamiento de cada uno de los 

animales frente a dos objetos novedosos. A lo largo de 10 minutos se contabilizó en la fase de 

familiarización o prueba (es decir, con objetos iguales) el número de veces que se acercaban a 

cada objeto y el tiempo transcurrido al lado de cada objeto (figura 6). 

 

 

  
Figura 7. Resultados de la fase de familiarización en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos 
(NOR). En la gráfica se representan el número de contactos con cada uno de los objetos (familiar 1 y 
familiar 2) por parte de los ratones transgénicos y controles (A), y el tiempo que interaccionaban con 
ellos (B). El análisis de los resultados no mostró diferencias significativas (p> 0.05) entre los animales 
3xTgAD frente a los controles. Para el análisis estadístico se realizó el test no paramétrico de la prueba U 
de Mann-Whitney). 

 

Los resultados muestran como ambos grupos interaccionan por igual durante la fase de 

familiarización con cada uno de los objetos, que se refleja en un similar número de 

A 

B 
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aproximaciones y tiempo transcurrido cerca de cada uno de los objetos por parte de cada uno 

de los grupos, por lo que no presentan preferencia por ninguno de ellos (p>0.05). 

 

Posteriormente, transcurrida media hora se midieron los mismos parámetros durante 10 

minutos en la fase de test o prueba, en la cual se sustituye uno de los objetos conocidos por 

otro novedoso (figura 7). 

 

 

 
Figura 8. Resultados de la fase de test en la tarea de reconocimiento de objetos novedosos (NOR). En 
la gráfica se representan el número de contactos con cada uno de los objetos (familiar 1 y novedoso) por 
parte de los ratones transgénicos y controles (A), y el tiempo que interaccionaban con ellos (B). El 
análisis de los resultados no mostró diferencias significativas (p> 0.05) entre los animales 3xTgAD frente 
a los controles. Para el análisis estadístico del número de contactos con objeto se realizó el test no 
paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney, mientras que el análisis estadístico del tiempo cerca de 
los objetos,  aplicamos la el test de t-student, ya que seguía una distribución normal. 

 

En relación con la prueba de test en la que se le presentaba un objeto con el que ya habían 

interaccionado antes (familiar) y otro novedoso, también el número aproximaciones al objeto 

novedoso es muy similar al número de aproximaciones al objeto familiar, por lo que no parece 

existir una predisposición a acercarse más al objeto novedoso en ninguno de los dos grupos de 

ratones. Sin embargo, en relación el tiempo transcurrido cerca de cada objeto sí encontramos 

A 

B 
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diferencias en el grupo control, que al contrario de lo esperado pasa más tiempo cerca del 

objeto ya conocido, aunque no llega a ser significativo (p=0,06). Por su parte,  en el grupo de 

ratones transgénicos es lo contrario, es decir, pasan más tiempo cerca del novedoso, aunque 

esta diferencia no es significativa,  (p=0,1). 

 

A partir de estos resultados, se investigó la preferencia de los ratones por los objetos 

calculando el índice de discriminación. Este se obtiene restando el tiempo transcurrido con el 

objeto familiar al tiempo transcurrido explorando el objeto nuevo, y dividido entre el tiempo 

explorando objetos nuevos y familiares (TN-TF)/(TN+TF) (figura 8). 

 

 
 

Figura 8. Índice de discriminación de objetos. Se obtiene restando el tiempo transcurrido con el objeto 
familiar del tiempo transcurrido explorando el objeto nuevo, y dividido entre el tiempo explorando 
objetos nuevos y familiares. Cuando el resultado se acerca a 1, indica que el ratón tiene preferencia por 
el objeto novedoso, mientras que si se acerca a -1, que prefiere el conocido. 
 

Este resultado concuerda con lo visto anteriormente, es decir, indica una menor preferencia 

por el objeto nuevo por parte de los ratones control, y una ligera preferencia de los 

transgénicos por el novedoso. 

 

Finalmente contabilizamos el número de cruces de línea y el tiempo que las ratonas pasaban 

acicalándose, así como el número de estiramientos y el número de veces que se levantaron 

tanto en la fase de familiarización como en la de prueba (figura 9). 
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Figura 9. Resultados de conductas de ansiedad y acicalamiento en la tarea de reconocimiento de 
objetos novedosos (NOR). En la gráfica se representan el número de cruces de línea, de veces que el 
animal se alzaba o se estiraba y el tiempo en estado de freezing durante la fase de familiarización y la 
fase de prueba. Se evaluaron el número de cruces de línea (A), el número de veces que el animal se 
elevaba o levantaba (B), el número de estiramientos (C) y el tiempo que el animal pasaba aseándose de 
ratonas 3xTgAD (n=3) y controles (n=3). El análisis de los resultados no mostró diferencias significativas 
(p> 0.05) entre los animales 3xTgAD frente a los controles en ninguno de los parámetros excepto para el 
cruce de líneas (**p=0,003) y el número de elevaciones (*p= 0,0278) , ambas en la fase de prueba. Para 
el análisis estadístico se realizó el test no paramétrico de la prueba U de Mann-Whitney), salvo el cruce 
de líneas, en el número de elevaciones, y el tiempo de aseo, en los cuales, al seguir una distribución 
normal, aplicamos la el test de t-student. 
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El número de cruces de línea en la fase de familiarización no mostró diferencias significativas 

entre ambos grupos, sin embargo, en la fase de test los animales control mostraban un mayor 

número de cruces de línea y por ende más actividad que los animales transgénicos 3xTgAD de 

forma significativa (p= 0,003), analizados mediante la el test de la t. 

Este mismo patrón se seguía en el caso del número de veces que las ratones se elevaban, no 

observándose diferencias significativas durante la fase de familiarización y sí durante la fase de 

test siendo los ratones transgénicos los que menos número de veces se levantaban (p=0,03).  

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en el número de estiramientos ni en 

el tiempo de aseo, en ninguna de las dos pruebas (ver tabla 3) 

 

Test de campo abierto Significación (p) 
Nº acercamientos controles familiarización 0,959 
Nº acercamientos 3xTgAD familiarización  0,914 
Nº acercamientos controles prueba 0,700 
Nº acercamientos 3xTgAD prueba 0,700 
Tiempo controles familiarización 0,508 
Tiempo 3xTgAD familiarización 0,400 
Tiempo controles prueba 0,060 
Tiempo 3xTgAD prueba 0,100 
Cruce de líneas familiarización 1,000 
Cruce de líneas prueba 0,003 
Estiramientos familiarización 0,100 
Estiramientos prueba 1,000 
Levantarse familiarización 1,000 
Levantarse prueba 0,030 
Acicalamiento familiarización 0,300 
Acicalamiento prueba 0,100 
 
Tabla 2. Resumen de la significación de los diferentes parámetros evaluados en la prueba de en la 
tarea de reconocimiento de objetos novedosos (NOR). 
 

  



 35 

4.	DISCUSIÓN:	
 

El objetivo de estos experimentos ha sido estudiar y caracterizar los cambios de 

comportamiento (ansiedad) y cognitivos que tienen lugar en ratones hembra 3xTg-AD.  

 

4.1. Discusión del modelo empleado 

Se han desarrollado varios modelos que intentan imitar la EA humana, sin embargo, el modelo 

3xTg-AD es el único que expresa tres genes principales asociados con la EA familiar (38,118), 

así como los cambios conductuales y neuropatológicos correspondientes que se observan en la 

forma humana (119–122). Como se ha comentado anteriormente, esta triple mutación 

transgénica expresa APP, PS1 y Tau, y también presenta placas Ab y ovillos neurofibrilares, a 

diferencia de otros ratones transgénicos que tienen sólo una o dos mutaciones y que aunque sí 

presentan depósitos de amiloide y tau hiperfosforilada, no así los ovillos neurofibrilares (105). 

En este modelo la bibliografía previa indica que se observa un déficit cognitivo temprano, 

aunque los resultados no siempre han sido validados por otros grupos, por lo que es un 

modelo que inicialmente permitiría investigar el desarrollo y el tratamiento de la 

neurodegeneración en la EA en estadios tempranos (106,107), como es el objetivo de nuestro 

estudio. 

 

Sin embargo, a pesar de las similitudes anteriormente presentadas, en algunos estudios se han 

encontrado resultados en este modelo murino que parecen no corresponder del todo con la 

EA humana;  en estos se ha visto que los ratones 3xTg-AD no mostraron un cambio progresivo 

en los déficits cognitivos ya que los ratones de 2 meses de edad tenían los mismos déficits que 

los de 15 meses de edad (123), cuando precisamente la EA se caracteriza por un declive 

progresivo en los déficits cognitivos, con individuos que progresan desde un deterioro 

cognitivo leve hasta un deterioro cognitivo severo a lo largo del tiempo (124,125). De estos 

resultados se deduce la importancia de abordar el estudio de los modelos murinos de EA a 

edades tempranas, con el objetivo de detectar signos de deterioro cognitivo y hallazgos 

neuropatológicos relevantes, así como estudiar las diferencias de sexo existentes en los 

modelos. En este sentido, los hallazgos neuropatológicos de Mastrangelo y Bowers (110), que 

muestran niveles elevados de APP, tau y microglia activada en ratones 3xTg-AD de 2-3 meses 

de edad, podrían explicar las diferencias conductuales tempranas halladas en este modelo de 

ratón en algunos estudios. 
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En cuanto a las diferencias entre los ratones 3xTg-AD machos y hembras, los ratones 3xTg-AD 

machos jóvenes pueden exhibir una capacidad cognitiva mejorada en comparación con los 

ratones hembras debido a los efectos protectores de la testosterona. Curiosamente, datos 

recientes indican que los ratones 3xTg-AD machos gonadectomizados exhiben una función 

hipocampal disminuida y un aumento importante de Aβ (126).  

 

4.2. Discusión de los resultados obtenidos 

Respecto al comportamiento de los ratones, en algunos estudios se ha observado un aumento 

de la inquietud en los ratones transgénicos, especialmente cuando se trataba de un ambiente 

nuevo para el ratón (es decir, el aparato en el que se realizaba la prueba), observándose una 

inquietud en los ratones 3xTg-AD que ninguno de los animales control llegó a mostrar (127). La 

emotividad y los cambios psicológicos son indicadores tempranos del desarrollo de la EA 

humana (128) y estos cambios están claramente modelados por estos ratones. 

En general se ha observado que los ratones 3xTg-AD tienen un nivel de ansiedad superior a lo 

normal, o posiblemente una predisposición a un  umbral más bajo de respuesta al miedo, lo 

que provoca una disminución del comportamiento exploratorio y de la deambulación (127), 

similar al comportamiento neofóbico que también se ha observado  que acontece en animales 

de  6 meses de edad en este modelo (129). De igual manera también se ha registrado un 

aumento en la defecación en los ratones 3xTg-AD en el transcurso de varias 

experimentaciones(127), lo que es indicativo de un estado similar a la ansiedad (113). 

Centrándonos en las pruebas de comportamiento específicas de nuestro estudio, como ya se 

ha comentado previamente la prueba del laberinto elevado es un paradigma validado para 

evaluar el comportamiento asociado con la ansiedad en roedores (113). De igual manera 

proporciona medidas simultáneas de locomoción y exploración. 

Se ha visto  un mayor nivel de ansiedad durante la realización de dicha prueba (112,127). 

Concretamente en  la prueba de laberinto elevado, en varios estudios se han encontrado 

diferencias en  la inmersión de la cabeza , las entradas de brazos cerrados y el tiempo pasado 

en los brazos cerrados , que fue menor en transgénicos que en los controles (112,127), así 

como también una interacción significativa entre el genotipo y la defecación (127); todos estos 

datos reflejan un nivel mayor de ansiedad en los ratones. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos en nuestro experimento en cuanto al menor número de entradas totales y en brazos 

cerrados mayoritariamente por parte de los animales 3xTgAD (se observa una tendencia que 

no es estadísticamente significativa), lo que indicaría una mayor ansiedad por parte de los 

ratones transgénicos frente a los controles, que visitan un mayor número de brazos. Estudios 

previos mostraron que no existían diferencias significativas en cuanto al tiempo pasado dentro 
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de los brazos abiertos o cerrados, así como tampoco en el número de entradas en los brazos 

abiertos (112,127), lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio.  

 

En otro estudio en el que se ha diferenciado entre machos y hembras, se observaron 

diferencias entre los genotipos en relación con un comportamiento similar a la ansiedad, pero 

fueron claramente dependientes del sexo y las condiciones de la vivienda (si vivían agrupados 

o solos). En hembras, los ratones mutantes mostraron niveles de ansiedad más altos en 

comparación con los controles, pero este efecto se observó exclusivamente en los ratones que 

vivían agrupados, ya que el aislamiento fue ansiogénico en las hembras control lo que 

equiparó la determinación de la ansiedad frente a los ratones transgénicos.  

 

En relación con la prueba de campo abierto, también se ha demostrado un mayor nivel de 

ansiedad (112,127) en los ratones transgénicos. De igual manera estos ratones presentan una 

mayor hipoactividad frente a los controles. La hipoactividad en la prueba de campo abierto se 

ha visto en este modelo de ratones a los 6 (130), 7 (131), 10 o 17 (132), 12 (112,133) y 15 (134) 

meses de edad. Esta hipoactividad se refleja en que los ratones 3xTg-AD  se movieron a 

distancias menores, permanecieron inmóviles durante tiempos más largo, y se quedaban 

inmóviles en un período más corto (112). Sin embargo, también se ha encontrado 

hiperactividad a los 6 (129) y 12 (129,130) meses de edad.  Esto último concuerda con nuestros 

datos, ya que nuestros  ratones transgénicos presentan un significativo aumento en el número 

de cruces de líneas, y otros parámetros como el levantamiento en los que, aunque no 

estadísticamente significativos, sí se muestra aprecia una tendencia a una mayor actividad que 

los controles. 

En esta misma prueba también evaluamos el número de deposiciones fecales.  El hallazgo de 

menos bolos fecales emitidos por mutantes 3xTg-AD en el aparato es una indicación de 

emocionalidad reducida, mientras lo contrario, es decir,  el aumento de heces se encuentra en 

roedores con un nivel de estrés aumentado, como ya se ha explicado previamente.  Los 

resultados de nuestro estudio, sin embargo, no muestran una diferencia significativa en cuanto 

a este parámetro en los animales 3xTgAD frente a los controles. 

 

Finalmente, se sabe que el deterioro cognitivo se exacerba de una manera dependiente de la 

edad en ratones 3xTg-AD (129). Los déficits de retención a largo plazo en ratones 3xTg-AD 

comienzan a manifestarse a la edad de 4-5 meses, y la memoria a corto plazo se ve afectada 

por la edad de 6-7 meses.  

En los humanos, a menudo se estudia la memoria a través del lenguaje hablado o escrito, 
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mientras que, en los animales, se debe acceder a las funciones cognitivas a través de 

diferentes tipos de comportamiento en muchos modelos experimentales específicos de 

memoria y aprendizaje. Las pruebas conductuales que evalúan la capacidad de reconocer un 

estímulo presentado anteriormente constituyen el núcleo de los modelos de amnesia humana 

de los animales (135). Dentro de estas pruebas, el test de NOR es muy útil para estudiar 

memoria a corto plazo, memoria intermedia y memoria a largo plazo mediante la variación del 

intervalo de retención, es decir, modificando la cantidad de tiempo que los animales deben 

retener en la memoria de los objetos de muestra presentados durante la fase de 

familiarización antes de la fase de prueba, cuando uno de los objetos familiares es 

reemplazado por uno nuevo (136); la memoria se mide por las diferencias en el tiempo de 

exploración de objetos nuevos y familiares. Es aceptado que la memoria de un solo episodio 

sería mucho más vulnerable que la basada en la repetición de algunas condiciones, como las 

respuestas a un reforzador o la asociación de estímulo (137). 

Respecto a esta prueba, existen estudios en los que no se han encontrado  diferencias entre 

genotipos, pasando los ratones el mismo tiempo aproximadamente con cada objeto, lo que 

parece indicar que los ratones no tienen una preferencia por el objeto nuevo (138); mientras 

que en otros sí se ha visto que los 3xTg-AD fueron deficientes en retención en relación con los 

controles, siendo poco probable que esta deficiencia se deba a la apatía ya que la en la 

exploración inicial del objeto no se encontraron diferencias (112).  Existen contradicciones 

acerca de cuándo los ratones 3xTg-AD desarrollan un déficit en esta tarea; en algunos se 

describe  un déficit en de memoria a corto plazo en esta prueba en hembras 3xTg-AD a los 6 

meses de edad (139,140), y en otros no se encontraron diferencias hasta los 9 meses de edad 

(141,142). En nuestro caso, no hemos encontrado diferencias en el tiempo o número de visitas 

absolutas hacia el objeto nuevo o familiar. Sin embargo, el análisis del índice de discriminación 

mostró que los animales transgénicos mostraban una mayor discriminación hacia el objeto 

novedoso frente a los animales control que mostraban una tendencia a discriminar más hacia 

el objeto familiar. 

 

En lo referente a las diferencias entre machos y hembras, el hallazgo de que los ratones 

hembra 3xTg-AD tienen un déficit cognitivo aumentado (141) en comparación con los ratones 

3xTg-AD machos está de acuerdo con los hallazgos antes mencionados en humanos (12). Se 

han reportado déficits de memoria y aprendizaje entre las hembras y los machos 3xTg-AD, 

pero las hembras son indistinguibles de machos de la misma edad en el reconocimiento de 

objetos novedosos (138,141). También se ha encontrado que los ratones hembra 3xTg-AD 

tienen un aumento en las respuestas de corticosterona a tareas estresantes (141). 
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En conjunto, los ratones transgénicos parecen mostrar una forma leve de apatía y falta de 

curiosidad para explorar que ya fue descrita anteriormente  (112) y que tiene que ser validada 

mediante un mayor tamaño muestral. 

Precisamente esta es una de las limitaciones de nuestro estudio y por la que creemos que 

algunos de nuestros resultados no son concluyentes. Creemos que aumentando la muestra y a 

edades más avanzadas de los ratones podremos encontrar resultados más concluyentes. 

Cuanto más entendamos acerca de la neurobiología básica y el comportamiento de los 

modelos de ratón transgénico de la EA, más podremos beneficiarnos del uso de este modelo 

de ratones y más posibilidades existirán de aplicar los resultados a la medicina de una manera 

traslacional (143). 
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