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Resumen

Las conductas estereotipadas o estereotipias son comunes a diversos trastornos del neurodesarrollo,
enfermedades neurodegenerativas y desarrollo tipico. Estas conductas son disruptivas con las
actividades de la vida diaria y tienen un impacto negativo en el desarrollo de diversas habilidades
cognitivas, como la motricidad, funciones ejecutivas y lenguaje. Las estereotipias tienen diferencias
en el fenotipo conductual, neuroanatémico y neuroquimico de acuerdo a la enfermedad o trastorno
en el que se presenten, sin embargo, estas diferencias no han sido completamente exploradas a pesar
de su potencial para el diagnéstico clinico y terapéutico. Existen dos tipos de estereotipias: de bajo
orden o simples y de alto orden o complejas. Ambas se presentan de manera independiente unas de
otras y en algunos casos se pueden presentar de manera conjunta, lo cual dificulta su evaluacién a
nivel conductual en modelos de ratones. El objetivo de esta tesis fue evaluar las conductas
estereotipadas durante el desarrollo tipico del raton C57BL/6 y dos de sus generaciones endogamicas,
mediante la exploracién de objetos novedosos de Blick et al., (2015) con algunas modificaciones.
Nuestros resultados muestran que los ratones C57BL/6 presentan estereotipias de bajo orden como
brincos, excavaciones y acicalamientos persistentes. También observamos que los ratones que
provienen de cruzas endogamicas muestran, ademas de las estereotipias de bajo orden, estereotipias
de alto orden, como aversidn al cambio. Estos resultados sugieren que las modificaciones realizadas
a la exploracion de objetos novedosos permiten evaluar de manera simultanea estereotipias de bajo
orden y alto orden. Ademas, al ser una prueba de conducta libre los resultados no se ven afectados
por diferencias en procesos como aprendizaje o memoria por lo que es mas sencillo realizar

comparaciones entre distintas cepas de ratones.

Palabras clave: raton C57BL/6, estereotipias de bajo orden, estereotipias de alto orden, campo

abierto circular.



Introduccion
1. Conductas estereotipadas

Las conductas estereotipadas (CE) se definen como patrones de comportamiento repetitivo e
invariante, carentes de una funcién u objetivo aparente, desadaptativas e incluso autolesivas
(Guariglia & Chadman, 2013; Novak, Bailoo, Melotti & Wurbel, 2016). Pueden ser ejecuciones
motrices simples o involucrar algin tema, objeto o interaccion con el ambiente que resulte
inapropiado. Las CE se pueden desencadenar como resultado de condiciones con privacién ambiental,
incluyendo ceguera congeénita y empobrecimiento ambiental (Bechard, Cacodcar, King & Llewis,
2016). Estas conductas suelen ser parte de una serie de sintomatologias que se presentan en diversos
trastornos como: autismo, sindrome de Rett, sindrome de X Fragil, enfermedad de Parkinson y
demencia frontotemporal, entre otros (Garner etal., 2011; Muehlmann et al., 2012; Whitehouse,
Curry-Pochy, Shafer, Rudy & Lewis, 2017).

Las CE se dividen en conductas estereotipadas primarias (CEP), si se observan en poblacion con
desarrollo tipico y conductas estereotipadas secundarias (CES), si se relacionan con desordenes del
neurodesarrollo, psiquiatricos, alteraciones vasculares, metabolicas o neurodegenerativas (Barry,
Baird, Lascelles, Bunton & Hedderly, 2011). La mayoria de las CEP suelen desaparecer a lo largo
del desarrollo, pero algunos casos prevalecen hasta la edad adulta, aunque la severidad disminuye.

En el caso de las CES, estas tienden a incrementar su severidad conforme la edad avanza.

El Manual Estadistico y Diagndstico de las Enfermedades Mentales en su quinta edicion (DSM-V),
considera que las estereotipias para ser consideradas como tales, deben prevalecer por mas de 4
semanas, enfatizando que estas conductas puedan interferir con las actividades diarias y llegar a ser
autolesivas. Tanto el DSM-V como el manual de Clasificacion Internacional de Enfermedades en su
décima edicion (CIE-10), clasifican las CE en cuatro categorias: a) estereotipias motoras, b) intereses
restringidos, ¢) adherencia a rutinas no funcionales y d) preferencia restringida de objetos (Leekam
et al., 2007).

Otra clasificacion ampliamente utilizada para definir las CE dentro de la investigacion, es a partir del
modelo de Turner (Figura 1). Este modelo se compone de dos categorias: CE de bajo orden (CEBO)
y CE de alto orden (CEAO). Dentro de las CEBO se incluyen las disquinesias espontaneas,
movimientos repetitivos, manipulacion de objetos restringidos y autolesiones repetitivas (Guariglia
& Chadman, 2013; Leekam et al., 2007; Whitehouse et al., 2017). Algunas de las CEBO mas
comunes son: agitacion de manos o brazos, torsion o balanceo de la cabeza, movimientos de los dedos

y vocalizacion repetitiva, entre otros (Cardona et al., 2016). Las CEBO suelen tener una duracién de



segundos a minutos y presentarse varias veces a lo largo del dia (Singer, 2009). Por otro lado las
CEAO se refieren a conductas repetitivas de mayor complejidad, como la adherencia a rutinas,
conductas ritualistas, ansiedad obsesiva por la monotonia, intereses restringidos, patrones de
manipulacién de objetos, repeticiones del lenguaje, etc. (Blick et al., 2015; Guariglia & Chadman,
2013; Whitehouse et al., 2017).

Conductas estereotipadas

CE de bajo orden

#|
Estereotiplas con el cuerpo A Conductas sensorio-motoras repetitivas

*Autolesiones
*Estereotipias con objetos
*Conducta repetitiva verbal
*Compulsiones

*Conducta ritualista
*Deseo de monotonia
*Intereses restingidos

CE de alto orden
Maonotonia/resistencia al cambio
e intereses restringidos

Figura 1 Modelo de Turner. Clasificacion de las conductas estereotipadas. EI modelo sugiere que las CE
pueden dividirse en CE de bajo orden y de alto orden. Las flechas indican que ambas clasificaciones forman
parte de un continuo que depende de la complejidad de las conductas.

Imagen traducida de Lewis & Kim, 20009.

Se ha propuesto que el substrato neuroanatémico y neuroquimico puede ser diferente para cada
categoria de CE. En el caso de las CEBO, se sugiere que son mediadas por los ganglios basales y sus
conexiones de control motor, debido a que algunas de las funciénes de los ganglios basales son
seleccionar respuestas motoras adecuadas a diferentes condiciones ambientales, mantener las
acciones dirigidas a metas y el control motor fino y grueso, por lo tanto las alteraciones en la
comunicacion entre las estructuras de los ganglios basales facilita la aparicién de CEBO (Grossberg
& Kishnan, 2018; McBride & Parker, 2015). Por otra parte se sugiere que las CEAO se relacionan
con alteraciones en la actividad de la corteza cerebral, hipocampo, cerebelo y amigdala, ya que se han
visto relacionados con otras funciones cognitivas como la flexibilidad cognitiva y con procesos de

atencion y aprendizaje (Grossberg & Kishnan, 2018; Larkin et al., 2017).

Las CE pueden ser similares a otras alteraciones que involucran actividad motora repetitiva, por lo

que, para su correcto diagndstico es importante diferenciarlas de tics, compulsiones y disquinesia



paroxistica (Cipriani, Vedovello, Ulivi, Nuti & Lucetti, 2013). Por ejemplo, los TICs son
movimientos abruptos, breves y rapidos, con una duracion poco mayor a 500 milisegundos, mientras
que las CE pueden durar de segundos a minutos. En el caso de los movimientos compulsivos hay
detras un pensamiento obsesivo y pueden fungir para eliminar algun disconfort, mientras que las CE
no tienen un fin particular. Por otro lado en las disquinesias paroxisticas se presentan ataques
recurrentes de movimientos abruptos e involuntarios, por el contrario las CE se presentan de manera

voluntaria aunque carentes de una funcidn aparente (Cipriani et al., 2013; Leekam et al., 2007).

Respecto a la etiologia de las CE se han sugerido distintas hipétesis, la primera de ellas sugiere que
son conductas adquiridas que prevalecen como resultado de un reforzador continuo. La segunda
hipétesis propone que las CE surgen a partir de anormalidades en distintos procesos de maduracion
neuroldgica, particularmente en vias neuromusculares. También se ha sugerido que las CE pueden
ser resultado de alteraciones en los niveles de neurotransmisores y expresion de receptores (Harris,
Mahone & Singer, 2008; Thelen, 1979), o que estas conductas pueden funcionar como moduladoras
de los niveles de atencidn al incrementar o decrementar la estimulacion que se recibe del medio
(Troster, Brambring & Beelmann, 1991). La presencia de CE también puede deberse a alteraciones
neurobioldgicas y genéticas, esto se propone a partir de estudios con hermanos en los que se ha
demostrado que hay homogeneidad tanto en el tipo como en la frecuencia de CEBO en gemelos
(Barry et al., 2011; Gennaro et al., 2010), y en estudios donde se analiz6 la prevalecia de las CE en
personas sin discapacidad intelectual, encontrando que el 25% de los participantes tenian

antecedentes familiares de CE (Harris et al., 2008).

Aunque la presencia de CE no es un indicador directo de una alteracion cerebral (Garner, 2005),
estas conductas ocurren con mayor frecuencia conforme la severidad de algin desorden cerebral
incrementa, y sus caracteristicas pueden variar en funcion de la enfermedad o trastorno al que estén
relacionadas. De manera general, las estereotipias pueden llegar a ser disruptivas en la vida diaria y
afectar el desarrollo de diversas habilidades cognitivas (Blick et al., 2015; Larkin, Meins, Centifanti,
Fernyhough & Leekam, 2017). Sin embargo, la falta de modelos experimentales para estudiar el

origen, desarrollo y mantenimiento de las CE ha sido una limitante en el &rea de la psicobiologia.

1.1 Conductas estereotipadas en desarrollo tipico.

Las CE se han descrito consistentemente en desarrollo tipico (DT), estas conductas se presentan como
resultado de un proceso de maduracion neuronal y son frecuentes entre los 2 y 12 meses de edad. Las

CE pueden incrementar hasta los tres afios y su decremento se da hasta pasados los cuatro afios (Evans



etal., 2004; Leekam et al., 2007), se les ha atribuido un papel funcional importante para la ganancia
de control neuromuscular y lograr ejecutar acciones complejas dirigidas a metas (Arnott et al., 2010).
Pueden prevalecer en un buen porcentaje de personas hasta la edad adulta, pero con una severidad
menor (Prioni et al., 2012).

Las CE se presentan tanto en DT como en diversos trastornos del neurodesarrollo, por lo que es
importante realizar estudios que permitan conocer el perfil de estas conductas y su prevalencia a lo
largo del desarrollo. Las CE podrian ser una herramienta para el diagnéstico temprano de alteraciones
en el neurodesarrollo, con esta finalidad se han utilizado diversas baterias neuropsicologicas, las
cuales son entrevistas semiestructuradas como el Inventario de Respuestas de Afrontamiento (CRI,
por sus siglas en inglés) y la Entrevista para el Diagnéstico del Autismo (ADI-R, por sus siglas en
inglés). El Cuestionario de Conductas Repetitivas (RBQ-2), se generd a partir de los items relevantes
para las CE que se encuentran en el CRI y el ADI-2, dando como resultado una entrevista
semiestricturada que permite evaluar un espectro mas amplio de CE en el desarrollo tipico, y detectar
desde etapas tempranas las CE que pueden relacionarse con alteraciones en el desarrollo. Mediante
el uso de esta bateria se ha observado que las CEBO y las CEAO se presentan de manera
independiente unas de otras, lo cual sugiere que el sustrato neuroanatomico y/o molecular es distinto

para cada una de ellas (Leekam et al., 2007; Uljarevi¢ et al., 2017).

Se han encontraron diferencias entre la funcion adaptativa que tienen las CE, por un lado las CEBO
entre el primer y segundo afio de vida facilitan la adquisicidn de habilidades motrices, mientras que
en edad preescolar las CEAO ayudan a regular la ansiedad, la atencién, el aprendizaje y la
autoestimulacion (Berkson & Tupa, 2000; Larkin et al., 2017). Por otra parte, se ha encontrado una
relacién entre las habilidades linguisticas entre el segundo y el tercer afio de vida y la prevalencia de
las CE. Un indice mayor de CEBO tiene una correlacion inversa con el nivel de vocabulario y
habilidades cognitivas no verbales, al mismo tiempo un incremento en el lenguaje receptivo es un
buen predictor del decremento de CE (Ray-Subramanian & Ellis Weismer, 2012). Mientras que las
CEAO tienen una mayor relacién con la flexibilidad cognitiva (Larkin et al., 2017; Tregay, Gilmour
& Charman, 2009), esto reafirma que las CE tienen una estrecha relacion con distintas funciones

cognitivas.



1.2 Conductas estereotipadas en trastornos del neurodesarrollo

1.2.1 Trastorno del Espectro Autista.

El Trastorno del Espectro Autismo (TEA), es definido como un desorden del neurodesarrollo
diagnosticado por déficits en dos elementos centrales del comportamiento: 1) inusuales interacciones
sociales y alteracion en la comunicacion social y 2) conductas estereotipadas y repetitivas con
intereses restringidos (Asociacion Psiquiatrica Americana, 2014). Las CEBO caracteristicas del TEA
incluyen patrones motores simples como balanceo o aleteo de las extremidades, mientras que las
CEAO se presentan como conductas perseverativas, adherencia a rutinas, intolerancia al cambio e
intereses restringidos (Blick et al., 2015; Pearson et al., 2011).

En términos de investigacién, se ha prestado mas atencion a las alteraciones en la comunicacién e
interaccién social como herramienta para una deteccion temprana. Sin embargo, hay evidencia que
sugiere que puede hacerse una diferenciacién temprana entre nifios con alto riesgo de tener TEA que
aquellos con bajo riesgo a partir de las CE (Arnott et al., 2010; Rogers, 2009). En edades de entre 18
y 24 meses de edad se ha observado que la manipulacion repetida de objetos y las estereotipias
motoras logran diferenciar entre nifios con TEA, desarrollo tipico (DT) y retraso en el desarrollo no
especificado (Morgan, Wetherby & Barber, 2008; Watt, Wetherby, Barber & Morgan, 2008). Dentro
del mismo rango de edad también se han encontrado diferencias entre las CE que se observan en

nifios con TEA y nifios con sindrome de X Fragil (Wolff et al., 2012).

De forma similar otros estudios han encontrado que hay patrones de exploracion visual y manual de
objetos a los 12 meses (Ozonoff et al., 2008). Mediante la implementacion del ADI-R y el Registro
Observacional para el Diagnéstico de Autismo (ADOS, por sus siglas en inglés) se ha logrado
diferenciar a nifios con alto riesgo de TEA, DT y aquellos con alto riesgo de retraso del desarrollo,
en este caso los principales indicadores del TEA fueron la manipulacién repetida de objetos y las
estereotipias motoras simples, particularmente movimientos repetitivos con los dedos (lverson &
Wozniak, 2007; Loh et al., 2007). Estos resultados sugieren que las estereotipias motoras atipicas
pueden ser muy importantes para el diagnostico temprano de TEA (Elison et al., 2014). Sin embargo,
aun no se cuenta con datos concretos acerca del nivel de riesgo que pueden representar las CE en
edades tempranas. La informacion con la que se cuenta indica que su caracterizacion puede tener

implicaciones diagnosticas relevantes para el desarrollo de modelos para el estudio de la patogénesis.

Por otra parte, los nifios entre 16 y 24 meses de edad con retrasos en el desarrollo de la comunicacion
social que son posteriormente diagnosticados con TEA, tienen una mayor prevalencia y frecuencia

de CE que aquellos con desarrollo tipico (Watt et al., 2008). A pesar de que las CEBO son comunes
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en nifios menores de 12 meses, durante el segundo afio de vida estas conductas van desapareciendo,
pero esto no sucede en nifios con riesgo de ser diagnosticados con TEA, algunas CE particulares en
el TEA tienen mayor frecuencia y prevalencia cuando son medidas a partir del RBQ-2 (Arnott et al.,
2010). A pesar de la heterogeneidad que existe en los sintomas que presentan las personas con TEA,
existe una correlacion positiva entre las alteraciones cognitivas y la severidad de las CE (Grossberg
& Kishnan, 2018).

Tal como lo indican los estudios en desarrollo tipico, las CE pueden afectar el desarrollo de funciones
ejecutivas. Al evaluar funciones cognitivas como aprendizaje inverso y set-shifting se ha observado
gue personas con TEA muestran poca flexibilidad cognitiva (Whitehouse et al., 2017). Y en adultos
con autismo se ha visto que hay una correlacién entre los niveles de CE y déficits en flexibilidad

cognitiva y respuestas de tipo inhibitorias (Lopez, Lincoln, Ozonoff & Lai, 2005).
1.2.2 Sindrome de X frégil

El sindrome de X Fragil se presenta principalmente en varones, es causado por mutaciones
relacionadas con el gen FMRL1, debido a una secuencia repetida en el DNA rica en citosinas y guaninas
gue provocan la metilacién del DNA en regiones promotoras del gen, inhibiendo asi la sintesis de la
Proteina de Retraso Mental Fragil (FMRP) (Verkerk et al., 1991). Esta proteina juega un papel

importante en la formacion de sinapsis y su plasticidad (Bassell & Warren, 2008).

El sindrome de X Fréagil es una de las principales causas genéticas de discapacidad intelectual y es
considerado una causa genética asociada al autismo (Hagerman et al., 2009; Kaufmann et al., 2004).
Las personas con este sindrome presentan un retraso general en el desarrollo y discapacidad
intelectual que puede ir de leve a moderada y generalmente es severa cuando tiene comorbilidad con
el TEA (Kaufmann et al., 2004). El sindrome de X Fragil presenta alteraciones en las habilidades
visoespaciales, motrices y del lenguaje, ademas de tener niveles elevados de estrés, hiperreactividad
sensorial y conductas estereotipadas (Boyle & Kaufmann, 2010); dentro de las que destacan el
balanceo del cuerpo y sacudir los brazos (Choen, 1991). Mediante la implementacion de la Escala de
Conductas Repetitivas (RBS-R) se observo que los intereses restringidos y las estereotipias motoras
simples son las més disruptivas para esta poblacion, mientras que las autolesiones no fueron muy
persistentes. También se encontré una correlacion entre los niveles de ansiedad y las conductas
ritualistas (Oakes et al., 2016).

A pesar de que no ha sido tan ampliamente investigado, se tienen reportes de que en el sindrome de
X Frégil, al igual que en el autismo y en el sindrome de Rett, existe una relacion entre los niveles de

ansiedad y la incidencia de CE. En un estudio de caso se demostrd que la administracion de
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propranolol, un antagonista beta-adrenérgico que resulta efectivo para reducir los signos de ansiedad,
logré disminuir la conducta agresiva y CE (Cohen, 1991). Por otro lado, se ha reportado que cerca
del 50% de personasl con X Fragil prentan ansiedad de tipo social (Chonchaya, Schneider &
Hagerman, 2010; Fryns, Jacobs, Kleczkowska & Berghe, 2008), la cual se relaciona con la presencia
de CE, como sacudir las manos (Wadell, Hagerman & Hessl, 2013).

En cuanto a la poblacidn que presenta comorbilidad con TEA también se puede llegar a distinguir
variantes en el fenotipo conductual. Las estereotipias motoras simples no mostraron diferencias entre
sindrome de X Fragil con autismo y autismo idiopatico, sin embargo, los intereses restringidos son

menos severos en la poblacion con X Fragil (Wolff et al., 2012).

1.2.3 Sindrome de Rett

El sindrome de Rett se debe a mutaciones dentro del gen MECP2 que resultan en el silenciamiento
de este gen. La proteina codificada por MECP2 es importante para el desarrollo del cerebro, mediante
la regulacién de la transcripcion genética (Chahrour y Zoghbi, 2007; Lam, Yeung, Ko & Priscilla,
2000). Afecta principalmente a nifias, las cuales presentan un periodo de 6 a 18 meses con un
desarrollo aparentemente normal, después del cual se da una regresion progresiva del desarrollo que
se puede prolongar hasta los 4 afios, caracterizada principalmente por la alteracion en la comunicacion
social, perdida de habilidades motrices y la aparicion de estereotipias de las manos (Fabio,
Giannatiempo, Antonietti & Budden, 2009; Hagberg, 2002). Otras caracteristicas del sindrome son
la discapacidad intelectual, alteraciones neuroldgicas y conductuales, apraxia, ataxia, pérdida de
habilidades del lenguaje y arritmias respiratorias. También se pueden presentar crisis epilépticas y

caracteristicas conductuales asociadas al TEA (Chao et al., 2010).

Las estereotipias de las manos (EM) son el principal criterio diagnéstico del sindrome de Rett, a pesar
de ello, éstas son dificiles de caracterizar y cuantificar sisteméaticamente (Dy et al., 2017). Algunos
estudios que han buscado desarrollar una clasificacion para las EM en el sindrome de Rett ha
coincidido en que las mayoria de ellas son movimientos que se realizan a lo largo de la linea media
del cuerpo, son continuas y pueden presentarse distintos patrones de movimientos en cada paciente,
por lo que se presenta una gran heterogeneidad a lo largo de la poblacion (Goldman & Temudo, 2012;
Temudo et al., 2008). Sin embargo, se han encontrado diferencias en el nivel de confiabilidad que
tienen distintas escalas de clasificacion de las CE presentes en el sindrome de Rett y aquellas que se

encuentran en otras alteraciones del desarrollo, esto puede deberse a diferencias en la definicion
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operacional de las mismas y a la heterogeneidad encontrada dentro del sindrome de Rett (Goldman
& Temudo, 2012).

No existe un consenso respecto al desarrollo y la prevalencia de estas CE en el sindrome de Rett (Chin
Wong, Hung, Jan, Lee & Taiwan Rett Syndrome Association, 2017), ya que algunos estudios sugieren
gue estas disminuyen a los 5 afios y se observa un decremento adicional después de los 10 afios de
edad, mientras que otros autores indican que las CE prevalecen a lo largo de la edad. Algunos trabajos
han reportado que las estereotipias en forma de aplausos son mas comunes en una poblacién joven,
mientras que en poblaciones mayores prevalece la torsion de las mufiecas o dedos (Temudo et al.,
2007; Vignoli, La Briola & Canevini, 2009).

Por otro lado, se ha sugerido que la frecuencia y severidad de las estereotipias pueden incrementar en
respuesta a ansiedad o a los niveles de alertamiento (Temudo et al., 2008). En algunos estudios se ha
reportado que las EM incrementan en nifias con sindrome de Rett cuando se interrumpen actividades
familiares como ver la television o escuchar musica y que disminuyen si se realizan actividades
estructuradas, estimulacion ambiental y cuando su cuidador le brinda apoyo para realizar las
actividades (Fabio et al., 2009; Stasolla & Caffo, 2013). Otros trabajos han evaluado los niveles de
CE en condiciones de estrés, se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles de ansiedad,
evaluados con la subescala de ansiedad de la bateria Evaluacion Diagndstica para Discapacidad
Severa (DASH-II, por sus siglas en inglés) y la frecuencia de las CE (Quest, Byiers, Payen, &
Symons, 2014).

Similar a lo que sucede en otras poblaciones, en el sindrome de Rett se observa una relacién entre las
CE vy las habilidades cognitivas. Por ejemplo, Fabio et al., (2009), aplic6 una tarea de atencion a un
grupo de nifias con sindrome de Rett, en la cual habia dos condiciones, una en la cual sus CE fueron
contenidas fisicamente con el objetivo de incrementar los niveles de atencion en los estimulos
externos y otra condicion en la que no se contuvieron las CE. Se pudo observar que las nifias

realizaron mejor la tarea cuando las CE fueron contenidas que en aquellas condiciones en las que no.
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1.3 Conductas estereotipadas en enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se encuentran relacionadas con procesos de envejecimiento y
se caracterizan por un declive cognitivo que resulta patolégico en uno o mas dominios cognitivos.
Cada enfermedad neurodegenerativa tiene una patofisiologia particular y dafios en estructuras
cerebrales especificas (Newberg et al., 2014), pero todas dificultan o imposibilitan las actividades
cotidianas en distintos niveles. Se han descrito CE en varias enfermedades neurodegenerativas,

incluyendo enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

1.3.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), es la principal causa de demencia, se caracteriza por problemas
de memoria, alteraciones cognitivas y cambios conductuales (Sharma etal., 2018).
Neuropatol6gicamente se caracteriza por la acumulacion extracelular de proteina B-amiloide y por
la acumulacion intracelular de proteina tau hiperfosforilada. La acumulacion de B-amiloide comienza
en la neocorteza, posteriormente en hipocampo y finalmente en tronco encefalico y cerebelo (Thal,
Rib, Orantes & Braak, 2002). Mientras que la patologia de tau comienza en tronco encefélico,
hipocampo y finalmente en regiones neocorticales (Braak, Thal, Ghebremedhin & Del Tredici, 2011).

Se han descrito algunas CE en la EA mediante el uso del Inventario de Clasificacién de Estereotipias
(SR, por sus siglas en inglés), un cuestionario semiestructurado que se aplica al cuidador primario
del paciente. De manera general se ha observado una frecuencia baja de CE en comparacién con otras
enfermedades neurodegenerativas; pero de aquellas que se presentan, un 40% son estereotipias de
movimientos simples y estereotipias verbales, es decir CEBO (Prioni et al., 2012). También se ha
reportado que las CE mantienen una relacién con el perfil cognitivo, ya que el grado de demencia
evaluado mediante el puntaje de la Escala de Valoracion Clinica de Demencia (CDR, por sus siglas
en inglés), tiene una asociacion de 0.53 con la escala de Conductas Repetitivas y Estereotipias (SRB,
por sus siglas en inglés), esta relacion se da particularmente con la repeticion de frases y adherencia
a rutinas (Nyatsanza, 2003). La frecuencia y severidad de las CE en la EA se puede ver afectada por
factores ambientales, ya que se desencadenan con mayor frecuencia en condiciones de
sobreestimulacion o hipoestimulacion. Al mismo tiempo hay una influencia de factores internos, ya
que la pérdida de memoria es un factor que acentta la presencia de un tipo particular de CE, que es

la repeticion de frases (Cagnin et al., 2014).
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1.3.2 Demencia frontotemporal

La demencia frontotemporal (DFT) es un término utilizado para un espectro de demencia que no es
tipo Alzheimer, pero si involucra al I6bulo frontal y puede o no, extenderse al I6bulo temporal. Tiene
una prevalencia de 20% en los casos de demencia (Nyatsanza, 2003) y se caracteriza por un declive
de las funciones ejecutivas y del lenguaje (Bang, Spina & Miller, 2015). Se clasifica en la variante
frontal (fvDFT, por sus siglas en inglés) y la variante temporal, esta Ultima también conocida como
demencia seméantica. En la fvFTD hay una neurodegeneracion orbito frontal mientras que en la
demencia semantica se observa una atrofia del polo temporal y de la amigdala (Hodges & Miller,
2001). Lo cual parece indicar que hay vias de neurodegeneracion distintas entre las subcategorias de
DFT (Nyatsanza, 2003).

Aproximadamente el 80% de los pacientes con DFT presentan CE y tienden a ser mas prominentes y
disruptivos que la pérdida de memoria en estadio tempranos de la enfermedad. También se ha visto
que las CE tienen una correlacion de 0.68 con la neurodegeneracion de la corteza frontal derecha
(Cipriani et al., 2013). A partir del SRI se encontr6 que en la DFT hay una alta frecuencia de CE
vocales, movimientos simples e intereses restringidos respecto a lo que comen. Las CE vocales son
las que resultan mas disruptivas para estos pacientes (Prioni et al., 2012). No se ha encontrado una
relacién entre el grado de demencia y las CE en la fvFTD pero si con la demencia semantica. Se
encontré una correlacion de 0.94 entre el desempefio cognitivo evaluado mediante el Mini-Mental
State Examination (MMSE, por sus siglas en inglés) y el Estudio de Experiencias Adversas en la
Infancia (ACE, por sus siglas en inglés) y las CE evaluadas con el SRB (Nyatsanza, 2003). De manera
general se ha visto que las CE se presentan con mayor frecuencia en DFT que en otras enfermedades
neurodegenerativas, a excepcion de las estereotipias verbales, como la ecolalia, o las estereotipias de
movimientos simples, las cuales son comunes a todos los grupos de demencia. En etapas tempranas
de la enfermedad las CE pueden ser una herramienta Gtil para el correcto diagnostico (Nyatsanza,
2003; Prioni et al., 2012). Principalmente para hacer una diferenciacion entre DFT y EA en etapas

iniciales, ya que las CEAQ se encuentran con mayor frecuencia en la DFT (Cagnin et al., 2014).

1.3.3 Enfermedad de Parkinson

La principal caracteristica neuropatolégica de la enfermedad de Parkinson (EP) es la falla funcional
y posteriormente la muerte de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, lo cual causa rigidez
muscular, bradicinecia y temblores en estado de reposo. Si bien estas son las principales

caracteristicas de la enfermedad, también se desarrollan alteraciones cognitivas aunque no en todos
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los casos se llega a un estado de demencia. Muchas de las neuronas dopaminérgicas en la EP tienen
agregados citoplasmaticos llamados cuerpos de Lewi que se componen en su mayoria por a-
sinucleina, estos agregados se encuentran hasta en el 82% de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra (De Rosa, Marini, Gelmetti & Valente, 2015). Ademas, se encuentran cercanos al
nucleo de las neuronas lo cual indica que hay un dafio temprano en la funcién neuronal (Power, Barnes
& Chegini, 2017).

En la EP también se ha reportado la presencia de CE, se ha visto que en su mayoria corresponden a
movimientos simples y a deambulaciones repetitivas. Pero también se presentan intereses
restringidos, particularmente respecto a lo que comen y cocinan. Sin embargo, en este caso no se ha
logrado determinar si las CE de movimientos simples son una consecuencia de las alteraciones
neuronales propias de la enfermedad o si surgen como disquinesias relacionadas con la terapia

dopaminérgica que reciben estos pacientes (Evans et al., 2004; Prioni et al., 2012).

2. Conductas estereotipadas en ratones

Las CE se han descrito en diversas especies, particularmente en animales de zool6gicos, granjas y
ambientes de laboratorio (Lewis, Tanimura, Lee & Bodfish, 2007). En ratones de laboratorio y ratones
silvestres que no han sido expuestos a ninguna manipulacion experimental se presentan CE (Garner,
2005; Pearson et al., 2011). Sin embargo, las CE no se presentan en todos los ratones de laboratorio,
a pesar de pertenecer al mismo linaje, sexo, edad, estar expuestos a las mismas condiciones
ambientales y tener la misma manipulacién. Aquellos animales que presentan estereotipias suelen

diferir sustancialmente en la frecuencia y severidad de las CE (Garner, 2005).

Se ha observado que tanto en roedores como en primates no humanos, las CE se desencadenan cuando
hay condiciones ambientales adversas o estados cronicos de estrés 0 empobrecimiento ambiental.
También se sugiere que la aparicion de CE en roedores de laboratorio se debe a un estado ténico de
activacion de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, cuyo objetivo es pomover conductas
basicas para su supervivencia como la busqueda de alimento, sin embargo, en condiciones estandar
de laboratorio estas conductas se encuentran limitadas, por lo cual esta actividad neuronal se
desencadena como CE (Grossberg & Kishnan, 2018; Novak et al., 2016; Olsson & Dahlborn, 2002;

Powell, Newman, Pendergast & Lewis, 1999).

Existen distintos modelos en ratones para el estudio de las CE, que incluyen: ratones silvestres,

ratones con alteraciones genéticas que resultan en afecciones a nivel cerebral (Greer & Capecchi,
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2002; Muehlmann et al., 2012; Welch et al., 2007) y ratones expuestos a tratamientos farmacoldgicos,
como puede ser la administracion de agonistas dopaminérgicos (Ishiguro, Inagaki & Kaga, 2007),
ligandos a receptores NMDA (Battisti, Shreffler, Uretsky & Wallace, 2000; Proietti, Onori, Ceci,
Laviola & Macri, 2014) u otros receptores glutamatérgicos (Kitanaka et al., 2018; Lewis et al., 2007).

En los ratones, al igual que en las personas, las CE pueden interferir con procesos de aprendizaje y
conductas adaptativas. Uno de los procesos que se ven afectados por la presencia de CE en esta
especie es la flexibilidad conductual, la cual se define como la capacidad de cambiar la conducta
preferida por otra alternativa que pueda resultar mas adaptativa. La flexibilidad conductual se ha
evaluado mediante la extincién de una respuesta previamente condicionada y aprendizaje inverso
(Dallaire, Meagher, Diez-Ledn, Garner, & Mason, 2011; Guariglia & Chadman, 2013). Por ejemplo,
las cepas de ratones BTBR y C58/J, son modelos que muestran una baja sociabilizacién, un repertorio
vocal inusual y presenta CEBO como exceso de acicalamiento, conducta de excavacion y brincos.
Aunque ambas cepas tienen una capacidad de aprendizaje equiparable a los ratones tipicos en el
laberinto T, tienen dificultades en el aprendizaje inverso. Se sugiere que estas dificultades se deben a
la adherencia a rutinas y la dificultad de modificarlas, esta prueba ha sido utilizada como indicador
de conductas perseverativas como CEAO (Guariglia & Chadman, 2013; Whitehouse et al., 2017).

A pesar de que las estereotipias se han reportado en diversos modelos animales, mismos que
corresponden a diversos trastornos del neurodesarrollo, enfermedades neurodegenerativas y en
algunas cepas con desarrollo tipico, los estudios se han limitado al analisis de CEBO y en lo referente
a las CEAO no se cuenta con mucha informacion acerca de la el desarrollo, prevalencia, o
caracteristicas particulares en cepas que modelan diferentes enfermedades, ni de su substrato
neuroanatémico y neuroquimico. Ademas, las tareas que se han empleado para evaluar CEAO no
estan disefiadas especificamente para ello y los resultados obtenidos podrian deberse a alteraciones
en otros procesos cognitivos propios de cada cepa de ratones y no a la presencia de CEAO (Pearson
etal., 2011). Existen reportes sobre la presencia de CEBO en ratones C57BL/6, uno de los modelos
mas utilizados en los laboratorios, el cual ademas guarda una estrecha relacion con la cepa C58J,
modelo empleado para el estudio del TEA (Blick et al., 2015). Sin embago, no hay estudios acerca

del desarrollo y las ceracteristicas de CE en la cepa C57BL/6.
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2.1 Estudio de conductas estereotipadas de bajo orden (CEBO)

Las CEBO que se han estudiado en roedores de laboratorio son muy diversas y heterogéneas, no
obstante, existe un consenso general en la categorizacion de CEBO que incluyen: brincos, exceso de
autoacicalamiento y acicalamiento de otros ratones, volteretas, trepar y morder las barras de su caja,
entre otros. Estas conductas se distribuyen de manera diferencial entre las diversas cepas de ratones,
sin embargo, es dificil realizar comparaciones entre las distintas cepas debido a que se han empleado
diferentes métodos para evaluar las CEBO y se han tomado en cuenta diferentes parametros en cada
estudio (Garner, 2005; Garner et al., 2011; Pearson et al., 2011).

La mayoria de los estudios han evaluado las CEBO analizando la conducta de los ratones dentro de
sus cajas, la mayoria sin ninguna manipulacion experimental, aunque algunos inducen la presencia
de estas conductas mediante la adicion de algin estimulo (Moy et al., 2008; Novak et al., 2016). Por
ejemplo, en la cepa BTBR se han evaluado las CE mediante anélisis observacional dentro de cajas
individuales estandar de raton (Figura 2), demostrando la presencia de acicalamiento y mordisqueo
de barras persistente (Pearson et al., 2011).

Figura 2 Caja estandar para ratones de laboratorio. La fotografia muestra un ejemplo de como se
mantiene a los ratones con una cama de aserrin y comida y agua ad libitum.

Con esta misma metodologia se ha observado que la cepa Ts65Dn, un modelo de sindrome de Down,
presenta brincos y volteretas constantes. Mientras que en la cepa de raton Mecp23%/Y, un modelo del
sindrome de Rett, hay un acicalamiento persistente al grado de llegar a autolesiones, cuando los

[ratones son mojados, cosa que no pasa en ratones con desarrollo tipico (Moretti, Bouwknecht,
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Teague, Paylor, & Zoghbi 2005; Wurzman, Forcelli, Griffey & Kromer, 2015). En la cepa de ratén
Hoxb8" los niveles excesivos de acicalamiento se dan sin ninglin detonante experimental aparente,
generalmente son autolesivos e incluso pueden ser letales (Greer & Capecchi, 2002). Otro analisis
que se ha hecho dentro de la caja habitual del raton ha sido con un modelo de autismo que se realiza
mediante la administracion de &cido valproico en etapa gestacional. En este modelo se han analizado
las CE mediante un equipo automatizado que detecta la posicidon del ratén dentro de su caja, mediante
este analisis se define CE como estados de reposo que pasa el animal en el mismo punto (Schneider
& Przewtocki, 2005).

Otros modelos utilizan la privacion de alimento, el estrés y la expectativa de recibir alimento como
desencadenantes de CE, por ejemplo, la privacion de alimento en la cepa de raton DBA/2 provoca un
incremento de conductas como trepar en la reja de su caja, acicalamiento persistente y tiempo de
inmovilidad (Cabib & Bonaventura, 1997).

Aunque varios estudios analizan las CE en las cajas estandar, no hay un consenso respecto a las
conductas que se toman en cuenta, el nimero de intervalos de observacion y la duracion de los
mismos. Algo similar sucede con otros estudios en los cuales se emplea una caja de acrilico

transparente para realizar el analisis (Figura 3).

Figura 3 Cajas de observacion de conducta. Se coloca a los ratones en cajas de acrilico que, debido a su
tamafio reducen la variabilidad conductual. Se analiza la conducta en periodos de observacién de 10 a 30
minutos.

Imagen extraida de https://www.ciencioides.com/2015/06/25/aspectos-eticos-en-la-investigacion-con-animales/
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Un modelo de CE mediante induccion farmacolégica realizado con la administracién de memantina,
un antagonista glutamatérgico, muestra un efecto dosis dependiente en cuanto a la induccion de CE,
particularmente genera niveles elevados de olfacion, observados por medio de videograbaciones de
periodos de 1 hora tras la administracion del farmaco, para estos casos se considera una conducta
como CE cuando se ejecuta por mas de 30 segundos continuos (Kitanaka et al., 2018).

Algunos trabajos han utilizado el campo abierto (Figura 4), para observar CE gque no se presentan en
las cajas estandar de laboratorio como los brincos, aunque no se pueden generar otras conductas como
las volteretas o el mordisqueo de su reja (Blick et al., 2015). Estudios realizados con la cepa de raton
Ts65Dn en campo abierto, demostraron que los ratones que presentaron estereotipias tuvieron un

menor nimero de erguimientos y pasaron menos tiempo en el centro de la arena (Turner et al., 2001).

Figura 4 Campo abierto. La prueba implica la exposicion del animal a una situacion novedosa, se analiza
la locomocion horizontal, disposicidn vertical, conducta de aseo, entre otras.

Imagen extraida de https://psicologiaeficaznl.wordpress.com/2015/11/20/modelos-animales-en-psicologia-test-de-

campo-abierto/

En la cepa C58/J se han descrito la aparicion de estas conductas en etapas tempranas del desarrollo.
Esta cepa muestra principalmente brincos y erguimientos constantes en la prueba de campo abierto,
los cuales incrementan tras la administracion de anfetamina (Moy et al., 2014). Ademas de estos
brincos y erguimientos también se han observado volteretas y rastreo vertical durante la ejecucion de
otros paradigmas conductuales como el laberinto T y el laberinto radial, siendo obstructivas para la

ejecucion de las mismas (Ryan, Young, Crawley, Bodfish & Moy, 2010).
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En cepas de desarrollo tipico como CD-1, C57, SJIL y ABH, se han inducido este tipo de conductas
mediante el uso de anfetamina, y se han contabilizado los niveles de olfacion y acicalamiento como
CE. Se ha observado que la anfetamina incrementa los niveles de locomocion general en todas las
cepas, pero particularmente en la CD-1 y C57, de igual forma son estas las que presentan CE (Proietti
Onori, Ceci, Laviola & Macri, 2014). Otros autores que han modelado las CE con anfetaminas las
han definido como lapsos estacionarios de movimientos rapidos y repetitivos de la cabeza y/o de las
extremidades anteriores que prevalecen por al menos 30 segundos en un periodo de observacion de 1
minuto. Bajo estos criterios la cepa CD-1 muestra CE tras la administracion del farmaco. De manera
interesante algunos trabajos han comprobado que estas conductas se inhiben al emplear antagonistas
del receptor tipo NMDA (Battisti, Shreffler, Uretsky & Wallace, 2000; Fortunato et al., 2017).
Ademas, se ha reportado la existencia de CE en cepas de desarrollo tipico sin ningln tipo de

estimulacién farmacoldgica (Pearson et al., 2011).
2.3 Estudio de conductas estereotipadas de alto orden (CEAO)

Las CEAO son dificiles de cuantificar en roedores, tradicionalmente se han utilizado las pruebas de
laberinto en T, laberinto de Barnes, laberinto de agua, laberinto elevado en cruz y la exploracién de
Holeboard. A partir de estas pruebas se puede inferir la flexibilidad cognitiva y la adherencia a rutinas
en caso de que se presenten (Blick et al., 2015; Garner, 2005; Ryan et al., 2010), Sin embargo, el
objetivo principal de estas tareas es evaluar otros proceso, como memoria espacial, memoria
discriminativa, conductas de ansiedad y conducta exploratoria (Biedermann et al., 2017; Edwards,
Hamlin, Marks, Coulson, & Smith, 2014; Pitts, 2018; Roelofs et al., 2017). En consecuencia los
resultados que se han obtenido en diversas cepas que modelan la misma enfermedad pueden ser muy
heterogéneos (Moy et al., 2008). Otro inconveniente es que estas pruebas no son adecuadas para todos
los modelos animales. Por ejemplo, la cepa C58/J tiene problemas de motricidad afectando sus
habilidades de nado, por lo cual el laberinto de Morris y el laberinto en T con agua carecen de validez
para el estudio de CE en esta cepa. En la prueba de exploracién de Holeboard involucra estimulos
apetitivos que podrian ser un factor que interfiere en los resultados, particularmente al usarse con
cepas modelos de autismo, asi como la ansiedad generalizada que se puede presentar en el laberinto
elevado en cruz (Blick et al., 2015b).

Debido a que existe una relacién entre los niveles de CE y el funcionamiento cognitivo, existen otros
trabajos que analizan las CEAO vy evaltan conductas que se sugiere que se veran afectadas por las
CEAQ, infiriendo la presencia y severidad de las mismas (Guariglia & Chadman, 2013; Novak et al.,
2016a). Pero, cuentan con el inconveniente de que las vias neuroanatomicas pueden ser distintas para

cada grupo de estereotipias.

21



Estudios mas recientes han utilizado una variante de la exploracion de objetos novedosos en la cepa
C58/J y BTBR. En estos estudios se introducen cuatro objetos distintos en una caja individual estandar
y se le permite al roedor la exploracion libre de los mismos, se toman en cuenta la frecuencia, el
tiempo de exploraciones que tuvo cada raton en cada objeto y se analiza la presencia de patrones de
exploracion. En este caso se observd ambas cepas tienen una exploracion restringida de objetos, esto
cumple con los criterios de CE de alto orden ya que denota intereses restringidos (Pearson et al., 2011;
Blick et al., 2015). Una virtud de este modelo es que no requiere de ningin proceso de aprendizaje ni
estimulacion por lo que puede ser aplicado en cualquier cepa de ratones. Sin embargo, hasta el
momento tiene otras desventajas como el tamafio de la caja de exploracién y los dias de analisis, ya
que se han evaluado las CE mediante una sola sesion, mientras que las CE tienen como criterio
importante la prevalencia a lo largo del tiempo. En este trabajo de tesis se le realizaron algunas

modificaciones a este modelo para el estudio de CEAOQ.

Sistemas de neurotransmision relacionados con las CE
3.1 Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5HT) o serotonina se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro. Tiene
la familia mas grande de receptores de neurotransmisores y se involucra en maltiples funciones, como
suefio, cognicion, actividad motora, percepcion sensorial, conducta de ingesta, secrecion hormonal,
entre otras. La principal fuente de 5HT en el cerebro se encuentra en los nucleos del rafe, cuyas
terminales axdnicas se encuentran en el tadlamo, hipotadlamo, nucleo estriado, nucleo accumbens,
corteza cerebral, corteza cingulada, hipocampo, amigdala, etc. Existen siete familias de receptores a
5HT: la familia 5HT; y 5HTs tienen un potencial inhibitorio al reducir los niveles de cAMP, las
familias 5HT., 5HTs y 5HT- son exitadoras incrementando los niveles de cAMP, la familia 5HT es
exitadora al incrementa los niveles de IP; y DAG y la familia 5HT3 tiene potencial exitador y son

receptores ionotropicos (Hoyer et al., 1994; Nichols & Nichols, 2008).

Diversos estudios han relacionado las CE con alteraciones en la via serotoninérgica. Se ha visto que
existe una correlacion negativa entre los niveles de serotonina y su trasportador en sangre con los
niveles de CE (Sacco et al., 2010; Sutcliffe et al., 2005). Al modificar la dieta de algunas personas
con TEA a una dieta baja en triptéfano, un aminodacido escencial que promueve la liberacion de 5HT,
se incrementan los niveles de CE (McDougle, 1996). Debido a estas caracteristicas se penso en la
administracion de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina como una alternativa

terapéutica, sin embargo, los resultados no son concluyentes, ya que hay estudios que reportan un
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decremento de las CE mientras que otros estudios sugieren que las CE empeoran, ademas de
reportarse efectos secundarios adversos (Doyle & McDougle, 2012; Furusho et al., 2001; McDougle,
1996; Soorya, Kiarashi, & Hollander, 2008).

En pacientes con TEA y sindrome de X Frégil, algunas variantes del gen de transportador de 5HT se
relacionan con un incremento en la frecuencia y severidad de las CE (Hessl et al., 2008; Lewis, Mark
& Kim, 2009; Sutcliffe et al., 2005). También se han visto cambios en el nivel de activacion de

distintos receptores de 5HT que se relacionan con la severidad de las CE.

En la cepa BTBR, la sobreactivacion del receptor 5HT,a puede contribuir a la aparicién y severidad
de las CE, las cuales se pueden inhibir mediante la administracion de antagonistas del receptor 5HT2a
en el estriado dorsomedial, sin embargo, la administracion de estos antagonistas en la region
orbitofrontal tiene el efecto contrario (Amodeo, Jones, Sweeney & Ragozzino, 2014). En contraste,
la administracion de antagonistas al receptor 5SHT»c es efectivo para aminorar las CE y los problemas
de aprendizaje inverso (Amodeo, Rivera, Cook, Sweeney & Ragozzino, 2017). Otro de los receptores
que podrian estar involucrados es el 5HT7 que se encuentra altamente expresado en el hipotalamo y
también en el tdlamo el cual estd relacionado con la ejecucion motora, funciones ejecutivas,

procesamiento sensorial y procesos de atencion (Ciranna & Catania, 2014).

En el raton K.O. MeCP2 (modelo del sindrome de Rett), la administracion de LP-211, un agonista
parcial del receptor 5HT7, disminuye algunos de los déficits cognitivos (De Filippis et al., 2014).
Mientras que en la cepa C58/J (modelo de autismo), se reducen las CE como brincos, acicalamiento,
sacudida de la cabeza y al mismo tiempo logra incrementa la conducta social (Canal et al., 2015). En
el raton K.O. Fmrl KO (modelo del sindrome de X Fragil), la administracion de 5-HT o0 8-OH-DPAT,
agonistas parciales del receptor 5SHT7, que a su vez actlan como agonistas completos del receptor
5HT4, logran atenuar las CE y los sintomas de depresion presentes en esta cepa (Costa et al., 2012).
Cabe mencionar que al agonizar el receptor 5HT1a el cual actia como regulador de la respuesta de

neuronas serotoninérgicas puede resultar en la desinhibicion de la actividad DA (Canal et al., 2015).

3.2 Dopamina

La dopamina (DA) es una catecolamina sintetizada en las terminaciones nerviosas de las neuronas
dopaminérgicas. Cuenta con 5 tipos de receptores, de los cuales, la familia D: estimula la actividad
dopaminérgica mientras que la familia D la inhibe. Los receptores D1 y D, se encuentran
principalmente en el estriado, los receptores D3 se encuentran en el nicleo accumbens y los receptores

D4y Ds son extraestriatales.
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Las alteraciones de la actividad dopaminérgica se han vinculado estrechamente con el circuito
cortico-estriado-talamo-cortical, el cual es uno de los principales candidatos relacionados con las CE.
En personas que presentan CE se ha reportado una hiperespuesta de DA y una desinhibicion estriatal,
lo cual resulta en una hiperexitabilidad cortical (Hadar et al., 2016). Una propuesta de tratamiento es
la estimulacion cerebral profunda, la cual se ha implementado en ratas con deficiencias en las vias de
DA, la estimulacion negativa en corteza frontal aparentemente reduce las CE y normaliza los niveles
de DA (Edemann-Callesen et al., 2018).

En un analisis genético se encontrd el polimorfismo de gen DRD4, que codifica para receptor de
dopamina tipo D4, se relaciona con una mayor severidad de los sintomas de CE (Gadow, DeVincent,
Olvet, Pisarevskaya, & Hatchwell, 2010). Mientras que, un alelo especifico del receptor D; se
relaciona con una baja tolerancia al cambio, una categoria especifica de CE en pacientes con TEA.
(Staal, 2015). También se ha propuesto que los genes de transporte de dopamina y de la enzima
catecol O-metiltransferasa (COMT), pueden tener un papel importante en las CE, sin embargo, el
vinculo directo entre estos genes y las CE del autismo no ha sido confirmado completamente (Lewis
& Kim, 2009).

Una clasificacion particular de CE en ratones es dar vueltas en circulos, a estas estereotipias se les ha
relacionado con una disfuncion del sistema dopaminérgico nigroestriatal. En este modelo la
administracion de un agonista del receptor D1 en el estriado puede reducir esta CE si se administra
ipsilateralmente, mientras que la administracién contralateral puede promover la CE, esto indica que
la conducta se presenta en el hemisferio contrario al que tiene la actividad dopaminérgica elevada
(Ishiguro, Inagaki, & Kaga, 2007). La administracion de metilfenidato, un farmaco inhibidor de la
recaptura de dopamina y norepinefrina, induce CE y la administracion del antagonista de D1 R(+)
SCH-23390 hydrochloride inhibe las CE. Sin embargo, la administracion del antagonista de D, S(-)-
raclopride (+)-tartrate no tiene este efecto (Dafny, Claussen, & Witte, 2015). Estos resultados reiteran
que la hiperactividad del sistema dopaminérgico esta relacionado con las CE. A nivel de los ganglios
basales puede haber una interaccién de los receptores k-opioides, los cuales podrian modular los
niveles de DA que se liberan tras la administracion de cocaina o metilfenidato en ratas, los cuales
inducen CE. Sin embargo, se ha observado que estos efectos dependen también de la edad y
maduracion del sistema, ya que esta interaccion no se ve en etapas tempranas del desarrollo (Cortez
et al., 2010).

Otra de las alteraciones que se relaciona con la actividad de la DA es la desregulacién en los niveles

de acetilcolina. Su desregulacion se ha reportado en enfermedades neurodegenerativas como la

24



enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, las cuales presentan CE (Crittenden, Lacey,
Lee, Bowden, & Graybiel, 2014).

3.3 Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Al igual que con la dopamina, el
glutamato también parece tener un papel importante dentro del circuito cortio-estriatal-talamo-
cortical (Presti, Watson, Kennedy, Yang, & Lewis, 2004; Welch etal., 2007). El sistema
glutamatérgico regula la actividad del estriado mediante entradas provenientes de distintas regiones
cerebrales, relacionadas con funciones cognitivas, emocionales, sensoriales y motoras. Existen dos
familias de receptor a glutamato, los ionotropicos, dentro de los cuales se encuentran los receptores
NMDA, AMPA y kainato, y los receptores metabotrépicos (Meldrum, 2000).

En estudios con resonancia magnética funcional se ha encontrado incremento en los niveles de
glutamato en la amigdala, hipocampo, cerebelo, estriado, corteza frontal y corteza cingulada anterior
de pacientes con TEA (Hassan et al., 2013; Naaijen, 2017; Page et al., 2016). Sin embargo, otros
trabajos han reportado una reduccion en los niveles de glutamato en la amigdala, corteza frontal,
corteza occipital y cerebelo. En nifios de entre 8 y 13 afios de edad diagnosticados con TEA no se han
encontrado diferencias en el estriado dorsal (De Vito et al., 2007; O"Neill, Levitt, McCracken, Toga
y Alger, 2003). Estudios realizados en personas adultas diagnosticadas con TEA han reportado un

decremento de glutamato en la corteza cingulada anterior (Bernardi et al., 2011).

Por otra parte, la inhibicion glutamatérgica en el estriado puede estar mediada por el receptor
canabinoide 1 (CB1). Recientemente se ha observado que hay una disfuncion del receptor CB1 en
diversos modelos ratones de TEA (Anderson et al., 2015; Kerr, Downey, Conboy, Finn & Roche,
2013), por lo cual se propone que la hipoinsuficiencia de la sefial de endocanabinoides en la via
directa del estriado puede resultar en una mayor taza de disparo de las neuronas glutamatérgicas.
También se ha visto que tiene un efecto en la presencia de algunas estereotipias y en una baja en la

conducta social, sintomas caracteristicos del TEA (Shonesy et al., 2017).

Otra de las vias por las cuales el sistema glutamatérgico puede verse afectado es por alteraciones de
los genes GRINK2 y el GRIN2A que codifican subunidades del receptor glutamatérgico tipo NMDA.
La mutacion de estos genes se han relacionado con las CE que se encuentraen el TEA y el decremento
en la sefial de glutamato (Paris Autism Research International Sibpair (PARIS) Study, et al., 2002;
Shuang et al., 2004). En el caso de la cepa BTBR se ha observado una reduccién en niveles de la

liberacion de glutamato. En un modelo de sindrome de Rett la administracion de VU0462807, un
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agonista alostérico del receptor mGIuR5 produce un decremento en las CE clasicas de este modelo
(Gogliotti et al., 2016).

En varios modelos de autismo se ha demostrado que el incremento de la actividad de receptores
glutamatérgicos puede mejorar su fenotipo conductual (Billingslea et al., 2014; Burket et al., 2015;
Deutsch etal., 2012). En el modelo de autismo generado por la exposicion prenatal de acido
valproico, se encontr6 que hay un incremento de la inmunoreactividad del mGluR1a en regiones
especificas del hipocampo en CAL y en giro dentado pero no del mGIuR5 (Peralta, Fuentealba,
Fiedler, & Aliaga, 2016). Este estudio sugiere que las alteraciones pueden ser diferentes a lo largo de

distintas regiones cerebrales y en su conjunto estas pueden desencadenar la aparicion de las CE.

El raton K.O. Shank, es un modelo utilizado para estudiar el autismo y caracterizado por inhibir la
expresion de variantes de la proteina Shank. Esta proteina se encuentra altamente expresadas en la
sinapsis exitatoria y su ausencia reduce la actividad del receptor NMDA. La variante Shank3b se
caracteriza por un autoacicalamiento persistente, mientras que la variante Shank2 se caracteriza por
brincar y escarbar constantemente. A pesar de las similitudes funcionales de estas proteinas se
encuentran diferencias en el fenotipo conductual (Duffney et al., 2013; Won et al., 2012).

Un punto gue no ha sido muy estudiado es el papel de las células gliales en la actividad de glutamato,
pero se ha mencionado que pueden tener dificultades en la recaptura y asi incrementar la actividad

sinaptica exitatoria y resultando en CE (Aida et al., 2015).

3.4 GABA

El neurotransmisor GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central.
Cuenta con tres familias de receptores: GABAa Yy GABAc son canales ionicos asociados a ligandos,
mientras que los receptoes GABAg son receptores metabotropicos asociados a proteina G (Watanabe
et al., 2002).

En cuanto al sistema GABAEérgico se ha sugerido que las CE podrian estar asociadas a una reduccion
de la actividad de neuronas GABAGérgicas. En la cepa de ratdbn MECP2, modelo de sindrome de Rett,
se observo una reduccion de entre el 35% y el 50% de las neuronas espinosas medianas en el estriado,
lo cual se ha relacionado con las conductas estereotipadas, los déficits motores, alteraciones
sensoriomotoras y alteraciones en la conductas social. Se ha propuesto que la administraciones de
inhibidores de las aminotransferasas, como la vigabatrina, podria ayudar a reducir las estereotipias en
el sindrome de Rett (Chao et al., 2010; Ghanizadeh, 2012). En otro modelo de sindrome de Rett que
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consiste en la ausencia de la proteina MECP2 Unicamente en neuronas GABAGérgicas, hubo un
incremento de los déficits sociales y CE, particularmente el autoacicalamiento. La ausencia de la
proteina MECP2 en las neuronas GABAérgicas son suficientes para presentar algunas caracteristicas
del fenotipo conductual de la cepa de ratones MECP2, como las motilidad de las extremidades y
autolesiones que no se ven relacionadas con la respuesta de ansiedad (Chao et al., 2010). Ademas se
han ligado las alteraciones de la actividad de GABA en la sustancia nigra con rotaciones en un lugar
fijo (un tipo particular de CE) (Kim, Lim, & Kaang, 2016; Vaccarino & Franklin, 1982). En este
sentido la administracion de muscimol, un agonistas de receptores a GABA en la sustancia nigra
induce CE (Bouchekioua et al., 2018; Velisek, Veliskova, Ravizza, Giorgi, & Moshé, 2005), lo cual
sugiere la participacion de GABA en la sustancia nigra en las CE.

Resultados similares han sido observados en otros estudios en los cuales, un incremento de la
inhibicibn mediada por GABA inducida mediante la administracion de ganaxolona, un
neuroesteroide, incrementa la actividad del receptor GABAA pero no logra atenuar las CE en la cepa
BTBR (Kazdoba, Leach, Silverman & Crawley, 2014). Lo mismo sucede con la administracion de
benzodiacepinas (Han, Tai, Jones, Scheuer, & Catterall, 2014), y la modulacién alostérica positiva
del receptor GABAA (Yoshimura et al., 2017). La actividad de GABA es parcialmente responsable
de las estereotipias observadas de TEA y en el sindrome de Rett (Blatt & Fatemi, 2011; Chao et al.,
2010; Harada et al., 2011).

En un estudio con nifios que han sido diagnosticados con estereotipias motoras primarias mediante
espectroscopia de resonancia magnética, se vio que hay una reduccién en los niveles de GABA en a
corteza cingulada anterior y en el estriado, pero no en la corteza prefrontal dorslateral ni en la corteza
premotora. El grado de reduccion de GABA en la corteza cingulada anterior tuvo una relacion con la
severidad de las CE (Harris et al., 2008).

El desbalance entre el glutamato y GABA tiene como consecuencia un desequilibrio en la actividad
exitatoria/inhibitoria, lo cual puede impactar directamente en los niveles de CE (Peca et al., 2011;
Tabuchi et al., 2007; Wei et al., 2016). Tanto en personas como en modelos animales hay una gran
heterogeneidad de CE, sin embargo, una mala interpretacion de CE podria afectar los resultados

cuando se comparan modelos de enfermedades con modelos de desarrollo tipico.
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Justificacion

Las CEBO y CEAO se presentan diferencialmente en diversos sindromes, demencias, enfermedades
neurodegenerativas y en un porcentaje de la poblacion con desarrollo tipico. Ambas conductas pueden
llegar a ser disruptivas con la vida diaria y afectar el desarrollo de algunas funciones cognitivas
(Whitehouse et al, 2017). Se ha observado que reducir los niveles de CE se relaciona con una mejora
del fenotipo conductual de personas con sindrome de Rett, sindrome de X Frégil o Trastorno del

Espectro Autista, entre otros (Grossber & Kishnan, 2018).

Diversos estudios sugieren que las CEBO y CEAO se desarrollan de manera independiente, tanto a
nivel bioquimico como estructural, interactuando con diferentes procesos cognitivos. Sin embargo,
se desconoce el origen de las CEBO y CEAO durante el desarrollo, ya que la ausencia de modelos de
estudio es una de las principales limitantes en la investigacién de CE. Por lo que esta tesis busco
desarrollar un modelo para analizar CEBO y CEAO en ratones.

Conocer el tipo y severidad de CE que se observa durante el desarrollo normal podria ayudar a un
diagnostico temprano de diferentes patologias (Blick, et al., 2015). En este trabajo de tesis ademas de
analizar las CE en ratones con desarrollo tipico se analizaron en generaciones endogamicas de la
misma cepa, estas cruzas endogamicas se realizaron con base en el origen de la cepa C58J, la cual se
desarrolla a partir de maltiples cruzas endogamicas de la cepa C57BL/6. La cepa C58J es un modelo
utilizado para el estudio del TEA y se ha descrito de manera consistente la presencia de brincos como
CE. Analizar las CE en las primeras generaciones de endogamia puede ayudar a entender el desarrollo
de las CE en la cepa C58J. Finalmente, contar con una prueba que se pueda aplicar a cualquier cepa
de ratdn facilitaria la comparacion entre distintas cepas que modelan un mismo trastornos o trastornos

distintos.
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Objetivo general

Analizar las conductas estereotipadas de bajo orden (CEBO) y conductas estereotipadas de alto orden

(CEAO) en la cepa de ratones C57BL/6 y en dos de sus generaciones filiales endogamicas en una

prueba de exploracion de objetos novedosos para conocer su desarrollo y prevalencia, ademas de

evaluar las modificaciones realizadas a la prueba de exploracién de objetos novedosos.

Objetivos especificos

1) Estandarizar una prueba para evaluar simultaneamente las estereotipias de bajo y alto orden
en la cepa de ratones C57BL/6.

2) Comparar los niveles de brincos en la cepa C57BL/6 y en grupos endogadmicos de la misma
cepa.

3) Comparar los niveles de asicalamiento en la cepa C57BL/6 y en grupos endogamicos de la
misma cepa.

4) Comparar los niveles de excavaciones en la cepa C57BL/6 y en grupos endogamicos de la
misma cepa.

5) Evaluar la trayectoria de exploracion de objetos como indice de estereotipia de alto orden en
ratones C57BL/6 y en grupos endogamicos de la misma cepa.

6) Evaluar la aversion al cambio como indice de estereotipia de alto orden en ratones C57BL/6
y en grupos endogamicos de la misma cepa.

7) Evaluar la preferencia de objetos como indice de estereotipia de alto orden en ratones
C57BL/6 y en grupos endogdmicos de la misma cepa.

Hipotesis

Hi: Las modificaciones realizadas en la prueba de exploracién de objetos novedosos permitiran

evaluar la prevalencia de CEBO asi como analizar las CEAO en la cepa C57BL/6 y en sus

generaciones filiales.

H2: Los grupos endogdmicos presentaran una mayor cantidad de brincos que la cepa C57BL/6.

Has: Los grupos endogamicos presentaran una mayor cantidad de asicalamiento que la cepa C57BL/6.

Ha: Los grupos endogamicos presentaran una mayor cantidad de excavaciones que la cepa C57BL/6.

Hs: Los grupos endogdmicos presentaran patrones recurrentes de exploracion de objetos como
indicador de CEAO.
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Hs: Los grupos endogamicos presentaran aversion al cambio como indicador de CEAO.

H7: Los grupos endogdmicos presentaran preferencia restringida de objetos como indicador de
CEAO.

Material y método
Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de cuatro semanas de edad (n=11) y machos de
cuatro semas de edad de dos generaciones endogamicas de la misma cepa. Los ratones de la cepa
C57BL/6 se dividieron en dos grupos: aquellos que presentaron CE y los que no presentaron CE, se
considerd CE a una cantidad elevada de brincos durante los primeros dias de analisis (Blick et al.,
2015; Garner, 2005). Por lo tanto, se trabajé con cuatro grupos: el primer grupo fue formado por
ratones sin CE (n=5/ C57BL/6). El segundo grupo se conformd por ratones en los que se observaron
CE (n=5/C57BL/6-CE). El tercer grupo estuvo formado por la primera generacion filial de una cruza
endogamica entre la misma cepa C57BL/6 (n=6 / F1), y el cuarto grupo se compuso por la segunda
generacion de endogamia entre la cepa C57BL/6 (n=3/ F2).

Durante todo el proceso experimental los animales se mantuvieron en condiciones estandar de
laboratorio, en cajas, rectangulares de policarbonato (20 cm x 30 cm x 20 cm), con una cubierta de
aserrin y mantenidos a una temperatura de 20 £ 2 °C, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (7:00
am a 7:00 pm), con alimento en pellet y agua ad libitum. Los animales fueron sometidos a la fase
experimental a los 28 dias de edad. Todo el protocolo se realizé durante la fase de luz, entre las 12:00
hrsy las 16:00 hrs. EI mantenimiento, manipulacion y cuidado de los ratones se realizé de acuerdo a
las reglas establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999. El uso de los animales y
el desarrollo experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Psicologia de la
UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015).

Andlisis de CEBO y CEAO

Para el analisis de CEBO y CEAO se utilizd6 un modelo de exploraciéon de objetos novedosos
desarrollado por Blick et al., (2015), con algunas modificaciones. Se utilizé un campo abierto circular
de acrilico de 41 centimetros de diametro y 30 centimetros de altura. Se coloc6 una cubierta de aserrin

y se usaron cuatro objetos novedosos: una pelota morada, un lego azul con naranja, una rueda de
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pléstico verde con rosa y un juguete de madera rectangular. Cada uno de los objetos se colocé en la
arena a 3 centimetros del borde del campo, con una separacion aproximada de 15 centimetros entre
cada objeto. La posicion de los objetos fue aleatorizada para cada raton. Al inicio de cada sesion los
ratones se colocaron al centro de la arena siempre mirando en la misma direccién. Se realizd un
periodo de habituacion de 10 minutos, en la arena sin los objetos, inmediatamente después de este
periodo se aplicé la prueba de 10 minutos de exploracion de objetos (Figura 5). Después de cada
ensayo el campo y los objetos fueron limpiados con alcohol al 20%, se dejé secar y se colocé una

nueva capa de aserrin.

A) B)
| -5 k\ &

10 min. habituacién 10 min. Experimentales

Fig. 5. Modelo de estudio de CE. El modelo consiste en la exploracion de objetos en un campo
abierto circular. A) Cada ratén pasé previamente 10 minutos en el campo abierto para su habituacion.
B) Después de este periodo se agregaron 4 objetos para la exploracion libre.

Con el fin de analizar CEBO y CEAOQ a lo largo del tiempo y comprobar su prevalencia, la prueba se
aplicé a cada ratdn durante 15 dias, la fase experimental incluyé 9 dias divididos en 3 blogues de tres
dias cada uno, con un intervalo de tres dias entre cada bloque (Figura 6). En el Gltimo bloque los

objetos fueron reubicados aleatoriamente.
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Figura 6. Analisis de CE en el tiempo. La prueba se realiza durante 9 dias divididos en 3 blogues, de tres
dias cada uno y con un intervalo de descanso de tres dias entre bloques. Con una realeatoriacién de
objetos en el ultimo blogque

Todas las sesiones fueron videograbadas y el analisis conductual se realiz6 off-line. Para el analisis
de las CEBO se registro la frecuencia de la conducta de excavacion, acicalamiento y brincos verticales
(Tabla 1). Mientras que, para las CEAO se contabiliz6 el tiempo que cada raton pasé en contacto
directo con cada uno de los objetos y se comparé entre grupos para observar si existia una tendencia
de exploracion diferente de los objetos, ademas se comparé intragrupos el tiempo que exploraron
cada objeto para conocer si habia una exploracion restringida de algin objeto que provocara un
decremento en el tiempo de exploracion de los demdas objetos como indicador de intereses
restringidos. También se analizé la presencia de patrones de trayectorias de exploracion de objetos,
para lo cual se asigné un numero del 1 al 4 a cada ubicacién usada por los objetos (Figura 7). Cada
vez que el ratdn olfated o entrd en contacto directo con algun objeto la posicion a la que corresponde
ese objeto fue registrada. El registro generd una secuencia de namero, por ejemplo 12134321.
Posteriormente se identificaron las permutaciones de 3 digitos en los cuales no se repitieron digitos
consecutivos (ej. 121,123, 124, pero no 112 o 122). Este registro se realizé con base en lo que se ha
reportado por Blick et al. (2015) y Pearson et al. (2012). Se contabiliz6 la frecuencia con que ocurrio
cada una de los patrones generadas por el raton. Las permutaciones que prevalecieron a lo largo de
todas las sesiones de exploracion, incluso en el ltimo bloque en el que fueron reubicados los objetos,
fueron consideradas como indice de estereotipia de alto orden (Blick et al., 2015). También se analizé
la aversion al cambio como CEAO, para lo cual se modificé la posicién de los objetos en el Gltimo

bloque de exploracion y se comparé la frecuencia de brincos, acicalamientos y patrones de
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exploracion, el incremento significativo de estas conductas durante el Gltimo bloque de la prueba fue

considerado aversion al cambio como CEAO (Tabla 1).

Figura 7. Numero de posiciones asignadas a cada ubicacion ocupada por los objetos en el campo abierto.

Tabla 1. Definicion operacional de las CEBO y CEAO a analizar.

CEBO

Definicidn

CEAO

Definicidn

Brincos

Brincos verticales con

Preferencia restringida

Exploracién de uno de

la cama de aserrin
utilizando las patas

delanteras.

el apoyo Unicamente | de objetos los objetos en
de las patas traseras. particular que sea
significativamente
mayor al tiempo de
exploracion del resto
de los objetos.
Excavaciones Remocidn de partes de | Patrones de | Secuencias de

exploracion de objetos

exploracion de objetos
que sean repetitivas y
perseverativas a lo
largo de todas las
sesiones de explorcion

de objetos.
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Acicalamiento Aseo de todo el cuerpo | Aversién al cambio Incremento

del raton que significativo del
comienza por la ndmero de brincos,
cabeza con ayuda de acicalamientos,

sus patas delanteras y excavaciones 0
finaliza en la parte repeticion de patrones
posterior de su cuerpo. en respuesta al cambio

de posicién de objetos
que se realiza en el
boque tres de

exploracion.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de las conductas de acicalamiento, escarbacion y brincos asi como
de las trayectorias de exploracion y el tiempo de exploracion de objetos. La informacidn recabada de
la exploracion de objetos novedosos fue almacenada y analizada en una base de datos en el programa
Stadistical Package for Social Sciences (SPSS, version 21). El nivel de significancia considerado para
su andlisis fue de a=0.05. Una prueba de ANOVA fue realizada para comparar el nimero de
excavaciones entre grupos como indicador de CEBO, con un analisis post hoc de Tukey. Una prueba
de Kruskal-Wallis con un analisis post hoc de Mann Whitney se aplic6 para comparar la frecuencia
de acicalamiento y brincos como indicadores de CEBO entre los diferentes grupos. Para evaluar las
CEAO se utiliz6 una prueba de Kruskal-Wallis para comparar la frecuencia de patrones de
exploracion como indicador de adherencia a rutinas, asi como la frecuencia de brincos, acicalamiento
y excavaciones entre los distintos blogues de exploracion como indicador de aversion al cambio. Se
aplicé la prueba de Wilcoxon para comparar la preferencia de objetos entre los grupos como indicador

de preferencia restringida de objetos.
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Resultados
Conductas estereotipadas de bajo orden (CEBO)

Se analizaron las CEBO del grupo de ratones C57BL/6 sin estereotipias (C57), del grupo C57BL/6
con estereotipias (C57-CE), y dos generaciones de ratones endogamicos (F1, F2) (Figura 8). La
escarbacion es la conducta usada por el ratén para remover con las pezufias el aserrin de la jaula. Los
ratones sin estereotipias presentaron un promedio de 3.90+0.85 veces esta conducta, mientras que los
ratones con CE la presentan 3.24+0.75 veces. Las cruzas endogamicas de la primera y segunda
generacion filial tuvieron 4.50+0.67 y 4.89+0.89 veces respectivamente la conducta de escarbacion.
Los resultados no mostraron diferencias significativas de esta conducta entre los diferentes grupos
(Figura 8A). La conducta de brincos fue considerada como el nimero de saltos que tuvo el raton
dentro del campo abierto. Nuestros resultados muestran que los ratones sin CE presentan un promedio
minimo de brincos (0.46 + 0.85), mientras que los ratones con estereotipias muestran un incremento
significativo de saltos (12.0 + 2.31). La primera generacion endogamic tuvo un incremento
significativo en el nimero de brincos (6.0+1.3) respecto a los ratones C57, pero menor comparado
con los ratones con estereotipias. Sin embargo, la segunda generacidn filial tuvo el mayor nimero de
brincos (14+3.6) (Figura 8B). La conducta de acicalamiento considerada como una actividad de

limpieza instintiva de los ratones fue mayor en el grupo sin CE (1.7£0.25) con respecto al grupo de
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ratones con CE 0.8+0.16. Resultados similares fueron obtenidos en la primera generacién filial de
endogamia, la cual presenté una mayor actividad de acicalamiento (2.7+0.51) respecto al grupo con
CE, pero sin llegar a lesionarse, esto no se observé en la segunda generacion filial (Figura 8C). En la
cepa C57BL/6 la conducta de escarbar es bastante consistente y no se ve alterada por la presencia de
CE ni por las cruzas endogamicas. Mientras que, los brincos son la conducta con los cambios mas
notables entre la cepa C57 con y sin CE, al igual que con sus cruzas endogamicas, aunque no muestran
las mismas alteraciones a lo largo de las generaciones. Finalmente, la conducta de acicalamiento
puede verse afectada por la frecuencia de otras conductas, ya que muestra una reduccién en el grupo
C57-CE el cual tiene una mayor frecuencia de brincos, y en el grupo F1 hay un incremento de
acicalamientos cuando hay una reduccion en el namero de brincos. Estos resultados muestran que
estas conductas pueden resultar mutuamente excluyentes, ya que los brincos prevalecen en el grupo
C57BL/6-CE y en la F2 y se presentan con menor frecuencia en los grupos C57BL/6 y F1, mientras

gue la conducta de acicalamiento muestra el patrén inverso.

Conductas estereotipadas de alto orden

Para la evaluacion de las CEAO se considerd: 1) el tiempo total de exploracién de cada objeto como
indicador de intereses restringidos, 2) la frecuencia de patrones de exploracién como indicador de
adherencia a rutinas, para lo cual se consideraron Unicamente aquellos patrones de exploracion que
hayan prevalecido durante todas las sesiones de exploracién de objetos (Blick et al., 2015; Pearson et
al, 2011) y 3) el efecto que tuvo el cambio de lugar de objetos en el bloque 3 sobre el promedio de

CEBO y sobre el promedio de patrones de exploracién como indicador de aversion al cambio.

El andlisis de la cantidad de patrones de exploracién demostr6 que el grupo C57 tiene una cantidad
de patrones de exploracion base de 13.9+1.3, sin embargo el grupo C57-CE mostrd un incremento
significativo en la cantidad de estos patrones (27.4+2.2). Los grupos endogdmicos de las dos
generaciones filiales mostraron patrones similares de exploracion, 19.1+2.2 y 17.5+2.8
respectivamente, estos fueron significativamente mayores con respecto al grupo sin CE, pero menores
con respecto al grupo de ratones con CE (Figura 9). Lo cual indica que Unicamente el grupo C57-CE

desarrolla patrones de exploracién como adherencia a rutinas.
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Figura 9. Trayectorias de exploracién de objetos. El grupo C57BL/6 presenta mayor densidad de
trayectorias de exploracion que el resto de los grupos. Las barras representan el promedio + ES. *
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Con el fin de determinar si los ratones mostraban aversion al cambio como otra clasificacion de
CEAO, se considerd el efecto que tuvo el cambio de lugar de los objetos durante el bloque 3 (Gltimos
tres dias de andlisis), sobre la frecuencia de CEBO (acicalamiento y brincos). Los resultados muestran
el grupo C57 mantiene una frecuencia baja de la conducta de acicalamiento durante los tres bloques
(1.3£0.23 en el bloque 1, 1.5+0.34 en el bloque 2 y 2.2+0.55 en el bloque 3) sin encontrarse
diferencias significativas entre blogues. Resultados similares se observaron en el grupo C57-CE
(bloque 1, 0.6+0.1, bloque 2, 0.8+0.2 y bloque 3, 1.0+0.3). Las generaciones endogamicas mostraron
diferentes resultados el grupo F1 tuvo frecuencias ligeramente mayores que los otros grupos (4.3+1.1
en el bloque 1, 2.9+0.8 en el bloque 2 y 1.0+0.3 el blogue 3), estos resultados no fueron
estadisticamente significativos. ElI grupo F2 mostré una menor frecuencia de acicalamiento con
respecto a la generacién F1, pero similar a los ratones C57BL/6 (1.3+0.2 en el bloque 1, 1.2+0.1 en
el blogue 2 y 1.8+0.6 en el bloque 3) (Figura 10A).
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El andlisis de la frecuencia de brincos en cada uno de los bloques de exploracion mostré que el grupo
C57 mantuvo la cantidad de brincos al minimo en los tres bloques (0.8+0.6 el bloque 1, 0.4+0.4 en el
bloque 2y 0.11+0.11 en el bloque 3). El grupo C57-CE tuvo un incremento en la frecuencia de brincos
en el bloque 2 (15.5£5.3) y el blogue 3 (16.1£3.6) respecto al bloque 1 (5.6+1.8) con una p=0.034.
Sin embargo, este incremento en la frecuencia de brincos no se debe a una aversion al cambio, ya que
se presentd desde el bloque 2 en el cudl no se cambio la posicion de los objetos. La frecuencia de
brincos en la generacion de grupos endogamicos mostré que el grupo F1 respondié a los cambios
(2.3£1.0 en el blogue 1, 3.5+1.7 en el bloque 2 y 9.9+2.4 en el blogue 3), los cuales fueron
significativos con una p=0.028, pero estos cambios no se observaron en la segunda generacion filial,
ya que al igual que en el grupo C57BL/6-CE los cambios se observaron desde el bloque 2 (5.7+3.2
en el blogue 1, 17.2+7.0 en el blogue 2, y 20.8+7.6 en el bloque 3) (Figura 10B).

De manera general, la conducta de acicalamiento en la cepa C57BL/6 no muestra cambios que puedan
indicar aversién al cambio. Por otra parte, la cantidad de brincos en la cepa C57BL/6 puede ser un
mejor indicador de aversion al cambio, tal como lo muestran el grupo C57 al mantener una cantidad
de brincos minima en todos los bloques, y el grupo F1 que muestra un incremento especifico en el
blogue 3. Los cambios que se observan en los grupos C57-CE y F2 pueden ser indicadores de aversion

al cambio contextual o pueden deberse a cambios o alteraciones durante el desarrollo.
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Finalmente se analizé la preferencia o exploracidn restringida de objetos como indicador de CEAOQ.
En el tiempo de exploracion de la pelota se encontraron diferencias significativas entre el grupo
C57BL/6-CE (0.78+0.46 min.) y los grupos F1 (0.59+0.53 min.) y F2 (0.49+0.26 min.)
respectivamente, no hubo diferencias con el grupo C57BL/6 (0.71+0.43 min.). La rueda también
mostré diferencias entre grupos, los grupos C57BL/6 (0.98+0.52 min.) y C57BL/6-CE (1.6+0.57
min.) exploraron més tiempo la rueda que los grupos F1 (0.77+0.74 min.) y F2 (0.62+0.95 min.). El
tiempo de exploracion para el lego fue significativamente mayor en el grupo C57BL/6-CE (1.85+0.79
min.) que en los grupos F1 (1.2+0.68 min.) y F2 (1.08+0.70 min.). No se encontraron diferencias
significativas para el grupo C57BL/6 (1.52+0.78 min). Por ultimo, la madera tuvo diferencias
Unicamente entre el grupo C57BL/6 (2.85+£0.97 min.) y el grupo F2 (1.8+1.1 min.). Los grupos
C57BL/6-CE (2.3£0.70 min.) y F1 (2.5£1.1 min.) no mostraron diferencias significativas. De manera
general el grupo F2 tuvo el menor tiempo de exploracién de objetos y la tendencia de preferencia de
objetos fue la misma para todos los grupos, siendo la madera el objeto con el que pasaron mayor
tiempo en contacto, seguido del lego, la rueda y por dltimo la pelota, aunque estos datos no tuvieron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 11).
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Fig. 11. Preferencia de objetos. Se analizé la exploracion restringida de objetos, sin embargo la
tendencia de exploracion es constante para todos los grupos.
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Discusion

Las CE son comunes a diversos trastornos, enfermedades neurodegenerativas, demencias y también
se llegan a presentar en personas con desarrollo tipico. Sin embargo, se desconoce el origen de las
mismas Yy las alteraciones especificas que se presentan en cada una de las enfermedades. Por ello el
estudio de las CE en roedores es de utilidad para tratar de entender el substrato neuroanatémico y
neuroquimico de las estereotipias. El analisis de CE en roedores ha tenido varias limitantes, como la
dificultad de analizar CEAQ vy la heterogeneidad de pruebas que se han usado para analizar CEBO,
lo cual dificulta determinar si las diferencias que se han encontrado en distintas cepas de ratones
pueden estar asociadas a diferentes mecanismos bioquimicos y celulares que se activan en las cepas
y modelos de enfermedades. En este trabajo se buscd conocer si el ratén C57BL/6 y dos de sus
generaciones endogamicas presentan CEBO y CEAO a lo largo de su desarrollo para lo cual se utiliz6
la exploracién de objetos novedosos, esta prueba es un modelo de conducta libre, por lo que no
requiere ningun tipo de entrenamiento ni requiere procesos como aprendiazje o0 memoria, de tal forma
puede ser aplicada en cualquier cepa sin que las caracteristicas especificas asociadas a una
enfermedad sean un factor de interferencia o sesgo de los resultados. Asi mismo, esta prueba permite
analizar de manera simultanea las CEBO y CEAO (Tabla 2).

Conducta Metodo de | Ventajas Desventajas Referencia
estudio
Brincos Campo  abierto | Los brincos | En el campo | Silverman et
cuadrado persistentes se | abierto cuadrado | al., 2017
presentan en | los ratones tienden
distintas cepas Yy | a ubicarse en las | Singer, 2009
esta conducta solo | esquinas. Se
se facilita en el | desconoce si esto
campo abierto. puede alterar los
niveles de la
conducta.
Campo  abierto | Se puede analizar Blick et al.,
circular la presencia de 2015
brincos sin las
alteraciones que se
puedan dar debido
a la tendencia de
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los ratones de
permanecer en las

esquinas.

Acicalamiento

Caja estandar de

Permite analizar la

No se facilita la

Silverman et

laboratorio conducta en el | aparicion de otras | al., 2017
ambiente estandar | conductas de
de laboratorio sin | interés, como los | Turner et al.,
someter al raton a | brincos. 2001
cambios
ambientales  que
puedan modificar
las caracteristicas
o frecuencia de la
conducta.
Caja de | La conducta es | Las dimensiones | Kitanaka
observacion  de | facilitada, por lo | reducidas de la | etal., 2018
conducta gue se presenta en | caja de
la mayoria de los | exploracion
casos. reducen la
variabilidad
conductual.
Inducido al rocear | La adicion de este | En algunas cepas | Moretti et al.,
al raton con agua. | estimulo favorece | la respuesta al | 2005
la aparicion de la | estimulo  puede
conducta. llegar a  ser
autolesiva.
Excarvacion Caja estandar de | Permite analizar la | Las dimensiones | Moy et al,
laboratorio conducta sin | de la caja impiden | 2014

someter al raton a
cambios

ambientales  que
puedan modificar

las caracteristicas

la excavacion
prolongada que se
Ilega a obsevar en

algunas cepas.

42



o frecuencia de la

conducta.
Campo abierto Las dimensiones Blick et al.,
del campo abierto 2015

favorecen la libre
gjecucion de la
conducta temporal

y espacialmente.

Preferencia Caja estandar de | Indicador de Las dimensiones | Pearson et al.,
restringida  de | laboratorio intereses de la caja estandar | 2011
objetos restringidos como | de laboratorio
CEAO. podrian limitar o
alterar la
exploracion  de
objetos.
Campo  abierto | Las dimensiones | La tendencia de | Blick et al.,
cuadrado del campo abierto | los ratones a | 2015
permiten una | permanecer en las
exploracion de | esquinas del
objetos libre. campo abierto
pueden alterar el
tiempo de
exploracion de los
objetos.
Campo  abierto | Las dimensiones Blick et al.,
circular del campo abierto 2015
permiten una
exploracion de
objetos libre.
Patrones de | Caja estandar de | Permite analizar si | Las dimensiones | Pearson et al.,
exploracion  de | laboratorio hay una secuencia | de la caja estandar | 2011

objetos

especifica en la
exploracion de

objetos.

de laboratorio
podrian ocasionar

una exploracion
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de objetos
forzada.

El anélisis se
realiz6 a partir de

una sola sesion.

Campo  abierto | Permite analizar si | EI  andlisis se | Blick et al.,
circular hay una secuencia | realiz6 a partir de | 2015
especifica en la | una sola sesion.

exploracion de

objetos.
Aversion al | No ha sido | Es de interés para
cambio analizado las CE ya que la
anteriormente. aversion al cambio

es uno de los
criterios
diagndsticos  de
TEA y esta
clasificado como
una CEAO.

La conducta de escarbacién consiste en rascar o mover la superficie de aserrin para ahondar en ella,
suele asociarse a la busqueda de objetos o a enterrar los mismos. Las excavaciones se han analizado
como CEBO, ya que en algunos modelos la persistencia de las mismas se da sin ningln fin aparente.
En este trabajo la conducta de excavacion fue estable entre cada uno de los grupos de estudio (figura
8), ¥y no se encontraron diferencias significativas. Resultados similares se han reportado en las
variantes homocigota y heterocigota de las cepas de raton Shankl y FVB al compararlas con ratones
de desarrollo tipico (Sungur, Vorckel, Schwarting & Whor, 2014), lo cual indica que la magnitud de
la alteracidn genética en estos modelos no altera directamente la conducta de excavacién. También
se reporta que la cepa C58J tiene una menor frecuencia de excavaciones que la cepa C57BL/6,
mientras que la cepa BTBR muestra un incremento en el tiempo que duran las excavaciones
(Silverman et al., 2013). Los cambios que se llegan a presentar en la frecuencia o duracion de esta
conducta podrian deberse a ligeras alateraciones en circuitos de control motor (Grossberg &
Kishnana, 2018), o como consecuencia de la prevalencia de conductas competitivas que dependan de

la misma circuiteria (Muehlmann et al., 2012). Es posible que un desbalance entre la actividad
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glutamatérgica y GABAGérgica esté relacionada con esta conducta, ya que la administracion de R-
baclofen, un agonista del receptor GABAGg, decrementa la presencia de esta conducta en modelos de
autismo y X Fragil (Henderson et al., 2012; Rubestein & Merzenich, 2003; Silverman et al., 2015).
De manera general, la conducta de escarbacion tiende a ser estable entre diferentes cepas que modelan
autismo y en cepas de desarrollo tipico. Sin embargo, esta conducta puede ser susceptible a
alteraciones que pueden desencadenar que la escarbacion se presente como CEBO.

Los brincos como una CEBO consisten en que el ratdn se apoya sobre los miembros posteriores y
comienza a brincar repetidamente sin llegar a apoyar los miembros anteriores, generalmente sucede
al encontrarse cerca de una superficie vertical. Esta estereotipia se ha descrito principalmente en la
cepa C58J, asi como en ratones usados como modelo de sindrome de Down y la enfermedad de
Alzheimer (Moy et al., 2008; Puzzo et al., 2015; Turner et al., 2001). Particularmente la cepa C58J
(la cual se genera a partir de maltiples cruzas endogamicas de la cepa C57BL/6), presenta una gran
cantidad de brincos, por ello en este trabajo se analizé la cepa C57BL/6 a partir de esa caracteristica
y de sus cruzas endigamicas. De acuerdo a nuestros resultados se encontraron diferencias entre el
grupo C57BL/6 y C57BL/6-CE. Por otra parte en las cruzas endogamicas se esperaba que hubiese un
incremento o al menos una prevalencia de la cantidad de brincos que se observaron en el grupo
C57BL/6-CE, sin embargo, esto s6lo paso en la segunda generacion endogamica, mientras que en la
primera generacion la cantidad de brincos disminuy6 en comparacion con el grupo C57BL/6-CE
(figura 8B), sugiriendo que estas estereotipias no se presentan de manera homogénea a lo largo de las
generaciones 0 se pueden revertir de manera natural, analizar un mayor ndmero de generaciones
filiales podrian ayudar a entender el desarrollo de las CE en el modelo C58J. Es posible que los
brincos, al igual que las excavaciones persistentes se deban a alteraciones en el equilibrio de la
actividad glutamatérgica y GABAérgica, ya que, la administracion de R-baclofen reduce la cantidad
de brincos en modelos de autismo (Silverman et al., 2015). Sin embargo, esta conducta también podria
estar modulada por la actividad de las catecolaminas. Diverrsos trabajos han demostrado que la
administracion de metanfetamina o apomorfina en modelos de autismo y otros roedores promueve e
incrementa la aparicion de brincos (Moy et al., 2008; Nishikawa et al., 1981; Vanderbroek & Odberg,
1997; Zarrindast et al., 2002). Se ha observado que la frecuencia de brincos aumenta cuando hay un
cambio de ambiente, es decir, cuando los ratones pasan de un ambiente estandar a algin paradigma
conductual (Puzzo et al., 2015), lo cudl podria ser un indicador de aversion al cambio. Nuestros
resultados muestran algo similar en los grupos C57-BL y F2, ya que hay un incremento en la cantidad
de brincos que no se deben al cambio de lugar de los objetos, esto se podria deber a una respuesta al
cambio de contexto, pero también podria ser a causa de alteraciones en el proceso de maduracion de

circuitos neuronales glutamatérgicos, GABAérgicos o de catecolaminas. Por otra parte, el grupo F1
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muestra un incremento de brincos Unicamente en respuesta al cambio de lugar de objetos, por lo que,
en este grupo los cambios se atribuyen a una respuesta de aversion al cambio mas que a alteraciones

del desarrollo.

El autoacicalamiento es una actividad innata de limpieza, cuando la frecuencia o la duracion del
acicalamiento son significativamente mayores en cepas que modelan alguna enfermedad en
comparacion con cepas de desarrollo tipico son reportados como una CE, ya que incluso puede llegar
a ser autolesivo. Los resultados de este trabajo mostraron un incremento en la conducta de
acicalamiento entre la primera generacion de endogamia al compararlo con el grupo C57BL/6-CE,
mientras que la segunda generacién de endogamia mantiene una frecuencia similar al grupo C57BL/6.
Las diferencias que se encontraron son congruentes con lo que se ha reportado en modelos de
sindrome de Rett, en los que los ratones se acicalan 2.4 veces mas tiempo que un ratén con desarrollo
tipico (Mahgoub et al., 2017). Se ha observado que el autoacicalamiento persistente puede estar
relacionada con la actividad glutamatérgica y GABAérgica a nivel del estriado. Al igual que con las
excavaciones y los brincos, la administracion de R-baclofen reduce la conducta de acicalamiento. Por
otra parte la ausencia de la proteina SAPAP3 altera la actividad de neuronas glutamatérgicas a nivel
del estriado y promueve la conducta de acicalamiento en modelos de sindrome de Rett (Mahgoub et
al., 2017; Silverman et al. 2015). Con base en estudios relalizados en otras cepas que modelan autismo
o sindrome de Rett, es posible que las alteraciones que se pueden observar en las cruzas endogamicas
de la cepa C57BL/6, estén enmarcadas por ligeras diferencias en las alteraciones neuroquimicas,
como alteraciones en la actividad dopaminérgica, GABAérgica o glutamatérgicas a nivel de los
ganglios basales que afecten de manera especifica estas conductas y al mismo tiempo que la

comunicacién con otros circuitos repercuta en la interaccion con otras conductas.

En cuanto a las CEAO se analizo la frecuencia de patrones de exploracion de objetos, la cual ha sido
descrita anteriormente por Blick et al. (2015) y Pearson et al. (2011). A diferencia de lo que se realizé
en trabajos previos, el andlisis se hizo a lo largo de un periodo de 9 dias experimentales, con lo cual
se logro filtrar aquellos patrones de exploracién que prevalecian a lo largo del tiempo y poder ser
considerados como CEAO. Los resultados mostraron que Unicamente el grupo C57BL/6-CE tiene
una mayor cantidad de patrones de exploracion persistentes, lo cual no se observa en ninguna de las
cruzas endogamicas (figura 9). Esto implica que los ratones de la cepa C657BL/6 pueden presentar
componentes conductuales como la adherencia a rutinas, por lo que el analisis de patrones de
exploracion a lo largo del tiempo es un buen indicador de CEAO, que puede utilizarse en cualquier
cepa de ratones ya que no incluye ningan estimulo o condicidon que lo invalide para alguna cepa. Por

su parte Blick et al. (2015), utilizando la cepa de ratones C58J encontraron un incremento de patrones

46



de exploracion unicamente en hembras, al compararlas con la cepa C57BL/6, mientras que Pearson
et al (2011), observaron un incremento notable en la cantidad de patrones generados por ratones de
la cepa BTBR. En la cepa BTBR se ha reportado una disfuncién en la actividad dopaminérgica
(Squillace et al., 2014), por otra parte, se han relacionado las alteraciones en la actividad
dopaminérgica a nivel de estriado con dificultades en tareas de aprendizaje inverso (O Neill & Brown,
2007), estas tareas se ha utilizado como un indicador de adherencia a rutinas (Amodeo et al., 2014).
Es posible que una mayor incidencia de patrones de exploracion este relacionada con alteraciones en
la actividad estriatal.

Una medida de CEAOQ que no se ha sido explorada es la aversién al cambio. Debido a que los ratones
tienen la capacidad de detectar cambios en la posicion de los elementos que puede explorar (Dere et
al., 2005), para poder analizar la aversion al cambio en este trabajo se cambi6 la posicion de los
objetos en el tercer bloque de exploracion y se analiz6 si esta modificacion genera un incremento en
la cantidad de brincos, acicalamiento y excavaciones, o un incremento en la frecuencia con que
exploraba los objetos siguiendo patrones de exploracion (figura 10). En los resultados el nimero de
acicalamiento no presentd cambios en ninguno de los grupos, mientras que el niamero de brincos
incremento en el grupo endogamico F1. Esto puede representar que la primera generacion de
endogamia muestra una aversion al cambio, la cual desencadena una mayor incidencia de brincos.
Por otra parte el grupo C57BL/6-CE y la generacion endogamica F2 también muestran un incremento
en la cantidad de brincos, sin embargo, este incremento se da desde el segundo bloque de exploracion,
en el cual los objetos permanecian en la misma posicion que en el bloque 1, por lo que este incremento
no se puede intepretar como aversién al cambio. Una posibilidad es que exista una respuesta aversiva
al cambio de contexto de su caja estandar al campo abierto, tal como se ha reportado en modelos de
Alzheimer (Puzzo et al., 2015). La aversién al cambio se ha relacionado con los niveles de estrés y
ansiedad en el TEA (Gotham et al., 2013; Uljarevic et al., 2017), sin embargo, no habia sido explorada
anteriormente en ratones, aplicar esta prueba y correlacionarla con la respuesta de los ratones en el
laberinto elevado en cruz podria ayudar a determinar si estos cambios se relacionan con los niveles

de ansiedad y son una respuesta de aversion al cambio.

Por Gltimo el tiempo de exploracién de los objetos mantuvo una tendencia homogénea en los grupos
que se analizaron. Las diferencias que se encontraron en el tiempo de exploracién para cada objeto
pueden ser un indicador de preferencia restringida de objetos como CEAO, aunque no se puede
descartar que se deba a diferencias en los niveles de exploracion de cada grupo. Resultados similares
se han obtenido en otros trabajos utilizando diferentes cepas de ratones (Blick et al., 2015, Pearson et

al., 2011). Nuestro trabajo pudo demostrar que durante el desarrollo tipico del ratén se presentan CE,
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y que estas pueden ser estudiadas a partir de modelos de campo abierto circulares. Trabajos en

procesos son dirigidos para conocer si las CE se mantienen, disminuyen o incrementan conforme el

ratdbn madura, y si este modelo experimental puede ser utilizado para caracterizar CE en modelos de

autismo y Parkinson.

Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

Los ratones de la cepa C57BL/6 presentan principalmente brincos como conducta
estereotipada de bajo orden y patrones repetitivos de exploracién como conducta esteeotipada
de alto oden.

Las cruzas endogamicas presentan brincos y mayor numero de ascicalamiento como
conductas estereotipadas de bajo orden y aversion al cambio como conducta estereotipada de
alto orden, en ambos casos de manera distinta a lo largo de las generaciones.

Las conductas esterotipadas de bajo orden mas consistente en la cepa C57BL/6 son los
brincos, la cual prevalece en sus cruzas endogamicas.

Las conductas esterotipadas de alto orden que se presentan en la cepa C57BL/6 y sus cruzas
endogamicas son principalmente adherencia a rutinas y aversion al cambio.

El campo abierto circular puede ser una prueba adecuada para estudiar estereotipias de bajo

orden y estereotipias de alto orden.

Futuras direcciones

1)

2)

3)

Aplicar este analisis en diferentes cepas de ratones que modelen distintos trastornos del
neurodesarrollo en los cuales se presenten conductas estereotipadas.

Aplicar de manera paralela tareas que evalGen funciones cognitivas como aprendizaje y
memoria con el fin de determinar en que punto las conductas esterotipadas resultan
patoldgicas.

Analizar la neuroanatomia y neuroquimica de los ratones en los que las conductas

esterotipadas resulten patologicas.
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