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RESUMEN 

 

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que afecta 

actualmente a 35 millones de personas en el mundo. Gracias a la descripción de 

las alteraciones conductuales, moleculares y genéticas que se presentan en esta 

enfermedad, se han desarrollado modelos animales que expresan gradualmente 

varias características patológicas de la enfermedad de Alzheimer, lo que ha 

contribuido a la comprensión y descripción cada vez más específica de cómo se 

desencadena la enfermedad. En el presente trabajo se utilizó un modelo murino 

que alberga tres mutaciones de proteínas asociadas con la enfermedad de 

Alzheimer: tau, proteína precursora amiloide y presenilina 1.  

 

Los pacientes que presentan Alzheimer tienen un deterioro en la memoria de 

reconocimiento desde las fases iniciales de la enfermedad, por ello se decidió 

utilizar el paradigma conductual de reconocimiento de objetos, tarea ampliamente 

usada en la investigación de la memoria de reconocimiento.  

Esta enfermedad se encuentra asociada a una desregulación en la liberación de 

neurotransmisores, principalmente acetilcolina, que ha sido ampliamente 

estudiada; sin embargo no existe suficiente información acerca de la posible 

desregulación de otros neurotransmisores importantes en procesos de memoria y 

aprendizaje. Empleando microdiálisis en libre movimiento se monitorearon los 

cambios extracelulares de dopamina (DA), norepinefrina (NE), ácido gamma 

amino butírico (GABA) y glutamato (GLUT) durante la adquisición de la MRO en la 

CI, estructura importante para la adquisición y consolidación de ésta. Se 

compararon los cambios en ratones transgénicos y de fenotipo silvestre de 

diferentes edades, 5 meses y 10 meses, ya que el déficit conductual y la 

acumulación de las proteínas patológicas se presenta a partir de los 6 meses de 

edad en este modelo murino. Los resultados indicaron un incremento únicamente 

en los niveles extracelulares de DA en los grupos de 5 meses (WT y 3xTg-EA) y 

WT de 10 meses, confirmando los antecedentes sobre la participación de la DA en 

procesos de novedad y particularmente en la consolidación de la memoria de 
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reconocimiento de objetos. Así mismo los ratones de 10 meses de edad son los 

únicos que presentan un déficit en la memoria de reconocimiento acompañado de 

la falta de liberación de DA.  

Las evidencias de la DA como neurotransmisor importante durante esta tarea 

conductual y como neurotransmisor que contribuye con la disminución de la 

formación fibrilar del péptido beta amiloide, lo hacen un buen candidato futuro a 

complementar los tratamientos en pacientes con la enfermedad de Alzheimer. 
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I. MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Resumen histórico sobre el estudio de la memoria y el aprendizaje. 

 

La naturaleza biológica y la organización psicológica de la memoria han 

sido investigadas a lo largo del tiempo  por filósofos, escritores y científicos, 

ofreciendo cada uno de ellos un enfoque y su propia vía específica para 

entenderlo (Eichenbaum, 2003). Sócrates propuso que los humanos tienen cierto 

conocimiento innato sobre el mundo. Por otra parte la filosofía oriental inició el 

estudio sobre la memoria con preguntas sobre cómo adquirimos nueva 

información de nuestro entorno y cómo ésta se almacena para formar la memoria 

utilizando metodologías no experimentales de introspección y análisis lógico. Sin 

embargo, con el paso del tiempo esta metodología se fue haciendo insuficiente, y 

no fue sino hasta el siglo XIX, que el desarrollo experimental en ciencias como la 

física y la química, desencadenaron un cambio paradigmático de la exploración 

filosófica hacia el estudio empírico de los procesos mentales, naciendo así la 

psicología como una disciplina nueva e independiente (Squire & Kandel, 2009). 

 

Psicología conductual 

 

A principios del siglo XIX se comenzaron a formular preguntas sobre el 

lugar donde se almacena la memoria. Franz Joseph Gall, fundador de la 

frenología1, contribuyó con dos marcos conceptuales en base a sus estudios 

anatómicos, refiriendo al cerebro como el órgano de la mente, y proponiendo la 

idea de la localización cortical, siendo la corteza una parte del cerebro 

heterogénea, con diferentes centros que controlan funciones específicas y 

dividiendo el cerebro en 27 partes, cada una destinada a una función psicológica 

específica, entre ellas, la memoria (Gall, 1835).  

                                                
1
 Frenología: Doctrina psicológica según la cual determinadas facultades se encuentran localizadas en zonas 

precisas del cerebro y en correspondencia con relieves del cráneo. El examen de estas zonas, permitiría reconocer 

el carácter y aptitudes de la persona. 
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A finales del mismo siglo se desarrolló la psicología, fundamentada en el 

comportamiento humano y animal. En Alemania Hermann Ebbinghaus decide 

aplicar el método científico llevando al laboratorio experimentos sobre memoria en 

condiciones controladas, publicando su trabajo Über das Gedächtnis (Sobre la 

memoria) en 1885. Ebbinghaus midió la retención de trigramas consonante- vocal- 

consonante (como DAX, BUP y  LOC) y relacionó dicha retención con el 

aprendizaje, de esa manera determinó que existen memorias que pueden ser 

retenidas durante minutos (efímeras), mientras que existen otras memorias que 

pueden durar de días a meses (duraderas). Estos trabajos arrojaron por primera 

vez una descripción de la memoria relacionada con su duración  (Anderson, 1995; 

Ballesteros, 1999; Squire & Kandel, 2009). Años más tarde el filósofo 

norteamericano William James denominó a aquellas memorias que duraban 

lapsos cortos de tiempo (minutos-horas) “memorias primarias”, mientras que 

aquellas que duraban lapsos largos (meses- años) las denominó “memorias 

secundarias” (Loftus & Loftus, 1976). Los psicólogos alemanes Georg Müller y 

Alfons Pilzecker, sugirieron que la memoria se consolidaba con el paso del tiempo 

(Squire & Kandel, 2009), obteniendo de esa manera una visión más amplia sobre 

el paso de memorias lábiles a memorias más estables mediante el proceso de 

consolidación que sería retomado años más tarde. 

 

La psicología conductual fue tomando fuerza, y a mediados del siglo XIX 

Charles Darwin sugirió que así como existen características morfológicas 

continuas en las especies, las características mentales son similares y de esa 

manera se podrían utilizar animales para el estudio y la comprensión de las 

nuestras. Esta sugerencia llevó al fisiólogo ruso Iván Pavlov y al fisiólogo 

Norteamericano Edward Thorndike a desarrollar modelos animales para el estudio 

del aprendizaje, esto condujo a Pavlov a descubrir el condicionamiento clásico y a 

Thorndike a descubrir el condicionamiento operante o instrumental. Este 

descubrimiento impulsó el uso de animales como modelos para el estudio del 

aprendizaje y la memoria (Squire & Kandel, 2009). 
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En el siglo XX, Karl Spencer Lashley relacionó la adquisición y la evocación 

de la memoria con la extensión de la remoción cortical. Sus procedimientos 

consistían en observar los efectos que tenía la ablación del cerebro en el 

comportamiento de las ratas, destruyendo diferentes cantidades de corteza y 

observando el efecto que esto tenía en el aprendizaje y la retención de la tarea, 

por medio de pruebas conductuales como laberintos (Goodwin, 2008). Formuló 

también la ley de la acción de masa en la cual el tamaño de corteza removido, se 

relaciona con la extensión de la memoria dañada. Esta aseveración fue mejor 

interpretada y entendida hasta 1949 en The Organization of Behavior de Donald 

Hebb. En dicha publicación, Hebb explicó que existen grupos de células que 

trabajan juntas para representar información, y que dichos grupos se encuentran 

distribuidos en la corteza cerebral y de esa manera, al estar distribuidos y a pesar 

de sufrir lesiones, la información aún podría ser representada, proponiendo que la 

memoria no se almacena en un solo centro, sino que se encuentra distribuida en 

diferentes partes del sistema nervioso (Milner et al., 1998).  

 

Los métodos de ablación fueron, por mucho tiempo, los principales para 

estudiar la memoria. En 1938 el neurocirujano Wilder Penfield sugirió  por primera 

vez que existen aspectos importantes para la memoria que son almacenados en el 

lóbulo temporal, aseveración que fue resultado de su trabajo con pacientes 

epilépticos a los que les removía tejido dañado (por lo regular del lóbulo temporal). 

Años más tarde, en 1957 Brenda Milner describió el caso clínico de un paciente 

llamado Henry Gustav Molaison, mejor conocido como H. M.; dicho paciente sufría 

de epilepsia severa y para intentar disminuirla se le removieron estructuras del 

lóbulo temporal medial, lo que le ocasionó un profundo deterioro en la formación 

de memorias recientes, denominado amnesia anterógrada, es decir, la 

incapacidad para poder formar nuevas memorias. H.M. podía registrar la 

información perceptual adecuadamente, sin embargo no lograba retenerlo por más 

de 40 segundos, mientras que otras pruebas demostraron que su habilidad 

sensorial visual podía mejorar a pesar de que no recordara ni estuviera 

familiarizado con la tarea aplicada, demostrando que existen diferentes sistemas 
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mnemónicos en el cerebro, afectándose únicamente la memoria de largo plazo 

(amnesia anterógrada), en conjunto con amnesia retrógrada (“gradiente 

temporal”). Entre las estructuras temporales que se le removieron al paciente se 

encontraban: la amígdala, el giro parahipocampal anterior y parte del hipocampo 

(Hip) (Milner et al., 1998; Hawkins et al., 2006; Peña-Casanova, 2007). 

 

Las metodologías ablativas y la experimentación con la psicología 

conductual contribuyeron con la clasificación de la memoria de acuerdo a su 

temporalidad, lo que llevó gradualmente a los investigadores a pensar cómo 

pasaba de ser una memoria lábil a una memoria que pudiera perdurar mucho 

tiempo y que contribuyera con la adaptación de los animales a su entorno. Todos 

los seres vivos se adaptan a su ambiente particular para sobrevivir y evolucionar, 

estos procesos de adaptación se dan a través de mutación y selección genética, 

mismos que se hacen visibles a través del comportamiento (Harlow et al., 1971). 

 

1.2 Del aprendizaje a la memoria de corto y largo plazo. 

 

El comportamiento animal puede modificarse mediante el aprendizaje y la 

memoria, conceptos ampliamente ligados. El aprendizaje se refiere a la 

adquisición de información o habilidades, mientras que la memoria se refiere al 

almacenamiento y expresión de dicha información (Thompson, 2000).  

 

La investigación cognitiva en humanos y otros animales mamíferos e 

invertebrados, ha contribuido con la clasificación de los diferentes tipos de 

memoria. Richard Atkinson y Richard Shiffrin propusieron en 1968 un modelo de 

memoria en el que renombraron y relacionaron la memoria de corto plazo (MCP) y 

la memoria de largo plazo (MLP), proponiendo que la información se almacena 

como MCP y puede ser mantenida hasta convertirse en MLP mediante el ensayo 

repetido de la información (Anderson, 1995).  

En la década de 1970, se impulsaron estudios genéticos con organismos 

invertebrados como Drosophila sp, el cual dio a conocer que gran parte de las 
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mutaciones generadas tenían efecto en el aprendizaje, sobre todo en las fases 

tempranas del condicionamiento olfativo al que eran sometidas. El déficit 

conductual mostrado se suma a las fallas bioquímicas encontradas en algunas 

mutaciones, en las que se ven afectadas las cascadas de segundos mensajeros 

(Dudai, 1989).  

 

La investigación con Aplysia sp contribuyó también a describir el 

mecanismo mediante el cual se almacena la MCP. Eric Kandel utilizó un reflejo 

defensivo de Aplysia, molusco también llamado liebre de mar, en el cual el 

molusco retira el sifón y la branquia cuando es perturbado con algún estímulo con 

el cual se le habituaba2 y sensibilizaba3 (Squire & Kandel, 2009). En ambos 

estudios en los que se observaba MCP, se identificó un déficit en la cascada del 

segundo mensajero adenosín monofosfato cíclico (AMPc), y se descubrió que el 

rol de las cascadas de segundos mensajeros es importante para la plasticidad 

conductual mediante la fosforilación4 de proteínas ya existentes y de canales 

iónicos que permiten la entrada de iones como Ca2+ y K+ (Fig.1) (Dudai, 1989; 

Milner et al., 1998; Squire & Kandel, 2009). 

 

La información que se adquiere del entorno puede ser fácilmente olvidada, 

por lo que requiere un proceso de estabilización para conservarla a largo plazo, 

este proceso se denomina consolidación (Dudai, 2004). Al proceso de 

consolidación se le atribuye plasticidad sináptica duradera en determinados 

conjuntos neuronales, característica dada por la síntesis de proteínas mediante la 

activación de uno o más receptores a neurotransmisores. (Ramírez-Amaya, 2007). 

En 1963 Bernard Agranoff, Samuel Barondes y Larry Squire comprobaron, 

mediante la inyección de un inhibidor de síntesis de proteínas en ratas sometidas 

                                                
2
 Habituación: Cambio que conlleva a una reducción en la respuesta producida por un estímulo. 

3 Sensibilización: Cambio que produce un aumento en la respuesta producida por un estímulo. 

4 Inserción de un grupo fosfato a una proteína, alterando su carga y conformación, provocando una 

alteración en su actividad. 
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a la prueba conductual del laberinto en forma T, que la síntesis de proteínas es 

necesaria para la formación de MLP pero no para la MCP, ya que únicamente las 

ratas inyectadas con el inhibidor no presentaron MLP. Los experimentos 

realizados con Aplysia en 1970 y 1980 contribuyeron con el descubrimiento de 

proteínas y genes implicados en la formación de la MLP. Se extrajeron las células 

que participan en el almacenamiento de la memoria en este modelo y se colocaron 

en cultivo, utilizaron el método de potenciación a largo plazo5 (PLP) mediante la 

adición de serotonina y observaron que cuando la potenciación era a corto plazo 

(una sola aplicación de serotonina, PCP) no requería síntesis de proteínas, 

mientras que para el PLP sí requería síntesis de nuevas proteínas. Posteriormente 

Roger Tsien y Brian Bacskai, mediante una técnica de fluorescencia durante el 

PLP y PCP, observaron la traslocación6 de unidades catalíticas del cAMP  al 

núcleo únicamente durante el LTP. La translocación de subunidades catalíticas al 

núcleo regula los genes CREB-2 y CREB-1, lo que en conjunto promueve la 

expresión de genes tempranos y la activación de un regulador de la transcripción 

denominado C/EBP, que promueve el incremento de conexiones sinápticas a 

través de la síntesis de proteínas (Fig. 1) (Bacskai et al., 1993; Squire & Kandel, 

2009).  

                                                
5 Potenciación a largo plazo: incremento en la actividad pre-sináptica y post-sináptica que puede durar de 

horas a días. En el experimento realizado por Piergiorgio Montarolo, Castelucci, Schacher, Philip Goelet y 

Eric Kandel agregaron serotonina a los cortes cerebrales para producir PCP, PLP e inhibieron con anisomicina 

la síntesis de proteína afectando únicamente la PLP. 

6 Traslocación se refiere al movimiento que realiza una molécula, usualmente proteínas, del citoplasma 

hacia el núcleo durante una cascada de señalización intracelular en la que el fin es que dicha molécula actúe 

como represor o activador del proceso de transcripción. 
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Fig. 1 Representación esquemática de los cambios moleculares durante la memoria de corto plazo 
(MCP), parte inferior de la imagen, en donde se muestran canales de Ca

2+
 y K

+
 (1 y 2) que implican 

modificaciones covalentes a proteínas preexistentes; mientras que en la parte superior de la 
imagen se muestra la memoria de largo plazo (MLP), que implica modificaciones más amplias 
como la activación de la proteína adenilato ciclasa y de una vía de comunicación por medio de 
fosforilaciones mediante proteínas cinasas que llegan hasta el núcleo y activan genes tempranos 
como CRE y genes que pueden promover el crecimiento neuronal como CAAT (modificado de 
Milner et al., 1998). 

 

 

1.3 Memoria de reconocimiento 

 

La MLP se puede dividir también en dos tipos: memoria declarativa o 

explícita y memoria no declarativa o implícita (Fig. 2). La memoria declarativa o 

explícita en general se refiere a recordar hechos y eventos (“saber qué, cuándo y 

dónde”), mientras que la memoria no declarativa o implícita se refiere a 

habilidades que se posean (“cómo hacerlo”) y se observan algunos ejemplos en su 
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división: procedimientos (que incluye hábitos), priming7, condicionamiento clásico 

simple (respuestas condicionadas a un estímulo previo) y aprendizaje no 

asociativo (como los reflejos) (Breedlove et al., 2007; Milner et al., 1998). La 

memoria declarativa se clasifica a su vez en memoria semántica, referida a los 

atributos para el almacenamiento de conceptos y datos; y en memoria episódica, 

referida al almacenamiento de hechos y eventos, saber “¿qué?”, “¿dónde?” y 

“¿cuándo?” ocurrió un hecho o evento, asociando información visual, espacial y 

temporal (Carrillo-Mora, 2010a; Carrillo-Mora, 2010b) 

 

 

 

Fig 2. Sistemas de memoria en mamíferos desarrollado por Squire. (Modificado de Milner et al., 
1998) 

 

 

La memoria de reconocimiento es un componente importante de la memoria 

declarativa o explícita y requiere la capacidad para identificar si  un evento se ha 

experimentado con anterioridad, o si un estímulo ha sido experimentado 

previamente (Winters et al., 2008; Brown & Aggleton, 2001). Este tipo de memoria 

se puede aplicar a todos los estímulos que recibimos de nuestro entorno como un 

                                                
7 Priming: El sujeto recupera el material presentado previamente durante el experimento. Un ejemplo es 

usar preferentemente una palabra que ha sido escuchada recientemente. 
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rostro, un sabor, un sonido, un olor o un objeto. Gracias a esta capacidad explícita 

de reconocer estímulos externos a pesar de haber sido expuestos en 

relativamente pocas ocasiones, se desarrolló la prueba de memoria de 

reconocimiento de objetos, siendo ésta de gran utilidad para el estudio de la 

memoria declarativa, incluyendo procesos de adquisición de la información y de 

familiaridad de los estímulos (Winters et al., 2008). 

 

A partir de la descripción del caso H. M. y de la amnesia anterógrada por la 

que se caracterizó, se dio a conocer que también su memoria de reconocimiento 

se veía afectada (Milner et al., 1998). Al desarrollarse experimentos de remoción 

de estructuras cerebrales en animales similares a las del caso H. M., se descubrió 

que para que la memoria de reconocimiento funcione se requieren dos sistemas 

cerebrales: el sistema hipocampal y el sistema perirrinal, el primer sistema 

mencionado, está relacionado con la información espacial/contextual y estímulos 

nuevos en un contexto particular, mientras que el segundo responde ante 

estímulos relacionados con la familiaridad y novedad de algún objeto, sin darle 

relevancia al contexto en el que fueron expuestos. El sistema hipocampal incluye 

al giro dentado, subículum y cuerno de Ammon que va de CA1-3, mientras que el 

sistema perirrinal incluye la corteza perirrinal en las áreas de Brodmann 35 y 36 

(Fig. 3) (Brown & Aggleton, 2001). Ambos sistemas tienen relación con otras 

estructuras del lóbulo temporal medial como áreas subcorticales y lóbulos parietal, 

frontal y temporal (Winters et. al., 2008).  
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Fig. 3 a) Sistema hipocampal (DG: giro dentado, CA1-3: cuerpo de Ammon) b) sistema perirrinal 
incluye la corteza perirrinal, PC, junto a la corteza entorrinal lateral y medial (MEA y LEA) 
(Modificado de Witter et. al., 1989). 

 

 

Posteriormente se asoció la memoria de reconocimiento de objetos (MRO) 

con otra estructura del lóbulo temporal importante en el procesamiento de 

memorias: la corteza insular (CI) (Fig 4). Mediante la inyección de un antagonista 

de receptores muscarínicos en esta corteza, inmediatamente después de la 

adquisición de la tarea de reconocimiento de objetos, se ocasionó un déficit en la 

MLP en ratas, es decir, se afectó la consolidación de dicha tarea (Bermúdez et al., 

2005). Años más tarde, se realizó un experimento en el que se administró 

anisomicina, un inhibidor de síntesis de proteínas, inmediatamente después de la 

adquisición de la MRO en diferentes áreas cerebrales de importancia mnemónica 

como la corteza perirrinal, corteza insular, hipocampo y amígdala basolateral,  

teniendo únicamente efecto sobre la consolidación de la MLP en corteza perirrinal 

y CI (Balderas, et al., 2008). 
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Fig. 4 Estructura de la corteza insular, en mamíferos con granularidad se divide en: corteza insular 

granular (GI), disgranular (DI) y agranular (AI) (Butti & Hof, 2010) (Imagen modificada de Berman et 

al., 2000). 

 

 

1.4 Paradigma de reconocimiento de objetos 

 

El paradigma de reconocimiento de objetos (RO) es una tarea en la cual un 

estímulo es presentado por una sola vez y se basa en la exploración espontánea 

de los roedores hacia los objetos (Ennaceur & Delacour, 1988). Esta tarea  implica 

que cuando una rata o ratón son expuestos a un objeto familiar y a un objeto 

novedoso, pasarán más tiempo explorando el objeto nuevo que el familiar, 

indicando que el objeto familiar ya está registrado en su memoria (Ennaceur, 

2010). Esta tarea no requiere muchas fases de entrenamiento y se lleva a cabo en 

una caja a la que es previamente habituado el roedor. Se introducen 2 objetos 

idénticos (O1 y O2), fase denominada “adquisición” (ADQ), durante un tiempo 

limitado que va de 5 a 10 minutos y después de 90 min (MCP) ó 24 horas (MLP) el 

roedor es expuesto a  una copia del objeto previamente mostrado (Objeto familiar: 

OF) y un objeto novedoso al que jamás ha sido expuesto (ON), fase denominada 

“prueba” (Fig. 5) (Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur, 2010; Winters et al., 

2008; Balderas et al., 2008). 
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Fig. 5  Esquema del protocolo conductual de reconocimiento de objetos, se muestran las tres 
fases: Adquisición (ADQ), en donde el roedor se expone 10 minutos a dos objetos iguales (O1 & 
O2); Prueba de MCP, se realiza 90 minutos después de la ADQ se expone durante 10 minutos a 
dos objetos, uno familiar y uno novedoso; y por último la fase de Prueba de MLP: 24 horas 
posteriores a la ADQ se expone al animal a dos objetos, uno familiar y uno novedoso. 

 

 

 

1.5 Sistemas neuroquímicos y memoria de reconocimiento 

 

En 1911 Santiago Ramón y Cajal, neuroanatomista español,  realizó estudios 

histológicos aplicando tinciones de cortes cerebrales con nitrato de plata. El 

análisis microscópico de dichos cortes lo llevó a observar la estructura de la 

neurona e introducir una teoría, en la cual se sugiere que el sistema nervioso (SN) 

se encuentra hecho de neuronas, cada una de las cuales es una unidad 

anatómica y funcional. Contemporáneamente Charles Sherrington definió el 

término de “sinapsis” como el sitio de interacción entre neuronas de todo el SN, y 

el fisiólogo alemán Amil Du Bois- Reymond, sugirió que la conducción nerviosa se 

lleva a cabo mediante corrientes eléctricas, mientras que varios farmacólogos y 

bioquímicos como Otto Loewi, David Nachmansohn, John Langley y Henry Dale 

entre otros, demostraron que existen sustancias químicas utilizadas por las 

neuronas para comunicarse y regular diversas partes del SN (Dudai, 1989). La 

manera más común de comunicación neuronal es mediante transmisión química. 

Dicha transmisión se compone de una célula pre- sináptica y una post- sináptica 

ampliamente reguladas por medio de los siguientes cinco pasos (Siegel et al., 

2006): 
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1. La síntesis del neurotransmisor se lleva a cabo en la terminal nerviosa pre-

sináptica. 

2. El almacenamiento del neurotransmisor se lleva a cabo en vesículas 

secretoras. 

3. Existe una liberación regulada del neurotransmisor al espacio sináptico 

entre la neurona pre y post sináptica. 

4. Presencia de receptores específicos al neurotransmisor en la membrana 

post- sináptica. 

5. Tiene mecanismos para finalizar la acción del neurotransmisor liberado. 

 

Los neurotransmisores que se liberan y contribuyen con la comunicación 

sináptica, se sintetizan en áreas específicas y con diversos precursores, de esa 

manera la estructura sináptica es compleja y comprende varios tipos de sistemas: 

colinérgico (acetilcolina); amino ácidos como glutamato, aspartato, GABA y glicina; 

sistema de serotonina (5-HT); de catecolaminas como la dopamina, epinefrina y 

norepinefrina; péptidos como la sustancia P o las encefalinas; entre otras 

moléculas como purinas, canabinoides y óxido nítrico (Smith, 2002). 

 

 

1.5.1 GABA y Glutamato 

 

El glutamato (GLUT) es el aminoácido excitatorio más ampliamente 

distribuido en el sistema nervioso central, ya que alrededor del 90% de las 

neuronas en el cerebro usan glutamato como neurotransmisor y por su uso 

extenso y continuo es que se consume gran cantidad de glucosa en el cerebro 

(como veremos adelante, la glucosa es esencial para la síntesis del GLUT). Este 

neurotransmisor se une a receptores ionotrópicos8 como el ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazole propiónico (AMPA, por sus siglas en inglés), kainato 

(KA) y N-metil-D-aspartato (NMDA por sus siglas en inglés); como a receptores 

                                                
8
 Canales iónicos regulados por ligando, regularmente tienen 4-5 dominios transmembranales. 
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metabotrópicos9 de los cuales existen 8 tipos: mGluR1- mGluR8. Estos receptores 

se dividen en tres grupos de acuerdo a su proceso de señalización intracelular: el 

grupo I mGluR aumenta la actividad de la fosfolipasa C y la concentración de Ca2+, 

este grupo incluye a los receptores mGluR1 y mGluR5; mientras que los grupos II 

y III mGluR se caracterizan por la inhibición de la adenilato ciclasa, el grupo II 

incluye a los receptores mGluR2 y mGluR3, y el grupo III a los receptores 

mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8 (Smith et al., 2002, Siegel et al., 2006). El 

GLUT es sintetizado a partir de la glucosa y otros derivados, principalmente el α-

cetoglutarato, producido en el ciclo de Krebs, al que le es transferido un grupo 

amino para obtener como producto final GLUT (Fig. 6) (Siegel et al., 2006). 

   

El ácido gamma aminobutírico (GABA) es un aminoácido inhibitorio que se 

encuentra en el SNC de vertebrados e invertebrados. Las terminales gabaérgicas 

se encuentran principalmente distribuidas en retina, cerebelo, corteza cerebral, 

hipocampo, tálamo, bulbo olfatorio y ganglios basales (Smith, 2002). Se han 

descrito dos tipos de receptores: ionotrópicos, GABAA y GABAC, que al ser 

activados permiten la entrada de Cl-; mientras que GABAB pertenece a los 

receptores metabotrópicos heterodímeros con dos subunidades R1 y R2 (Siegel et 

al., 2006). Tanto GLUT como GABA tienen como precursor principal a la glucosa y 

al cetoglutarato. El GLUT es precursor próximo de GABA, éste es sintetizado por 

la acción de la enzima descarboxilasa del ácido glutámico, que actúa sobre el 

GLUT directamente (Fig. 6) (GAD, por sus siglas en inglés) (Siegel et al., 2006). 

 

                                                
9
 Receptores acoplados a proteínas G con 7 segmentos transmembranales. 
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Fig. 6 Síntesis de glutamato y GABA a partir del precursor α-cetoglutarato proveniente del ciclo de 
Krebs, éste sufre una transferencia del grupo amino (A-T*) para formar glutamato, que pasa a ser 
glutamato vesicular (VGLUT). Por último la formación de GABA en neuronas se da por medio de la 
descarboxilación del glutamato por medio de la descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) en 
neuronas GABAérgicas (Modificado de Siegel et al., 2006). 

 

Los procesos celulares y moleculares de la memoria de largo y corto plazo 

se pueden monitorear por medio de técnicas cada vez más específicas como la 

microdiálisis, que ha permitido monitorear áreas corticales e hipocampales durante 

tareas de reconocimiento espacial, de sabores, o de objetos. Giovannini y 

colaboradores (2001) monitorearon los efectos que tiene la exploración de un 

ambiente novedoso, en la corteza prefrontal e hipocampo, mediante microdiálisis 

en libre movimiento. De esa manera se observó que ni el neurotransmisor GABA 

ni GLUT tienen un incremento significativo en ninguna de las dos estructuras 

durante la exploración de un ambiente novedoso; sin embargo observó lo contrario 

al monitorear acetilcolina, neurotransmisor que presentó aumento con respecto a 

los niveles basales en ambas estructuras.  
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Los receptores glutamatérgicos metabotrópicos del tipo I y II se consideran 

importantes en corteza perirrinal durante la adquisición de la MRO (Barker et al., 

2006), y se ha reportado en esa misma estructura que un antagonista de los 

receptores ionotrópicos NMDA y AMPA ocasiona un deterioro en distintas etapas 

de la tarea de RO como la adquisición, evocación y consolidación (Winters & 

Bussey, 2005). Por lo tanto el GLUT participa en  la corteza perirrinal mediante 

estos receptores; sin embargo, no se sabe el papel que puede tener el GLUT en la 

CI durante la adquisición de dicha tarea. 

 

 

1.5.2 Norepinefrina y dopamina 

 

La dopamina (DA) y la norepinefrina (NE) son dos neurotransmisores que 

comparten un grupo catecol10 en su estructura, por lo que se denominan 

catecolaminas (Smith, 2002). Son sintetizadas a partir del aminoácido esencial L- 

Tirosina en la misma ruta de biosíntesis. La síntesis de dopamina se lleva a cabo 

por la acción de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) la cual agrega un grupo -OH a 

la estructura de la L-Tirosina, convirtiéndola en L-DOPA (3,4- dihidroxi-L-

fenilalanina), en el paso siguiente la enzima DOPA descarboxilasa le quita un 

grupo carboxilo al L-DOPA para obtener la DA, esta parte es llevada a cabo en el 

citoplasma (Fig. 7). Posteriormente en las vesículas secretoras y siendo la DA el 

precursor próximo de la NE, la enzima dopamina β-hidroxilasa le añade un grupo 

hidroxilo (Fig. 7) (Siegel et al., 2006; Kandel et al., 2000). Los receptores a DA se 

clasifican en dos tipos: tipo D1 (D1 y D5) que actúan mediante la activación de 

adenilato ciclasa11; y tipo D2 (D2, D3 y D4) que actúan inhibiendo adenilato ciclasa 

(Siegel et al., 2006). Estos receptores se encuentran distribuidos principalmente 

en hipocampo, corteza cerebral, núcleo caudado, núcleo accumbens e hipotálamo. 

                                                
10 Anillo de benceno dihidroxilado en los carbonos 3 y 4, su fórmula química es C6H6O2. 

11 Enzima que produce cAMP y PPi a partir de ATP durante la vía de señalización de los receptores acoplados 

a proteínas G. 
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Los principales núcleos dopaminérgicos se ubican el área tegmental ventral (VTA 

por sus siglas en inglés) y en la sustancia nigra (Fig. 8) con proyecciones hacia el 

cuerpo calloso, cuerpo estriado y corteza frontotemporal entre otras (Purves et al., 

2004; Kandel et al., 2000) 

  

Los receptores de NE son receptores adrenérgicos metabotrópicos, 

clasificados en tres subtipos: α1 que actúa activando otra vía relacionada a 

proteínas G, incrementando la actividad de fosfolipasa C y liberando inositol 1,4 

trifosfato y diacilglicerol lo que incrementa de manera sinérgica la activación de la 

proteína cinasa C (PKC) y las concentraciones intracelulares de Ca2+; α2 que 

actúa en una proteína G inhibitoria de adenilato ciclasa, disminución de AMPc y de 

la actividad de PKA; y por último el receptor β que actúa sobre una proteína G que 

aumenta la actividad de la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de AMPc y 

la actividad de la PKA (Siegel et al., 2006). El principal núcleo noradrenérgico se 

encuentra en el locus coerelus (Fig. 8) con proyecciones hacia la corteza cerebral 

y cerebelo así como a la médula espinal entre otras (Purves et al., 2004; Kandel et 

al., 2000). 
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Fig. 7 Ruta de síntesis de las catecolaminas DA y NE a partir de su precursor común, el 

aminoácido L-Tirosina (Modificado de Siegel et al., 2006). 

 

 

Fig. 8 Áreas de proyección A) Dopaminérgica, que se extiende desde la sustancia nigra y el área 
tegmental ventral y B) Noradrenérgica, que se extiende a partir del locus coerelus (Modificado de 
Purves et al., 2004). 
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El incremento en la liberación de NE y DA en corteza prefontal (CPF), se ha 

relacionado con la presentación de estímulos novedosos, como la exploración de 

un contexto nuevo (Pudovkina et al., 2001, McQuade et al., 1999). En estos casos 

el incremento de NE se relaciona con el estrés que pueden tener los animales 

ante un cambio en su entorno, lo que lo haría novedoso y probablemente 

estresante. 

 

Particularmente en el reconocimiento de objetos se ha reportado que la 

activación noradrenérgica en la amígdala basolateral regula la consolidación de la 

MRO (Roozendaal et al., 2008), mientras que la DA es un neurotransmisor que 

contribuye tanto en la fase de adquisición, como en la de evocación del RO en 

CPF a través de la actividad del receptor D1 que, se sabe, inicia cascadas de 

señalización intracelular de ERK1/2, finalizando con la síntesis de proteínas y la 

formación de MLP (Nagai et al., 2007).  

 

Existe una relación estrecha entre la DA y la memoria de reconocimiento de 

objetos. La inyección intraperitoneal (i.p.) de un agonista de los receptores D1 

aumenta la exploración del objeto nuevo en la tarea de RO, sugiriendo una red de 

conexiones corticales entre la corteza perirrinal y prefrontal con el hipocampo, en 

donde los receptores D1 se requieren en un determinado tiempo durante el 

aprendizaje de los objetos (Hotte et al., 2005). Así mismo la inyección en la CPF 

ventromedial de un antagonista de los receptores D1 durante la MRO no permite 

la consolidación de la tarea (Maroun y Akirav, 2009), mientras que un agonista i.p. 

de ese mismo receptor aumenta la exploración del objeto nuevo en la MLP, por lo 

que se sugiere la participación de la dopamina en la consolidación de la MRO 

(Martins de Lima et al., 2010). 
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1.6 Enfermedad de Alzheimer (EA) 

 

La EA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva e irreversible, y la 

causa más común de demencia en la población de edad mayor (Czech et al., 

2000; Oddo et al., 2003b). Fue descrita detalladamente por primera vez en 1906 

por el psiquiatra alemán Alois Alzheimer en una mujer de 50 años de edad que 

desarrolló trastornos de la memoria y deterioro progresivo de múltiples funciones 

cognitivas que la llevaron a la muerte (Squire et al., 2008). 

 

En general, la EA conduce a un déficit cognitivo, usualmente manifestado 

con el deterioro de la memoria, regularmente se manifiesta con el detrimento de la 

memoria episódica durante la fase inicial de la enfermedad, los enfermos 

muestran déficit en el reconocimiento de imágenes, palabras, objetos y nombres, 

así como una disminución de la activación de áreas del lóbulo temporal (Johnson 

et al., 2006; Ries et al., 2009; Grönholm et al., 2010). Estos deterioros son 

seguidos de un decaimiento del lenguaje y de alteraciones en la personalidad, así 

como en el estado de ánimo, eventualmente el paciente pierde la capacidad de 

realizar tareas simples como la higiene personal, lo que lo lleva a la dependencia 

social total (LaFerla & Oddo, 2005). En promedio la enfermedad lleva a la muerte 

6 años después de la aparición de los primeros síntomas, sin embargo existen 

individuos que pueden vivir periodos largos que pueden extenderse a 15 años 

(LaFerla, 2010). La edad es el  principal factor de riesgo para la demencia, 

duplicándose la incidencia de la enfermedad cada 5 años después de los 65 años 

de edad (LaFerla & Oddo, 2005; Czech et al., 2000) y actualmente afecta a más 

de 35 millones de personas en el mundo (Diamandis et al., 2011). 

 

La principal característica celular subyacente es la desregulación sináptica 

que inicia en el hipocampo, seguida de la eventual pérdida de neuronas (Querfurth 

& LaFerla, 2010). El hipocampo, la neocorteza y la amígdala son las principales 

regiones afectadas, todas ellas se encuentran implicadas en la memoria y 

cognición (LaFerla et al., 1995).  La pérdida neuronal y posteriormente cognitiva, 
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se debe principalmente a cambios ultraestructurales que implican la acumulación 

de placas neuríticas de un péptido fibrilar llamado β-Amiloide y marañas 

neurofibrilares (MNF) de la proteína tau hiperfosforilada (Selkoe, 2001).   

 

 

1.6.1 Patología molecular 

 

Existen diversas moléculas y genes que participan en la patogénesis de la 

EA, entre las que destacan: la proteína precursora amiloide (PPA), el péptido β-

amiloide (βA), las secretasas β- y- γ, así como unas proteínas pertenecientes al 

complejo γ- secretasa llamada presenilina (PS1 y PS2), la proteína asociada a 

microtúbulos tau, así como Cdk5 (cinasa dependiente de ciclina) desregulada 

junto con sus activadores p35 y p39, además de la apolipoproteína E (apoE) y la 

sinucleina- α (Chin et al., 2008; Pimplikar et al., 2010). En conjunto con fallas en la 

liberación de neurotransmisores, desregulación de la dinámica del flujo de Ca2+ y 

alteraciones en la señalización intracelular de la proteína cinasa activada por 

mitógeno (MAPK), proteína cinasa C (PKC)  y PKA, contribuyen en el desarrollo 

de la EA y tiene relación con el déficit de memoria tanto en humanos como en 

modelos animales (Siegel et al., 2006; Chin et al., 2008). 

 

Tau 

 

Es una proteína asociada a microtúbulos (MAP, por sus siglas en inglés), se 

encuentra presente en mamíferos y contienen dominios de unión a microtúbulos, 

cercanos al carboxilo terminal  (Chin et al., 2008; Dehmelt y Halpain, 2004). Entre 

sus funciones principales se encuentran la estabilización de microtúbulos, regular 

el transporte axonal y el crecimiento neurítico, se encuentra presente en el 

citoesqueleto de células nerviosas aunque también puede encontrarse en células 

de tejidos periféricos como corazón, riñón, músculo, pulmón, páncreas y 

fibroblastos (Buée et al., 2000; Williams, 2006).  
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Tau regula la polimerización de microtúbulos por medio de sitios específicos 

ubicados en el carboxilo terminal, estos sitios se denominan sitios de unión a 

microtúbulos y están identificados como los sitios susceptibles de fosforilación por 

diferentes proteínas cinasas como la GSK3β y Cdk5. Dichos sitios se caracterizan 

por ser ricos en serina y treonina (Johnson & Stoothoff, 2004). La mutación o 

hiperfosforilación de tau está implicada en diversos tipos de patologías diferentes 

a la EA, como los son la parálisis supranuclear progresiva, demencias 

frontotemporales, en ocasiones con parkinsonismo asociado al cromosoma 17 o 

con movimientos anormales prevalentes sobre el deterioro cognitivo, y, por 

supuesto, está presente en la enfermedad de Alzheimer, en la que suele 

encontrarse formando filamentos helicoidales apareados (FHAs) o cintas torcidas 

y filamentos rectos (FR) que en conjunto se denominan marañas neurofibrilares 

(MNF) (Goedert & Jakes, 2004; Williams, 2006).  

 

Es una proteína altamente soluble, sin embargo en las taupatias, y más 

particularmente en la EA, se encuentra en un estado insoluble y polimerizado (Fig. 

9) (Gamblin et al., 2003). Dicha polimerización es posible mediante la fosforilación 

de los sitios de unión a microtúbulos, incrementando dicha predisposición al existir 

mutaciones en el gen tau en los exones 9, 10, 12 y 13, estas mutaciones 

contribuyen que tau no se una a los microtúbulos adecuadamente, incrementen su 

concentración en el citoplasma y, por lo tanto, se agreguen. Sin embargo las 

taupatias más comunes son las esporádicas, en las cuales existe un aumento en 

la fosforilación de tau, como ocurre en la EA (Hong et al., 1998; Lee et al., 2001; 

Goedert, 2004). La EA, es una de las neuropatologías en las que se presenta la 

acumulación de neurofibrillas o MNF acompañadas de acumulación extracelular 

de la proteína β-Amiloide. 
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Fig. 9 Agregación de tau, desde la desintegración de microtúbulos hasta la formación de las 
neurofibrillas y por último una visualización de una técnica inmunohistoquímica para identificar la 
acumulación de neurofibrillas de tau, las neuronas con acumulación se encuentran señaladas con 
flechas (Modificada de Medicine world.org: http://medicineworld.org/news/news-archives/health-
news/June-27-2007.html) 

 

 

PPA: proteína precursora amiloide 

 

PPA es una proteína de membrana tipo I, cuyo gen se encuentra en el 

cromosoma 21 y tiene 3 isoformas PPA 770, 751 y 695, este último relacionado en 

su mayoría con la EA. Se encuentra presente en diversos tipos de células como lo 

son endotelio, glía y neuronas. Se sabe que participa en diversas funciones 

celulares cotidianas como procesos de señalización celular, puede actuar como 

receptor acoplado a proteína G, adhesión celular, transporte axonal, regulación 

transcripcional, crecimiento de neuritas, sinaptogénesis y regulación de liberación 

de glutamato (Turner et al., 2003). Un evento metabólico importante de la isoforma 

PPA695 es su proteólisis, misma que se lleva a cabo en la membrana de la célula, 

del aparato de Golgi o del retículo endoplásmico, mediante dos vías: una 

denominada no amiloidogénica, en la que se define la producción de fragmentos 
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no patogénicos con un primer corte hecho por la secretasa-α, seguida del segundo 

corte hecho por la γ- secretasa;  y otra vía llamada amiloidogénica, en la que la 

proteólisis se da en principio por una secretasa-β, dando como resultado un 

fragmento susceptible de ser cortado por la secretasa-γ, para producir fragmentos 

biológicamente activos denominados pétidos βA principalmente de 40 y 42 

aminoácidos (βA-40 y βA-42) (Fig. 10), péptidos de gran importancia en el 

desarrollo de la EA (Turner et al., 2003; Chin et al., 2008). 

 

 

Fig. 10 Rutas de catabólicas de la proteína precursora amiloide PPA, se observan la ruta no 
amiloidogénica (izquierda), en donde se liberan productos no patogénicos; y la ruta amiloidogénica 
que genera fragmentos βA 40 y 42 por la acción proteolítica de las secretasas β y γ sobre el APP, 
siendo un factor patogénico (Modificado de Querfurth & LaFerla, 2010). 

 

 

Secretasas α, β, γ 

 

Existen varios tipos de secretasas12 implicadas en el desarrollo de la EA. 

Las secretasas-α, son proteínas que cortan APP cerca de la membrana, entre la 

lys613 y leu614, fragmento crítico para la formación del péptido amiloide y liberan 

una proteína soluble que no permite la formación de los fragmentos βA40/βA42, 

                                                
12

 Proteínas que se encargan de cortar específicamente en sitios determinados de otras moléculas. 
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esta ruta marcada por la secretasa alfa se denomina ruta no amiloidogénica (Fig. 

10) (Turner et al., 2003). La secretasa-β, también denominada BACE (enzima de 

corte del sitio β de PPA), es una aspartil proteasa que corta la PPA en el 

aminoácido 99, derivando en un fragmento βAPP susceptible de ser cortado por la 

secretasa γ en los residuos 38 y 43. La secretasa-γ es también una aspartil- 

proteasa que se ancla a numerosas glicoproteínas tipo I transmembranales, se 

forman a partir de las proteínas nicastrina, PEN2, Aphl y la presenilina 1 ó 2 (PS1, 

PS2), son el sitio activo de los complejos protéicos formados junto a las 

secretasas β y α (La Ferla et al., 2007; Woo et al., 2010, Chin et al., 2008). La 

secretasa-γ corta en el fragmento liberado por la β-secretasa, generando 

fragmentos βA de diversas longitudes, siendo los más abundantes de 40 y 42 

aminoácidos, como parte crucial de la ruta amiloidogénica (Hedskog et al., 2010). 

 

 

Péptido Beta- Amiloide  

 

Es un péptido que en condiciones normales se une directamente a bicapas 

lipídicas alterando la fluidez de la membrana. Forma poros que incrementan la 

permeabilidad de la membrana a iones. Influye en la función de una variedad de 

proteínas celulares como el receptor nicotínico α7 e integrinas (Chin et al., 2008). 

Patológicamente se deposita extracelularmente en placas filamentosas y una 

marca característica patológica es la presencia de lisosomas alargados, 

numerosas mitocondrias y filamentos helicoidales apareados. La acumulación de 

placas interrumpe las funciones neuronales, altera las propiedades 

electrofisiológicas de los circuitos involucrados y ocasiona alteraciones sinapto-

dendríticas (Chin et al., 2008; Selkoe, 2001). Los fragmentos de βA-42 son más 

patogénicos que los βA-40, ya que en su forma monomérica son más propensos a 

oligomerizarse y formar las placas grandes neurotóxicas (Fig. 11) (LaFerla, 2010; 

Chin et al., 2008; Selkoe, 2001). 
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Fig 11. Oligomerización del péptido βA desde su forma monomérica hasta las placas de alto peso 
molecular patogénicas (Modificado de LaFerla et al., 2007). 

 

Las moléculas descritas son parte fundamental en el estudio de la EA, es 

por ello que se han desarrollado mutaciones similares a las que prevalecen en 

familias con la patología y se han realizado modelos transgénicos experimentales. 

 

 

1.7 Modelo murino 3xTg- EA 

 

Para mejorar la comprensión de la EA, se han implementado técnicas de 

inserción de transgenes13. Para la EA se implementaron modelos murinos que 

albergan genes humanos codificantes para las proteínas presentes en la 

patología. Los primeros modelos para Alzheimer contenían desde un sólo 

transgen hasta el modelo utilizado en el presente trabajo, de tres transgenes 

humanos. (Oddo et al., 2003b). 

 

Este modelo triple transgénico (3xTg-EA) contiene los genes: PS1M146V, 

PPASwe y tauP301L, éstos se encuentran regulados por el promotor Thy 1.2, gracias 

al cual estos transgenes se expresan exclusivamente en sistema nervioso central 
                                                
13

 Técnica de inserción de transgenes: técnica genética en donde un gen previamente clonado es inyectado 

en el núcleo de un óvulo fertilizado, estos óvulos fertilizados  e inoculados son implantados en una hembra 

receptiva para completar el desarrollo embrionario, por lo que su descendencia contendrá el gen 

implantado, estableciendo así nuevas líneas genéticas. 
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(Oddo et al., 2003). El ratón se obtuvo por la microinyección de los genes PPASwe, 

tauP301L y el promotor Thy1.2, en un embrión homócigo14 de ratones Knock-in15 

para el gen PS1M146V (PS1M146V KI) (Fig. 12) (Oddo et al., 2003). El modelo fue 

probado conductualmente con anterioridad para comprobar que la inserción de los 

transgenes no afectara otras partes del fenotipo del ratón, como su locomoción o 

reconocimiento visual (Pietropaolo et al., 2008; Gulinello et al., 2009; Sterniczuk et 

al., 2010). La caracterización de los ratones transgénicos demostró que presentan 

acumulación de βA en neocorteza e hipocampo a partir de los 6 meses de edad y 

siendo éstas estructuras importantes para la memoria, la acumulación del péptido 

y de la proteína Tau confieren al modelo el característico déficit mnemónico 

conforme avanza dicha acumulación con la edad (Oddo et al., 2003).  

 

 

 

Fig 12.  Obtención de un ratón 3xTg- EA. Ratones previamente transfectados con el gen PS1 
fueron cruzados y el embrión obtenido fue transfectado con los genes APPSwe y tauP301L, y el 
promotor Thy 1.2 para asegurar que estas proteínas sólo se expresarán en sistema nervioso 
central  (Modificado de Oddo et al., 2003). 

                                                
14

 Organismo con dos alelos idénticos. 

15
 Condición genética en la que un organismo alberga un gene exógeno a su genotipo normal. 
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Las mutaciones de los genes insertados fueron encontradas, en su 

mayoría, en familias que presentaban la EA familiar. La mutación PS1  M146V es una 

mutación muy frecuente en la EA, se encontró en familias finesas/suecas a lo 

largo de 4 generaciones mediante un estudio histopatológico y genético con 

cerebros y con individuos respectivamente, que en su historia clínica presentaron 

la EA familiar, encontrando niveles significativamente más altos del péptido β-

amiloide (Clark et al., 1995; Hellstrom et al., 2009). 

 

La mutación APPSwe es una mutación que se encontró en dos familias 

suecas con la EA, con un ancestro común que databa del siglo XVIII, en todos los 

casos había una estrecha relación entre la mutación en APP y la enfermedad 

temprana. Se les detectó una doble mutación en el codón 670/ 671 en el amino 

terminal y se caracteriza por una sustitución de lisina por asparagina y metionina 

por leucina (Lannfelt et al., 1995). 

 

La mutación tauP301L se encontró en familias de los Países Bajos durante 5 

generaciones y en 2 generaciones en los Estados Unidos de Norteamérica con 

demencia frontotemporal. Es una mutación sin sentido en el exón 10, en la que se 

cambia la prolina 301 por una leucina (Hong et al., 1998; Ho et al., 2001; Hutton et 

al., 1998). 

 

El promotor Thy 1.2, está relacionado con la transcripción del RNAm de una 

glicoproteína de membrana distribuida en todas las regiones del cerebro y médula 

espinal murinos. Se encuentra presente en la superficie de neuronas y sus 

dendritas, por lo que también se le ha relacionado con procesos sinápticos 

(Barclay et al., 1978). Esta característica de presencia exclusiva en sistema 

nervioso permitió utilizar el gen como promotor de las mutaciones para tau y APP. 
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1.8 Dopamina y Alzheimer 

 

La descripción e investigación de la disfunción sináptica durante la EA 

llevaron al descubrimiento de un déficit en el sistema colinérgico y en años más 

recientes se ha estudiado el déficit del sistema dopaminérgico en pacientes con la 

enfermedad. 

 

La hipótesis colinérgica sugiere que la pérdida de células colinérgicas, 

resultado de la neurodegeneración en partes del cerebro basal (Whitehouse et al., 

1981), conlleva a bajos niveles de acetilcolina cortical, aunado a la acción de los 

péptidos solubles de βA sobre los receptores colinérgicos nicotínicos, ya que son 

altamente afines a la subunidad α7 de estos receptores presinápticos (α7-

nAChRs), inhibiéndolos selectivamente (Dougherty et al., 2003), así como a 

receptores muscarínicos, mediante los cuales daña la respuesta colinérgica 

actuando sobre la transducción intracelular (Lanni et al., 2010). Esta información 

dio como resultado el inicio de tratamientos que implican la administración de 

inhibidores de la acetilcolinaesterasa16 como donepezil, rivastigmina y 

galantamina, cuya acción se refleja en elevar o mantener los niveles de 

acetilcolina en el espacio sináptico (Schliebs & Arendt, 2006). 

 

Recientemente, las investigaciones han relacionado también a la DA con la 

EA, argumentando una disminución en la unión de la DA con sus respectivos 

receptores (Reeves et al., 2009). Pruebas motoras, espaciales y de memoria 

episódica a voluntarios sanos monitoreados con PET17 indican la participación del 

receptor D2 en dichas tareas, mientras que en pacientes con la EA se ve afectada 

tanto la actividad dopaminérgica como el desempeño de las tareas conductuales 

                                                
16 Enzima encargada de hidrolizar la acetilcolina en el espacio sináptico. 

17 Positron emission tomography, técnica de escaneo de órganos a través de un trazador que lo permita 

como una molécula que se une o metaboliza en determinados sitios celulares y tisulares, un ejemplo es la 

glucosa. 
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(Reeves et al., 2010). Actualmente, el papel que desempeña la dopamina en la EA 

es ampliamente estudiado. Se han desarrollado hipótesis sobre el rol de la 

dopamina en la inhibición de la formación fibrilar del péptido βA (Huong et al.,  

2010), ya que la administración de levodopa (L-DOPA) en un modelo murino, 

mejora el desempeño conductual (Ambrée et al., 2007) y la administración crónica 

de apomorfina (agonista dopaminérgico), disminuye las concentraciones 

intraneuronales de βA (Himeno et al., 2011). Esto se complementa con los 

resultados de la inhibición de formación fibrilar por medio de derivados 

catecolaminérgicos como levodopa, DA, epinefrina y NE, sugiriendo la interacción 

del anillo catecol con el péptido βA (Huong et al., 2010), esto sugiere que la DA 

juega un papel importante en la EA y puede ser un blanco terapéutico a futuro. 

 

Fortaleciendo la hipótesis que le otorga importancia médica a la dopamina 

en la EA, existen experimentos en ratones 3xTg-EA de 9 meses en los que se ha 

observado un déficit en la liberación de DA al exponerlos a un sabor novedoso, 

mientras que en animales de 2-5 meses 3xTg-EA y silvestres (WT por sus siglas 

en inglés), es decir sin las mutaciones, presentan un incremento de casi un 200% 

en la liberación de DA al presentarles el estímulo gustativo nuevo. Así mismo los 

ratones de 9  meses 3xTg-EA no muestran neofobia (miedo a sabores nuevos) 

ante la presentación de sacarina 0.3%, relacionando la ausencia de neofobia con 

el déficit en la liberación de DA (Guzmán et. al, 2011). De igual manera ratones 

transgénicos con una doble mutación para APP tienen déficit en la tarea de RO y 

una baja concentración de dopamina en hipocampo y corteza prefrontal, por lo que 

al administrarles levodopa aumentan la exploración del objeto nuevo en la tarea de 

RO (Ambrée et al., 2007).  

 

Los antecedentes contribuyen con el argumento de que la DA tiene un rol 

importante en el procesamiento de la MRO y a su vez podría ser crucial durante la 

aparición del déficit en la memoria de reconocimiento en individuos con la EA, lo 

que conduce a explorar y encontrar la participación de la DA en la CI durante la 

tarea de RO más específicamente. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Uno de los déficits más relevantes en la EA es el que se presenta en la 

memoria de reconocimiento debido a neurodegeneración en estructuras 

cerebrales involucradas en este tipo de tareas. Dicha memoria involucra la 

distinción entre estímulos novedosos y familiares, por ello es probable que los 

individuos que presentan la EA tengan déficits en los procesos involucrados en la 

señalización de tareas de reconocimiento, particularmente de RO.  

La CI es una estructura importante para el procesamiento de la memoria de 

reconocimiento de objetos y se ha sugerido que existe un déficit de DA en esta 

estructura durante el reconocimiento de un estímulo novedoso. De esta manera, 

es probable que la DA se vea afectada en otra tarea de reconocimiento como la 

MRO, durante la cual la CI es vital para procesarla y consolidarla. No existen datos 

acerca de los déficits en el RO de este modelo transgénico ni de la liberación de 

neurotransmisores en dicha tarea en CI ni en el Hip, que es una estructura 

principalmente relacionada con aprendizaje espacial. 

 

De tal forma que el estudio de los cambios de liberación que intervienen en 

la tarea de RO en la CI e Hip tanto en animales WT como 3xTg-EA permitirá 

comprender las señales de neurotransmisión que conlleva el proceso de 

aprendizaje per se, así como su posible relación con los déficits cognitivos que se 

desarrollan con la EA. 

 

III. HIPÓTESIS 

Los antecedentes indican que la dopamina participa en la MRO, por lo que 

esperamos observar modificaciones en sus niveles extracelulares durante la etapa 

de adquisición de la tarea. Además, dado que los pacientes con la EA presentan 

un deterioro en la memoria de reconocimiento, esperamos observar déficits en la 

prueba de memoria de los ratones 3xTg-EA de 10 meses, grupo que corresponde 
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a los ratones que ya han desarrollado la patología  y probablemente este déficit 

cognitivo esté relacionado con la desregulación de la transmisión dopaminérgica.  

 

IV.  OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el desempeño conductual del modelo murino 3xTg-EA,  durante la 

tarea de reconocimiento de objetos. Así mismo, evaluar la liberación de los 

neurotransmisores GLUT, GABA, NE y DA durante la adquisición de dicha tarea 

para determinar si existen cambios en las concentraciones extracelulares en 

corteza insular y realizar la comparación con una estructura que no está 

relacionada con el procesamiento de la novedad en dicha tarea, como lo es el 

hipocampo. 

 

4.1 Objetivos particulares 

 

A. Analizar la conducta del modelo 3xTg- EA durante la fase de 

adquisición y prueba de MLP en la tarea de RO. 

B. Determinar si la presentación de objetos nuevos durante la 

fase de adquisición genera un cambio significativo en la concentración 

extracelular de los neurotransmisores de interés. 

C. Analizar si existen diferencias y relación entre los cambios en 

la liberación de neurotransmisores, con respecto al desempeño conductual 

en ratones  WT y 3xTg-EA de 5 meses, así como WT y 3xTg-Ea de 10 

meses. 
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V. METODO EXPERIMENTAL 

5.1 Modelo animal 

Se utilizaron 25 ratones: 12 WT y 13 de un modelo murino 3xTg-EA. Los 25 

ratones se repartieron en 4 grupos por edad y por genotipo (Ver tabla 1).  

 

Tabla 1. Clasificación de animales de estudio 

EDAD TIPO 

WT 3xTg- EA 

5 MESES 6 Ratones 6 Ratones 

10 MESES 6 Ratones 7 Ratones 

 

 

5.2 Operación estereotáxica 

Los ratones fueron anestesiados por inhalación con Isofluorano líquido 

(PiSA, México) y canulados por estereotaxia convencional en Corteza Insular (CI) 

e Hipocampo (Hip) (Coordenadas CI: AP= +1.1, L= -3.3  y  DV= -2.75; Hip: AP= -

2.3, L= +1.5  y  DV= -1.25, con respecto a Bregma) (Fig. 13) (Paxinos & Keith, 

2004). Se les implantó una cánula guía en cada estructura, sujetada con tornillos y 

se fijaron con acrílico dental. Al finalizar se les realizó antisepsia y asepsia con 

iodo y se les administró una mezcla de Ketoconazol (GI) y Oxitetraciclina-Polixina 

B para evitar infecciones. Se dejaron descansar 5 días después de la operación en 

ciclo luz-oscuridad, en cajas individuales con agua y comida ad libitum, todos bajo 

las mismas condiciones durante todo el experimento. 

 

 

Fig 13. Estructuras en las que se implantó la cánula guía  CI, corteza insular (cuadrado); HIP, 
hipocampo (círculo). (Modificado de Linden et al., 2004). 
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5.3 Habituación 

Finalizando los días de descanso, los ratones fueron manipulados y 

habituados a las cámaras de microdiálisis (burbujas de acrílico con una base de 

cartón rodeada de cartulina negra y cubierta por aserrín) durante 10 minutos por 5 

días (Fig. 14). Para su habituación se les colocaron collarines de listón de 5 - 8mm 

de grosor unidos por un gancho de metal a los brazos de microdiálisis para evitar 

que la tubería de recolección se enredara con el movimiento del animal,  

 

 

Fig. 14. Sistema de microdiálisis, se puede observar la ubicación del animal dentro de la burbuja de 

habituación y debajo de la bomba de perfusión (Modificado de Miranda, 2007). 

 

5.4 Microdiálisis en libre movimiento durante la adquisición de la tarea 

de reconocimiento de objetos 

La microdiálisis in vivo es una técnica neuroquímica que permite el 

monitoreo de sustancias neuroquímicas endógenas, metabolitos y 

neurotransmisores en diferentes regiones cerebrales en animales que se 

encuentran en libre movimiento, así como la administración continua de 

compuestos exógenos (retrodiálisis). Consiste en colocar una membrana en la 

cánula guía, unida a una tubería (entrada) conectada a una bomba de perfusión 

para perfundir líquido cefaloraquídeo artificial (LCRA). El líquido perfundido 

internamente se pone en contacto con el medio externo contribuyendo con la 
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difusión de los metabolitos y sustancias de alta concentración en el espacio 

extracelular al interior de la membrana, de esa manera el microdializado es 

recolectado por una segunda tubería (salida) en viales pequeños para 

posteriormente analizarlo y determinar si existen cambios en la composición 

extracelular del fluido (Fig. 15) (Siddiqui & Shuaib, 2001; Orlowska, 2004). 

 

 
Fig 15. Esquema que representa la membrana de microdiálisis en el tejido (Modificado Tisdall & 
Smith, 2006). 

 

Los ratones fueron conectados a un sistema de perfusión, a una velocidad 

de 1µL/min, perfundiendo LCRA (NaCl 118mM, KCl 4.7mM, KH2PO4 1.2mM, 

MgSO4 1.2mM y CaCl2*2H2O, pH 7.4) se dejaron 60 min en estabilización. La 

microdiálisis se llevó a cabo a un flujo de 0.25µL/min para CI y 0.20µL/min para 

HIP en viales de 200µL que contenían 1µL de mezcla antioxidante (ácido 

ascórbico 0.25mM, Na2EDTA 0.27mM y ácido acético 0.1M). Cada fracción 

recolectada fue de 16 minutos con un total de 6 fracciones (F1, F2, F3, F4, F5, F6) 

y se calculó el volumen muerto de acuerdo con la longitud de la tubería para 

correlacionar con mayor precisión el monitoreo intracerebral con la conducta del 

animal. 
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5.5 Protocolo de la tarea de reconocimiento de objetos 

Después de la F3 se colocaron dos objetos idénticos en color, tamaño y 

forma durante 10 minutos (ADQ) y 24hrs después se realizó una prueba para 

medir MLP, que consiste en volver a colocarles dos objetos pero, en este caso, 

uno es sustituido al azar, es decir se exponen a un objeto familiar y a uno 

completamente nuevo y diferente. Se capturó video durante la libre exploración de 

cada ratón a lo largo de los 10 minutos de cada fase (ADQ y PBA) (Fig. 16). 

 

 

Fig 16.   Protocolo conductual de reconocimiento de objetos, con microdiálisis durante la 
adquisición (ADQ), muestra la prueba (PBA) de memoria de largo plazo cambiando uno de los 
objetos (objeto novedoso). 

 

 

Se analizaron los videos minuto a minuto hasta completar los 10 minutos 

totales. Durante cada minuto se considera la exploración con dos cronómetros, 

uno por objeto, tomando como exploración el acercamiento con la nariz hacia el 

objeto por lo menos a 2 cm de distancia o hasta tocarlo. No se considera 

exploración si el ratón se sube sobre el objeto a menos que su nariz esté dirigida a 
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2cm o menos cerca del mismo (Ennaceur et al., 1988; Enanaceur, 2010). Para 

obtener el índice de reconocimiento de objetos (IRO), se toma el tiempo total de 

exploración de cada objeto y el tiempo total de exploración de ambos objetos, 

dividiendo el tiempo de exploración de cada objeto entre el tiempo total se obtiene 

el índice de reconocimiento de cada uno (Ennaceur, 1988) (Ver tabla 2). 

 

Tabla 2. Operaciones para la obtención del IRO. 

Adquisición Prueba 

 Tiempo total O1 + Tiempo total O2= Tiempo 

total de exploración. 

 IRO O1= T total O1/ T total de exploración 

 IRO O2= T total O2/ T total de exploración 

 Tiempo total OF + Tiempo total ON= 

Tiempo total de exploración. 

 IRO OF= T total OF/ T total de exploración 

 IRO ON= T total ON/ T total de exploración 

 

 

5.6 Análisis de muestras 

5.6.1 Derivatización  

Es una reacción en la cual un fluoróforo se une a moléculas con un grupo 

amino primario en presencia de un grupo nucleofílico (CN-) y requiere de calor 

para desencadenase. Se colocaron 10µL (100nmol) del agente fluorogénico FQ 

(3-(2-Furoil) quinolina-2-carboxaldehído) desecado al vacío, 6µL de metanol, 1µL 

de KCN (25 mM) y 2µL de estándar interno (EI) (1mg/mL, disuelto 1:100 

equivalente a 0.075mM de O-metil-L-Treonina), más el volumen de muestra 

recuperada durante la microdiálisis, que oscilaba entre los 4 y 5µL. Para iniciar la 

reacción de unión de los neurotransmisores y el EI al FQ se incubaron 15 minutos 

a 65°C en un baño termostático multi-bloques (Lab-Line instruments) en 

oscuridad. 

 

5.6.2 Electroforesis Capilar 

El análisis cuantitativo se llevó a cabo mediante electroforesis capilar (EC), 

una técnica analítica de separación de moléculas. Emplea capilares de silica 

fundida (Beckman Coulter) con diámetros que van de entre 20- 200µm para dar 
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una gran eficiencia en la separación de los analitos. El sistema, consiste en un 

abastecedor de alto voltaje de 0- 30kV, un capilar SiO2, dos depósitos de 

amortiguador de corrida, dos electrodos y un detector en columna (Fig 17). La 

separación se realiza mediante la aplicación de voltajes que generan un flujo 

electro-osmótico y electroforético de amortiguadores dentro del capilar (Xu, 1996). 

 

 

Fig 17. Esquema del sistema de EC, se muestra la fuente de poder para la administración de 

energía, el amortiguador de corrida y la muestra que pasa por el capilar separándose y al final es 

detectado y enviada la señal para generar los electroferogramas (Modificado de Xu, 1996). 

 

La separación de los aminoácidos y catecolaminas se llevó a cabo 

aplicando el sistema de separación de cromatografía electrocinética micelar 

(MEKC por sus siglas en inglés). En el cual se adicionan monómeros anfifílicos 

denominados surfactantes al amortiguador de corrida (boratos 35mM, duodecil 

sulfato de sodio (SDS) 25mM, β-ciclodextrinas 5mM y 13- 17% de metanol grado 

HPLC para ampliar la ventana de migración), generando una separación por 

afinidad.  Este método permite analizar volúmenes pequeños de muestra (en este 

caso 4µL de microdializado). Se cargaron 10µL de cada analito en viales cubiertos 

con aceite para evitar su evaporación. Se inyectaron las muestras aplicando 0.5 

psi de presión durante 5s en cada vial para empujar el fluido a una porción del 

capilar (75µm de diámetro interno y 50cm de largo), aplicando 25kV de corriente 
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para la separación. La detección se realizó con fluorescencia inducida por láser 

(LIF, por sus siglas en inglés), con láser de ionización de argón con luz a 480nm 

(Beckman Coulter). 

 

5.6.3 Integración (Cuantificación de analitos) 

El resultado de la electroforesis capilar es una gama de curvas, 

denominada electroferograma, que deben ser identificadas para obtener 

posteriormente la concentración de cada neurotransmisor. Utilizamos como 

referencia una curva patrón de 6 puntos  que nos indica la relación de la 

concentración de cada neurotransmisor (EI, GLUT, GABA, NE y DA) con el área 

bajo la curva del pico generado, se realizó una regresión lineal para conocer la 

concentración desconocida de nuestro interés que se integra al analizar el 

electroferograma obtenido en la EC. Tanto a las curvas patrón como a nuestras 

muestras se les añadió EI, que es un aminoácido que no se encuentra en la 

naturaleza, y sirve para corregir la variabilidad durante la reacción de 

derivatización e inyección de las muestras. El área bajo la curva de cada 

neurotransmisor fue interpolada  en el programa Karat 2.1. 

 

5.7 Genotipificación 

Se comprobó la presencia o ausencia de transgenes en cada ratón por 

medio de una genotipificación aplicando la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). El PCR es un método muy sensible de 

amplificación específica de ácidos nucléicos (McDonagh, 2003). La amplificación 

para la genotipificación de los ratones 3xTg-EA se realizó usando oligonucleótidos 

cebadores (APP, Tau, Thy 12.4, PS1-k13 y PS1-k15),  que son complementarios a 

las regiones del ADN conocidas, en este caso los transgenes PS1 M146V, APPSwe y 

tauP301 éstos últimos con el elemento regulador Thy 1.2. 

 La genotipificación consta de 3 partes: 1) Extracción de ADN, 2) Reacción 

en cadena de la Taq polimerasa y 3) Separación de los fragmentos amplificados 

mediante electroforesis. 
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1) La extracción de ADN se realizó cortando un fragmento de la 

cola de aproximadamente 2mm de largo. Para la desnaturalización se 

colocaron y trituraron en viales tipo eppendorf de 1mL con 75µL de buffer de 

lisis alcalino (250µL de NaOH 10N; 40µL de EDTA 0.5M en 100mL de H2O 

des ionizada) y se incubaron a 95°C durante 1 hora. Posteriormente se 

dejaron enfriar y se les adicionaron 75µL de buffer de neutralización (Tris-

HCl 40mM en 100mL H2O des ionizada), se mezcló y centrifugó a 12500 

rpm durante 2 minutos a 4°C. Para finalizar este paso se tomaron 75µL del 

sobrenadante de cada muestra y se colocó en congelación (método del hot 

shot) (Rudbeck & Dissing, 1998). 

2) La reacción en cadena de la Taq polimerasa para la 

amplificación de los fragmentos de ADN, se llevó a cabo colocando 2.5µL de 

“Coral Load” (buffer de PCR 1x, MgCl2 y Glicerina), 0.5µL de dNTP’s, 

0.125µL de Taq Polimerasa, 21.875µL de H2O, 1.5µL de una mezcla de los 

primers APP, Tau y el regulador Thy 12.4 más 3µL del ADN extraído; para la 

amplificación de los fragmentos de los gene APP y tau. Los ciclos de PCR 

para esta amplificación son: 

 

Mientras que para la amplificación de los fragmentos de PS1, se 

agregaron 2.5µL de CL, 0.5 µL de dNTP’s, 0.125 µL de Taq Polimerasa, 
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21.875µL de H2O, 1.5µL de una mezcla de los primers PS1-k13 y PS1-k15 

y 3µL del ADN extraído. Los ciclos en el termociclador son: 

 

Posteriormente se realiza un corte en los fragmentos amplificados de 

PS1 por medio de la enzima BsteII y el buffer NEB 1x más 20µL del 

resultado del PCR, incubándose durante 2 horas a 37°C, dando como 

resultado dos fragmentos que identificarán la presencia o ausencia de la 

mutación en PS1.  

3) La separación de los fragmentos amplificados mediante 

electroforesis se realizó en geles de agarosa al 2% (37mL de TAE, 0.7g de 

agarosa y 5 µL de bromuro de etidio). La migración se efectuó en una 

cámara de Southern bloth y una fuente poder a 75V durante 60 minutos. Se 

cargaron 10 µL de marcador de peso molecular y 20 µL de muestras. 

Después de la migración, se capturó la imagen del gel con bromuro de etidio 

en un transiluminador, filtro 2, Iluminación UV, 16 segundos de exposición 

(AlphaDigiDoc Rt, Alpha Innotech) (ver anexo imagen 1). 

 

5.8 Histología 

Pasado el día de la prueba del RO, los animales fueron sacrificados con 

sobredosis (0.1mL) de pentobarbital sódico (Holland, Méx.) y perfundidos 

transcardialmente con solución salina 0.9% para retirar la sangre del cerebro y con 

una solución de paraformaldehído 4% en amortiguador de fosfatos (Fosfato de 
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sodio monobásico NaH2PO4H2O, fosfato de sodio dibásico Na2HPO47H2O, pH 7.4) 

para fijar el tejido. Se extrajeron los cerebros, se colocaron en 10mL de 

paraformaldehído 4% y se almacenaron a 4°C. Posteriormente a la fijación del 

tejido se sometieron a tres gradientes de sacarosa (10%, 20% y 30%) a 4°C. Se 

obtuvieron cortes coronales de 40µm de grosor que fueron teñidos con la técnica 

de Nissl (violeta de cresilo) a la altura de las lesiones de las cánulas guía (CI e 

Hip), para comprobar que estuvieran en el sitio deseado (Ver anexo imagen 2). 

 

5.9 Análisis estadístico 

Todos los datos se presentan como la media ± error estándar. Para el 

análisis estadístico se empleó una ANOVA de dos vías con la prueba post-hoc de 

Fisher o una t de Student de un grupo con la media hipotética de 0.5 para analizar 

diferencias conductuales en la exploración, un valor de p<0.05 se consideró 

estadísticamente significativo. El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el 

programa StatView versión 4.5.  

 

5.9.1 Conducta 

Los videos fueron analizados, y fue calculado el ÍRO de cada ratón por 

adquisición y prueba en Microsoft Excel 2007. Los índices fueron graficados 

mostrando los errores estándar y analizados con una prueba- t para un grupo, con 

0.5 como media hipotética (p< 0.05 se consideró significativo) (Statview 4.57). 

 

5.9.2 Análisis de neurotransmisores 

Los resultados de la integración se corrigen relacionando el área bajo la 

curva de cada fracción con el área bajo la curva del estándar interno, el resultado 

se convirtió a porcentaje de línea basal (%LB) de liberación18. Los %LB se 

graficaron con error estándar y los datos fueron analizados con una prueba de 

ANOVA de dos vías para encontrar diferencias en la liberación de cada grupo con 

respecto al % de LB y respecto a la liberación de otro grupos en la misma fracción; 

                                                
18

 %LB= fracción *100 / X de las tres primeras muestras, Microsoft Excel 2007. 
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para obtener diferencia dentro de los grupos por edad se empleó una prueba t 

pareada; p < 0.05 se consideró significativo (Statview 4.57). 

 

 

VI. RESULTADOS 

 

5.1 Déficit en la MLP de la MRO en ratones 3xTg- EA de 10 meses 

 

Los ratones WT y los 3xTg-EA de 5 meses de edad mostraron un IRO 

alrededor de 0.5 durante la adquisición de la tarea, lo que equivale a que la 

exploración de los dos objetos fue equitativa, mientras que en la prueba, el IRO 

observado para el objeto novedoso muestra una diferencia significativa (WT t(5)= 

22.92; 3xTg-EA t(4)=11.09; **p < 0.01), lo que indica mayor tiempo de exploración 

del objeto novedoso en ambos grupos sin diferencia significativa entre ellos (t (9)= 

0.301; NS)(Gráfica 1). 

 

 
Gráfica 1. Exploración de los objetos durante la fase de adquisición y prueba a largo plazo de los 
ratones de 5 meses WT y 3xTG. A. Durante la fase de ADQ se muestra que tanto los ratones WT y 
3xTg-EA exploran equitativamente el objeto uno (O1) y el objeto dos (O2) que en esta fase son 
exactamente iguales. En B. Se observa  la fase de prueba de MLP 24 horas posteriores a la ADQ, 
los ratones de ambos grupos presentan una preferencia por el objeto novedoso (ON), y exploran 
menos el objeto familiar (OF). Datos expresados como índice de reconocimiento de objetos ± Error 
Estándar (ES), **p < 0.01 
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En la fase de adquisición, los ratones de 9 meses, tanto WT como 3xTg-EA, 

mostraron un IRO alrededor del 0.5 para ambos objetos. Durante la prueba, 

únicamente los ratones WT mostraron un IRO del objeto novedoso 

significativamente diferente con respecto a la media hipotética (t(5)= 3.03; *p < 

0.05), mientras que los ratones 3xTg- EA mostraron un IRO de 0.5 tanto para el 

objeto familiar como para el objeto novedoso (t(6)= 0.152; NS), como ocurre en la 

adquisición. El análisis del IRO del objeto novedoso entre los grupos de 10 meses 

WT y 3xTg-EA muestra una diferencia significativa (t(11)= 2.36; *p < 0.05). Se 

puede observar que los ratones transgénicos no exploraron mayor tiempo el objeto 

novedoso con respecto a los WT (Gráfica 2). 

 

 
Gráfica 2. Exploración de los objetos durante la fase de adquisición y prueba a largo plazo de los 
ratones de 10 meses WT y 3xTG. A. Durante la fase de ADQ se muestra que tanto los ratones WT 
y 3xTg-EA exploran equitativamente el objeto uno (O1) y el objeto dos (O2) que en esta fase son 
exactamente iguales. En B. Se observa  la fase de prueba de MLP 24 horas posteriores a la ADQ, 
únicamente los ratones WT presentan una preferencia por el objeto novedoso (ON), y exploran 
menos el objeto familiar, sin embargo los ratones 3xTg-EA no exploran más el objeto novedoso y, 
al igual que en la ADQ, exploran equitativamente ambos objetos (*p < 0.05). Datos expresados 

como índice de reconocimiento de objetos ± ES, *p < 0.05 
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5.2 Concentraciones de GABA, GLUT y NE no muestran cambios 

significativos durante la ADQ de la MRO 

 

Tanto en HIP como en CI, no se encuentran cambios significativos en los 

niveles de GLUT (niveles basales: 0.54 ± 0.14 pmol/µL para CI y 0.82 ± 0.21 

pmol/µL para HIP) durante la adquisición de la memoria de reconocimiento (F4). 

Pueden observarse incrementos en hipocampo durante la F6 únicamente en el 

grupo de ratones 3xTg-EA de 5 meses, dicho incremento muestra p<0.01 con 

respecto al grupo WT de 10 meses y una p<0.05 con respecto a su porcentaje de 

liberación basal (F(9, 352) =2.95) (Gráfica 3).  

 

 

Gráfica 3. Liberación de glutamato durante la fase de adquisición de la tarea de MRO en A. corteza 
insular; B. hipocampo, no demuestran cambios significativos durante la exposición a los objetos por 
primera vez (F4) (barra ˗˗˗˗˗ = exposición a los objetos por primera vez durante 10 minutos). 
Fracciones de 4 µL las tres primeras constituyen la liberación basal. Datos expresados como % de 
liberación basal  ± ES.  ** p<0.05 comparado con la misma fracción de los demás grupos. 

 

El neurotransmisor GABA (niveles basales: 0.19 ± 0.03 pmol/µL para CI y 0.23 ± 

0.05 pmol/µL para HIP) no muestra cambios significativos con respecto al % de 

liberación basal durante fase de adquisición de la memoria de reconocimiento de 

objetos en ninguna de las dos estructuras monitoreadas (Gráfica 4). 
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Gráfica 4. Liberación de ácido gamma aminobutírico durante la fase de ADQ en la tarea de MRO 
en A. corteza insular, sin cambios significativos; B. hipocampo, tampoco muestra cambios 
significativos. ADQ (F4) de MRO (barra ˗˗˗˗˗ = exposición a los objetos por primera vez durante 10 
minutos). Fracciones de 4 µL las tres primeras constituyen la liberación basal. Datos expresados 
como % de liberación basal  ± ES.   

La liberación de norepinefrina durante la ADQ del RO, muestra amplias 

fluctuaciones durante las fracciones 4, 5 y 6 en hipocampo, sin embargo no 

existen diferencias significativas de estas fluctuaciones en cada fracción con 

respecto a los porcentajes de LB que presenta cada grupo (0.2 ± 0.05 fmol/µL 

para CI y 0.32 ± 0.09 para HIP). 

 

 
Gráfica 5. Liberación de norepinefrina durante la fase de ADQ de la tarea de MRO en A. corteza 
insular; B. hipocampo. ADQ (F4) (barra ˗˗˗˗˗ = exposición a los objetos por primera vez durante 10 
minutos). Fracciones de 4 µL las tres primeras constituyen la liberación basal. Datos expresados 
como %de liberación basal  ± ES.   
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5.3 Ratones 3xTg- EA de 9 meses no muestran incremento en los 

niveles de dopamina extracelular ante estímulo nuevo en la MRO 

 

En la gráfica 6 se muestra la liberación de dopamina, en corteza insular (A) 

se muestra un aumento significativo con respecto a la liberación basal, (B) se 

muestra la liberación de DA en hipocampo que no tiene cambios 

significativamente mayores con respecto al porcentaje de línea basal (niveles 

basales: 0.15 ± 0.09 fmol/µL para CI y 0.32 ± 0.13 fmol/µL para HIP) durante la 

fase de adquisición de la MRO en ratones silvestres de 5 y 10 meses y 

transgénicos de 5 meses (WT5m: F(9,80)= 10.706, p<0.01; Tg5m: F(9,80)= 4.244, 

p<0.05; WT10m: F(9,48)= 4.996, p<0.01 con respecto a su línea basal de liberación) 

(Gráfica 6). 

 

Por otra parte, el grupo transgénico de 10 meses de edad no muestra dicho 

incremento ya que mantiene su liberación de DA en niveles basales, presentando 

diferencias contra el resto de los grupos en la F4 (ANOVA post hoc, F= 3.615, 

WT5m: p<0.05; 3xTg5m: p<0.05; WT10m: p<0.01), lo que indica su déficit en el 

incremento de los niveles de DA en CI durante la presentación de estímulos 

nuevos. 
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Gráfica 6. Liberación de dopamina en A. corteza insular; B. hipocampo; C y D. únicamente se 

muestra la liberación de corteza insular separada por edades, (C) 5 meses, tanto WT como 3xTg-

EA muestran un aumento durante la fase de ADQ de la MRO (F4), (D) 10 meses, los ratones 3xTg-

EA no muestran el aumento en los niveles de DA durante la F4 (*p < 0.05, p**<0.01) (barra ˗˗˗˗˗ = 

exposición a los objetos por primera vez durante 10 minutos). Datos expresados como % de 

liberación basal  ± ES.  
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VII. DISCUSIÓN  

Las investigaciones en los modelos transgénicos que desarrollan una patología 

similar a la que se presenta a los enfermos con Alzheimer, ha permitido entender 

procesos moleculares en conjunto con procesos de adquisición y almacenamiento 

de información para la formación de memorias. El desarrollo de técnicas de 

monitoreo in vivo como la microdiálisis en conjunto con técnicas de detección y 

análisis como la electroforesis capilar, nos permiten conocer los cambios 

extracelulares de ciertos neurotransmisores en determinadas estructuras que 

participan en el procesamiento de estímulos nuevos. El presente trabajo es el 

primero en su tipo y describe la liberación de neurotransmisores durante la 

adquisición de la tarea conductual de reconocimiento de objetos. De esa manera 

pudimos correlacionar los déficits de memoria con los cambios extracelulares de 

neurotransmisores para comprender mejor los procesos que subyacen en el 

aprendizaje tanto en condiciones normales como en presencia de alguna 

patología.  

 

6.1 Déficit en la memoria de reconocimiento 

 

El estudio de los déficits cognitivos en pacientes con Alzheimer, ha revelado 

que uno de los tipos de memoria que se ven afectados es la memoria episódica, 

particularmente la de reconocimiento. Un ejemplo claro se observa con la memoria 

visual a corto plazo, la cual se afecta desde etapas tempranas de la enfermedad 

(Parra et al., 2010), así como con la memoria de reconocimiento de palabras 

(Cuetos et al., 2010; Reeves et al., 2010). Nuestros resultados indican que en el 

modelo murino 3xTg-EA de 10 meses de edad, existe deterioro en la memoria de 

reconocimiento de objetos debido al déficit presentado en el paradigma conductual 

de RO, lo que se compara con este mismo déficit encontrado en ratones 

transgénicos para PPA, que durante la MLP no exploran más el objeto nuevo con 

respecto al familiar (Escribano et al., 2010, Greco et al., 2010). Esta falta de 

reconocimiento de objetos se observa únicamente en ratones de 10 meses, lo que 



- 60 - 

 

indica que los jóvenes (de 5 meses) aún pueden adquirir y procesar la 

información, mientras que los de 10 meses presentan daño durante el 

procesamiento de los estímulos, en este caso, de los objetos. Los antecedentes 

de acumulación de βA a partir de los 6 meses de edad en la corteza frontal e 

hipocampo (Fig 18), se relacionan con un deterioro en la potenciación a largo 

plazo (PLP) y una disfunción en la transmisión sináptica en este modelo a partir de 

esa edad (Oddo et al., 2003b). Aunado a las hipótesis que indican el péptido βA 

contribuye con la disfunción sináptica, desregulación de la homeostasis de Ca2+ y 

con la hiperfosforilación de tau (LaFerla & Oddo, 2005), nos indican que este 

déficit cognitivo únicamente se hace visible en ratones 3xTg-EA de 10 meses de 

edad, con acumulación de βA en corteza e hipocampo y de tau hiperfosforilada, lo 

que conlleva a la disfunción sináptica y probablemente al déficit cognitivo (Oddo et 

al., 2003a) 

 

 

Fig. 18. Acumulación del péptido βA y la proteína tau. A. Inmunoreactividad en neocorteza, B. 
Acercamiento en donde se puede observar la acumulación del péptido; C. Inmunoreactividad de βA 
en hipocampo, avanza progresivamente desde los 6 meses (imagen superior), D. hasta los 12 
meses (imagen inferior); E. Inmunoreactividad en hipocampo para la proteína tau fosforilada, F. con 
el aumento que muestra las neuronas con acumulación (Modificado de Oddo et al., 2003b). 
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  6.2 Déficit en la liberación de DA en ratones 3xTg- EA. 

 

A pesar de los antecedentes en ratas sobre la importancia de los receptores 

glutamatérgicos NMDA y AMPA en hipocampo y cortezas parahipocampales 

durante la memoria de reconocimiento (Dere et al., 2007), se conoce poco sobre la 

participación del GLUT per se durante la tarea de RO, particularmente durante su 

adquisición. Existen evidencias en ratas expuestas a un estímulo novedoso que no 

muestran liberación de GLUT ni de GABA en corteza prefrontal (Giovannini et al, 

2001). Dichos antecedentes apoyan los resultados encontrados en el presente 

trabajo, los neurotransmisores GLUT y GABA no muestran aumento significativo 

con respecto a los porcentajes de línea basal durante la ADQ de la MRO, lo que 

indica que no participan en la señalización para el procesamiento de dicha tarea, 

particularmente durante la fase monitoreada, es decir, la adquisición. 

 

Por otra parte un neurotransmisor controversial al momento de presentar 

estímulos novedosos es la NE, de la cual existe liberación ante la exposición a 

ambientes novedosos, y se ha descrito que la liberación de NE se relaciona con 

estímulos que ocasionan cierto estrés en ratas, particularmente en corteza 

prefrontal (Pudovkina et al, 2001; McQuade et al. 1999).  

 

A pesar de existir evidencia de la participación de receptores noradrenérgicos 

en la amígdala basolateral para la consolidación de la memoria de reconocimiento 

de objetos (Roozendaal et al., 2008)  no existen antecedentes sobre la 

participación de la NE en la tarea de RO en corteza. En el monitoreo presentado 

existe una gran variabilidad en la liberación entre los grupos y dentro de los 

grupos, a pesar de no encontrarse diferencias significativas, nos podría indicar 

cierto nivel de estrés en los animales durante el desarrollo de los experimentos. 

Pese a ello es importante mencionar que el aumento en los niveles de NE pueden 

estar relacionados con el aumento de la concentración en los niveles 

extracelulares de DA, ya que se sabe la relación sinérgica que existe entre ambos 

neurotransmisores. Los niveles de DA pueden inducir un incremento en la 
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concentración de NE en corteza prefrontal (Pan et al., 2004), y desde el punto de 

vista conductual la NE no muestra diferencias significativas en ningún grupo 

durante la ADQ de la MRO, por lo que esta variabilidad en sus niveles 

extracelulares no podríamos adjudicarla directamente al estímulo novedoso que 

son los objetos. 

 

La DA es un neurotransmisor importante durante la presentación de estímulos 

nuevos, particularmente sabores (Guzmán et al. en preparación; Kim et al., 2010) 

y juega un papel importante para la consolidación de la tarea de RO (Hotte et al., 

2005; Nagai et al., 2007; Maroun & Akirav, 2009). En el presente trabajo pudimos 

observar un aumento en la liberación de DA en ratones WT de 10 y 5 meses así 

como 3xTg-EA de 5 meses durante la ADQ de la MRO, únicamente en CI, aunado 

a un buen desempeño conductual, lo que indica que la DA está participando 

durante esta fase de la tarea. Dicha participación la pudimos corroborar al obtener 

un déficit en la liberación de DA en ratones 3xTg-EA de 10 meses los cuales no 

reconocen el objeto nuevo con respecto al familiar, es decir, no desempeñan 

óptimamente la tarea de RO.  

 

La participación de la dopamina en la memoria de reconocimiento ha sido 

descrita por medio de agonistas de receptores D1 mejorando conductualmente el 

paradigma de RO (Martins de Lima et al., 2010) y en conjunto con las evidencias 

de antagonistas para ese mismo tipo de receptores que deterioran la MLP del 

paradigma conductual (Nagai et al., 2007), lo que nos ayuda a confirmar la 

participación de la DA en dicha tarea. Así mismo se ha observado que la DA 

participa en tareas de reconocimiento en individuos sanos con desempeño 

conductual óptimo en tareas motoras, de memoria episódica verbal y espaciales, 

mientras en pacientes con la EA se ve deterioro de dichas tareas y menor 

actividad dopaminérgica, lo que indica el posible beneficio que tendrían terapias 

con agonistas de los receptores D2 en individuos con dichos padecimientos 

(Reeves et al., 2010). 
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Resultados preliminares obtenidos sobre la administración de nomifensina19 

previo a la ADQ de la tarea de RO rescatando la MLP y aumentando los niveles de 

DA extracelular en ratones 3xTg-EA (Guzmán  et al. en preparación) aunado a 

evidencias que muestran que la administración de donepezil, fármaco utilizado en 

pacientes con la EA, que aumenta las concentraciones extracelulares de 

acetilcolina, a su vez puede aumentar las concentraciones extracelulares de 

dopamina en CPF (Nivsarkar & Banerjee, 2006) e hipocampo dorsal (Shearman et 

al., 2006). 

 

Los antecedentes nos indican que la DA es un neurotransmisor que se ve 

afectado en su liberación, lo que se relaciona con el deterioro en el desempeño de 

tareas conductuales, esta relación ha llevado a desarrollar hipótesis sobre el déficit 

en el sistema dopaminérgico. La DA es un neurotransmisor que en condiciones 

normales puede generar productos oxidativos durante su deaminación, como el 

DOPAL (ácido 3, 4-dihidroxifenilacético) mismo que está implicado en el daño 

celular y mitocondrial (Jinsmaa et al., 2011), este daño mitocondrial aumenta la 

acumulación del péptido βA (Querfurth & LaFerla, 2010), y por ende el daño 

celular, posiblemente, de neuronas dopaminérgicas. 

Pese a ello, resultados preliminares que obtuvimos indican que la 

administración de alto potasio (HK+) en corteza insular ocasiona un incremento de 

GLUT y GABA, así como de DA de hasta 200% con respecto al porcentaje de 

línea basal en ratones 3xTg-EA, lo que indica que aún hay cantidad suficiente ya 

que se pudo rescatar tanto la liberación de DA como la conducta con nomifensina 

por retrodiálisis. 

 

Debido a que se comienza a sugerir un papel relevante de la DA en la EA y es 

conocida su participación central en las tareas de reconocimiento, es posible que 

se consigan efectos favorables a través de tratamientos que induzcan liberación 

                                                
19 Fármaco que inhibe la recaptura de DA y permite que permanezca mayor tiempo en el espacio 

extracelular. 
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dopaminérgica; por ejemplo la estimulación de diversos modelos roedores con un 

ambiente enriquecido20 aumenta los niveles de DA en núcleo accumbens, así 

como de DA y acetilcolina en CPF (Segovia et al., 2010; Mora et al., 2007). Existe 

evidencia de que un ambiente enriquecido tiene efectos óptimos en un modelo 

murino para la EA en actividades espaciales como el laberinto acuático de Morris, 

mejorando su desempeño, mientras que molecularmente contribuye reduciendo 

los niveles de los péptidos βA en Hip y CPF (Jankowsky et al., 2005; Teather et 

al., 2002). Estos datos se complementan con el efecto positivo que tiene la 

levodopa sobre la conducta animal (Ambrée et al., 2008), sin embargo no tiene 

efectos de protección neuronal, por lo que su mecanismo aún es una incógnita 

(Nivsarkar & Banerjee, 20009). Con estas inferencias y resaltando evidencias de 

una sinergia entre la acetilcolina y la dopamina en zonas del cuerpo estriado y en 

áreas límbicas, siendo la acetilcolina un promotor de la activación de terminales 

dopaminérgicas aumentando la liberación de DA (Zhang et al., 2002), se ha 

observado una asociación acetilcolina-DA para el desempeño del laberinto 

acuático de Morris (Wisman et al., 2008). Los antecedentes, resultados 

preliminares y nuestros resultados en conjunto, nos ayudan a sugerir un 

tratamiento que incluya a ambos sistemas, tanto el colinérgico como al 

dopaminérgico para beneficiar más ampliamente la condición de los 

neurotransmisores y la condición nemónica en los pacientes con la enfermedad de 

Alzheimer.  

 

 

 

 

 

 

                                                
20 Estimulación conductual que se hace en ambientes con objetos, texturas, colores y diferentes estructuras 

que les permitan a los modelos animales explorar continuamente y de manera diferente cada que se 

exponen a dicho ambiente. 
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VIII. CONCLUSIONES 

El modelo murino 3xTg para la enfermedad de Alzheimer presenta un déficit en 

la memoria de reconocimiento a la edad de diez meses, acompañado de un déficit 

de liberación de DA durante la adquisición del paradigma conductual de 

reconocimiento de objetos. Los resultados presentados en este trabajo también 

muestran que los neurotransmisores GABA, GLUT y NE no participan durante la 

ADQ de la MRO en ratones. Cabe mencionar que experimentos de esta índole, 

aplicados a modelos murinos que presentan las características patológicas de la 

EA ayudarán a comprender mejor las características de la patología y, en conjunto 

con experimentos venideros, a desarrollar nuevos tratamientos aplicables a 

pacientes con la EA. 
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X.  ANEXO 

Fotografías de los geles de agarosa 2% de la genotipificación para 

corroborar que los ratones 3xTg tuvieran los transgenes para APP-Tau y PS1. 

La imagen 1 muestra los geles para APP- tau (A), muestra una doble banda; y 

de PS1 (B), muestra una doble banda en el caso de las muestras digeridas con 

la enzima BSTEII. Los ratones sin doble banda tanto para APP- Tau como para 

PS1 son del genotipo WT. 

 

 

Imagen 1. Fotografías de geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio, A. APP- tau, B. PS1. 
Las flechas indican las bandas tanto para APP-tau como para PS1 en ratones con genotipo 
transgénico. 
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Análisis de ubicación de las cánulas guía, indicada en la imagen 2, en donde 

se ubica la corteza insular (A) e hipocampo (B). 

 

 

 

 

Imagen 2. Ubicación de las cánulas guía en A. Corteza insular (izquierdo imagen 
representativa; derecho, microfotografía) 
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