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RESUMEN  

La enfermedad neurodegenerativa de Alzheimer (EA) se caracteriza por la pérdida de 

capacidades cognitivas y deficiencias en la memoria. Una de las áreas cerebrales que se 

ve afectada en las primeras etapas de esta enfermedad es el hipocampo, estructura 

plástica cerebral que regula conductas innatas como la anidación, así como la memoria 

de reconocimiento de objetos por ubicación (ROU). En el humano, se ha propuesto como 

posible diagnóstico de la EA la detección de la fracción de Cu libre en suero, dado que 

en estudios post mortem, ésta se encuentra alterada. Por lo tanto, es importante 

determinar este desbalance en el cerebro de un modelo murino como el 3xTg-AD, que 

modela la enfermedad humana con pérdida de la capacidad cognitiva. Por ello, la 

diferenciación de la fracción de Cu libre y unido a proteínas en el hipocampo del 3xTg-

AD y su relación con el desempeño conductual permitirá validar la hipótesis de un 

diagnóstico temprano, por medio de la detección de la fracción de Cu libre en suero. En 

cuanto a la relación del Cu con el estrés oxidativo asociado a la EA; se espera observar 

un desbalance en la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD), que lo requiere 

como cofactor para su función de reducción del ion superóxido. Entonces, se pretende 

relacionarla, también, con las conductas de anidación y ROU. Para lograr esto se 

estudiaron las conductas antes mencionadas, se usó espectrofotometría de absorción 

atómica junto con la medición de la actividad de SOD siguiendo la metodología de 

Fridovich. Así, los resultados muestran que la plasticidad funcional del hipocampo se 

preserva en el 3xTg-AD en etapas asintomáticas no así cuando avanza la EA y se 

confirma por el aumento temprano la actividad de SOD y el aumento de la fracción de Cu 

libre. En consecuencia, este modelo de Alzheimer valida por una parte la alteración en la 

SOD y la cantidad del Cu unido a proteínas, ambos eventos exacerbados por la edad en 

el modelo 3xTg-AD. 

  



 

IV 
  

ABSTRACT 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by loss cognitive 

abilities and memory deficit. One of the main cerebral areas affected in the early stages 

of AD is the hippocampus which is a highly plastic structure that regulates innate 

behaviours such as nesting as well as object location memory (OLM). Free Cu detection 

has been proposed as a possible diagnostic since in post-mortem studies, this is altered. 

Therefore, it is important to evaluate Cu dyshomeostasis in the brain of the murine model 

such as 3xTg-AD, which mimics AD along with loss of cognitive abilities. Hence, free and 

bounded Cu measurement, differentiation of both fractions and its relationship with 

cognitive performance may support the hypothesis of an early AD diagnostic in serum. 

Regarding the role of Cu and the oxidative stress associated with AD, it is the enzyme 

superoxide dismutase (SOD) which requires it as a cofactor for superoxide ions reduction, 

thus an imbalance in SOD activity, related with these behaviours, nesting and OL. To 

achieve this we studied the behavioural tests mentioned above, also we used atomic 

absorption spectrophotometry along with the Fridovich’s method for the measurement of 

SOD activity. Therefore, the results show that the functional plasticity of the hippocampus 

is preserved in the 3xTg-AD model in asymptomatic phase as opposed to the progress of 

the pathology; this is supported by the early augmentation of SOD activity and the 

increase in the amount of free Cu. In consequence, the AD model is supported by the 

alteration of SOD activity and the amount of bounded copper, both phenomena 

exacerbated by age in the 3xTg-AD mice. 
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1. INTRODUCCIÓN  

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo que tiene 

alta incidencia a nivel mundial (Alzheimer Association, 2015). Esta enfermedad se 

caracteriza por la pérdida gradual de la memoria, deterioro progresivo de funciones 

cognitivas como el razonamiento, el juicio, el pensamiento abstracto, etc.; también 

se presentan alteraciones en el comportamiento emocional y en la ubicación 

espacio-tiempo (Newton, 1948). En el cerebro se relaciona con la reducción del 

volumen del hipocampo, la amígdala y la corteza entorrinal, en donde la atrofia 

celular es producida por la presencia de marañas neurofibrilares y de placas beta 

amiloides (βA). 

Para intentar discernir la etiología de la EA se han generado varias teorías, 

que explican el origen del déficit de la memoria; entre ellas se encuentra la hipótesis 

de los metales, en la cual la deposición de oligómeros de la proteína βA, que forma 

placas en el cerebro, deben su toxicidad a la interacción con biometales como el 

Zinc (Zn), el Hierro (Fe) y el Cobre (Cu). Con base en esta hipótesis se han creado 

quelantes como alternativa terapéutica para mitigar el déficit cognitivo al secuestrar 

los iones metálicos. Se cree que el efecto neurotóxico de los metales, definido como 

cofactor en otras enfermedades neurodegenerativas, es consecuencia de un 

desbalance de los mismos y la causa puede ser resultado de la edad, interacción 

con drogas, mutaciones genéticas, etc. (Zatta, et al., 2009). En la EA, el Cu está 

altamente relacionado con la neurotoxicidad causada por las placas y la generación 

de estrés oxidativo por medio de reacciones de Fenton. Hay estudios que 

evidencian que un desbalance de cobre forma parte de la etiología o se considera 

como un posible diagnóstico temprano para la EA (Bucossi, et al., 2011). Una 

aproximación experimental, recientemente propuesta, es el uso de un isótopo de 

cobre unido a un complejo (64Cu-GTS-glyoxalbis(N(4)-methyl-3-

thiosemicarbazonato), cuya señal es rastreada en el organismo mediante la 

tomografía de positrones (PET), como una herramienta de diagnóstico para la EA y 

posiblemente otros trastornos neurodegenerativos (Baguña et al., 2017). Otro de los 

diagnósticos propuestos es la medición de la enzima superóxido dismutasa (SOD) 
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en sangre, cuya actividad se encuentra disminuida en pacientes con la EA (Snaedal, 

1998; Boll et al., 2008). Esta enzima es vital para la reducción de aniones superóxido 

de tal manera que las concentraciones de dicho anión se mantengan en cantidades 

mínimas en el organismo para evitar daños por estrés oxidativo.  

Para comprobar estas teorías se han usado diferentes modelos animales 

que permiten modificar u observar las condiciones del deterioro cognitivo; para esto 

se han desarrollado una serie de tareas conductuales que asemejan el 

comportamiento cotidiano humano. Entre estas tareas, están aquellas que se 

acercan a la actividad cotidiana como las pruebas de reconocimiento de objeto 

novedoso y/o por ubicación (Oliveira et al., 2010). Otras incluyen conductas innatas 

que son reguladas por el hipocampo, como la anidación, que es además una prueba 

conductual natural y que se altera cuando el hipocampo está dañado (Deacon et al., 

2002). Asimismo, en el modelo murino triple transgénico para la EA (3xTg-AD) no 

se ha relacionado el déficit cognitivo y la cantidad de Cu libre y asociado a proteínas; 

por lo tanto, en el presente trabajo, se determinarán los niveles de Cu y de SOD en 

el hipocampo. Además, se compararán con el desempeño en una tarea natural de 

anidación y en dos periodos de desarrollo de la patología (asintomática 3 meses y 

sintomática de 12 y 18 meses) para proponer el periodo vulnerable en el cual el 

tratamiento con quelantes será eficaz con el fin de mitigar el déficit cognitivo, al 

volver solubles los oligómeros y evitar la formación de placas beta-amiloides, 

características de la fase sintomática de la EA. 
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2. ANTECEDENTES  

2.1 Alzheimer 

2.1.1 Historia  

La Enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez en 1906 por el Dr. 

Alois Alzheimer quien observó en su paciente, Auguste D., los síntomas de pérdida 

de la memoria, cambios de comportamiento al igual que dificultad en el uso del 

lenguaje (Alzheimer, 1906). Posteriormente, al examinar cortes del cerebro de la ya 

fallecida paciente, el Dr. Alzheimer observó que el cerebro presentaba placas y 

nudos neurofibrilares y notó la desaparición de neuronas en varias regiones del 

cerebro (Maurer, et al., 1997; Castellani et al., 2010). Adicionalmente a estas 

observaciones, en 1998 Graeber y colaboradores reportaron la mutación en la 

proteína APOE (Graeber et al., 1998), lo cual arrojó luz sobre el papel de los genes 

en la EA.  

 

2.1.2 Epidemiología  

Actualmente, la EA es el tipo de demencia más común a nivel mundial. En América 

latina, a principio del siglo XXI los casos de Alzheimer y otras demencias llegaban 

ser 200,000 mientras que se estima que para el año 2050 los casos aumenten hasta 

1,3 millones (Alzheimer Association, 2015). En México, según la Secretaría de 

Salud, existen aproximadamente 350,000 pacientes con Alzheimer de los cuales 

2,030 fallecen anualmente (Reséndiz, 2010). Los casos de Alzheimer prometen 

incrementarse conforme la población crezca y con ello, generar un gasto social y 

económicos altos. Las causas de la EA pueden ser: 1) aceleración del 

envejecimiento; 2) degeneración de las vías anatómicas, incluidos los sistemas 

colinérgicos; 3) factores ambientales como exposición a contaminantes, lesiones en 

la cabeza, y desnutrición; 4) factores genéticos incluyendo mutaciones de la 

proteína precursora de amiloide (APP) y la presenilina (PSEN) genes y variaciones 

alélicas en la apolipoproteína E (Apo E); 5) trastornos metabólicos resultantes de la 

disfunción mitocondrial; 6) factores vasculares que alteran la barrera 
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hematoencefálica; 7) disfunción del sistema inmune, y 8) agentes infecciosos 

(Armstrong, 2013). 

  

2.1.3 Definición 

A pesar de que la EA fue descrita hace más de 100 años, a la fecha no existe cura 

o un tratamiento efectivo que disminuya el deterioro cognoscitivo de los pacientes. 

La EA es de tipo neurodegenerativo crónico que se caracteriza por la pérdida 

gradual de la memoria y deterioro progresivo de las funciones cognitivas superiores 

como son el razonamiento, el juicio, el pensamiento abstracto, etc., así como 

alteraciones en el comportamiento emocional y ubicación espacio-tiempo (Newton, 

1948; Murray et al., 2011). 

A pesar de que la mayoría de los casos de la EA es de manifestación 

esporádica, sin historia familiar alguna, hay algunos factores hereditarios que 

parecen aumentar el riesgo de padecerla, pero la mayoría de los casos se presenta 

después de los 65 años (Armstrong, 2013). Así, estudios recientes relacionan la 

presencia del alelo E4 (E4ɛ) de la apolipoproteina (APO) en las personas seniles. 

Otra de las manifestaciones tempranas de la EA es la desorientación, síntoma que 

diferencia al AD de otras demencias, y en etapas más tardías de la enfermedad se 

hace presente la ya mencionada degradación de la capacidad cognitiva, como 

resultado de la muerte neuronal. Ésta, no solo es atribuida a las alteraciones 

producidas por la proteína Tau a nivel intracelular, sino que también a una 

acumulación extracelular de la proteína β-amiloide en forma oligomérica y su forma 

polimérica (Hardy & Higgins, 1992). Las posibles acciones sinérgicas de ambas 

proteínas es un tema de investigación que ha generado discrepancia sobre la 

contribución mayoritaria de cada una de estas proteínas auto agregativas (Lloret et 

al., 2015).  

Se han hecho avances significativos en los campos de la genética, en la 

detección de moléculas (disminución de ADN mitocondrial, y aumento de βA42 y tau 

fosforilada) por medio de biomarcadores en el líquido cefalorraquídeo y de 

neuroimagen, para descartar síntomas neuropsiquiátricos, cognitivos y de 
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comportamiento en el diagnóstico temprano de la EA (Apostolova, 2016). Los 

estudios por resonancia magnética de alta resolución (MRI por sus siglas en inglés) 

han permitido la creación de mapas en los que se visualiza la atrofia del hipocampo 

y la expansión de los ventrículos, conforme avanza el daño cognitivo en la EA 

(Thompson et al., 2004). Estos parámetros anatómicos, que se miden in vivo, 

reflejan la fisiopatología con base en las medidas estructurales de la volumetría 

hipocampal y de la corteza entorrinal, ambos aceptados para el diagnóstico en la 

investigación clínica, por la relación entre la atrofia del hipocampo (por la pérdida de 

sinapsis y neuronas) y el deterioro cognitivo (Mondragón et al., 2016). 

Como se mencionó, histológicamente, esta enfermedad se distingue (por 

definición clínica) por la presencia de placas βA, como resultado de la mutación de 

la proteína precursora amiloidea (APP, por sus siglas en inglés). Estas placas se 

producen por una acumulación anormal de proteínas amiloidogénicas las cuales 

tienen la capacidad de agregarse en forma de estructuras fibrilares patológicas en 

el espacio intracelular. Otro rasgo importante son las marañas neurofibrilares 

(MNFs) las cuales están formadas por proteínas intracelulares compuestas de 

polímeros insolubles de la proteína Tau hiperfosforilada (Grundke-Iqbal et al., 1986, 

Lau & Brodney, 2008).  

 

 



 

6 
  

 

Figura 1. Diferencia de un cerebro sano y uno con padecimiento de Alzheimer. Neuronas normales y 

formando redes neurofibrilares (MNF) y placa de β-amiloide (Aβ). Imagen original. 

 

2.2 Deterioro cognitivo y modelo murino 

Tanto los estudios de MRI como los estudios post mortem en pacientes de EA 

muestran que el hipocampo es una de las primeras estructuras cerebrales en ser 

afectadas por la patología provocando un deterioro cognitivo. Uno de los primeros 

déficits cognitivos que presentan los pacientes de EA es la deficiencia de la memoria 

episódica (eventos específicos en un tiempo y lugar). Conforme la enfermedad 

avanza los síntomas se van agravando. En etapas tempranas de la EA, la memoria 

espacial ya se encuentra alterada, por lo que el deterioro de esta memoria podría 

ser un marcador temprano de la patología (Kessels et al., 2010). Además, debido a 

que la ubicación de objetos en un entorno es parte de la memoria (espacial), tiene 

un papel importante en ejecución de tareas diarias. Esta clase de memoria se puede 

descomponer en 3 mecanismos distintos: 1) procesamiento del objeto, 2) 
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procesamiento de la ubicación espacial y 3) relación entre el objeto y su ubicación. 

Los estudios muestran que tanto la formación hipocampal como las áreas parietales 

son críticas para la memoria de ubicación de objetos (Postma et al., 2008). 

 

2.2.1 Modelos de ratón para la EA: Aspectos neuropatológicos y cognitivos 

Existen varios modelos murinos transgénicos para el estudio de la EA que permiten 

entender los mecanismos celulares que la producen. La mayoría presentan 

limitaciones dado que se modelan usando genes que expresan mutaciones de la 

proteína ApoE4, que sólo están presentes en el 15-20% de los casos de la EA, de 

tipo familiar, mientras que el 80% es de tipo esporádico. 

 Los ratones triple transgénicos (3xTg-AD) contienen mutaciones de tres 

genes: presenilina (PS1), APP y la proteína tau, para provocar la expresión de las 

proteínas humanas de la EA. Dichos transgenes se localizan en el mismo locus, y 

su relevancia fisiológica permite explicar la forma familiar de la EA e incluso el tipo 

esporádico, aunque el modelo no ofrece una explicación acerca de la causa de la 

enfermedad ya que no hay patología humana causada por una triple mutación de 

los genes PSI, APP y tau. Sin embargo, permite conclusiones sobre el depósito de 

βA y cómo éste precede a la aparición de la proteína tau fosforilada. El 3xTg-AD 

muestra un depósito de βA dependiente de la edad y región cerebral específicos, 

así como déficits cognitivos relacionados con βA intraneuronal, lo cual lo vuelve 

interesante como modelo para el estudio de la EA. Este modelo fue creado por Oddo 

et al. en el 2003 en la Universidad de California por medio de una microinyección 

de los transgenes humanos PS1M146V, APPSwe y tauP301L en el pronúcleo de la célula 

embrionaria del ratón “knock-in” para el gen de la PS1M146V (Figura 2) y que al 

expresarse generan APP, placas Aβ y marañas de Tau (Oddo et al., 2003b). Como 

ya se ha mencionado anteriormente, presenta déficits de memoria que se relacionan 

con la acumulación de placas (Billings, et al., 2005). Consistente con la cascada 

amiloidea, las placas extracelulares de Aβ42 preceden a los ovillos neurofibrilares y 

se ambos desarrollan de manera secuencial y jerárquica en regiones cerebrales 
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como el subiculum, hipocampo y la corteza con un curso temporal similar al del 

cerebro humano.  

A los 4 meses de edad el 3xTg-AD comienza a presentar los primeros 

déficits cognitivos; a los 6 meses comienzan a aparecer los oligómeros del péptido 

Aβ; a los 12 meses se presentan los primeros depósitos de las placas Aβ y se inicia 

la formación de marañas, mientras que a los 18 meses de edad este ratón ya 

presenta, junto con el déficit cognitivo, las placas, las marañas e inflamación 

(Giménez-Llort, et al., 2007). 

 

  

Figura 2. Modelo murino para Alzheimer, 3xTg-AD por Oddo et al. (a la izquierda) y (a la derecha) la aparición 

de placas en el hipocampo del 3xTg-AD a los 2, 3 y 6 meses de edad (tomado de Oddo et al., 2003; Janelsins 

et al., 2005). 
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2.2.2   Anidación  
La anidación es una conducta innata en ratones que permite validar su 

comportamiento en el laboratorio como un indicador relevante de bienestar que a 

su vez puede ser usado con éxito para identificar factores estresantes (térmicos, 

jaulas con ratones agresivos, enfermedad y dolor) (Gaskill et al., 2013; Jirkof, 2014). 

Esta conducta está regulada por el hipocampo como lo demostraron los estudios de 

Deacon y colaboradores quienes realizaron varias pruebas cognitivas para observar 

el efecto de una lesión citotóxica en el hipocampo colocando individualmente a los 

ratones en jaulas, aproximadamente una hora antes de la fase oscura y los nidos 

se evaluaron a la mañana siguiente. El comportamiento de anidamiento se realiza 

en una habitación bien iluminada (~80 lux), y se le deja que se habitúe a la jaula 

novedosa durante 15 min, y luego se introduce un algodón comprimido (5.5 x 5.5 x 

0.5 cm) en la caja. La altura y la anchura de los nidos se mide a los 30, 60 y 90 min 

(Deacon et al. 2002; Etherton et al., 2009). Los nidos así observados constan en un 

montículo debajo del serrín con un cráter en la parte superior, rodeado por algodón 

desmenuzado. Para el presente trabajo se tomó una puntuación de acuerdo con la 

siguiente escala: 1= montículo de serrín y cráter solo, sin algodón triturado; 2= 

montículo y cráter de serrín, con algodón desmenuzado y colocado alrededor y en 

el cráter para formar un nido en forma de copa; 3= el algodón triturado por el ratón, 

forma un nido redondo que cubre al ratón. El experimento se realizó en ratones de 

3 meses de edad y los resultados de la anidación mostraron nidos realizados de 

manera pobre en el caso de los ratones con una lesión en el hipocampo. Esta 

prueba, junto con otras, permite el análisis de conductas sociales anormales, déficits 

sensitivo-motores y dolor asociado a depresión, entre otras (Negus et al., 2015). 

 

2.2.3   Reconocimiento de objeto por ubicación 

La prueba de reconocimiento de objetos (RO) fue introducida en 1988 por Ennaceur 

y Delacourt como herramienta para estudios de memoria episódica en ratas, por la 

inherente predilección de los roedores por la novedad (Ennaceur & Delacour, 1988). 

La versión más común consiste en la exploración de dos objetos idénticos durante 
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una sesión y, posteriormente, explorar un objeto idéntico a aquellos del 

entrenamiento junto con uno novedoso. La tarea también ha cambiado, usando 

objetos idénticos en la sesión de prueba, pero con uno de ellos en una nueva 

ubicación, con el fin de evaluar la memoria espacial en roedores a través de una 

versión modificada denominada colocación de objetos ubicación de objetos (ROU). 

Así, RO en roedores es generalmente considerando una tarea de memoria no 

espacial que implica el hipocampo, y las cortezas perirrinal, entorrinal y 

parahipocampales (Wilson et al.,2013) mientras que ROU considera una tarea de 

memoria espacial que se basa principalmente en el hipocampo (Broadbent et al., 

2004). 

En 2010, Oliveira y colaboradores realizaron un estudio con ratones a los 

que se les administró muscimol (agonista para los receptores a GABAA) para 

inactivar el hipocampo y de esta manera probar que el hipocampo es indispensable 

para realizar la tarea de ROU y se concluyó que el hipocampo es requiere para el 

proceso de la información contextual y para una tarea de memoria espacial. En 

2014, Vogel-Cierna y Wood describieron que la tarea de ROU, cuenta con ventajas 

tal como la reducción del estrés que generan pruebas como el laberinto acuático de 

Morris, así como la similitud a actividades más cotidianas de manera que el 

desempeño del ratón refleje de la mejor manera una conducta humana cotidiana. 

También indica que la prueba es dependiente de hipocampo y sensible a la región 

CA1 para la evocación de memorias del tipo espacial en la realización de la prueba 

(Oliveira, et al., 2010; Vogel-Cierna et al., 2014). 

 

2.3 Metales y Alzheimer (EA) 

Recientemente, la información sobre el papel de los biometales en la función 

cerebral y la enfermedad se ha incrementado, así como el desarrollo de enfoques 

terapéuticos que puedan ser capaces de restaurar el balance químico del cerebro. 

Existe vínculo entre la homeostasis de los metales y los trastornos cerebrales, por 

su interacción en la función sináptica, y la neurodegeneración en enfermedades 

como el Alzheimer (White et al., 2015). Los resultados de estas investigaciones 
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podrían arrojar luz sobre nuevos detalles mecanísticos acerca del papel de los 

metales en el desarrollo de la EA (Hare et al., 2016).  

Los metales son ubicuos en los organismos, tienen un papel preponderante 

en sus funciones; y producen alteraciones en ellas. El sistema nervioso central 

(SNC) es vulnerable a las alteraciones de la homeostasis de los metales, dadas sus 

altas concentraciones de metales con respecto al resto de los órganos; tiene un alto 

riesgo al estrés oxidativo y al desbalance en la defensa antioxidante, por tanto, un 

desbalance de ellos es relevante en las enfermedades neurodegenerativas como la 

EA (Que et al., 2008; Duce & Bush, 2010).  

Se estima que el 30% de las enzimas utilizan metales para sus funciones 

(Guengerich, 2009). En su estado basal, el transporte en el SNC está controlado 

por ligandos y transportadores. Los tres principales metales de transición son el 

cobre (Cu), el zinc (Zn) y el fierro (Fe), involucrados en la función sináptica o 

modulando la expresión de ciertos patrones sinápticos. El Cu se transporta por 

proteínas (ceruloplasmina y albúmina) y cruza la barrera hematoencefálica (BHE) 

por medio del transportador ATP7A y Ctr1 (Duce & Bush, 2010; Eskici & Axelsen, 

2012). El Zn se transporta por medio de la metalotioneina ZnT1-10 (Que et al., 2008; 

Sensi et al., 2009) y el Fe es transportado y cruza la BHE con ayuda de la transferina 

(Duce & Bush, 2010; Que et al., 2008).  

La deficiencia de Cu y el aumento de Zn y el Fe acelera la progresión de la 

EA, al tiempo que se encuentra una alta concentración de estos metales en las 

placas β-amiloides (Lovell et al., 1998; Miller et al., 2005). Al alterarse APP, se altera 

la apolipoproteína (Apo), se altera la interacción entre β-amiloide, Cu y Zn en la 

cercanía de las sinapsis glutamatérgicas, dando como resultado oligómeros tóxicos 

de Aβ con la consecuente pérdida neuronal (Bush & Tanzi, 2008). La proteína APP 

contiene Cu y Zn ligado al sitio amino terminal. El péptido Aβ es capaz de formar un 

enlace con Cu, Zn y Fe en una relación 1:1 y una relación 1:2 para el Fe cuando 

forma un complejo con Aβ42 (Garzon-Rodriguez, et al., 1999). El Cu está implicado 

en la regulación de la expresión de ambas, APP y β-secretasa, BACE1 (Armendariz 

et al., 2004; Angeletti et al., 2005), el Zn está implicado en la modulación y expresión 
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de las presenilinas y subunidades de las gamma y alfa secretasas. Así, la alteración 

del metabolismo en los metales (Cu y Fe), afecta aspectos de la expresión de la 

APP. La sobreexpresión de APP o del fragmento carboxilo terminal en animales 

transgénicos resulta en un fenotipo deficiente de Aβ, mientras que la ablación de la 

APP en células en cultivo produce la acumulación de Cu (White et al., 1999; 

Bellingham et al., 2004). 

Por lo tanto, parece haber una relación intrínseca entre la expresión de APP 

y Aβ y la co-localización de los metales en el cerebro del Alzheimer, que promueven 

la generación del estrés oxidativo. Aunque también podrían ser acciones 

coincidentes y no causales. 

 

2.3.1  Cobre (Cu) en el cuerpo  

Dentro del cuerpo humano, el Cu tiene diversas funciones: producción de colágeno, 

formación de glóbulos rojos, regulación de niveles de colesterol, absorción de hierro, 

oxidación de ácido grasos, producción de melanina y control de los niveles de 

energía dentro de la célula. A su vez, participa en el desarrollo, regulación y el 

correcto funcionamiento de los sistemas cardiovascular y neuroendocrino al igual 

que en la homeostasis del hierro. El cuerpo humano contiene entre 80 a 100 mg de 

Cu y este contenido varía de acuerdo con la edad y sexo (la ingesta normal en un 

adulto es de 4.2 a 12.2 mg/semana). El Cu se obtiene naturalmente a través de los 

alimentos mientras que el agua contribuye poco a su consumo diario 

(<0.001mg/día). En los alimentos, el Cu se encuentra unido a compuestos 

orgánicos. Una vez ingerido, éste es absorbido por el intestino y de ahí es 

transportado al hígado donde es procesado de manera segura, y posteriormente, 

es secretado en la sangre para ser llevado hacia otros órganos; la cantidad de Cu 

que no es usada se secreta a través de la bilis y es eliminada a través de las heces. 

Las concentraciones más altas de Cu se encuentran en el cerebro, hígado y el 

corazón.  

Una vez dentro del cuerpo humano, el Cu es regulado por las proteínas, 

cuya función es asegurar la correcta distribución de dicho metal a blancos celulares 



 

13 
  

específicos, en cualquiera de sus estados de oxidación principales: Cu (I) que se 

encuentra en el medio intracelular (medio reductor), mientras que el Cu (II) se 

encuentra principalmente en el medio extracelular (medio oxidante). Ambos estados 

del Cu presentan propiedades químicas distintas: Por ejemplo, Cu (I) no es estable 

en una solución acuosa, donde se oxida con facilidad a Cu (II) que a su vez tiene 

muy poca tendencia a reducirse a Cu (I) ya que su potencial de reducción estándar 

es de 0.153 V (Tegoni et al., 2014). Las proteínas chaperonas, a las que este metal 

se asocia ya sea en su estado de oxidación Cu (II) o Cu (I), no sólo lo mantienen 

estable, controlando su absorción y distribución dentro de las células, sino que 

también previenen su intervención en reacciones redox indeseadas (Johnson & 

Giulivi, 2005) que como resultado generan especies reactivas, como el peróxido de 

hidrógeno e hidróxido (Donnelly et al., 2007).  

En la figura 3, se indica el ingreso de Cu a la célula por medio de la proteína 

transmembranal Ctr-1. Una vez dentro de la célula el Cu puede ser transportado al 

aparato de Golgi por medio de adenilofosfatasas (ATPasas): ATP7A y ATP7B que 

lo reciben de la chaperona Atox1. ATP7A y ATP7B son proteínas transmembranales 

que, además de bombear Cu (I) al aparato de Golgi, son reguladores finos de su 

adsorción. Si el Cu está en altas concentraciones, éste puede ser trasladado desde 

el aparato de Golgi a la membrana celular y llegar al espacio extracelular. La 

proteína ATP7A regula el transporte de Cu del intestino a la sangre, mientras que la 

ATP7B participa su excreción a través de la bilis. El Cu también es transportado al 

complejo Citocromo-C Oxidsa (CcO) por medio de seis chaperonas, las cuales son 

necesarias para transportarlo a sus sitios correspondientes dentro del complejo: 

Cox17, Cox19, Cox23 (estas tres son proteínas solubles), Sco1, Sco2 y Cox11 

(proteínas de membrana interna mitocondrial). La Ccs conduce al Cu hacia una de 

las isoformas de la SOD, CuZn-SOD, que necesita Cu para su actividad catalítica y 

que se distribuye en el citoplasma, núcleo y en el espacio intermembranal de la 

mitocondria. Su finalidad es catalizar la dismutación del ion superóxido (𝑂2
−) 

producido durante la cadena respiratoria, inmersas en el citoplasma, también se 

encuentran las metalotioneinas (MT) cuya función es proteger a la célula de la 
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toxicidad, que causa el Cu, llevando dicho metal a blancos específicos dentro de las 

células (Eskici & Axelsen, 2012; Manto, 2014). 

 

Figura 3. Ingreso y transporte de Cobre en la neurona. Atox1, Chaperona de cobre antioxidante 1; ATP7A, 

ATPasa Trasportadora de cobre de tipo P (Proteína de Menkes); ATP7B, ATPasa Trasportadora de cobre de 

tipo P (Proteína de la Enfermedad de Wilson); CcO, Citocromo C oxidasa; CCS, Chaperona de Cobre para 

Superóxido dismutasa; Cox11, Chaperona de cobre para citocromo C oxidasa; Cox17, Chaperona de cobre 

para citocromo C oxidasa; Ctr1, Proteína transportadora de cobre tipo1; Sco1, Proteína de ensamblaje de la 

citocromo C oxidasa; Sco2, Proteína de ensamblaje de la citocromo C oxidasa; SOD, Superóxido dismutasa 1. 

 

En sangre, el 90% del Cu está contenido en la ceruloplasmina (Cp) y el resto 

(5-15%), que no está acoplado a ella, se denomina “cobre libre” a pesar de que 

pueda estar acoplado a pequeñas proteínas o albúmina (Tegoni et al., 2014). En el 

cerebro, el Cu participa como cofactor enzimático de reacciones redox (enzima SOD 

Cu/Zn), en la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias (citocromo 

C oxidasa); en la síntesis de neurotransmisores (dopamina-β-monooxigenasa), en 
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la síntesis de neuropéptidos (enzima monooxigenasa peptidil-glicina-α-amidante) y 

ayudando al metabolismo del Fe (Balamurugan & Schaffner, 2006; Scheiber. et al., 

2014). Este metal se encuentra principalmente en los ganglios basales, hipocampo 

(Harrison et al., 1968), cerebelo, varias membranas sinápticas y en los cuerpos 

celulares de neuronas granulares y piramidales (Desai & Kaler, 2008). 

 

2.3.2 Efectos del desbalance del cobre 

La concentración anormal y descontrolada de Cu dentro de la célula puede ser 

responsable del daño celular oxidativo como resultado de la producción de Especies 

Reactivas de Oxígeno (ERO); por esta razón es importante la distribución, uso y 

excreción de éste. En exceso, el Cu puede producir alteraciones morfológicas y 

metabólicas en el tejido humano y, si no es tratado, puede llevar a la muerte. La 

acumulación de Cu puede ser resultado alteraciones genéticas y medioambientales 

que afectan su transporte normal (Uriu-Adams et al., 2005; Gupta & Lutsenko, 

2009).  

Una mutación en el gen que expresa ATP7B, provoca problemas en la 

excreción de Cu y, en consecuencia, la enfermedad de Wilson que se caracteriza 

por daños hepáticos, tal como la hepatitis y la cirrosis, al igual que trastornos 

neurológicos. La enfermedad de Menkes (EM), se presenta como resultado de la 

mutación en el gen de la proteína ATP7A por tanto, hay pérdida de la correcta 

distribución de Cu que al acumularse en el intestino lo cual ocasiona un déficit de 

este metal y una actividad reducida en las enzimas dependientes de Cu. También, 

la EM, se caracteriza por la acumulación de Cu en las células de la barrera 

hematoencefálica (barrera que protege al cerebro) y una alteración su transporte de 

la sangre hacia las neuronas, trastorno neurodegenerativo, hipotermia, alteraciones 

en el tejido conectivo, anormalidades en la marcha y una disminución en la tensión 

del músculo (hipotonía).  

En estudios sobre la EA, se ha encontrado que el Cu sufre un desbalance 

en la concentración (total) de su forma libre y asociada a proteínas, pero también 

en otros estudios se reporta que la concentración de los metales no cambia, aunque 
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hay una inestabilidad en la regulación de dichos metales. El Cu, al igual que el Zn, 

se une al polipéptido Aβ al encontrarse disponible cuando las vesículas de Zn y Cu 

son liberadas al medio extracelular (Brewer, 2008; Squitti et al., 2008; Zatta, et al., 

2009). 

 

2.3.2.1 Metales en el Sistema Nervioso Central del 3xTg-AD 

En el SNC de roedores y en el modelo murino para el Alzheimer (3xTg-AD) se han 

hecho mediciones de Cu sin establecer una diferenciación entre libre y asociado a 

proteínas, que permitiría probar que el desbalance de este metal acelera la 

enfermedad. En 2004 Tarohda y sus colaboradores estudiaron en la rata Wistar 

sanas de diferentes edades (1, 3, 5, 7, 14, 21, 42, 77 y 147 días de edad) y en cortes 

sagitales de 20 µm de espesor, en 18 zonas del cerebro, incluyendo el hipocampo, 

las concentraciones además de Cu, Fe, Zn y Magnesio (Mg) usando ICP-MS 

(Espectroscopía de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente). En el estudio 

(Figura 4) se observa cómo aumentan y se distribuyen estos metales a lo largo del 

desarrollo del SNC de la rata y cómo su concentración alcanza una constante 

cuando el cerebro ya ha madurado (Tarohda et al., 2004). 

 

Figura 4. Distribución de la concentración de Zn, Cu, Fe y Mn en el cerebro de la rata durante el 

desarrollo. Tomado de Tahroda et al. (2004). 
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En 2007, Squitti y colaboradores midieron la cantidad de cobre asociado a 

ceruloplasmina (Cp) y la concentración de Cu no ligado a Cp (NCp) en el plasma 

sanguíneo de pacientes con diagnóstico de probable Alzheimer. En este estudio se 

concluye que no hay cambios significativos tanto en la cantidad de Cp y el Cu 

asociado a ésta, pero ocurren cambios en la cantidad de Cu total y el NCp, en 

sangre (Cu libre). En un segundo estudio del grupo de Squitti y colaboradores en 

2010, muestran que hay una relación entre la capacidad cognitiva y la concentración 

de Cu libre encontrado en la sangre de los pacientes. La capacidad cognitiva de los 

pacientes se evaluó mediante pruebas neuropsicológicas y el Cu libre, en sangre, 

se determinó por medio de espectrofotometría de absorción atómica (EAA). 

Observaron que hay una relación entre un decremento en el desempeño de las 

pruebas y la cantidad de Cu libre en la sangre. Por tanto, concluyen que el aumento 

de Cu libre puede ser un factor de riesgo para la disminución de la capacidad 

cognitiva (Squitti et al., 2007; Salustri, et al., 2010). 

En 2008, Drago y colaboradores realizaron un estudio de ICP-MS, en 

ratones 3xTg-AD de 14 meses y ratones de 14 meses PS1K1 (usados como control), 

y compararon las concentraciones de aluminio (Al), Fe, Cu y Zn (sin diferenciación 

entre iones libres y asociados a moléculas. Las concentraciones de dichos metales 

no son diferentes en ambos modelos, sólo en la corteza hubo aumento en la 

concentración de Al mientras que en la concentración del resto de los metales no 

se observó alguna variación significativa. En 2011, Quinn y colaboradores midieron 

el contenido en Cu en plasma y la corteza frontal de ratones, hembras y machos, 

3xTg-AD de 14 meses por medio de EAA y el contenido de Cu (total), en la sangre 

y en el líquido cefalorraquídeo, por medio ICP-MS, en pacientes de ambos sexos 

con EA. El estudio se realizó para relacionar los niveles de Cu con el género. Los 

valores obtenidos, en ambas pruebas fueron comparados con un control. Cabe 

destacar, de este estudio, que se obtuvieron los valores de las concentraciones de 

Cu en la corteza de ratones viejos saludables y ratones viejos con EA. Al comparar 

estos estudios con aquellos realizados en mujeres, se concluyó que en ambas, 

(mujeres y ratones hembras) tienen un contenido en Cu más alto que el sexo 
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masculino en ambas especies y esta tendencia se mantenía con la EA (Drago et al., 

2008; Quinn et al., 2011). 

 

2.3.3   Estrés oxidativo (EO) 

Las alteraciones moleculares en las células provocan fallas neuronales a través de 

una amplia variedad de mecanismos, como lo es el estrés oxidativo (EO) resultante 

de la formación de placas βA y, junto con las mitocondrias envejecidas, contribuyen 

al origen crítico de la neurodegeneración en la EA. El mecanismo por el cual las 

mitocondrias procesan carbohidratos y establecen un gradiente de protones para la 

síntesis de ATP (ciclo del ácido tricarboxílico y la fosforilación oxidativa) implican la 

transferencia controlada de electrones de agentes reductores a agentes oxidantes 

fuertes. Algunos de los radicales libres generados escapan y, en lugar de transportar 

adecuadamente su electrón a la siguiente molécula en la cascada, abandonan la 

membrana interna de las mitocondrias e imponen alteraciones en otras 

macromoléculas dentro de la célula. Estas alteraciones a menudo son perjudiciales: 

la oxidación del ADN y/o ARN puede producir fragmentación y deficiencias en la 

maquinaria de reparación (Bradley-Whitman, et al., 2014).  

 La modificación oxidativa de las enzimas y de las proteínas de señalización 

metabólica pueden provocar alteraciones en otras proteínas y modificaciones en la 

red de proteólisis, que a su vez ocasionan que las proteínas sean insolubles y 

propensas a agregarse anormalmente (Sayre et al., 2001). El daño inducido por los 

radicales libres a macromoléculas ha sido observado en la EA, y la deposición de 

iones redox activos que son capaces de generar los radicales más dañinos, como 

el hidroxilo (OH·) a través de la reacción de Fenton, que exacerba tanto el espectro 

de moléculas como las áreas celulares afectadas. 

 Asimismo, el EO que caracteriza el envejecimiento es un factor de riesgo 

para la EA porque promueve la fragmentación del ADN y produce cambios 

apoptóticos. Por autopsias de la corteza cerebral de pacientes con mutaciones del 

gen APP se demostró la presencia de mayor EO (Bogdanovic, et al., 2001).  
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 Por otra parte, para mantener el balance en la producción de las especies 

oxidantes, los antioxidantes interactúan con los intermedios del radical libre e 

inhiben otras reacciones redox oxidándose ellos mismos. Debido a esto, es que los 

antioxidantes son a menudo agentes reductores y son necesarios en los principales 

sitios de producción de EO. Diversos agentes bajo investigación como el β-

caroteno, la acetil-N-cisteína y el ácido-lipoico, muestran potencial para evitar el EO. 

Con base en estudios prospectivos y en la complejidad del sistema redox in vivo, 

una combinación equilibrada de varios antioxidantes también puede ejercer un 

efecto significativo en la prevención de la EA. La respuesta antioxidante de las 

neuronas es capaz de estancar los efectos del EO durante años y los déficits 

metabólicos resultantes de las disfunciones mitocondriales que no aparecen sino 

hasta la vida adulta, cuando se manifiestan los primeros aspectos de la demencia 

(Moneim, 2015). 

 Por lo tanto, el EO es un proceso que va en aumento conforme a la edad, 

debido un exceso de especies oxidantes como resultado de un desbalance entre 

antioxidantes y oxidantes. Este desbalance se puede producir por un incremento de 

radicales libres o bien, un decremento en la defensa antioxidante. El cerebro, es un 

órgano sensible al EO dada su alta actividad metabólica, su abundancia en 

biometales y de lípidos (Huang et al., 2016; García-Mesa et al., 2012). Por otra parte 

en los estudios experimentales realizados en humanos y en los modelos animales, 

se reporta que el EO se encuentra relacionado con la EA y con el desbalance de los 

metales. 

 

2.3.3.1 Superóxido dismutasa (SOD) 

La reducción del anión superóxido (𝑂2
−) realizada por la enzima superóxido 

dismutasa (SOD), es una función antioxidante importante en las células. Existen 3 

tipos de SOD con diferentes ubicaciones: SOD1 en el citoplasma, SOD2 en la matriz 

mitocondrial y SOD3 en el espacio extracelular. SOD1 es un dímero (de 2 

subunidades), mientras que las otras dos son tetrámeros (cuatro subunidades). La 

SOD1 y la SOD3 contienen Cu y Zn, Mientras que SOD2 usa manganeso (Mn) como 
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cofactor. El anión 𝑂2
−, resultado de la reducción de un oxígeno por un electrón es un 

precursor de varias especies reactivas de oxígeno (ERO). Éste es un intermediario 

bastante inestable pero cuando se reduce de manera parcial, como resultado de 

una reacción catalizada por metales de transición reducidos, da lugar a un radical 

hidroxilo (OH˙), el cual es altamente oxidante. Para prevenir las ERO y regular la 

concentración de 𝑂2
−, el primer mecanismo de defensa es la enzima SOD que 

dismuta (reduce) 𝑂2
− y produce peróxido de hidrógeno (H2O2) (Huang et al., 2016). 

Posteriormente H2O2 es reducido a agua por medio de la enzima catalasa (Cat) o 

Glutatión peroxidasa (Gpx). En estudios con murinos se ha observado que el 

superóxido puede tener un rol causal en algunas manifestaciones de EA (Clausen 

et al., 2012). 

En un estudio de Haan, et al., (1992) se reporta que en los ratones se 

aumenta tanto la expresión como la actividad de SOD1 junto con el aumento de la 

edad. En el caso del ratón 3xTg-AD Resende (2008) observó un aumento en la 

actividad de SOD en los cerebros de ratones hembras 3xTg-AD de 3 a 5 meses de 

edad comparados con los controles. En otro estudio, de García-Mesa (2016) 

observó que en ratones machos 3xTg-AD de 12 meses de edad, en los cuales la 

enfermedad ya se ha manifestado, la actividad de SOD se reduce de manera 

significativa con respecto a los ratones no transgénicos para la EA. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Actualmente hay estudios que relacionan la presencia de un desbalance en la 

cantidad de cobre (Cu), libre y asociado a proteínas, con la enfermedad de 

Alzheimer (EA); este desbalance incrementa la formación, deposición de las placas 

beta-amiloides (βA) y genera estrés oxidativo (EO). 

Por tanto, se requiere profundizar sobre la relación del desbalance de Cu y 

las conductas dependientes del hipocampo, al comparar su desempeño en dos 

tareas cognitivas y en diferentes etapas: asintomática y sintomáticas. Además, es 

de importancia determinar la cantidad de Cu en el hipocampo (estructura 

relacionada con la memoria) en el modelo de ratón para la EA (3xTg-AD), libre o 

asociado a proteínas, ya que hasta el momento sólo se ha medido la cantidad de 

Cu total en el cerebro. También se pretende relacionar la presencia de Cu libre con 

la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) como primer mecanismo de 

defensa en contra de las especies reactivas de oxígeno (ERO) por su regulación en 

la concentración del ion superóxido (𝑂2
−). Tomando en cuenta lo anterior y, 

considerando que en este modelo no se han relacionado el déficit cognitivo y la 

cantidad de Cu libre y asociado a proteínas, se propone determinar los niveles de 

Cu y actividad de la SOD en el hipocampo de los ratones, los cuales fueron 

sometidos a una tarea natural de anidación en diferentes periodos de desarrollo de 

la patología, donde se forman las placas βA en el subiculum e hipocampo, en las 

edades asintomática (3 meses) y sintomáticas (12 y 18 meses), y como perspectiva, 

para proponer un periodo crítico en el cual pudieran actuar agentes quelantes para 

retardar la formación de los oligómeros βA y su deposición en forma de placas en 

la formación hipocampal (subículum e hipocampo), y por lo tanto, retardar el déficit 

cognitivo.  

  



 

22 
  

4. HIPÓTESIS 

Los ratones no transgénicos y los 3xTg-AD en edad asintomática de la EA (3 

meses), construirán nidos eficientes, se desempeñarán adecuadamente en la tarea 

de reconocimiento de objeto por ubicación, y estos eventos se relacionarán con una 

menor proporción de cobre libre y mayor actividad de la enzima superóxido 

dismutasa en el hipocampo. 

 

Los ratones 3xTg-AD en edades sintomáticas con la patología desarrollada (12 

meses) y seniles (18 meses), construirán nidos menos eficientes, se desempeñarán 

pobremente en la tarea de reconocimiento de objeto por ubicación, y estos eventos 

se relacionarán con una mayor proporción de cobre libre y menor actividad de 

superóxido dismutasa en el hipocampo. 

  



 

23 
  

5. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el déficit cognitivo dependiente de hipocampo, en relación con la cantidad 

de cobre libre y la actividad de la enzima superóxido dismutasa en ratones macho 

transgénicos (3xTg-AD) en diferentes edades: 3, 12 y 18 meses y compararlo con 

el de ratones no transgénicos (nTg) de la misma edad. 

 

5.1 Objetivos particulares 

Tanto en los grupos experimentales (3xTg-AD) como en los controles (nTg): 

a) Evaluar el desempeño en las tareas de anidación y reconocimiento de objeto por 

ubicación. 

b) Medir las concentraciones de Cu, libre y asociado a proteínas en el hipocampo. 

c) Determinar la actividad de SOD en el hipocampo. 
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6. SUJETOS Y METODOLOGÍA  

Para la realización del protocolo se usaron grupos de ratones machos, 3xTg-AD 

comparados con los nTg, de 3 meses, 12 meses y 18 meses de edad, con un 

número de 10 ratones en cada edad y grupo (3xTg-AD y nTg). Todos los ratones 

3xTg-AD y nTg fueron criados en condiciones óptimas de bioterio, mantenidos a 

una temperatura de 20 ± 2 °C con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (7:00 am a 

7:00 pm), con alimento en pellet y agua ad libitum, siguiendo las normas 

internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por el 

Consejo de Investigación Nacional de las Academias Nacionales de los Estados 

Unidos de América (NRC, 2001) y del Comité de Bioética del Instituto de 

Neurobiología de la UNAM. 

 

6.1 Pruebas Conductuales 

6.1.1 Anidación 

La construcción de un nido es una conducta natural que realizan los roedores 

pequeños, como ratones, tanto hembras como machos, con fines de reproducción, 

mantenimiento de la temperatura y protección contra los depredadores. La 

anidación es una prueba conductual que consiste en la evaluación de la capacidad 

de un ratón de construir un nido. Esta capacidad es sensible a mutaciones genéticas 

y lesiones cerebrales. Una lesión en el hipocampo puede disminuir la capacidad de 

la construcción del nido.  

La prueba de anidación realizada se basó en el protocolo creado por 

Deacon (2006). Donde dejando al ratón, en una caja individual, con 3g de algodón 

comprimido al iniciar el ciclo de oscuridad. Al terminar el ciclo de oscuridad se revisa 

el nido hecho por cada ratón y se califica en una escala del 1 al 5 (Figura 5).  

1. El ratón no toca el algodón. 

2. Sólo parte del algodón es roído y esparcido. 

3. Del 50% al 90% del algodón ha sido roído y esparcido. 
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4. Se forma un nido plano, pero las paredes no son más altas que el cuerpo del 

ratón. 

5. Se tiene un nido que cubre al ratón con más del 90% del algodón roído y 

esparcido. 

 

 

Figura 5. Escala de Calificación del nido. Tomado de Orta-Salazar et al. 2013 

 

Como en trabajos previos en el laboratorio (Orta-Salazar et al., 2013), de la escala 

creada por Deacon se fijaron sólo 3 de las 5 calificaciones:  

 1) El algodón está básicamente intacto. 

 2) La mayoría del algodón está roído, pero no hay un nido definido. 

 3) Construcción de un nido casi perfecto (= a la calificación de 5 por 

Deacon).  

  

6.1.2  Reconocimiento de objeto por ubicación (ROU) o por localización novedosa 

(ROLN) 

 

La prueba ROU está basada en la tarea de reconocimiento de objeto nuevo donde 

el hipocampo desempeña un papel importante en la detección espacial del cambio 

de lugar de un objeto conocido a una nueva ubicación (Oliveira et al., 2010). 

Esta prueba se realiza en cuatro sesiones (Figura. 5):  

1) Se comienza con una sesión de habituación en la que se deja al ratón 

explorar la caja (19 x 18 x 22 cm) con una clave espacial en uno de los lados, 

sin objetos, durante 5 min.  

2) Al día siguiente se lleva a cabo la sesión de exploración en la que se le 

permite al ratón explorar los objetos, los cuales consisten en una tapa de 2.5 
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cm de diámetro y en un vial de 1.5 ml (objeto A y objeto B, respectivamente) 

por 10 min.  

3) Después de 90 min se realiza una sesión en la cual se evalúa la memoria 

de corto plazo del ratón al mover unos de los objetos, (A, a otra ubicación 

espacial). Se deja al sujeto explorar el entorno y los objetos durante 3 min.  

4) Pasadas 24h se ejecuta una prueba de memoria a largo plazo en la cual 

el objeto que no fue reubicado en la sesión anterior, B, se coloca en una 

nueva ubicación y se vuelve a dejar al sujeto explorar su entorno y los objetos 

por 3 min. 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de la conducta de ROU 

 

Para calcular el tiempo de exploración (T) se sumó el tiempo que se exploró el objeto 

A (tA) y el objeto (tB): 

T= tA+tB 

Para calcular el índice de discriminación (ID) en la prueba de memoria de corto 

plazo:  

𝐼𝐷 =
(𝑡𝐵 − 𝑡𝐴)

(𝑡𝐴 + 𝑡𝐵)
 

Para calcular el índice de discriminación (ID) en la prueba de memoria de largo 

plazo:  

𝐼𝐷 =
(𝑡𝐴 − 𝑡𝐵)

(𝑡𝐴 + 𝑡𝐵)
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6.2 Toma de Muestra 

Para la extracción de los cerebros, los ratones fueron sacrificados por decapitación, 

según la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Se extrajo de cada 

hemisferio el hipocampo, se separaron indistintamente para las pruebas de 

actividad de SOD y para el análisis cuantitativo de Cu, y se conservaron a -80°C 

hasta su análisis.    

 

6.3 Determinación de cobre  

Para obtener la concentración de Cu se homogenizó medio hipocampo (la 

lateralidad se eligió de forma aleatoria), medio cerebelo y el resto del hemisferio 

cerebral en una relación 1g/10ml de amortiguador para cada tejido usando un 

amortiguador de fosfato monobásico de potasio 5M pH 7.4. Después se procedió a 

centrifugar el homogenado durante 30 min a 7,500 g. Se tomó el sobrenadante y se 

vació en tubos Amicon® Ultra-0.5 de 500 µL (corte de peso a los 3 kDa) para separar 

el Cu libre del Cu asociado a proteínas, por medio del filtro de celulosa que contiene 

el tubo. Se centrifugó el sobrenadante a 12,000 g por 15 min. Se recuperó el filtrado 

y se procedió a medir el Cu libre en un espectrofotómetro de absorción atómica 

(Perkin-Elmer 3110) con una metodología basada en el trabajo de Rubio-Osornio 

(2013). 

Previamente a la medición de cobre de los tejidos se realizó una curva de 

calibración para calcular la concentración de cobre por regresión lineal.  

Después de recuperar el filtrado se recuperó el concentrado y se determinó 

la concentración de Cu. La determinación de cobre por medio de espectrofotometría 

de absorción atómica no permite la diferenciación entre Cu+ y Cu2+. 

 

6.4 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

La medición de la actividad de la enzima SOD se realizó siguiendo la metodología 

de McCord & Fridovich (1969). Se homogeniza el tejido en un amortiguador de 

fosfato de potasio (KH2PO4) de pH 7.8 con EDTA (1.2x10-4M). Se hace una mezcla 
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de reacción en la que se adiciona Xantina 1.5mM, Xantina oxidasa 6x10-9M y 

Ferrocitocromo C 0.6 mM, junto con 1.5 mg de proteína de la muestra. El 

Ferrocitocromo C se reduce al entrar en contacto con el ión superóxido. Se mide su 

absorbancia a 550nm. Se define una unidad de actividad a la cantidad de SOD 

necesaria para inhibir a la mitad la reducción de Ferrocitocromo C.  

 

6.5 Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante el software GraphPad Prism 5. Se 

usó la prueba de Shapiro para evaluar la homogeneidad de varianzas en cada 

grupo. El análisis estadístico se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de dos 

vías, con un factor (edad) de medidas repetidas, en algunas pruebas se usó el 

logaritmo de los datos, cuando éstos no presentaron homogeneidad de la varianza 

(Box, 1953; Gustafsson et al., 2004) y por lo tanto, para asegurar que las varianzas 

eran homogéneas antes de realizar el ANOVA, se repitió la prueba de Shapiro. 

Como prueba post hoc se usó Bonferroni. En otros casos, al no encontrar varianzas 

homogéneas, se usó la prueba de Kruskal- Wallis para comparar ratones 3xTg-AD 

o nTg entre sí, en las diferentes edades, al mismo tiempo, la prueba no paramétrica, 

de U de Mann-Whitney, se empleó para hacer las comparaciones entre las cepas 

(3xTg-AD vs nTg) por edad. Los resultados fueron considerados significativos si 

P<0.05 para todas las pruebas. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Anidación  

En la Figura 7, se muestran los resultados de la anidación, analizados con un de 

ANOVA de dos vías, en la cual no se encontraron diferencias significativas que se 

pudieran atribuir al factor edad (F2,28= 0.16, P=0.85) ni al factor de la cepa (F1,28= 

1.10, P= 0.31). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (F2,28=7.0, 

P<0.01) producidas por la interacción de ambos factores (edad y cepa). La prueba 

post hoc de Bonferroni muestra que las diferencias significativas (P<0.05) ocurrieron 

al comparar los animales transgénicos (3xTg-AD) en edades sintomáticas (12 y 18 

meses) con el grupo asintomático de 3 meses de edad. La eficacia en la 

construcción del nido se redujo en un 30% en las etapas sintomáticas (12 y 18 

meses) comparada con el grupo de animales de 3 meses de edad (etapa 

asintomática). De manera notable, los ratones no transgénicos (nTg) de 3 meses de 

edad mostraron un menor desempeño en la construcción y calidad de nido, con una 

deficiencia del 40%, en comparación con los 3xTg-AD asintomáticos de la misma 

edad. No hay una diferencia notable entre los otros grupos de 12 y 18 meses 3xTg-

AD comparados con los nTg de la misma edad.   
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Figura 7. Calificación del nido. La gráfica muestra las calificaciones de la eficiencia y calidad de la construcción 

del nido con escala del 1 al 3. Los valores presentados son: la media ± EE. El asterisco (*) indica que el 3xTg-

AD de 3 meses, construyó un nido significativamente (P<0.05) mejor (calificación 3) en relación a las edades 

sintomáticas de 12 y 18 meses de edad (calificación 2). El número de animales fue igual a 8 en todos los grupos. 

 

 

7.2 Reconocimiento de objetos por ubicación (ROU) 

El ANOVA de dos vías (Figura 8) compara el tiempo de exploración de los grupos 

en la fase de entrenamiento donde se observó que hay efecto de la edad (F2,28= 6.8, 

P<0.01) pero no hay efecto de la cepa (F1,28= 1.29, P= 0.27) ni de la interacción 

entre ambos factores (F2,28= 0.96, P= 0.39). La prueba post hoc de Bonferroni 

mostró que los ratones nTg de 12 meses exploran menos tiempo que aquellos de 3 

meses de edad nTg (P<0.01). 
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Figura 8. Tiempo de exploración de los ratones (3xTg-AD y nTg), en la fase de entrenamiento para la 

ubicación de los objetos. La grafica muestra las medias ± EE. Los asteriscos (**) indican una disminución 

significativa (P<0.01) del tiempo de exploración entre los grupos nTg de 3 meses vs 12 meses de edad. El 

número de animales fue igual a 8 en todos los grupos. 

 

En la prueba de memora de corto plazo (Figura 9), el ANOVA de 2 vías no 

mostró diferencias significativas causadas por alguno de los factores: edad (F2,28= 

0.44, P= 0.64), cepa (F1,28= 1.83, P= 0.20) e interacción (edad x cepa) (F2,28= 0.30, 

P= 0.74). 
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      Prueba de memoria de corto plazo
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Figura 9. Tiempo de exploración, en la prueba de memoria de corto plazo del objeto B. La grafica muestra 

la media ± EE en donde no se encontraron diferencias significativas (n= 8 por grupo). 

 

La prueba de memoria de largo plazo (Figura 10), al no tener varianzas 

homogéneas, se usó un Kruskal-Wallis para comparar los grupos 3xTg-AD (H2= 

0.58, P= 0.75) y nTg (H2= 0.69, P= 0.71) entre sí (factor edad). Se usó la U Mann-

Whitney para comparar los grupos 3xTg-AD con los nTg por edades (factor cepa): 

3 meses (U= 25.00, P= 0.50), 12 meses (U= 30.00, P= 0.88) y 18 meses (U= 29.00, 

P= 0.80). Los resultados no mostraron diferencias significativas en las pruebas. 
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Prueba de memoria de largo plazo
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Figura 10. Tiempo de exploración, en la prueba de memoria de largo plazo del objeto A. La gráfica muestra 

la media ± EE en donde no se encontraron diferencias significativas (n= 8 por grupo). Nótese que el nTg de 18 

meses mostró un porcentaje de exploración negativo. 

 

7.3 Determinación de Cu 

Antes de la determinación del Cu en el cerebro, se realizó una curva de calibración 

con una solución estándar con una concentración definida de Cu (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Curva de calibración para la concentración de Cu. Se observa una correlación de 0.9911, entre 

la absorbancia (λ= 324.8) y la concentración (µg/L), lo que indica que el equipo está bien calibrado. 
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7.3.1 Determinación de Cu libre en el hipocampo 

Para el analizar la concentración de Cu libre en el hipocampo (Figura 12), se realizó 

un Kruskal-Wallis, dado que no hubo homogeneidad de varianzas, para comparar 

los 3xTg-AD (H2= 0.56, P= 0.76) y nTg (H2= 3.44, P= 0.18) entre sí; para comparar 

las cepas se usó U de Mann-Whitney para comparar los grupos por edades. 

Al comparar entre las edades: 3 meses (U= 8.00, P= 0.90), 12 meses (U= 

25.00, P= 0.78) y 18 meses (U= 3.00, P <0.05), se observa que hay más Cu libre 

en los ratones 3xTg-AD de 18 meses (P <0.05), comparados con su control de la 

misma edad (Figura 12).  
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Figura 12. Concentración de Cu libre, expresada en µg de Cu por g de tejido, en el hipocampo de los 

ratones nTg y 3xTg-AD. La gráfica muestra la media ± EE. El asterisco (*) indica un aumento significativo 

(P<0.05) de Cu en el grupo 3xTg-AD de 18 comparado con el nTg de la misma edad. En cada grupo fue diferente 

el número de animales: para los 3 meses de edad fueron 9 (nTg= 3 y 3xTg-AD= 6); para los 12 meses fueron 

15 (nTg= 8 y 3xTg-AD=7) y para los 18 meses 11 (nTg= 5 y 3xTg-AD= 6).  
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7.3.2 Determinación de Cu unido en el hipocampo 

Para analizar la concentración de Cu unido a proteínas (Figura 13), se realizó un 

Kruskal-Wallis para comparar el grupo 3xTg-AD (H2= 2.4, P= 0.30) y nTg (H2= 0.16, 

P= 0.92) entre sí (factor edad), en donde no se encontraron diferencias 

significativas. Para probar el factor cepa se realizó U de Mann-Whitney para 

comparar los grupos por edades: 3 meses (U= 9.00, P= 1.00), 12 meses (U= 14.00, 

P= 0.12) y 18 meses (U= 7.00, P= 0.18). A pesar de que no hay diferencias 

significativas comparando los ratones de 18 meses nTg vs los ratones 3xTg-AD de 

la misma edad, se observa la tendencia de que el Cu aumentó 5 veces más en los 

ratones 3xTg-AD de 18 meses en comparación de los nTg de la misma edad. 
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Figura 13. Concentración de Cu asociado a proteínas, expresada en µg de Cu por g de tejido, en el 

hipocampo de los ratones nTg y 3xTg-AD. La gráfica muestra la media ± EE. En cada grupo fue diferente el 

número de animales: para los 3 meses de edad fueron 9 (nTg= 3 y 3xTg-AD= 6); para los 12 meses fueron 15 

(nTg= 8 y 3xTg-AD=7) y para los 18 meses 11 (nTg= 5 y 3xTg-AD= 6). 
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7.4 Determinación de la actividad de SOD 

Se realizó una ANOVA de dos vías con logaritmos para comparar los grupos (dado 

que no había homogeneidad de varianzas). Se observó que la actividad de SOD 

(Figura 14) fue influenciada por la EA (F2,20= 5.38, P<0.05) y por la interacción de la 

edad con la EA (F2,20= 15.14, P<0.001) pero no por el factor de la edad por sí sólo 

(F1,20= 0.88, P= 0.36). Con la prueba post hoc se encontró que había diferencias 

significativas al comparar los grupos 3xTg-AD de 3 meses vs 12 meses y los grupos 

3xTg-AD de 12 meses vs 18 meses (P<0.001) y los grupos de 12 meses y 18 meses 

nTg (P<0.05). También, en la Figura 14 se observa que a los 3 meses de edad no 

hay diferencia en la actividad de SOD entre los grupos nTg y 3xTg-AD. A los 12 

meses de edad, en el caso de los 3xTg-AD, hay un aumento significativo (P<0.001) 

en la actividad de SOD. En el caso de los 3xTg-AD, ocurre un aumento significativo 

(P<0.05) a los 18 meses de edad. A los 12 meses en los ratones nTg, disminuye en 

un 50% la actividad de SOD con respecto con los ratones de 3 meses, mientras 

que, a los 18 meses de edad, en los ratones nTg la actividad de SOD aumenta en 

un 70% con respecto a los ratones de 12 meses. En el caso de los 3xTg-AD, el 

aumento de la actividad de SOD aumenta a los 12 meses de edad en un 80% en 

comparación con los ratones 3xTg-AD de 3 meses y a los 18 meses, la actividad de 

SOD se reduce en un 70% con respecto a la actividad observada a los 12 meses 

de edad.  
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Figura 14. Actividad de la SOD, en el hipocampo, expresada en unidades de actividad (U) por mg de 

proteína en ratones nTg y 3xTg-AD. La gráfica muestra la media ± EE. El asterisco (*) muestra un aumento 

significativo (P<0.05) entre el grupo nTg de 12 meses vs el de 18 meses, Los tres asteriscos (***) indican un 

aumento significativo (P<0.001) entre los grupos 3xTg-AD de 3 meses con el de 12 meses de edad y una 

disminución significativa (P<0.001) entre los grupos 12 vs 18 meses 3xTg-AD. En cada grupo fue diferente el 

número de animales: para los 3 meses de edad fueron 10 (nTg= 5 y 3xTg-AD= 5); para los 12 meses fueron 7 

(nTg= 2 y 3xTg-AD=5) y para los 18 meses 9 (nTg= 5 y 3xTg-AD= 4).  
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8. DISCUSIÓN 

En el presente, trabajo evaluamos el cobre (Cu) libre y unido a proteínas en el 

hipocampo del modelo murino (3xTg-AD) para la enfermedad de Alzheimer; con 

base en la propuesta de que la fracción de Cu libre en el suero puede ser usada 

para un diagnóstico temprano de la patología (en etapa asintomática de la EA). 

Como lo propone Boll et al. desde el 2008, encuentran el Cu alterado en la etapa 

avanzada de la EA, a causa del aumento en el estrés oxidativo (EO) y en donde no 

cumple correctamente con su funcionamiento como cofactor de la enzima 

superóxido dismutasa (SOD) para la reducción del ion superóxido.  

Por otra parte, uno de los síntomas tempranos observables en la EA, en el 

humano, es la disminución de la capacidad de realizar tareas cotidianas diarias las 

que, conforme avanza la edad, se vuelven más difíciles de realizar (Mioshi et al., 

2007). Se consideró en este modelo que, además de los síntomas y características 

histológicas y fisiológicas de la enfermedad, las conductas normales innatas y no 

invasivas como la anidación y la tarea de reconocimiento de objetos por ubicación, 

nos permitirían la visualización de la ventana de tiempo donde comienzan a 

presentarse los primeros síntomas. En el caso de la anidación, es una conducta que 

advierte acerca del bienestar del animal en su casa habitación y se altera cuando 

hay una atrofia en el hipocampo (Deacon, 2006). Esta conducta es natural y 

representa una función ejecutiva de construir un nido como protección. Nuestros 

resultados muestran que en esta prueba conductual que no hubo diferencias 

significativas cuando se efectúan las comparaciones entre los grupos transgénicos 

(3xTg-AD) sintomáticos y asintomáticos con su respectivo control, esto ha sido 

reportado en 2012, por Filali et al., quienes sometieron hembras 3xTg-AD a una 

batería de pruebas cognitivas comparados con los no transgénicos cuyo fondo 

genético es de presenilina, y en específico, no hubo diferencias significativas en la 

construcción de nido. En este estudio probamos que tampoco los machos 3xTg-AD 

jóvenes en fase asintomática (3 meses de edad) ni en la fase sintomática (12 y 18 

meses), mostraron diferencias en la construcción del nido, probablemente esta 

conducta se preserva gracias a la plasticidad adaptativa del hipocampo, por un lado 
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y por el otro, el estado de confort en sus casas habitación que fueron controladas 

de manera similar en ambos grupos. Además, los resultados obtenidos muestran 

que los ratones 3xTg-AD, en la etapa asintomática construyeron mejores nidos que 

su control no transgénico (nTg) de la misma edad. Lo anterior puede deberse a que 

su control, el ratón nTg, viene de una mezcla derivada del 129 y el fondo genético 

puede variar causando alteraciones en su desempeño conductual (Simpson et al., 

1997). Las primeras observaciones en el laboratorio indicaron esta tendencia de 

nidos construidos de manera similar entre los ratones nTg y los 3xTg-AD, por lo que, 

desde estudio previos (Orta et al., 2013), se ajustaron las calificaciones a 3 medidas 

en lugar de las 5 propuestas por Deacon et al. (2002). Es importante mencionar que 

estas 5 calificaciones en la construcción del nido se reportan en el ratón negro de la 

cepa C57 ya que se refiere a él como el mejor ratón para la ejecución de dicha tarea. 

Sin lugar a dudas, el factor edad, junto con la patología interviene en la calidad de 

la construcción del nido, evidenciado por las diferencias significativas entre el grupo 

joven de 3 meses con los de 12 y 18 meses de edad en el 3xTg-AD; al igual que se 

observa que, en la medida que avanza la enfermedad, la conducta de anidación de 

los ratones transgénicos se asemeja a la de los nTg (Figura 7). 

Otros síntomas tempranos de la EA se encuentran relacionados con otra de 

las funciones importantes del hipocampo tal como la ubicación espacial y el 

reconocimiento de objetos por ubicación (ROU) que informa sobre la función del 

hipocampo en relación a la ubicación de las señales externas, reguladas por las 

células de lugar presentes en el hipocampo asociadas a la complementación de 

patrones (Carasatorre et al., 2015). Los pacientes con la EA presentan desubicación 

espacial, una pobre capacidad para relacionar el contexto y un objeto (Kessels, 

2010). En el entrenamiento se midió el tiempo de exploración de ambos objetos 

(Figura 8). Se observó que los ratones de 12 meses nTg tienden a explorar menos 

que sus pares transgénicos de la misma edad. Tanto en la prueba de memoria de 

corto plazo (Figura 9) como de largo plazo (Figura 10) se observó que no hay 

diferencias significativas entre ninguno de los grupos ya que la variabilidad es muy 

alta, pero se pueden apreciar ciertas tendencias: en la prueba de memoria de corto 
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plazo se puede ver que los grupos de ratones 3xTg-AD tienen un desempeño que 

tiende a ser menor a los grupos nTg. Por otro lado, en la prueba de memoria de 

largo plazo se observa que los ratones de 12 meses de edad 3xTg-AD tienden a 

desempeñar la tarea con menor eficacia que el grupo control nTg. Probablemente, 

si se aumentase el número de animales en los grupos se podría apreciar una 

diferencia significativa entre ambos grupos. 

La tendencia de los grupos de ratones de 18 meses de edad a 

desempeñarse pobremente en la tarea de ROU, en la prueba de memoria de largo 

plazo se puede deber al efecto de la edad, como se observó de manera similar en 

un estudio de Murai (2007) en ratones CD1, machos de 17-18 meses, su 

desempeño en la tarea era menor al de aquellos de 8 meses. Por otro lado, los 

resultados obtenidos en esta tarea concuerdan con aquellos realizados por el grupo 

de Davis (2013) que realizó la prueba de ROU con 12 hembras 3xTg-AD de 11 

meses de edad y sus respectivos controles y encontró que no había diferencias 

significativas entre el grupo control y el transgénico, pero se observó, al igual que 

en nuestro estudio, una tendencia en el grupo control a desempeñarse mejor que el 

transgénico. Tomando en cuenta lo anterior, es posible que la conducta de ROU no 

es suficientemente sensible, por lo que se tendría que contar con más sujetos en 

los grupos. 

Dado que las pruebas cognitivas y conductuales sólo ofrecen una pista, 

pero no una valoración confiable para la detección de la EA, se ha propuesto como 

diagnóstico preventivo la medición de Cu libre en suero de los pacientes de 

Alzheimer ya que este se ha relacionado con el déficit cognitivo en etapas 

tempranas de la enfermedad (Squitti et al., 2014), así pues, es importante observar 

si hay cambios en la fracción de Cu libre en el modelo murino usado puesto que 

ofrece una ventana de oportunidad que permita intervenciones adecuadas, que 

puedan ser aplicadas en la fase asintomática de la EA. Asimismo, en este estudio 

las mediciones de las diferentes fracciones de Cu mostraron que la cantidad de Cu 

unido a proteínas en ratones 3xTg-AD de 18 meses de edad tiende a ser mayor que 

los de 12 meses de edad. 
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En estudios realizados con cerebros humanos y ratones APP/PS1 (James 

et al., 2012) se reportó que la fracción de Cu “lábil” se encuentra aumentada. En los 

ratones se observó un incremento de dicha fracción a los 6 y 13 meses de edad a 

diferencia de los ratones 3xTg-AD de 12 meses de edad de nuestro experimento, 

donde se observó que la fracción de cobre libre tiende a disminuir. Por otro lado, a 

los 18 meses se edad, la fracción de Cu libre aumenta en comparación con el control 

(Figura 12). A los 18 meses de edad, el Cu unido a proteínas tiende a aumentar 

probablemente debido a que parte del Cu se encuentra asociada a la proteína βA. 

Lo cual explicaría la tendencia del aumento de Cu en el hipocampo del ratón. Se ha 

encontrado en estudios con inmunoflourescencia de rayos X que en modelos 

murinos de 3 a 12 meses de edad hay una tendencia de niveles elevados de Cu en 

el hipocampo en comparación con sus controles y, a partir de los 18 meses, se 

observa que los niveles de los controles aumentan (Eskici & Axelsen, 2012) esto 

coincide con los resultados obtenidos de Cu en el hipocampo a pesar que en 

nuestros controles el aumento en la cantidad de Cu libre y asociado no se da. En 

un estudio (Wang et al., 2012) realizado con ratones transgénicos APP/V17I y sus 

respectivos controles de 1, 3, 12 y 18 de edad se observó la micro-distribución del 

Cu en cortes coronales, por medio de radiación sincrónica de micro-fluorescencia 

de rayos X (SR-μXRF), se mostró que había un aumento de Cu en ambos tipos de 

ratones con el aumento de la edad y se observó en el hipocampo de los ratones 

transgénicos con respecto a los controles, esta tendencia se observa, nuevamente 

en la cantidad de Cu en los resultados obtenidos de nuestro estudio. Así, la 

determinación de ambas formas (libre y asociado a proteínas del Cu) indicaría que 

es posible que el Cu no sea transportado de manera adecuada en el organismo, 

dado que, por la patología, el desbalance de los metales puede impactar no sólo en 

el inicio de la enfermedad sino también en su progreso. El Cu provoca EO dado que 

contribuye a la producción de radicales libres (Manto, 2014) asociado a los iones 

nocivos como el superóxido (𝑂2
−) el cual también induce la producción de radicales 

libres.  
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Una de las funciones del Cu es su papel como cofactor de algunas enzimas, 

como superóxido dismutasa (SOD); esta enzima actúa como uno de los principales 

mecanismos de defensa contra el EO provocado por el ion 𝑂2
−. En la medición de la 

actividad de SOD realizada en este estudio, se encontró que, en los animales de 12 

meses de edad, la actividad de la SOD se aumentó en los 3xTg-AD, mientras que, 

en los nTg, el aumento de la actividad de SOD se observó hasta los 18 meses. Por 

lo tanto, se considera que el cambio en la actividad de la SOD es dependiente de la 

edad y del diseño experimental que se use. Lo anterior coincide con los estudios 

post mortem de cerebros de pacientes con la EA (Richardson et al., 1993) en donde 

la actividad de la enzima SOD se encuentra reducida al igual que los 3xTg-AD de 

18 meses de edad que ya se encuentran en una fase muy avanzada de la 

enfermedad. Suponemos que el aumento de la actividad de SOD, en el 3xTg-AD, a 

los 12 meses se deba a un mecanismo de defensa ante el estrés oxidativo y la 

reducción de la actividad de la SOD, a los 18 meses de edad, sea a causa de la 

avanzada edad y su interacción con la patología. 

El presente estudio, propuesto en un modelo experimental homocigoto para 

la enfermedad del Alzheimer-3xTg-AD, aporta conocimiento de la relación funcional 

del hipocampo con respecto a las conductas innatas como la anidación (preservada) 

y la ubicación del organismo con su entorno (reconocimiento de objeto por 

ubicación-ROU), que de algún modo simula las condiciones de ubicación espacial 

de un enfermo de Alzheimer. Estas conductas son reguladas por el hipocampo en 

donde el estrés oxidativo es un síntoma temprano provocado por el desbalance del 

Cu, que forma parte de la cascada de eventos para producir el estrés oxidativo el 

cual en este estudio se vio alterado. Además, este desbalance de Cu (libre y 

asociado a proteínas) contribuye a la propuesta de su detección como diagnóstico 

temprano del Alzheimer para su correcto tratamiento. Asimismo, se requiere 

conocer la respuesta del desbalance del Cu en otras estructuras cerebrales que 

preservan las funciones integrales de sobrevivencia a pesar de la enfermedad. 

Faltarían, sin embargo, más estudios que abunden con respecto al efecto del estrés 

oxidativo con relación a la formación de las placas βA y de las redes neurofibrilares 
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en esta estructura (hipocampo) que, por ser plástica, es sensible a los cambios 

ambientales. 
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9. CONCLUSIONES 

Se cumplió parcialmente la hipótesis de la anidación en el 3xTg-AD, ya que se 

encontraron diferencias en la eficiencia y calidad e la construcción del nido como 

resultado de la interacción de los factores edad y cepa, cuando se compararon entre 

los grupos sintomáticos (12-18 meses) con los asintomáticos (3 meses) quienes 

realizaron mejores nidos.  

Por otro lado, los resultados de la tarea de reconocimiento de objeto por ubicación 

no coincidieron con la hipótesis ya sea porque esta tarea no fue suficientemente 

sensible para observar cambios en el modelo 3xTg-AD, o quizás por la alta 

plasticidad de adaptación del hipocampo en respuesta a factores del medio 

ambiente. 

La fracción de Cu libre en el hipocampo aumenta en los ratones transgénicos con 

edad avanzada lo cual se puede relacionar con el progreso de la enfermedad en el 

modelo 3xTg-AD, lo cual replica el aumento de Cu libre en el suero presente en los 

humanos; aunque no se ha podido relacionar el deterioro cognitivo con la 

concentración de Cu en este animal.  

Se adelantó el aumento de la actividad de SOD a causa de la enfermedad y de la 

edad en el 3xTg-AD. Sobre este fenómeno no se tiene una explicación, por lo que 

sería necesario observar con más detalle el resto de la cadena de estrés oxidativo, 

además de realizar una correlación entre la actividad de SOD y la cantidad de Cu 

libre en el hipocampo. 

 

PERSPECTIVAS 

Con base en este estudio se podría suponer que hay una alteración en el resto del 

cerebro en cuanto a las cantidades de Cu libre, Cu unido y actividad de SOD, por 

tanto, sería de interés observar estas alteraciones en el resto del cerebro y 

relacionarlas con la presencia de placas βA.   
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