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Efecto de la administración de citrulina en el déficit cognitivo asociado a la progresión de la 

Enfermedad de Alzheimer en un modelo murino. 

RESUMEN 

ANTECEDENTES: La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia, ya que abarca entre 

el 50 y el 70% de los casos. El mayor factor de riesgo para padecer la EA es el incremento de la edad, 

conforme crece la esperanza de vida crece exponencialmente el riesgo de padecerla, y en los países con 

niveles de ingresos bajos y medios se presentan más casos. 

En los últimos años, la comprensión de los mecanismos moleculares y celulares implicados en la patogenia 

de esta enfermedad neurodegenerativa poligénica ha mejorado pero aún no está del todo esclarecida. 

Existen numerosas y complejas cascadas de alteraciones que interactúan secuencialmente, con las cuales se 

intenta explicar los mecanismos patológicos de la EA. Una hipótesis sugerida es la de la cascada amiloidea 

que lleva a la acumulación de placas con la isoforma del péptido beta amiloideo de 42 aminoácidos de 

longitud, que además de ser el componente mayoritario de las placas seniles, se considera una isoforma 

neurotóxica. También se ha descrito el depósito de ovillos neurofibrilares intraneuronales producidos por la 

hiperfosforilación de la proteína TAU y procesos posteriores como la neuroinflamación generalizada. Ambas 

cascadas, beta amiloidea y ovillar, inducen degeneración axonal e interrupción de la integridad sináptica, lo 

que a su vez conduce a una disfunción sináptica y en última instancia al deterioro cognitivo. Se ha propuesto 

verla como una enfermedad metabólica mediada por resistencia cerebral a la insulina y al factor de 

crecimiento insulínico tipo 1. También han sido observados cambios metabólicos en modelos murinos con la 

EA en donde se han reportado cambios en niveles de las poliaminas, de algunos aminoácidos esenciales, en 

aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs), en los niveles de serotonina y en la homeostasis de fosfolípidos. 

Deficiencia de arginina, un precursor del óxido nítrico también ha sido reportada en pacientes con 

enfermedad de Alzheimer. Generalmente, los cambios patológicos en el cerebro preceden a los cambios en 

metabolitos de la sangre en esta enfermedad. El seguimiento de todos los cambios bioquímicos durante la 

EA, así como la relación entre los mecanismos de la enfermedad y algunos procesos metabólicos, permitirá 

el desarrollo de estrategias terapéuticas. Algunos trabajos de investigación se han centrado en el papel de 

los niveles de algunos aminoácidos durante la EA e incluso han propuesto la suplementación con algunos de 

ellos para revertir o detener el deterioro cognitivo en la enfermedad. Hasta ahora la suplementación con 

aminoácidos se ha realizado en modelos animales en envejecimiento y los resultados han sido favorables, un 

ejemplo de esto es un trabajo en el que una dieta rica en citrulina (3 meses) generó cambios en los patrones 

de las balsas lipídicas en ratas envejecidas, ayudando así a una disminución de la producción de la proteína 

precursora de amiloide, lo cual indica que la citrulina disminuyó los cambios en balsas lipídicas asociados al 
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envejecimiento en estos animales, dejando un patrón de balsas lipídicas parecido al que presentan los 

animales jóvenes. Se ha reportado que los niveles de arginina del líquido cefalorraquídeo disminuyen en el 

adulto mayor así como en pacientes con demencia multi-infarto. Algunos estudios reportan que la vía 

metabólica de la arginina se encuentra implicada en el desarrollo de la EA.  Al respecto,  citrulina se ha 

propuesto como un preventivo de la disfunción vascular dado que se considera un sustituto de la terapia 

con arginina esto debido a que arginina en dosis altas causa malestar gástrico y es suceptible de degradación 

por el hígado, lo cual reduce su disponibilidad a nivel sistemíco; ambos fenómenos no suceden con la 

administración de citrulina.  

OBJETIVOS: Evaluar el efecto de la administración de citrulina en la progresión de la enfermedad de 

Alzheimer mediante cambios en la memoria espacial, así como cambios en las concentraciones de arginina y 

óxido nítrico en líquido cefaloraquídeo e hipocampo, en un modelo murino para esta enfermedad.  

MATERIAL Y MÉTODOS: Después de la administración de citrulina  durante 3 meses, la memoria espacial de 

los animales fue evaluada mediante el laberinto acuático de Morris. Posteriormente, se obtuvo líquido 

cerebroespinal mediante una punción en la cisterna magna para detectar, mediante HPLC, las 

concentraciones de L-arginina. Se midieron además los niveles de arginina y óxido nítrico en homogenados 

de hipocampo después del tratamiento en ambos grupos experimentales (citrulina y control). 

RESULTADOS: Los animales 3xTgAD machos de 8 meses de edad que fueron administrados con citrulina 

durante tres meses tienen un mejor desempeño conductual en la tarea espacial de Laberinto Acuático de 

Morris. Los niveles de arginina después de la administración de citrulina incrementaron en líquido 

cefalorraquídeo, sin embargo no se observaron cambios en los niveles de arginina en tejido (hipocampo) y 

observamos una tendencia al incremento en los niveles de NO en tejido.  

CONCLUSIONES: La administración oral de citrulina podría ser un adyuvante para mejorar la memoria en 

etapas tempranas de la enfermedad, poniendo al óxido nítrico como un blanco de interés viable en la 

investigación para aminorar el déficit cognitivo en la EA. 
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ABSTRACT 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia and consists of progressive 

neurodegeneration characterized by initial memory impairment and cognitive decline. Amyloid and tangle 

pathologies are specific to AD, and although its precise etiology is still unclear, cardiovascular risk factors 

(e.g., hypertension, hypercholesterolemia, diabetes mellitus, aging, and sedentary lifestyle) are associated 

with a higher incidence of AD. At this time, evidence suggests that chronic brain hypoperfusion and cere- 

brovascular pathology are the earliest clinical markers of AD. Some studies support the hypothesis that AD 

correlates with the dysfunction of metabolic pathways that are translated into neurological symptoms. In 

this regard, changes in bioenergetics are part of the normal aging process and even when body-wide, these 

anomalies affect the brain most substantially because of its exceptionally high-energy requirements. In AD, 

changes in the glycolysis pathway, a decrease in oxidative metabolism, diminished mitochondrial potential, 

defective or reduced mitochondria, and insulin-like growth factor 1/insulin resistance have been reported 

New metabolomic and lipidomic studies have analyzed changes in the postmortem brains of patients with 

AD. Some studies implicated the L-arginine (L-Arg) metabolic pathway in the development of AD. Different 

metabolomic studies suggest that amino acid levels vary greatly in AD, with arginine being one of the most 

interesting ones because a reduction in this amino acid can affect the citrulline/nitric oxide (NO) pathway. 

Studies in a rodent model of AD show similar results pointing to a dysregulation of the L-Arg metabolism.  

Arginine is a semi-essential amino acid in humans that, under certain physiologic conditions with a high 

demand for arginine, may become essential, and is required for NO, creatine, polyamine, and protein 

synthesis. Arginine and citrulline concentrations are lower in the cerebrospinal fluid of patients with AD. 

However, some studies did not show any changes in the arginine levels of patients with AD or the levels 

were elevated compared with those of patients with mild cognitive impairment.  

Geriatric patients with cerebrovascular disease who are treated with oral L-Arg have been shown to improve 

their cognitive function and reduce their levels of lipid peroxidation. Furthermore, the 

intracerebroventricular administration of L-Arg has recently been reported to improve spatial memory 

acquisition of 6.5 month old female 3xTgAD mice with AD.  

NO has been shown to be biologically active in the central nervous system and is involved in learning 

processes and cognitive function, because NO helps regulate synaptic plasticity and contributes to long-term 

potentiation and depression. Deficiency of NO has been implicated in neurodegeneration by promoting 

endothelial dysfunction, accelerating formation and accumulation of amyloid peptides, reducing synaptic 

plasticity, activating microglia, and evoking neuroinflammation.  
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Citrulline is a precursor of L-Arg, which is oxidized to NO and citrulline by the action of endothelial NO 

synthase (NOS). The exogenous administration of L-Arg has been reported to restore NO bioavailability,  and 

may offer a therapeutic strategy to control NO metabolism disorders and improve cardiovascular function.  

Citrulline supplementation for 3 months reduced age-related hippocampus raft changes, resulting in raft 

patterns similar to those in young animals. All citrulline-treated rats had low levels of amyloid protein 

precursor (APP) and low levels of C99-APP-Cter, the first- step fragment of amyloidogenic APP. Citrulline has 

also been reported to protect against H2 O2 -induced hippocampal long-term potentiation (LTP) 

impairment, and aged rats fed with citrulline can reach a robust LTP, similar to the LTP recorded for younger 

rats. Citrulline has shown beneficial effects in various neurological diseases associated with oxidative stress, 

such as transient ischemic stroke. 

Objectives: Alzheimer’s disease (AD) correlates with the dysfunction of metabolic pathways that translates 

into neurological symptoms. An arginine deficiency, a precursor of nitric oxide (NO), has been reported for 

patients with AD. We aimed to evaluate the effect of citrulline oral supplementation on cognitive decline in 

an AD murine model.  

Methods: Three-month citrulline or water supplementation was blindly given to male and female wild- type 

and 3×TgAD mice with AD trained and tested in the Morris water maze. Cerebrospinal fluid and brain tissue 

were collected. Ultra-performance liquid chromatography was used for arginine determinations and the 

Griess method for NO.  

Results: Eight-month-old male 3×Tg mice with AD supplemented with citrulline performed significantly 

better in the Morris water maze task. Arginine levels increased in the cerebrospinal fluid although no 

changes were seen in brain tissue and only a tendency of increase of NO was observed.  

Conclusions: Citrulline oral administration is a viable adjuvant for memory improvement in the early stages 

of AD, pointing to NO as a viable, efficient target for memory dysfunction in AD.  
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MARCO TEÓRICO 

1. Enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia, es una enfermedad caracterizada por 

la neurodegeneración progresiva del sistema nervioso central, que eventualmente lleva al declive gradual de 

la función cognitiva (Sisodia et al., 2010). La EA fue descrita en 1906 por el psiquiatra alemán Alois Alzheimer 

en una mujer de 50 años, por lo que en su momento se consideró una demencia presenil. Sin embargo, en la 

actualidad, la mayoría de los casos diagnosticados como EA corresponden a pacientes de más de 65 años.  

La EA como la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas, presenta una forma familiar y una no-

familiar o esporádica (Sisodia et al., 2010; Zhu et al., 2011). En 2015 el World Alzheimer’s Report publicó la 

estimación de 46 millones personas con demencia en el mundo y en ese mismo reporte se estimó que la 

cifra aumentaría a 131.5 millones para el año 2050. Además, mostró una estimación por continentes en la 

cual el continente americano presentaba 9.4 millones de casos; en 2019 la estimación fue de más de 50 

millones de personas en el mundo que vivían con demencia y se estimó que esa cifra aumentaría a 152 

millones para el año 2050.  

Específicamente de México se sabe que es un país cuya población está envejeciendo, mostrando una 

transformación radical en su pirámide de base ancha que significaba una población joven mayoritaria y que 

va a paso acelerado hacia un rectángulo, es además uno de los países latinoamericanos con mayor 

prevalencia (7.3%) y una incidencia de 27.3 (1000 personas/año) que presenta enfermedad de Alzheimer. 

Estudios en población mexicana han determinado que hay un mayor número de mujeres con EA y el riesgo 

de padecerla se incrementa con la presencia del síndrome metabólico, la enfermedad cardiovascular y la 

depresión. La proyección del número de mexicanos afectados por la enfermedad de Alzheimer para el 2050 

alcanzará la cifra de más de 3.5 millones (Instituto Nacional de Geriatría 2014). 
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1.1 Definición 

La EA es una enfermedad multifactorial, definida por la neurodegeneración progresiva e irreversible del 

sistema nervioso central que eventualmente lleva al declive gradual de la función cognitiva; es la causa más 

común de demencia en la población de edad avanzada (Czech et al., 2000; Oddo et al., 2003).  

Entre los factores de riesgo de la EA se encuentra la vulnerabilidad genética debida a polimorfismos entre 

determinados grupos de sujetos (Maccioni et al., 2009). También existen antecedentes como traumatismos 

cráneo-encefálicos, una dieta rica en grasas, alteraciones en la homeostasis del colesterol, deficiencias de 

vitamina B12, cambios en la respuesta inmune (infecciones recurrentes) (Rojo et al., 2006), un incremento 

del estrés oxidativo (sobrecarga de hierro redox en el cerebro), activación de las células gliales, 

anormalidades proteicas, alteraciones sinápticas y factores neurotóxicos (Lavados et al., 2008) que 

incrementan el riesgo de desarrollar la EA. 

1.2 Antecedentes históricos 

Identificada por primera vez en 1886 por el neuropsiquiatra y neuropatólogo Bernhard von Gudden, en el 

rey de Bavaria Ludwig II que padecía una enfermedad mental, Bernhard escribió un reporte del caso 

mientras se hacia cargo del cuidado del rey, dicho reporte posteriormente influyó en el trabajo de Alois 

Alzheimer. 

El psiquiatra alemán Alois Alzheimer describió nuevos marcadores patológicos (neurofibrillas y placas 

seniles) de un concepto de demencia antiguo y en 1907 publicó la descripción clinico patológica de la señora 

Auguste D., una mujer de 50 años, a pesar de que en su momento se consideró una demencia presenil (45 a 

65 años de edad). Alzheimer realizó el estudio histológico del cerebro de esta paciente y puntualizó las 

características neuropatológicas de esta enfermedad por primera vez, describiendo las placas seniles y 

ovillos neurofibrilares (Sisodia, S.S. y Tanzi R.E., 2010). 

Existe controversia al respecto de las descripciones que algunos autores hicieron antes que las del doctor 

Alzheimer. Cinco meses antes que Alzheimer, Fuller relacionó la demencia senil con la presencia de 

neurofibrillas. Desde 1887 ya existían reportes en los que se relacionaba a estas placas con demencia.  
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En 1907, Fisher realizó un estudio clínico-patológico de 12 pacientes en el que relacionó también las placas 

seniles con la demencia. Sin embargo, se atribuyó a Alois Alzheimer esta primera descripción y de ahí el 

nombre de la enfermedad. 

En la actualidad, la mayoría de los casos con diagnóstico de EA corresponden a pacientes de más de 70 años, 

con lo cual se puede señalar que se trata de EA esporádica (EAE) (Sisodia, S.S. y Tanzi R.E., 2010), asociada 

principalmente al envejecimiento (Zhu H., et al., 2011). 

1.3 Patología de la enfermedad 

La EA se caracteriza por dos lesiones principales: placas neuríticas difusas, compuestas principalmente por el 

péptido β-amiloide1-42 y ovillos neurofibrilares, compuestos de agregados filamentosos de la proteína tau 

hiperfosforilada. Las placas neuríticas derivan del rompimiento proteolítico de la proteína precursora de 

amiloide (APP) por la acción de las secretasas beta y gama (ver Figura 1) y se encuentran principalmente en 

las cortezas del sistema límbico y cortezas asociadas. Son focos microscópicos de deposiciones 

extracelulares de β-amiloide1-42 asociadas a daño axonal y dendrítico.  

 

Figura 1.Modificado de Querfurth y Laferla 2010. 
Corte de la a-secretasa a la secuencia del péptido b-amiloide (Ab), con lo cual se inicia la cascada no amiloidogénica. Un ectodominio 
largo de la proteína precursora amiloide es liberado (sAPPa) dejando atrás un fragmento carboxilo terminal de 83 aminoácidos 
(C83), el cual es digerido por la g-secretasa, liberando un dominio extracelular p3 y un dominio intracelular amiloide (AICD). En la 
cascada amiloidegénica por el contrario la enzima que corta primero es la b-secretasa (BACE-1), liberando un fragmento más corto 
(sAPPa). El fragmento liberado carboxilo terminal de 99 aminoácidos es posteriormemte cortado por la g-secretasa y genera el 
fragmento (Ab) y el fragmento AICD. La escisión de la γ-secretasa ocurre dentro de la membrana celular en un proceso único 
denominado proteólisis membranosa ". sAPPα y sAPPβ son fragmentos de APP secretados después de escisiones de α-secretasa y β-
secretasa, respectivamente. AICD es una cola corta (aproximadamente 50 aminoácidos) que se libera en el citoplasma después de 
escisiones progresivas de ε-a-γ por la γ-secretasa. AICD se transporta al núcleo, lo que inicia la activación de la transcripción. 
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Los ovillos neurofibrilares se forman cuando la proteína Tau es fosforilada en múltiples sitios y debido a esto 

pierde su afinidad por los microtúbulos separándose y agregándose principalmente en el citoplasma 

perinuclear de neuronas de regiones como el hipocampo, la amígdala o la corteza entorrinal (Selkoe D.J, 

2001).  

 

Figura 2. Modificado de Querfurth y Laferla 2010. 
Tau estructura y función. La fosforilación normal de Tau ocurre en los residuos de serina y treonina. Cuando estos residuos están 
seguidos de prolina estos aminoácidos son fosforilados por la cinasa sintasa glicógeno, una cinasa dependiente de ciclina (cdk5) y su 
subunidad activadora p25 o la proteína cinasa activadora de mitogeno (MAPK). Sitios específicos  hiperfosforilados de filamentos 
helicoidales pareados de la proteína Tau en la enfermedad de Alzheimer tienden a estar flanqueados por el dominio de unión a 
microtúbulos (MBD) de Tau. La unión de Tau promueve el ensamblaje de los microtúbulos y su estabilidad. Actividad excesiva de las 
cinasas, así como actividad reducida de las fosfatasas o ambas causa hiperfosforilación de Tau pérdida del ensamblaje y auto-
agregación, además de desestabilizar los microtúbulos.  
 

 

2.  Metabolismo y Enfermedad de Alzheimer  

Durante la enfermedad de Alzheimer ocurren cambios metabólicos relacionados con la fisiología y 

señalización celular, no se ha determinado si estos cambios preceden o son consecuencia de la enfermedad 

y han sido reportados como factores de riesgo. La etiología de esta enfermedad no es aún clara, sin 

embargo, existen factores de riesgo cardiovasculares tales como la hipertensión, hipercolesterolemia, 

diabetes mellitus, el envejecimiento y un estilo de vida sedentario que han sido asociados con una alta 

incidencia en pacientes con esta enfermedad (Austin SA. et al., 2010; Bourasset F., et al., 2009). Algunos 

estudios sostienen la hipótesis de que la EA correlaciona con la disfunción de vías metabólicas lo cual se 

traslada a síntomas neurológicos (Cai H., et al., 2012). En consonancia con estas hipótesis, se ha visto que 

existen cambios en la bioenergética como un proceso normal que ocurre durante el envejecimiento, lo cual 
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afecta principalmente al cerebro debido a los altos requerimientos energéticos de este órgano (Maccioni et 

al., 2009).  

La Bioenergética es el metabolismo de varias moléculas combustibles para producir y utilizar energía a 

través de la glicólisis, la respiración mitocondrial (fosforilación oxidativa) o la vía fosfato pentosa (PPP) 

(Sonntag et al., 2017). La acumulación de anormalidades en el balance de glucosa/lactato en combinación 

con el daño mitocondrial en neuronas puede tener como consecuencia muchos eventos celulares de 

senescencia y neurodegeneración, los cuales pueden incluir la iniciación y progresión de la EA (Demetrius et 

al.,2014). Además, se han observado cambios en la vía de glicólisis, decremento de metabolismo oxidativo, 

disminución del potencial mitocondrial y resistencia al factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) (Rojo et 

al., 2006). 

2.1 Aminoácidos en enfermedad de Alzheimer 

Relacionado con cambios en la bioenergética que se presentan durante el envejecimiento se ha demostrado 

que cuando las neuronas no pueden realizar el catabolismo de la glucosa de manera eficiente, como ocurre 

durante la EA, realizan un proceso de oxidación de aminoácidos para producir energía. Si los aminoácidos 

neuronales disminuyen o si la maquinaria empleada para su metabolismo se desregula, las neuronas pueden 

morir, contribuyendo con esto a la progresión de la enfermedad (Griffin y Bradshaw, 2017). 

Varios estudios han demostrado alteraciones en los niveles de aminoácidos en suero y cerebro de pacientes 

con EA o en modelos animales. Sin embargo, aún no se ha establecido si estos cambios contribuyen o no a la 

patogénesis de la enfermedad (Griffin y Bradshaw, 2017). En general casi todos los aminoácidos se 

encuentran significativamente reducidos en pacientes con EA comparados con los controles (Hurtado et al., 

2018). Los aminoácidos libres tienen importancia en la neurotransmisión, en la función de receptores y han 

sido implicados en la neurotoxicidad, cambios en estos aminoácidos pueden ser un indicador de 

neurodegeneración en EA.  

Ejemplo de esta investigación realizada en niveles de aminoácidos esta el trabajo de Fonteh y colaboradores 

que determinaron los cambios en la concentración de aminoácidos libres y dipéptidos en pacientes con 
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probable EA (estos pacientes mostraron una historia clínica de demencia progresiva de más de 12 meses de 

duración, con daño en la memoria en más de dos áreas relacionadas con la cognición y el inicio de la 

enfermedad se encontraba entre las edades de 40 y 90 años), para esto, emplearon los métodos de 

cromatografía líquida y espectrofotometría de masas. Las concentraciones de aminoácidos libres y 

dipéptidos fueron medidos en líquido cefalorraquídeo, plasma y orina de los pacientes control y de los 

pacientes con probable EA; los resultados obtenidos indican que los aminoácidos libres arginina y citrulina, 

involucrados en el metabolismo de la urea y la síntesis del óxido nítrico (NO por sus siglas en inglés), 

mostraron concentraciones ligeramente bajas en líquido cefalorraquídeo de los pacientes y plasma con 

probable EA la concentración de aminoácidos arginina, citrulina y ornitina fue mayor en orina de estos 

pacientes, comparados con los controles. Estos cambios en arginina y citrulina podrían deberse a cambios en 

la detoxificación de nitrógeno (Fonteh et al., 2007). Resultados similares fueron obtenidos por Samakashvili 

y colaboradores, ellos reportaron disminución en los niveles de arginina en líquido cefalorraquídeo de 

pacientes con enfermedad de Alzheimer comparados con pacientes control, pacientes con deterioro 

cognitivo leve que permaneció estable y pacientes con deterioro congnitivo leve con progresión hacia 

enfermedad de Alzheimer en estos cuatro grupos se observó una disminución de los niveles del aminoácido 

arginina dependiente de la progresión siendo los pacientes con enfermedad de Alzheimer los que 

presentaton los niveles más bajos de arginina (Samakashvili et al., 2011). Ibañez y colaboradores encuentran 

un tendencia similar en los niveles del aminoácido arginina, observaron una ligera reducción en muestras de 

líquido cefalorraquídeo de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Ibáñez et al., 2012). 

En otro trabajo de Molina y colaboradores se midieron los niveles de 21 aminoácidos en líquido 

cefalorraquídeo y 24 aminoácidos en plasma dentro de los cuales se encontraban citrulina y arginina, en 

pacientes con EA y en controles de la misma edad, al igual que en el trabajo anterior, ellos encontraron una 

disminución en los niveles de citrulina en líquido cefalorraquídeo en pacientes con EA comparados con los 

controles de la misma edad, pero, a diferencia de Fonteh y colaboradores ellos encontraron incremento en 

los niveles de arginina en líquido cefalorraquídeo y aumento en los niveles de citrulina en plasma (Molina et 

al., 1998). 
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Otros estudios han analizado los cambios metabólicos en pacientes con deterioro cognitivo leve, EA y en 

controles de la misma edad y encontraron que los metabolitos dimetilarginina, arginina, valina, prolina, 

serina, histidina, colina, creatina, carnitina y suberilglicina podrían ser posibles biomarcadores de la 

progresión de esta enfermedad (Ibáñez et al., 2012). En otro estudio metabolómico realizado en plasma de 

pacientes con deterioro cognitivo leve y pacientes con EA se encontró que el metabolismo de arginina y las 

poliaminas estaban alterados en los pacientes con EA (Graham et al., 2015). Otro estudio demostró que las 

concentraciones de arginina en plasma de pacientes con EA se encontraban disminuidas al compararlas con 

sus controles de la misma edad; además, observaron una tendencia al incremento de los niveles de ADMA 

(dimetil-arginina-simétrica), importante inhibidor endógeno de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS por sus 

siglas en inglés), éste aumento podría conducir a la reducción en la producción de óxido nítrico que a su vez 

es un importante regulador cardiovascular, inmune y del sistema neuronal (Arlt et al., 2012).  

Contrario a estos cambios observados en algunos aminoácidos en pacientes probables o pacientes 

diagnosticados con la EA, también hay estudios en los que reportan que no hay cambios en las 

concentraciones de arginina en líquido cefalorraquídeo de pacientes con esta enfermedad comparados con 

controles de la misma edad (Mulder et al., 2002). En otro estudio realizado por Kaiser y colaboradores, los 

niveles de aminoácidos como citrulina, arginina y ornitina se encontraron elevados en muestras de líquido 

cefalorraquídeo de pacientes con EA comparados con pacientes con deterioro cognitivo leve (Kaiser et al., 

2010).  

En cuanto a los cambios en niveles de arginina en tejido cerebral también existen discrepancias; se ha 

encontrado disminución aproximadamente del 27% en nivel de arginina asociado a la enfermedad de 

Alzheimer en corteza temporal de pacientes con esta enfermedad (Gueli y Taibi, 2013). Como este trabajo 

existe otro realizado por Liu y colaboradores en el que reportan una disminución en los niveles de arginina 

en el giro frontal superior en pacientes con enfermedad de Alzheimer pero no encuentran diferencias en los 

niveles de este aminoácido en otras estructuras como el hipocampo y el cerebelo (Lui et al., 2014). Contrario 

a estos resultados, Tarbit y colaboradores reportan un incremento en los niveles de arginina en hipocampo 

de pacientes con enfermedad de alzheimer (Tarbit et al., 1980). 
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Otros estudios además han correlacionado la EA con disfunción de vías metabólicas, lo que se traslada a 

sintómas neurológicos. Estudios en metabolómica han analizado cambios post mortem en cerebro  de 

pacientes con EA, algunos de estos estudios implican a la vía de L-arginina en el desarrollo de la enfermedad 

de Alzheimer, específicamente en el deterioro cognitivo observado durante la progresión de la enfermedad; 

esta asociación está basada en el papel de  arginina en la vía de las óxido nítrico sintansas y la producción de 

óxido nítrico y la función del NO como regulador del flujo cerebral, en la respuesta inmune y en procesos 

neurológicos, como plasticidad sináptica; por ejemplo en la depresión a largo plazo (LTD por sus siglas en 

inglés) en el cerebelo y el estriado y en la potenciación a largo plazo (LTP por sus siglas en inglés) en 

estructuras como el hipocampo y la corteza (Arancio et al; 1996). Sin embargo como en muchas otras 

enfermedades neurodegenerativas aún no es posible establecer que estos cambios metabólicos sean la 

causa directa o sólo consecuencia de la enfermedad de Alzheimer. 

La relación entre los cambios metabólicos y la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer aún no es 

ampliamente estudiada, ni entendida, no está claro aún cómo estas perturbaciones en el metabolismo están 

relacionadas con la severidad en la patología de la EA y con la expresión de los sintómas en individuos en 

riesgo de padecer la enfermedad. 

3. Citrulina 

Arginina es el precursor del NO, y a su vez tiene como precursor a citrulina. Citrulina es un aminoácido no 

proteico, semi-esencial, producido por el metabolismo de la glutamina intestinal y es el precursor para la 

síntesis de arginina de novo (Bahri et al., 2012).  Es producido de manera natural en el cuerpo y se puede 

encontrar en algunas frutas como la sandía (Citrullus vulgaris), de donde deriva el nombre (Moinard et al., 

2008). El aminoácido L-citrulina no está sujeto a la eliminación pre-sistémica, se convierte en L-arginina por 

la argininosuccinato-sintasa y por la argininosuccinato-liasa (Collins et al., 2007). 

L-citrulina (C6H13N3O3) tiene una masa molar de 175,19 g/mol. Es un ácido α-amino y existe en dos formas: 

citrulina libre, que es un producto de la familia de la enzima NOS; y citrulina que resulta de la modificación 

postraduccional de ciertas proteínas en residuos de arginina, que es catalizada por la peptidil-arginina 
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deaminasa (PAD). Se considera un aminoácido no proteico porque no puede ser incorporado en las 

proteínas durante el proceso de traducción, pero se encuentra en algunas proteínas debido a modificaciones 

postraduccionales (Curis et al., 2005).  Hay evidencia que sugiere que estas modificaciones pueden ser 

responsables de la activación inicial de la autoinmunidad, y se propone que la citrulinación es un proceso 

post traduccional asociado a la inflamación, es decir que se ha visto que ocurre con mayor frecuencia y de 

manera patológica cuando existe un proceso de  inflamación, ya que está presente en muchos tejidos 

inflamatorios (Collins et al., 2007).  

La síntesis de citrulina depende principalmente de dos enzimas que corresponden a dos vías metabólicas en 

las cuáles está involucrada: la ornitina carbamoiltransferasa (OCT) y la NOS. Sólo la enzima arginosuccinato 

sintasa (ASS) es capaz de realizar el catabolismo de citrulina en mamíferos, y participa en ambas vías 

metabólicas antes mencionadas. La OCT es una de las enzimas que participan en el ciclo de la urea, ésta 

cataliza la conversión de ornitina en citrulina. Esta enzima también participa en el anabolismo de citrulina 

(vía de biosíntesis de arginina), donde citrulina es el producto (Baur et al., 1987). En humanos la OCT se 

encuentra principalmente en el hígado y la mucosa intestinal (Takiguchi y Mori, 1995). 

La otra vía de síntesis de citrulina es a través de las NOS esta reacción ocurre en todos tejidos, las tres 

enzimas NOS tienen expresión y localización en células neuronales (nNOS), en macrófagos (iNOS) y en 

células endoteliales (eNOS). Todas estas enzimas comparten un mecanismo para la síntesis de NO a partir de 

arginina con liberación de citrulina (Meulemans A., 2000).  

Existe además un mecanismo de reciclamiento de citrulina durante el ciclo de la urea y las enzimas que 

participan son la arginosuccinato sintetasa (ASS) y la arginosuccinato liasa (ASL); a su vez el aminoácido 

citrulina que se produce en este ciclo puede ser usado como precursor de NO. Varios tipos de células que 

son capaces de metabolizar arginina en NO pueden tomar citrulina circulante (Raghavan y Dikshit, 2001).  

El transporte de citrulina depende de transportadores no específicos de este aminoácido, puede ser 

transportado por transportadores genéricos de aminoácidos. Todas las células en el sistema nervioso tienen 

un sistema de transporte de citrulina. Se ha establecido que el sistema de transporte de aminoácidos L 
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puede ser un sistema implicado en el transporte de citrulina debido a que es un transportador no 

dependiente de sodio (Schmidlin et al., 2000). Además de este transportador, el transportador de arginina 

también puede participar en la absorción de citrulina (Hilderman et al., 2000). 

La primera vía metabólica de citrulina es la biosíntesis de arginina, la cual involucra intercambios de citrulina 

en todo el cuerpo; arginina sintetizada a partir de citrulina representa el 60% de la síntesis de arginina de 

novo en el organismo, pero sólo del 5 al 15% de arginina circulante (Morris, 2000);  la segunda vía 

metabólica es el ciclo del NO, el cual involucra reciclamiento local de citrulina; la tercera vía es el ciclo 

completo de la urea, el cual tiene lugar en el hígado. El hígado no puede tomar citrulina de la circulación, por 

esta razón citrulina es convertida en arginina por el riñón y liberada en la sangre para hacerla disponible 

para todo el cuerpo (Cynober et al., 1995). Citrulina es un aminoácido no esencial en condiciones 

fisiológicas, la mayor parte de citrulina que se encuentra en la circulación proviene de la conversión de 

glutamina en los enterocitos, otros aminoácidos que actúan como precursores de citrulina son: glutamato, 

prolina y arginina bajo algunas circunstancias (Cynober, 2002).  

En el cerebro las neuronas que producen NO no son capaces de reconvertir citrulina en arginina ya que éstas 

no expresan las enzimas ASS y ASL. El aminoácido citrulina es entonces liberado por las neuronas y tomado 

por células neuronales que se encuentran alrededor y en estas células se realiza la re-conversión a arginina. 

El aminoácido Arginina recién formada es liberado y tomado por las neuronas para formar más NO 

(Wiesinger, 2001). 
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3.1 Óxido nítrico  

Ha sido reportado que arginina restablece la biodisponibilidad del NO (Lorin et al., 2014). Cuando se realiza 

la administración aguda o crónica de arginina la producción de NO endotelial incrementa y mejora la función 

del endotelio, disminuyendo el riesgo de aterotrombosis (Waugh et al., 2001; Smith et al., 2006) lo cual 

puede significar que arginina puede ser empleada como una estrategia terapéutica para controlar los 

desórdenes en el metabolismo del NO y mejorar la función cardiovascular (“Citrulline: From metabolism to 

therapeutic use,” 2013). El NO es un gas inodoro e incoloro por lo cual puede difundirse libremente a través 

de las membranas celulares. Es sintetizado a partir del aminoácido L-arginina con la participación de la 

enzima óxido nítrico sintetasa (NOS). Este proceso requiere de la participación de un agente reductor el 

NADPH (dinucleótido de nicotinamida y adenina fosfato), también de cofactores: dinucleótido de flavina y 

adenina (FAD), mononucleótido de flavina y adenina (FMN), tetrahidrobiopterina (H4B) y hierro 

protoporfirina IX (hemo) y son dependientes de calcio (Nathan,1992). La actividad de la NOS está regulada 

por arginina, oxígeno, calcio y otras sustancias necesarias para la síntesis del NO. En las células se han 

identificado 3 isoformas de NOS, dos de ellas, la endotelial (eNOS) y la neuronal (nNOS), están presentes en 

las células en todo momento por lo cual son denominadas constitutivas. La tercera isoforma es inducible 

(iNOS) y se expresa como respuesta a diferentes estímulos (Nathan, 1992; Feldman, 1993).  

El NO se sintetiza en el endotelio vascular en respuesta a estímulos de sustancias que circulan en la sangre o 

cuando la presión sanguínea se eleva, esto hace que se inicie la síntesis del NO, en la que el NO se une a la 

enzima guanilato ciclasa y la activa. Esta enzima a su vez cataliza la formación de GMP cíclico (GMPc) a partir 

de GTP que actúa induciendo la vasodilatación. El resultado de la entrada de NO es, por tanto, la síntesis del 

mensajero intracelular GMPc. El NO también actúa en el sistema inmune, es sintetizado en leucocitos y su 

principal función es exterminar organismos fagocitados (Gaston et al., 1993). 

El NO está biológicamente activo en el sistema nervioso central; involucrado en procesos de aprendizaje y 

función cognitiva. (Hawkins, 1996); su participación ha sido demostrada en procesos de plasticidad sináptica 

(Dubey et al., 2018), además de contribuir en los procesos biológicos de LTP y LTD (Liu et al., 2019). La 

deficiencia de óxido nítrico ha sido implicada en neurodegeneración, varios estudios han demostrado la 
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asociación entre la patofisiología de la enfermedad de Alzheimer y los sistemas de NOS. Todas las isoformas 

de NOS están alteradas en la EA, lo cual podría indicar que el óxido nítrico tiene participación en la patología 

de esta enfermedad (Togo et al., 2004; Domek-Łopacinska, K.U., Strosznajder, 2010). 

Existe evidencia que indica que el NO endotelial tiene participación en la plasticidad sináptica en la corteza y 

el estriado (Haul et al., 1999; Doreulee et al., 2003). En la actualidad también ha sido demostrado que eNOS 

desempeña un papel en la modulación de la función sináptica en el hipocampo, que como se sabe, es la 

estructura cerebral que primero y con más severidad se ve dañada durante la patogénesis de la enfermedad 

de Alzheimer (Katusic y Austin, 2014). Hopper y Garthwaite en 2006 demostraron que la producción de NO 

en el endotelio vascular es una señal requerida para la función sináptica hipocampal.  Así mismo, la LTP es 

dependiente de la liberación de NO que es a su vez causada por la actividad de nNOS, así como de la 

liberación de NO proveniente de la actividad de eNOS (Hopper y Garthwaite, 2006). Tanto en LTP como en 

LTD, la transducción de señales del NO implica activación del receptor acoplado a guanilil ciclasa (NOGCR), la 

acumulación de cGMP puede entonces activar a las proteínas cinasas para iniciar cascadas de fosforilación, 

lo que podría llevar la activación de factores de transcripción. Aunque también existen algunos efectos del 

NO independientes del cGMP que contribuyen a la plastidicad sináptica. En este trabajo se empleó un 

inhibidor de las NOS y con esto se produjo un bloqueo del LTP en cortes de hipocampo de ratas de 2 meses 

de edad, ellos postulan que este bloqueo podría ser revertido con la adición de un exceso de sustrato para la 

NOS o con la administración de bajas concentraciones de NO (Bon y Garthwaite, 2003). El papel del NO en la 

memoria ha sido demostrado en diferentes estudios realizados en modelos animales, por ejemplo en 

ratones deficientes de una de las óxido nítrico sintasas (eNOS por sus siglas en inglés) se demostró que estos 

animales deficientes de NO producido por la eNOS presentan incremento de b-amiloide en el cerebro y 

déficit de memoria (Hariharan et al., 2019).  

En contraste con arginina u ornitina, que inducen efectos secundarios gastrointestinales a dosis altas (>10 

gramos), citrulina se reconoce como una sustancia segura para uso enteral o parenteral. La mayoría de los 

estudios han probado citrulina como un suplemento que puede sintetizar arginina de novo o como un 

precursor de NO (Bahri et al., 2012; Moinard et al., 2008). Hay pocos estudios de farmacocinética en 
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relación con este aminoácido intermedio. Collins  y colaboradores utilizaron 7 g/día de arginina, mientras 

que Moinard y su grupo evaluaron desde 2.5 gr/día hasta 15 gr/día, ambos concluyeron que las dosis 

probadas son seguras y no tienen efectos colaterales (Moinard et al., 2008; Collins et al., 2007). 

3.2 Suplementación con citrulina  

 Citrulina puede emplearse como una forma enmascarada de arginina que, al no ser metabolizada en el 

hígado, incrementa los niveles de arginina de una manera más eficiente, razón por la cual citrulina es una 

alternativa de suplementación de arginina. El metabolismo de citrulina libre se divide principalmente en su 

síntesis y degradación que ocurren en el intestino y en el riñón; respectivamente (Shigesada y Tatibana, 

1971; Shigesada y Tatibana 1978). El efecto de la suplementación con citrulina ha sido demostrado 

principalmente en estudios de nutrición, se ha propuesto como un fármaco nutriente candidato para 

participar en el metabolismo de proteínas en enfermedades intestinales. Estos estudios han demostrado la 

eficacia de una dieta rica en citrulina en el síndrome del intestino corto y en malnutrición en ratas viejas 

(Hartman et al., 1994). Una dieta enriquecida con una dosis de citrulina de (1g/kg/día) es capaz de generar 

altas concentraciones de arginina en varios tejidos y reestablecer el balance del nitrógeno; por lo tanto, se 

ha sugerido que a pesar de que citrulina no es un aminoácido componente de proteínas, puede influir en la 

síntesis de éstas (Osowska et al., 2004). 

Por su parte, se ha demostrado que arginina se vuelve un aminoácido esencial en condiciones de estrés; 

esto debido a que la degradación de arginina en urea por la enzima arginasa causa un decremento en el 

estado inmunológico. Arginina es necesaria para la correcta función de la respuesta inmune, por ejemplo, 

para la activación de los linfocitos T y para la expresión del receptor de células T, arginina es necesaria 

también para la expresión de receptores clave como son el CD3 y CD8, el desarrollo de la memoria y 

expresión de elementos clave de la vía de transducción de señales de las células T tales como la vía NF-ķẞ 

(Bansal et al., 2004). El NO tiene un papel importante en la defensa del cuerpo contra organismos externos 

que quieren invadirlo. El decremento en los niveles de NO también puede inducir daño en la vasodilatación 

lo que resulta en un decremento en el flujo sanguíneo. Al menos dos trabajos han probado que citrulina es 
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un recurso eficiente para estimular la producción de NO en los macrófagos en situaciones de estrés como lo 

son las infecciones (Norris et al., 1995; Zheng y Lin, 1998). 

El aminoácido citrulina también participa en la biosíntesis del NO para control de la presión arterial. La 

vasodilatación y la vasoprotección son especialmente importantes, estos procesos pueden ser mejorados 

mediante la producción de NO, con base en lo anterior han sido realizados estudios en los que se emplea a 

citrulina como un precursor de NO mediante la vía de la arginina. Estos estudios demostraron una mejora en 

los pacientes y no reportaron efectos secundarios en pruebas clínicas en fase II (Waugh et al., 2001). 

Además, se ha probado que citrulina es un potente neutralizador de radicales hidroxilo, 

independientemente de la producción de NO, más bien mediante la interacción directa con el radical 

hidroxilo a través de la vía de alfa-aminoácidos en su estado NH3 protonado, dejando como residuo la 

formación de agua (Nagy y Floyd, 1984; Coles, 2007) por lo que podría desempeñar un papel importante en 

la reducción de estrés oxidativo que se genera tanto en el envejecimiento normal como en la EA ya que se 

sabe que protege al DNA de daño por especies reactivas de oxígeno (Yokota et al., 2002). 

3.3 Citrulina en el envejecimiento 

La suplementación con citrulina en el envejecimiento ha sido realizada en algunos estudios. En una 

investigación de Maquet-de Rougé y colaboradores, se estudió el efecto que la suplementación con citrulina 

podía tener sobre los patrones de las balsas lipídicas (microdominios de membrana involucrados en la 

señalización celular) en ratas y ratones envejecidos. Describieron subpoblaciones de balsas lipídicas, ligeras, 

medianas y pesadas en neuronas del hipocampo de ratones adultos jóvenes; sin embargo las 

subpoblaciones más abundantes en estos animales fueron las de balsas ligeras y medianas, se observó 

también en estos mismos animales baja cantidad de la proteína precursora amiloide y muy baja expresión 

de caveolina-1 (CAV-1); en contraste los ratones envejecidos mostraron subpoblaciones de balsas lipídicas 

en su mayoría pesadas, las cuáles contenían mayor cantidad de colesterol, CAV-1 y APP. La administración 

de citrulina en una dosis diaria de 1g/kg durante un período de 3 meses a ratas envejecidas fue asociada con 

la atenuación de estos patrones en balsas lipídicas relacionados con la edad, es decir las poblaciones de 

balsas lipídicas encontradas en los ratones envejecidos que recibieron el tratamiento de citrulina era muy 

semejante al patrón de balsas lipídicas observadas en los ratones jóvenes teniendo como efecto una 
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disminución en los niveles de colesterol, caveolin 1 y APP similares a las balsas lipídicas encontradas en los 

ratones jóvenes (Marquet-de Rougé et al., 2013).  

En otro estudio, encontraron que la suplementación con citrulina en ratas viejas desnutridas incrementa la 

proteína muscular mediante la estimulación de la síntesis de proteínas en animales viejos desnutridos 

(Duchemann et al., 2004). 

Tanto en pacientes con EA como en modelos animales de la enfermedad se ha reportado decremento de NO 

relacionado con un incremento en el déficit cognitivo (Dias et al., 2016). El decremento en los niveles de NO 

endotelial también puede inducir daño en vasodilatación lo que resulta en un decremento en el flujo 

sanguíneo y reducción en la disponibilidad de glucosa y otros nutrientes que son necesarios para la actividad 

neuronal del cerebro, este decremento también ha sido relacionado con patologías cerebrovasculares y 

enfermedad neurológica; de hecho algunos polimorfismos en el gen de eNOS han sido asociados a 

aterosclerosis de la carotida, isquemia miocárdica y accidente cerebrovascular isquémico e incluso 

posiblemente también con EA, incluida la reducción en la expresión de la eNOS que ha sido reportada en 

cerebro de pacientes con EA (Jeynes y Provias, 2009).  

Con base en estas observaciones de alteraciones asociadas a la producción de NO y la probable relación que 

esto puede tener con el desarrollo de la patológico de esta enfermedad, se han empleado modelos que no 

solo presenten una sobre expresión de las proteínas asociadas con la enfermedad si no también se ha 

optado por el uso de nuevos modelos murinos como los  ratones heterocigotos eNOS+/- (deficientes de 

eNOS) que serían un modelo espontáneo de hipoperfusión crónica para reproducir parte de lo que pasa 

durante la enfermedad de Alzheimer esporádica, estos animales durante el envejecimiento muestran 

lesiones principalmente en tres áreas cerebrales, cortezas temporoparietal, granular retroesplenial e 

hipocampo (Tan et al., 2015); cada una de estas regiones concuerda con las áreas que presentan 

hipoperfusión en los pacientes pre-clinicos con EA (Luckhaus et al., 2008; Schuff et al., 2009; Hu et al., 2010) 

En este trabajo con este modelo animal los autores encontraron una serie de eventos secuenciales, 

trombosis, angiopatía cerebral amiloide y déficit cognitivo, que los llevaron a proponer que la deficiencia 

parcial crónica de eNOS causa disfunción endotelial y de plaquetas lo que conduce a trombosis cerebral y 
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rompimiento de la barrera hematoencefálica lo que podría aumentar la producción de beta amiloide e 

impedir su limpieza. Todo lo anterior proponen que es debido a los niveles reducidos de NO que presenta 

este modelo por lo cual proponen un mecanismo similar en los pacientes con enfermedad de Alzheimer 

esporádica en los que no existe una sobre expresión de las proteínas implicadas en la enfermedad (Tan et 

al., 2015).  

Además, citrulina ha mostrado efectos benéficos en varias enfermedades neurológicas asociadas con estrés 

oxidativo.  Ratones C57BL/6 con oclusión bilateral de las arterias carótidas que bloqueó la comunicación 

posterior induciendo isquemia cerebral global y posteriormente muerte neuronal en la región CA1 del 

hipocampo sin afectar las neuronas de las otras regiones, recibieron citrulina de manera oral en dosis diarias 

de 50, 75 ó 100 mg/kg durante diez días después de la cirugía. Citrulina demostró tener un efecto 

neuroprotector contra la muerte celular en la región hipocampal CA1 además de aumentar los niveles de 

expresión de eNOS y nNOS en esta estructura (Yabuki et al., 2013). En otro estudio, utilizando un modelo 

murino transgénico para APP (APPSwDI) y deficiente en mNOS2, que simula la progresión de la EA mediante 

la acumulación de placas de Aβ, de marañas neurofibrilares de Tau hiperfosforilada, incremento del déficit 

cognitivo y la pérdida neuronal de manera dependiente de la edad, Kan y colaboradores encontraron que la 

arginasa-1 (enzima encargada de degradar arginina) se encuentra altamente expresada en regiones en 

donde hay también acumulación de Aβ, sugiriendo que la disminución de arginina y la falta de nutrientes 

son responsables de la muerte neuronal. Además, los mismos autores encontraron que estos ratones tienen 

menor arginina total en el cerebro y que la inhibición farmacológica de las enzimas que utilizan arginina 

revierte la acumulación de Aβ, la inmunosupresión y el déficit de memoria (Kan et al., 2015). Al respecto, se 

sabe que en el sistema nervioso central sólo hay dos fuentes de arginina: la obtenida a partir del ciclo de L-

citrulina y la que entra a través de la barrera hematoencefálica transportada por proteínas específicas.  

Por último, en otro estudio encontraron que los niveles de citrulina en el líquido cefalorraquídeo son 

significativamente mayores en la demencia vascular en comparación con un grupo control, además 

reportaron que no se eleva la actividad de NOS en los microvasos del cerebro de pacientes con Alzheimer, 

pero aumenta la producción de NO vascular, esto fue probado tanto en pacientes como en modelos murinos 
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transgénicos para la EA, la expresión de eNOS en astrocitos es mayor que la expresión de iNOS (Luth et al., 

2001), el aumento de NO vascular podría provocar neurotoxicidad, lo cual podría ocasionar susceptibilidad a 

la lesión neuronal y muerte celular en esta enfermedad; aunque hasta ahora se ha reportado que es el 

aumento en la actividad de iNOS el que genera concentraciones de NO suficientes para causar 

neurotoxicidad. Se ha sugerido que, a través de una intervención farmacológica, utilizando donadores y/o 

supresores de NO, se podría retrasar o al menos minimizar el desarrollo de la lesión cerebral y la progresión 

de la patología cerebral y la demencia. 

Además de estos trabajos también se ha probado el efecto anti-inflamatorio de la administración oral de 

citrulina en personas envejecidas, se reportó disminución en las concentraciones de citocinas inflamatorias 

(IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa, y proteína reactiva C) en suero de estos pacientes (Barkhidarian 

et al., 2016). 

Varios estudios sugieren que la suplementación con L-citrulina tiene efectos benéficos en el contexto de 

procesos de inflamación crónica de bajo grado asociados al envejecimiento (Franceschi et al., 2000). 

Hasta ahora el uso de citrulina se ha realizado de manera segura en distintos padecimientos y durante el 

envejecimiento en algunos modelos animales; sin embargo en el campo de investigación de las 

enfermedades neurodegenerativas el empleo de citrulina no ha sido informado ampliamente. 
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4. Modelos murinos 

El estudio de enfermedades humanas en modelos animales ha permitido el avance en muchas disciplinas; 

facilita el estudio de los procesos moleculares del padecimiento. Los modelos murinos permiten evaluar, 

caracterizar y experimentar a diferentes niveles y en diferentes etapas de la enfermedad. Basados en las 

mutaciones hasta ahora descritas y relacionadas con la EA se han creado modelos animales que emulan las 

características de la enfermedad tal cual ocurre en humanos, facilitando así el estudio de procesos 

moleculares y estudios farmacológicos. Uno de los modelos animales más empleados en el estudio de ésta 

enfermedad es el modelo murino; estos animales resultan ser la alternativa más viable debido a que tienen 

un período de gestación muy corto (20 días), son pequeños y generalmente poco agresivos, lo que facilita su 

manejo, además de estas razones que tienen que ver más con el mantenimiento y el manejo de los 

animales, también hay que tomar en cuenta las similitudes a nivel genético, como la organización de su DNA 

y la forma en la que se expresan sus genes, que es muy similar a la de los seres humanos y la característica 

de mayor interés para los modelos de la EA es que su sistema nervioso es muy parecido al humano.  

Los animales transgénicos que tienen mutaciones relacionadas con la sobreproducción de APP desarrollan 

una patología similar a la reportada en humanos; la acumulación de Aβ en placas intra y extracelulares es 

dependiente de la edad, y ocurre principalmente en la adultez tardía de los animales. Las placas de Aβ 

encontradas en estos animales son similares estructuralmente a las que se presentan en la EA humana; 

éstas inician como placas difusas que contienen principalmente Aβ42, desarrollan un núcleo denso de 

compuesto de Aβ42 y después incorporan Aβ40 y otros compuestos que no son Aβ como la ubiquitina y la α-

sinucleina (LaFerla y Green, 2012). 

Sin embargo, en los modelos murinos, la formación de placas en cerebro ocurre muy rápido, estos modelos 

exhiben déficit cognitivo antes de la aparición de placas extracelulares. En cambio, en humanos el declive 

cognitivo inicia hasta que se tiene una gran cantidad de acumulación de Aβ en el cerebro incluyendo grandes 

cantidades de placas y probablemente oligómeros. Dado que esto ha sido observado en tejido humano post-

mortem, la evidencia que se tiene acerca de la toxicidad de los oligómeros de Aβ proviene del uso de 

animales transgénicos (Hass y Selkoe, 2007; Wang et al.,1999). 
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Por su parte, los modelos que presentan sobreexpresión de APP no desarrollan marañas neurofibrilares 

(NFT’s) de proteína TAU  lo cual puede deberse a diversas razones: que la acumulación de Aβ podría no ser 

suficiente para generar estas NFT’s, que la proteína Tau de los ratones tiene diferente estructura y secuencia 

la cual no es propensa a agregación y/o que el tiempo de vida de los ratones no es suficiente para observar 

la hiperfosforilación y posteriormente la agregación de Tau tomando en cuenta que en humanos esto se 

desarrolla durante décadas. Por esta razón, fueron creados los modelos que además de poseer las 

mutaciones en APP tienen mutaciones humanas de Tau que permiten estudiar la relación entre Aβ y Tau, en 

algunos de estos trabajos se sostiene la teoría de que la patología de Aβ precede a la aparición de Tau, lo 

cual es consistente con la hipótesis de la cascada amiloide que propone además de otros mecanismos en los 

que Aβ podría estar favoreciendo la acumulación de Tau,  que la función del proteosoma se ve 

comprometida por la presencia y acumulación de oligómeros de Aβ que impiden su función dentro de las 

cuales está la degradación de Tau,  por lo anterior se genera acumulación de esta proteína (LaFerla y Green, 

2012). 

Basados en estas evidencias se han creado distintos modelos que hasta ahora han ayudado a esclarecer 

algunos de los mecanismos moleculares de esta enfermedad in vivo como son las interacciones proteína-

proteína y las respuestas celulares implicadas en la EA. A lo largo de los años desde hace casi 20 años, se han 

ido perfeccionando cada vez más los modelos murinos con el objetivo de acercarlos más a lo que pasa en EA 

en humanos.  

Para lograr los objetivos establecidos en la presente tesis, se utilizó el modelo Murino Triple Transgénico 

para la EA (3xTgAD), la elección de este modelo se realizó con base en las características patológicas que 

presenta, ya que son muy similares a lo que ocurre en la enfermedad en humanos. 

4.1 Modelo Murino Triple Transgénico De Alzheimer 

El modelo murino triple transgénico fue elaborado en la University of California, Irvine. Oddo y su equipo 

describen en el 2003 (Oddo et al., 2003) un ratón en el que se puede estudiar la relación entre la 

acumulación de la proteína tau hiperfosforilada y la agregación del péptido β-amiloide1-42 (Aβ). Este modelo 

transgénico desarrolla los depósitos de Aβ antes de la formación de ovillos neurofibrilares y exhibe déficits 
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en plasticidad sináptica, para obtenerlo se inyectan genes con las mutaciones APPSwe y tau P301L a embriones 

de ratón knock-in para la mutación PS1M146V del gen presenilina 1. Ambos genes se introducen en un casette 

bajo el control del elemento regulador Thy 1.2, que se ha visto regula la expresión de transgenes 

específicamente en el sistema nervioso central (Figura 1) (Oddo et al., 2003). 

 

Figura 3. Tomada de Oddo et al., 2003. Generación del modelo murino 3xTg-AD. Se utilizó la técnica de microinyección pronuclear 
coinyectados con dos constructos de transgenes independientes codificantes de APPSwe y tauP301L humanos, ambos bajo el control 
del elemento regulador del ratón Thy1.2, en células de embriones cosechadas de ratones knock-in homocigotos mutantes 
PS1M146V. Los embriones inyectados se reimplantaron en madres sustitutas y las crías resultantes se genotipificaron para 
identificar a los ratones 3xTg-AD. 
 
 
En los ratones 3xTg-AD, la acumulación de βA intraneuronal se observa en la neocorteza entre los 3 y 4 

meses de edad, mientras que a los 6 meses estos depósitos se pueden observar en el hipocampo. Los 

depósitos extracelulares se presentan desde los 6 meses y se vuelven más evidentes a los 12 meses de edad. 

A esta edad, los ratones comienzan a presentar la patología de Tau, primero en el hipocampo y 

posteriormente en áreas corticales (Oddo et al., 2003). 

A nivel conductual, en el modelo 3xTg-AD, los ratones presenta déficit cognitivo a partir de los 4 meses de 

edad en el laberinto acuático de Morris (una tarea para medir la memoria espacial) con una memoria de 

corto plazo intacta, pero de largo plazo afectada; a los 6 meses ya presentan también un deterioro de la 

memoria de corto plazo.  

Con el propósito de valorar el deterioro cognitivo, en el presente trabajo se diseñaron los experimentos en 

el laberinto acuatico de Morris ya que se sabe que esta tarea conductual es dependiente de hipocampo, por 
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lo tanto permite evaluar el daño en esta estructura; con base en esto y en la evidencia reportada de que la 

tarea conductual de condicionamiento contextual al miedo (dependiente de hipocampo pero también de 

amígdala), los animales 3xTgAD presentan déficit en memoria a largo plazo a esa edad  (Billings et al., 2005), 

se eligió esta tarea conductual para valorar el deterioro cognitivo y el efecto de la administración de citrulina 

sobre el mismo. 

5. JUSTIFICACIÓN 

Además de las lesiones clásicas ocasionadas por la acumulación de β amiloide y tau hiperfosforilada, se han 

reportado otras características de los pacientes con EA tales como la desregulación del metabolismo de 

aminoácidos, flujo cerebral alterado, cambios en la integridad de la vasculatura, el incremento de estrés 

oxidativo y daño al DNA. Todos estos factores juegan un papel en los mecanismos que conducen al deterioro 

cognitivo y pérdida celular reportado en la enfermedad. Hasta ahora, no se sabe con certeza si estos 

cambios son causa o efecto de la EA pero siempre se encuentran presentes. 

La administración de citrulina podría tener efectos sobre algunos de estos factores tales como la reducción 

de estrés oxidativo, la regulación del metabolismo de lípidos o incrementando la producción de NO. Este 

aminoácido  ha sido probado en pacientes con otras enfermedades, por ejemplo en adultos  mayores  con 

insuficiencia cardiaca, la administración aguda de  (10g) incrementó la síntesis de novo de L-arginina y NO 

(Kim et al., 2015); en pacientes con angina vasoespástica, la administración de citrulina durante 8 semanas 

en una dosis de 800mg/día mejoró los niveles de L-arginina/ADMA y la función endotelial medida por la 

dilatación mediada por el flujo de la arteria braquial (Morita et al., 2013), citrulina grado farmacéutico y 

nutracéutico y el extracto de sandía en una dosis de 6g al día durante seis semanas demostraron eficacia 

reduciendo la presión arterial en pacientes del sexo masculino obesos pre-hipertensos e hipertensos 

(Figueroa et al., 2012). 

El uso del modelo de ratón triple transgénico (3xTg-AD) para la enfermedad de Alzheimer, nos permitirá 

evaluar los efectos de citrulina sobre el déficit cognitivo asociado a la progresión de esta enfermedad, esto 
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mediante el desempeño conductual de los animales, así como en la producción de arginina en el SNC, 

producción de óxido nítrico y cambios en el estrés oxidativo. 

La prueba de medicamentos, complementos alimenticios o adyuvantes para la disminución de los síntomas 

de la EA es de principal interés, ya que a la fecha no hay tratamiento para los pacientes con esta 

enfermedad. De comprobarse un efecto positivo con la administración de citrulina, podríamos ayudar a una 

mejora en la calidad de vida de los pacientes con demencia ocasionados por la EA.  

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

A la fecha no existe una cura para la Enfermedad de Alzheimer; por ello, existe investigación mundial 

dedicada a la búsqueda de algún tipo de ayuda a los pacientes que sufren esta enfermedad tratando de 

incrementar la calidad de vida. La experimentación en modelos animales que desarrollan la EA, en este caso 

ratones transgénicos, es un área de gran importancia para los avances en el estudio de patologías 

neurodegenerativas debido a que estas patologías, por su etiología neurobiológica y limitaciones éticas, no 

pueden ser investigadas desde la clínica con la profundidad que se necesita.   

Citrulina es considerada un complemento alimenticio sin efectos secundarios adversos cuyos efectos 

benéficos incluyen el incremento plasmático de L-arginina, incremento del flujo sanguíneo y disminución de 

la presión arterial, así como un incremento de la oxigenación muscular. Se ha visto que mejora la perfusión 

microvascular, que incrementa los niveles de óxido nítrico, reduce niveles de radical hidroxilo y disminuye el 

daño al DNA por especies reactivas de oxígeno. 

 La administración de citrulina en un modelo murino para la EA, permitirá evaluar si provoca cambios en el 

deterioro cognitivo ocasionado por esta enfermedad y relacionarlos con procesos tales como cambios en la 

concentración de arginina, la producción de ON y la concentración del radical hidroxilo en el SNC. 
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6. HIPÓTESIS 

La administración de citrulina en el modelo murino reducirá el deterioro cognitivo asociado a la enfermedad 

de Alzheimer. 

 

7. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la administración de citrulina sobre el déficit cognitivo y sobre procesos moleculares 

(niveles de arginina, producción de óxido nítrico y estrés oxidativo) asociados a la enfermedad de Alzheimer 

en el modelo murino triple transgénico. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Evaluar el desempeño conductual mediante la tarea de memoria espacial Laberinto acuático de 

Morris en animales transgénicos y controles con y sin tratamiento oral de citrulina. 

• Evaluar el efecto de la administración de citrulina sobre la cantidad de arginina en líquido 

cefalorraquídeo e hipocampo de animales transgénicos y controles con y sin tratamiento oral de 

citrulina.  

• Evaluar el efecto de la administración de citrulina sobre la cantidad de óxido nítrico en hipocampo 

de animales transgénicos y controles con y sin tratamiento oral de citrulina. 

• Evaluar el efecto de la administración de citrulina sobre la cantidad de radical hidroxilo en 

hipocampo de animales transgénicos y controles con y sin tratamiento oral de citrulina. 
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8. METODOLOGÍA 

Animales 

Todos los procedimientos realizados en este proyecto contaron con la aprobación del comité de ciencia y 

ética (R-2012-785-049) del Instituto Mexicano del Seguro Social y se realizaron de acuerdo a la Ley (NOM-

062-ZOO-1999). 

Se utilizaron ratones macho y hembras de 5 y 9 meses de edad adquiridos en Jackson Laboratories y 

reproducidos en el bioterio de la Coordinación de Investigación en Salud en el Centro Médico Nacional Siglo 

XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social. El estudio constó de 16 grupos: 3xTg-Cit (animales triple 

transgénico con administración de citrulina), 3xTg-Con (con administración de agua), WT-Cit (animales 

silvestres con administración de citrulina), WT-Con (animales silvestres con administración de agua) de dos 

edades distintas 5 y 9 meses machos y hembras (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Modelo murino 3xTgAD y WT machos y hembras de cinco y nueve meses de edad con tratamiento de agua o citrulina, ocho 
animales por grupo experimental para la edad de cinco meses y cuatro animales por grupo experimental para la edad de nueve 

meses. 

Los animales estuvieron en un ambiente controlado luz/oscuridad 12h/12h a una temperatura de 18 ± 3°C. 

A lo largo del proyecto, los animales se mantuvieron en grupos de 1 a 4 animales en cajas de acrílico con 

tapa con filtro y cambio de la cama de aserrín cada tercer día. El acceso a comida y agua fue ad libitum hasta 

el día de su eutanasia. Se monitoreó su salud por personal del bioterio capacitado para tal fin. 
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Cálculo de la muestra  

En total por los 16 grupos (machos/hembras) se emplearon 96 animales (tabla 2), quedando de la siguiente 

manera: 

GRUPO  CEPA  NO DE ANIMALES 

(MASCULINO/FEMENI

NO) 

3XTGAD-CIT  B6;129PSEN1tm1MpmTg 8/8 

3XTGAD-AGUA  B6;129PSEN1tm1MpmTg 8/8 

3XTGAD-CIT B6;129PSEN1tm1MpmTg 4/4 

3XTGAD-AGUA B6;129PSEN1tm1MpmTg 4/4 

WT-CIT B6129SF21J 8/8 

WT-AGUA B6129SF21J 8/8 

WT-CIT B6129SF21J 4/4 

WT-AGUA B6129SF21J 4/4 

Tabla 2. Número de animales por cepa y por grupo experimental. 3xTgAD-CIT 5M: triple transgénico administrados con citrulina 
grupo 5 meses, WT-CIT 5M: wild type administrados con citrulina grupo 5 meses, 3xTgAD-CIT 9M: triple transgénico administrados 
con citrulina grupo 9 meses, WT-CIT 9M: wild type administrados con citrulina grupo 9 meses. 

 
 

Las variables dependientes, así como las independientes son mostradas en la Tabla 3. Se puede observar 

que la variable envejecimiento contempla el tiempo transcurrido desde el nacimiento del animal hasta el 

momento que alcanza la edad de interés para el estudio; tanto esta variable como la cepa de animales y la 

citrulina son consideradas variables independientes ya que contribuyen potencialmente a la variación 

observada en los resultados; por otro lado el desempeño conductual, los marcadores moleculares de 

arginina, óxido nítrico y radical OH se consideran variables dependientes debido  a que representan el 

resultado del cual se está analizando la variación. 
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Tabla 3. Descripción de las variables de estudio. 

Administración citrulina/ agua  

La administración de citrulina o agua se realizó vía esofágica. Se administró una dosis de citrulina 

previamente reportada en la literatura de 1g/kg/día disuelta en 200μL de agua, diariamente durante 12 

semanas (3xTg-Cit y WT-Cit) por la mañana en un horario entre 10 y 12 horas (Marquet-deRouge et al., 

2013), mientras que a los animales control se les administró 150 ul de agua (3xTg-Agua y WT-Agua). Para la 

administración de citrulina o agua se utilizó una sonda reusable de acero inoxidable para alimentación de 

animales pequeños (Kent Scientific) de 20G con una longitud de 1.5’’ y diámetro de 2.25mm. Se pre-cargó 

una jeringa con el volumen a administrar (200μL) la cual fue acoplada a la sonda; se presionó el émbolo 

lentamente asegurando que no entrara aire al estómago del animal, esto mediante la expulsión de la 

burbuja de aire que se formó en la jeringa, se midieron los microlitros que se quedaban en la sonda 

esofágica después de la administración y se llenó las jeringas para administración tomando en cuenta este 

volumen. 
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Laberinto acuático de Morris 

Los animales fueron manipulados siempre por el mismo investigador (la alumna Katia Martínez) para evitar 

estrés. El investigador siempre usó guantes para cualquier manipulación de los animales. Las tareas 

conductuales se realizaron dentro del bioterio, con el fin de evitar estrés al animal y tener un resultado más 

confiable de la prueba de conducta. 

El laberinto de agua fue diseñado por R.G. Morris para evaluar la memoria espacial en ratas (Morris, 1984). 

Consiste en una tina circular llena de agua en la que se sitúa una plataforma que debe ser localizada 

por el animal y cuya temperatura oscila entre 18 y 25 °C para los ratones. En nuestro trabajo la tina 

tenía un diámetro de 150 cm y la altura de las paredes fue de 57 cm, se llenó de agua que se opacó 

con pintura blanca no tóxica para que la plataforma de escape (15 x 20 cm) quedara oculta. El 

laberinto es una tarea espacial en la que los animales nadan desde diferentes puntos de salida 

situados en el perímetro de la tina hasta encontrar la plataforma sumergida (1.5cm) en el agua. Con 

esta prueba es posible valorar la memoria de referencia, si la plataforma permanece en el mismo 

lugar durante los ensayos. Así, la memoria de referencia es independiente de los ensayos y permite 

aprender el procedimiento general para la ejecución de la tarea. Para esta tarea, la plataforma se 

ubicó en el mismo lugar durante los cuatro ensayos y los 4 días que duró el entrenamiento, el 

quinto día (día de prueba), la plataforma se retiró de la tina y se midió el tiempo (en segundos) que 

los animales tardaban en llegar al lugar en el cual estaba la plataforma durante los días de 

entrenamiento. 

El análisis de los datos obtenidos de la conducta el día de la prueba se realizó mediante el software de libre 

acceso KINOVEA, con éste se determinó la velocidad promedio de los animales de ambas cepas y de los 

diferentes grupos, el tiempo que tardaron los animales en llegar al lugar donde se encontraba la plataforma 

durante los días de entrenamiento y la distancia en metros que recorrieron hasta ahí, además se calculó el 

tiempo que permanecieron los animales en el cuadrante y el número de cruces que realizaron sobre el lugar 

donde los días previos se encontraba la plataforma.  
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Extracción de líquido cefalorraquídeo (LCR) mediante punción de foramen mágnum  

Se extrajo líquido cefalorraquídeo de 4 animales por grupo posterior a la prueba de memoria, para el análisis 

mediante HPLC.  

Se durmió al ratón mediante anestesia inhalada (sevofluorano), en una cámara de inducción anestésica 3 al 

4%, mantenimiento al 2%. Una vez que el animal se encontró anestesiado, se colocó en posición fetal 

dejando expuesta la columna vertebral y se realizó la punción en el foramen magnum localizado debajo del 

hueso occipital; se extrajeron aproximadamente 4 μL de líquido cefalorraquídeo con una aguja para jeringa 

de insulina de 50 unidades (27 G x 13 mm; 0.40 mm x 1/2”). 

 
 

Se colocó al animal de regreso en su caja monitoreando su respiración y ritmo cardíaco hasta que pasó el 

efecto de la anestesia, para corroborar que se recuperó correctamente. 

Eutanasia y extracción de estructuras 

Realizamos eutanasia de los animales mediante una inyección de pentobarbital con NaCl 0.9% en una dosis 

de 50mg/kg, y posteriormente se les decapitó, en un período no mayor a tres días después de la prueba de 

la tarea conductual. La cabeza del animal se puso sobre papel filtro dentro de una caja Petri sobre hielo 

mientras se realizó el proceso de abrir el cráneo para la extracción de las estructuras. Se extrajeron el 

hipocampo y cerebelo de cada animal mediante el uso de material quirúrgico estéril con el uso del atlas de 

ratón (45) como referencia. Las estructuras se colocaron en un tubo de 1.5 mL se procedió inmediatamente 
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a pesar las estructuras y posteriormente se colocó buffer de lisis a cada tubo. El homogenado se almacenó a 

-20 °C hasta su uso. 

Los animales iniciaron los procedimientos a los 5 (3xTg-Cit, 3xTg-Agua, WT-Cit y WT-Agua) y 9 meses de 

edad (3xTg-Cit, 3xTg-Agua, WT-Cit y WT-Agua) a partir de los cuales pasaron 3 meses y medio más antes de 

ser sacrificados, esto, con el fin de cumplir con el esquema de trabajo (administración de citrulina o agua y 

pruebas de conducta). Por lo tanto, el tiempo de sobrevida de los animales fue de 8 y 12 meses 

respectivamente. 

Detección de Arginina por UPLC  

Se empleó Ortho-ftaldialdehído (OPA) y ácido 3-mercaptopropiónico para la derivatización pre-columna y 

detección de fluorescencia. Las columnas fueron SPE de intercambio catiónico Strata - X - C (30 mg, 1 mL). Se 

emplearon acetonitrilo (CH3CN) y metanol de grado HPLC (CH3OH). La solución madre de MMA (1mmol/L) se 

preparó gravimétricamente en PBS. La solución de trabajo contenía 10μmol/L de MMA y se almacenó a 

menos 20°C. Antes del análisis, la solución se diluyó en HCl 10mM. Se obtuvieron cuatro puntos de 

calibración (patrón de dilución 1: 2: 2: 2) diluyendo en HCl 10mM. Se preparó una solución madre de 

reactivo de derivatización disolviendo 10mg de OPA en 0.2 ml de CH3OH, seguido de la adición de 1.8 mL de 

un tampón de borato de potasio 0.2 M (pH 9.5) y 10 de ácido 3-mercaptopropiónico, la solución de trabajo 

se hizo por dilución doble con tampón de borato. 

Las muestras se purificaron mediante columnas SPE y una derivatización pre-columna. Antes del análisis, se 

diluyeron 200 μL de muestra, 600 μL de PBS y 200 μL del control interno (monometilarginina 10μmol/L). Las 

columnas se acondicionaron primero con 1 mL solución tampón (10/0.5/40/50; NH3 concentrado/1M 

NaOH/H2O bidistilada/CH3OH; v/v/v/v) seguido de 1 mL de H2O bidestilada antes de cargar la muestra 

diluida. Se hizo un lavado con 1 mL de HCl 0.1M, posteriormente se hizo otro lavado con 1 mL de CH3OH. La 

velocidad de recogida fue de 2 ml/min. El eluido se secó por soplado con gas nitrógeno (60° C); el residuo se 

disolvió en 100 μLde solución de trabajo del reactivo de derivatización. Tras completar la reacción de 

derivatización, se añadieron 100 μL de KH2PO4 0.2M. en viales de muestreo automático, que se colocaron en 
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el compartimento de muestra refrigerado del módulo de separación en un equipo de UHPLC fue un Agilent 

1100 (Agilent Technologies, California, EE.UU.) y un detector de fluorescencia modelo RF-10AXL. 

La separación cromatográfica (30 μL de volumen de inyección) se hizo a 35°C en un Chromolith Performance 

RP-18 (100×4,6mm) con un cartucho protector (10×4.6mm). La fase móvil A se realizó con tampón fosfato 

25mM (CH3CN al 7%)  pH 6.5 y la fase móvil B, CH3CN/H2O bidestilada (50:50). La separación se realizó 

isocráticamente a 100% de fase móvil A, a un caudal de 1.5 mL/min. Después de la elución de Arginina, la 

fase móvil se conmutó al 100 % de la fase móvil B, y el caudal se incrementó a 2.0 mL/min para lograr la 

elución de compuestos fuertemente retenidos. La fluorescencia de excitación fue de 340 nm a una emisión 

de 455 nm. 

Determinación de nitritos mediante la técnica de Griess 

La técnica de Griess fue desarrollada por Miranda y colaboradores y consiste en la reducción de nitratos a 

nitritos por medio del cloruro de vanadio (III) (VCL3); con la posterior detección de los nitritos mediante un 

espectofotómetro. 

Los homogenados de tejido (100 μL) se desproteinizaron por filtración en tubos Microcon YM-50 y fueron 

centrifugados a 2000 rpm durante 40 minutos a 20º centígrados; después de la centrifugación se obtuvo 50 

μL de homogenado desproteinizado, a los que se le adicionaron 100 μL de agua desionizada y 150 μL de 

cloruro de vanadio 0.8% en ácido clorhídrico (HCl) 1N y 150 μl de ácido sulfanílico al 2% y naftiletilendiamina 

(NED) al 0.1%. Las muestras se incubaron a 37 grados centígrados durante una hora y centrifugados a 9000 

rpm durante 10 minutos. Los supernadantes se midieron a una longitud de onda de 545 nm en un 

espectofotómetro (EPOCH). Se realizó curva estándar mediante diluciones seriales de NaNO3 100 μM 

(Miranda et al., 2001). 

Determinación de radical OH 

La determinación de radical hidroxilo se realizó mediante el método 2-deoxi-ribosa, el cual se basa en la 

degradación de la deoxyribosa catalizada por el FeIII-EDTA. 
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Procedimiento 

Los reactivos se agregaron en el orden de la lista en tubos eppendorf de 1.5 mL. Los tubos se incubaron a 

37°C durante una hora en baño maría con agitación, posteriormente se centrifugaron a 9000 rpm durante 3 

minutos en una microcentrífuga. Se tomaron 600 μL, se adicionaron 500 μl de TBA en tubos de vidrio, se 

agitaron y se adicionaron 500 μl de ácido tricloroacético y se agitaron nuevamente. Se incubaron las 

muestras a 100 °C durante 20 minutos. 200 μl de cada muestra se leyeron a una longitud de onda de 532 nm 

en un espectrofotómetro (EPOCH). 

 

REACTIVOS/MUESTRA  ΜL 

0.5ML DE DESOXIRIBOSA 500 μL 

0.01ML EDTA/FE3+ PH 7.4 10 μL 

0.28ML DBS DUBELCOS PH 7.4 280 μL 

12.5 ΜL MUESTRA 12.5 μL 

 

 

Esquema de trabajo 

A continuación, se presenta un esquema de los procedimientos que se siguieron en este protocolo: 
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Análisis estadístico 

Se utilizó el paquete estadístico Graph Pad Prism 8, con el cual determinamos primero si los datos tenían o 

no una distribución normal mediante las pruebas de normalidad D’Agostino-Pearson ómnibus normality test 

ó Shapiro-Wilk normality test, tras lo cual decidimos que para el análisis de resultados obtenidos se 

emplearían pruebas estadísticas no paramétricas ya que los datos obtenidos no mostraron una distribución 

Gaussiana. 

Para corroborar que los animales aprendieron la tarea conductual (los cuatro ensayos diarios durante cuatro 

días) realizamos una ANOVA de repetidas medidas (la única prueba de estadística paramétrica que se realizó 

con los datos obtenidos) se eligió esta prueba debido a que los datos obtenidos de los ensayos mostraron 

una distribución normal (Gaussiana). Para los datos relacionados con la prueba conducta (el quinto día), 

realizamos la prueba estadística no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar entre grupos; el test 

Original de Tasa de Falso Descubrimiento (False Discovery Rate) de Benjamini y Hochberg para determinar 

diferencias específicas entre grupos.  

Para los resultados obtenidos mediante el análisis de niveles de arginina por UHPLC se realizó una prueba 

estadística no paramétrica Kruskal-Wallis para comparar entre grupos 3xTg-AD y WT y tratamientos 

(citrulina y agua), con el test Original de Tasa de Falso Descubrimiento (False Discovery Rate) de Benjamini y 

Hochberg para saber entre qué grupos específicos se encontraban éstas diferencias; realizamos las mismas 

pruebas estadísticas para las demás mediciones moleculares tales como concentración de NO y niveles de 

radical hidroxilo, la elección de la prueba estadística se basó en los test de normalidad y el número de 

animales con los que se contó por grupo. 
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9. RESULTADOS 
 
Memoria 
 
Con el fin de evaluar el desempeño conductual de los animales después de la administración de citrulina o 

agua, los animales fueron entrenados y probados en el laberinto acuático de Morris. El número de animales 

para todas las pruebas conductuales fue de 16 ratones por cepa (3xTgAD o WT), 8 por tratamiento (citrulina 

o agua) en el caso de los animales que iniciaron el tratamiento a los 5 meses de edad y fueron probados 

conductualmente tres meses después a los 8 meses de edad; en el caso de los animales que iniciaron el 

tratamiento a los 9 meses de edad y fueron probados conductualmente tres meses después a los 12 meses 

de edad, el número de animales por tratamiento fue de 8 por cepa (3xTgAD o WT). 

Durante el entrenamiento, todos los grupos de 8 meses de edad (3xTgAD y WT, de ambos tratamientos, 

ambos sexos) redujeron su latencia de escape. En la gráfica 1 se muestra desempeño conductual en latencia, 

por ensayo (4 ensayos) por día (4 días) de los machos de ambas cepas (3xTgAD o WT) con los dos 

tratamientos (citrulina o agua), se observó una disminución de la latencia (en segundos) a través de los 

ensayos y los días. Éste decremento en la latencia se corroboró mediante el análisis estadístico de ANOVA 

de repetidas medidas; se comprobó una disminución en la latencia durante los ensayos (F (15.45) = 7.75, p < 

0.001) sin embargo no se observó ninguna diferencia en la latencia entre las cepas durante los ensayos (F 

(1.525) = 1.60, p > 0.05) ni tampoco algún efecto en la latencia debido al tratamiento (citrulina o agua) 

durante los ensayos (F (1.525) = 0.92 p > 0.05) la única diferencia que pudimos observar durante el 

entrenamiento, mediante la prueba post hoc de Tukey, fue entre los machos 3xTgAD con tratamiento de 

agua y los WT con el mismo tratamiento, en el último ensayo del segundo día de entrenamiento (p= 0.001); 

al día siguiente no se observaron diferencias significativas por lo cual consideramos que no existen 

diferencias significativas en el aprendizaje entre cepas ni tratamientos en machos de 8 meses de edad. 
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Gráfica 1. Aprendizaje en el Laberinto acuático de Morris. Machos 8 meses de edad. TG:  3xTgAD, WT: Wild type, ◾TG agua, ▲ WT 
citrulina, ▼TG citrulina, ⬤ WT agua, ENS: Ensayos. p < 0.001, *p = 0.001. Los símbolos representan las medias y las barras el error 

estándar. 
 

El mismo análisis se realizó a los tiempos de entrenamiento de las hembras, en la gráfica 2 se observa un 

decremento en la latencia a través de los ensayos y los días de entrenamiento. Hay una disminución 

significativa de la latencia durante los ensayos (F (15.27) = 14.30, p= 0.02), no se observó ninguna diferencia 

en la latencia entre las cepas durante los ensayos (F (1.405) = 0.85, p > 0.05), o algún efecto en la latencia 

debido al tratamiento (citrulina o agua) durante los ensayos F (1.405) = 0.80, p > 0.05). 

 

 

Gráfica 2. Aprendizaje de Laberinto acuático de Morris. Hembras 8 meses de edad. TG:  3xTgAD, WT: Wild type, ◾TG agua, ▲ WT 
citrulina, ▼TG citrulina, ⬤ WT agua, ENS: Ensayos. p = 0.02. Los símbolos representan las medias y las barras el error estándar. 
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Esto indica que los animales con ambos tratamientos aprendieron la tarea conductual de manera similar, el 

tratamiento con citrulina no tiene un efecto sobre el aprendizaje de esta tarea espacial. El efecto que la 

administración de citrulina podría tener en esta tarea conductual no había sido definido debido a las 

diversas rutas metabólicas que citrulina administrada de manera esofágica podía seguir. 

Después del entrenamiento (24 horas después) se realizó la prueba de memoria a largo plazo, la cual 

consistió en retirar la plataforma de la tina y colocar al animal en uno de los cuatro cuadrantes de la misma 

para permitirle nadar libremente durante un minuto. Obtuvimos el tiempo de latencia, el tiempo (en 

porcentaje) en el cuadrante de la plataforma, el número de cruces sobre el lugar donde se encontraba la 

plataforma, la distancia recorrida antes de llegar al lugar en donde se encontraba la plataforma durante los 

entrenamientos y la velocidad promedio de cada animal. El día de la prueba observamos diferencias 

estadísticamente significativas dependientes del sexo en el desempeño de los animales, lo cual se puede 

observar en la gráfica 3. Es evidente que las hembras 3xTgAD a las que se les administró agua tienen una 

latencia menor comparada con los machos 3xTgAD del mismo grupo; esto indica que existen diferencias 

significativas entre sexos aún sin efecto del tratamiento. Una prueba de Mann Whtiney corroboró lo 

observado; las hembras 3xTgAD tienen una mediana menor (Mdn = 6.61) comparada con los machos 

3xTgAD (Mdn = 33.54) (U = 0, p=  0.001). Por ello, las otras mediciones de la tarea conductual del día de la 

prueba se hicieron por separado (por sexos). 

 

Gráfica 3. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Comparación de latencias de 
hembras contra machos 8 meses de edad, tratamiento de agua. "TG: 3xTgAD. * p= 0.001. Los bigotes representan los valores 

mínimos y máximos. 
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Machos de 8 meses de edad 

Un primer análisis de los resultados de los machos, mostró diferencias entre cepas (gráfica 4) con los 

diferentes tratamientos. A simple vista se pueden observar diferencias entre los grupos, esto fue confirmado 

mediante la prueba estadística de Kruskal Wallis (H (3) = 18.18, p < 0.001); observamos que los animales 

3xTgAD que recibieron el tratamiento de citrulina tienen una menor latencia (Mdn = 15.22) el día de la 

prueba comparados contra los 3xTgAD que recibieron agua (Mdn = 33.54) esto también fue corroborado 

mediante el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg (p = 0.017; q = 0.032); además 

se encontraron diferencias significativas entre los animales 3xTgAD tratados con agua (mayor latencia) y los 

animales WT con el mismo tratamiento (menor latencia)  (p < 0.001; q < 0.001). Los animales 3xTgAD con 

tratamiento de citrulina tuvieron latencias similares a los animales WT que no presentaron déficit cognitivo 

en esta tarea conductual, lo que hace que se comporten igual a los animales WT al parecer es la 

administración de citrulina. Por último, se observaron diferencias significativas entre los grupos 3xTgAD con 

el tratamiento de citrulina y los animales WT con tratamiento de agua (p = 0.021; q = 0.032) y entre los 

grupos 3xTgAD con tratamiento de agua y WT con tratamiento de citrulina (p = 0.004; q = 0.011). 

 

Gráfica 4. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Latencia en segundos. 
Machos 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. *p < 0.001, *p < 0.001, *p = 0.011, *p = 0.032. Línea punteada diferencias 

entre cepas, línea continua diferencias entre tratamiento. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
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Por otra parte, se realizó la determinación del porcentaje de tiempo que los animales pasaron en el 

cuadrante donde se encontraba la plataforma;  en la gráfica 5 observamos diferencias entre grupos, lo cual 

fue confirmado mediante la prueba estadística de Kruskal Wallis (H ( 3) = 16.59, p < 0.001), para determinar 

entre qué grupos estaban dadas estas diferencias, usamos el método de False Discovery Rate (FDR) de 

Benjamini y Hochberg y encontramos diferencias significativas entre los grupos control 3xTgAD y WT (p < 

0.001; q < 0.001). Además encontramos diferencias entre los grupos 3xTgAD con tratamiento de agua y WT 

con tratamiento de citrulina (p = 0.001; q = 0.003), en la gráfica podemos observar diferencias entre el grupo 

de animales 3xTgAD con tratamiento de citrulina y el grupo de 3xTgAD con tratamiento de agua, sin 

embargo éstas diferencias no alcanzaron a ser estadísticamente significativas (p = 0.057). Aunque sí pudimos 

observar una tendencia a la mejora (aumento en el tiempo en cuadrante) en la memoria a largo plazo en los 

animales 3xTgAD a los que se les administró citrulina. 

 

 

  

Gráfica 5. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Tiempo en cuadrante (en 
porcentaje). Machos 8 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. *p < 0.001, *p < 0.001, *p = 0.003. Línea punteada 

diferencias entre cepas. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
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Benjamini y Hochberg muestra diferencias entre los grupos 3xTgAD con tratamiento de agua y los animales 

WT con el mismo tratamiento (p < 0.001; q < 0.001), entre los grupos WT con tratamiento de agua y 3xTgAD 

con tratamiento de citrulina (p = 0.010; q = 0.019), entre los grupos 3xTgAD con tratamiento de agua y WT 

con tratamiento de citrulina (p = 0.007; q = 0.019), así como diferencias significativas entre los grupos 

3xTgAD con tratamiento de citrulina y 3xTgAD con tratamiento de agua (p = 0.033; q = 0.049) como se 

puede ver en la gráfica 6. Estos resultados sugieren un efecto positivo del tratamiento con citrulina en la 

memoria a largo plazo de los machos 3xTgAD. 

   

Gráfica 6. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Número de cruces sobre el 
lugar donde se encontraba la plataforma.Machos 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. *p < 0.001, *p < 0.001, *p = 
0.026, *p = 0.017. *p = 0.026. Línea punteada diferencias entre cepas, línea continua diferencias entre tratamiento. Los bigotes 

representan los valores mínimos y máximos. 
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0.048); además observamos diferencias entre los grupos 3xTgAD con el tratamiento de agua y el WT con el 

mismo tratamiento (p < 0.001; q = 0.001) y entre los 3xTgAD con el tratamiento de agua y el WT con 

tratamiento de citrulina (p =0.004; q = 0.012). 

 

Gráfica 7. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Distancia recorrida (en metros) 
antes de llegar al lugar donde se encontraba la plataforma. Machos 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. *p < 0.002, 

*p = 0.001, *p = 0.012, *p = 0.048. Línea punteada diferencias entre cepas, línea continua diferencias entre tratamiento. Los bigotes 
representan los valores mínimos y máximos. 

 

Por último, se evaluó la velocidad promedio de los diferentes grupos y tratamientos; en la gráfica 8 se puede 

observar la velocidad promedio de cada grupo, la prueba estadística de Kruskal-Wallis indica que no existen 

diferencias significativas entre grupos (H (3) = 6.16, p = 0.104). Con lo anterior pudimos corroborar primero 

que no existe diferencia en el desempeño motriz entre ambas cepas y segundo que el efecto observado en 

la conducta debido a la administración de citrulina en estos animales fue debido a cambios en el desempeño 

motor o la velocidad de nado de estos animales; el efecto observado es sobre la memoria a largo plazo. 
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Gráfica 8. Gráfica de barras muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Velocidad promedio de nado el día de la 
prueba. Machos 8 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Las barras representan el error estándar. 

 

Hembras de 8 meses de edad 

En el caso de la hembras no se observaron diferencias significativas en los tiempos de latencia entre cepas y 

tratamientos el día de la prueba (gráfica 9), lo cuál se corroboró mediante la prueba estadística de Kruskal 

Wallis (H (3) = 1.65, p > = 0.646) esto sugiere que las hembras 3xTgAD no presentan déficit cognitivo en esta 

tarea espacial  a esta edad al compararlas con su grupo control. El método de False Discovery Rate (FDR) de 

Benjamini y Hochberg corroboró que no existen diferencias entre los grupos. 

 

 

Gráfica 9. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Latencia en segundos. 
Hembras 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 

 



 45 

Del mismo modo que en los machos se determinó el porcentaje de tiempo que los diferentes grupos de 

hembras pasaron en el cuadrante donde se encontraba la plataforma durante los días de entrenamiento, la 

prueba estadística de Kruskal Wallis mostró que no existen diferencias significativas entre los grupos (H (3) = 

3.73, p > = 0.292), el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg corroboró que no 

existen diferencias significativas entre los grupos (Gráfica 10). 

 

 

Gráfica 10. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Tiempo en cuadrante (en 
porcentaje). Hembras 8 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 

 
 

El número de cruces también se determinó para los diferentes grupos de hembras, en la gráfica 11 podemos 

observar que no existen diferencias entre los grupos, lo anterior se corroboró mediante la prueba estadística 

de Kruskal Wallis (H (3) = 1.13, p > = 0.768), el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y 

Hochberg tampoco mostró diferencias significativas entre los grupos. 
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Gráfica 11. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Número de cruces sobre el 
lugar donde se encontraba la plataforma. Hembras 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los 

valores mínimos y máximos. 
 

 

La determinación de la distancia recorrida (metros) por el animal el día de la prueba antes de llegar al lugar 

en donde se encontraba la plataforma los días anteriores, se analizó como se hizo con los machos de ambas 

cepas; los resultados obtenidos se pueden observar en la gráfica 12; no existen diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos según la prueba estadística de Kruskal Wallis (H(3) = 0.644, p > 0 0.886) el 

método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg corroboró este resultado. 

 

Gráfica 12. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Distancia recorrida (en 
metros) antes de llegar al lugar donde se encontraba la plataforma. Hembras 8 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los 

bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
 

Como se hizo con los machos la determinación de la velocidad promedio se realizó también en las hembras; 

como se observó en los machos las hembras tampoco muestran diferencias en la velocidad de nado (H (3) = 

1.547 p > = 0.671) (Gráfica 13). 
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Gráfica 13. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Velocidad promedio de nado 
el día de la prueba. Hembras 8 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Las barras representan el error estándar. 

 

Igual que los machos estos resultados nos corroboran que no existe diferencia en el desempeño motriz 

entre ambas cepas y que el efecto que el tratamiento con citrulina pudo haber tenido en estos animales no 

es debido a cambios en el desempeño motriz o la velocidad de nado; sin embargo a diferencia de los machos 

el efecto que pudo haber tenido la citrulina sobre la memoria a largo plazo en éstas hembras no pudo ser 

observado debido a que de inicio las hembras transgénicas no presentaron déficit cognitivo en esta tarea 

conductual a esta edad. 

Debido a que no se encontraron diferencias significativas en el desempeño conductual de las hembras 

3xTgAD comparadas con su control las hembras WT, podemos sugerir que las hembras 3xTgAD no presentan 

déficit cognitivo a esta edad en esta tarea conductual por lo tanto el efecto que pudiera tener el tratamiento 

con citrulina sobre el déficit cognitivo en las hembras del modelo 3xTgAD no pudo ser determinado por que 

no existe el mismo. 

Machos de 12 meses de edad 

Con el fin de conocer el efecto de la administración de citrulina en una etapa más avanzada de la 

enfermedad en el modelo murino 3xTgAD, decidimos administrar a otros cuatro grupos de animales con la 

misma dosis (1g/kg/día) pero iniciando el tratamiento a los 9 meses de edad, con la misma duración (3 



 48 

meses) que tuvo el tratamiento con citrulina en el grupo más joven; sin embargo a diferencia del grupo más 

joven, en estos grupos la n fue de cuatro animales por tratamiento, por sexo; los animales de 12 meses de 

edad fueron entrenados y probados en el laberinto acuático de Morris. Durante el entrenamiento, todos los 

grupos de 12 meses de edad (3xTgAD y WT, de ambos tratamientos y ambos sexos), redujeron su latencia de 

escape (tiempo que tarda un animal en llegar a la plataforma desde cualquier punto de la tina donde haya 

sido puesto). Realizamos el mismo análisis que en el grupo más joven de ensayo (4 ensayos) por día (4 días) 

de machos de ambas cepas (3xTgAD o WT) con los dos tratamientos (citrulina o agua), se observó una 

disminución de la latencia (en segundos) de los animales a través de los ensayos y los días (gráfica 14). Éste 

decremento en la latencia se corroboró mediante el análisis estadístico de ANOVA de repetidas medidas; 

observamos una disminución en la latencia durante los ensayos (F (11.14) = 4.40, p < 0.001); no observamos 

diferencia en la latencia entre las cepas durante los ensayos (F (1.154) = 10.49, p < 0.05) tampoco 

observamos algún efecto en la latencia debido al tratamiento (citrulina o agua) durante los ensayos (F 

(1.154) = 0.11 p > 0.05).  

 

Gráfica 14. Aprendizaje en el Laberinto acuático de Morris. Machos 12 meses de edad. TG: 3xTgAD,  WT: Wild type, ◾TG agua, ▲ 
WT citrulina, ▼TG citrulina, ⬤ WT agua, ENS: ensayos. p < 0.001. Los símbolos representan las medias y las barras el error estándar. 

 

Lo mismo se obtuvo en las hembras de ambas cepas con los mismos tratamientos, un decremento en la 

latencia a través de los ensayos y los días de entrenamiento; lo cual fue corroborado mediante una ANOVA 

de repetidas medidas; disminución significativa de la latencia durante los ensayos (F (11.14) = 4.04, p < 

0.001); no observamos ninguna diferencia en la latencia entre las cepas durante los ensayos (F (1.154) = 
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1.40, p > 0.05); ni tampoco algún efecto en la latencia debido al tratamiento (citrulina o agua) durante los 

ensayos F (1.154) = 0.44, p > 0.05) (gráfica 15). Esto indica que ambas cepas con ambos tratamientos 

aprendieron la tarea conductual. El número de animales para todas las pruebas conductuales fue de 8 

ratones por cepa (3xTgAD o WT), 4 animales por tratamiento (citrulina o agua). 

 

Gráfica 15. Aprendizaje en el Laberinto acuático de Morris. Hembras 12 meses de edad. TG: 3xTgAD,  WT: Wild type, ◾TG agua, ▲ 
WT citrulina, ▼TG citrulina, ⬤ WT agua, ENS: Ensayos. p < 0.001. Los símbolos representan las medias y las barras el error estándar. 

 

Como se puede observar en la gráfica 16 los machos 3xTgAD administrados con citrulina muestran un 

decremento en la latencia el día de la prueba, similar a lo que observamos en los machos de 8 meses con el 

mismo tratamiento; la prueba estadística de Kruskal Wallis  (H ( 3) = 8.45, p = 0.021) señala que existen 

diferencias entre los grupos, el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg señala 

diferencias significativas entre grupos 3xTgAD con tratamiento de agua y WT con el mismo tratamiento (p = 

0.029) y entre el grupo 3xTgAD con tratamiento de agua y el grupo WT con tratamiento de citrulina (p < 

0.029). Sin embargo a diferencia de los grupos de machos 3xTgAD de 8 meses de edad ya no obtuvimos 

diferencias significativas entre tratamientos en los machos 3xTgAD de 12 meses de edad (p = 0.486). 
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Gráfica 16. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba Laberinto acuático de Morris. Latencia en segundos. 
Machos 12 meses de edad. *p < 0.05, #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Línea punteada diferencias entre cepas. Los bigotes 

representan los valores mínimos y máximos. 

 
Como en el caso de los machos de 8 meses de edad, realizamos la determinación del porcentaje de tiempo 

que los animales de 12 meses de edad  pasaron en el cuadrante donde se encontraba la plataforma;  aunque 

en la gráfica 17  observamos un ligero incremento del tiempo en cuadrante de los machos 3xTgAD que 

recibieron el tratamiento con citrulina respecto a los machos 3xTgAD que recibieron agua, no existen  

diferencias significativas entre grupos, lo cual fue confirmado mediante la prueba estadística de Kruskal 

Wallis (H ( 3) = 5.64, p = 0.125). 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfica 17. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Tiempo en cuadrante (en 
porcentaje). Machos 12  meses de edad.   #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
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Analizamos también el número de cruces que los animales de 12 meses hicieron durante la prueba sobre el 

lugar donde fue colocada la plataforma los días anteriores, a pesar de que en la gráfica 18 se puede observar 

un mayor número de cruces de los ratones WT comparados con los ratones 3xTgAD, la prueba estadística de 

Kruskal Wallis indica que no existen diferencias significativas entre grupos (H ( 3) = 4.03, p = 0.273). 

 

Gráfica 18. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Número de cruces sobre el 
lugar donde se encontraba la plataforma. Machos 12 meses de edad.   #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los 

valores mínimos y máximos. 

 

Además, realizamos la determinación de la distancia recorrida (metros) por el animal el día de la prueba 

antes de llegar al lugar en donde se encontraba la plataforma los días anteriores, los resultados obtenidos se 

pueden observar en la gráfica 19. No existen diferencias estadísticamente significativas  entre los grupos de 

acuerdo a la prueba estadística de Kruskal Wallis (H(3) = 5.58, p = 0.130). 
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Gráfica 19. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Distancia recorrida (en 
metros) antes de llegar al lugar donde se encontraba la plataforma. Machos 12 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. 

Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 

 

Por último, evaluamos la velocidad promedio de los diferentes grupos y tratamientos; en la gráfica 20 se 

puede observar la velocidad promedio de cada grupo, la prueba estadística de Kruskal-Wallis indica que no 

existen diferencias significativas entre grupos (H (3) = 5.74, p = 0.111). Con lo anterior podemos corroborar 

que no existen diferencias en el desempeño motriz entre ambas cepas. 

 

 

Gráfica 20. Gráfica de barras muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Velocidad promedio de nado el día de 
la prueba. Machos 12 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Las barras representan el error estándar. 
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Hembras de 12 meses de edad 

En el caso de las hembras se observó un comportamiento similar al  grupo joven (8 meses de edad) para la 

cepa 3xTgAD; no se observaron diferencias significativas en las latencias entre cepas y tratamientos el día de 

la prueba (gráfica 21), lo cuál se corroboró mediante la prueba estadística de Kruskal Wallis (H(3) = 2.73, p = 

0.464). 

 

Gráfica 21. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba Laberinto acuático de Morris. Latencia en segundos. 
Hembras 12 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 

 

 

Del mismo modo que en los machos, determinamos el porcentaje de tiempo que los diferentes grupos de 

hembras de 12 meses de edad  pasaron en el cuadrante donde se encontraba la plataforma durante los días 

de entrenamiento, la prueba estadística de Kruskal Wallis mostró que existen diferencias significativas entre 

los grupos (H (3) = 11.85, p = 0.001), con el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg 

determinamos diferencias significativas entre los grupos WT con el tratamiento de agua y el grupo 3xTgAD 

con el mismo tratamiento, (p = 0.014; q= 0.043), diferencias entre los grupos WT con tratamiento de 

citrulina y los 3xTgAD con tratamiento de agua (p = 0.004; q = 0.023) y diferencias entre los grupos WT con 

tratamiento de citrulina y 3xTgAD con el mismo tratamiento (p = 0.021; q = 0.043) (Gráfica 22). 

 



 54 

  

Gráfica 22. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Tiempo en cuadrante (en 
porcentaje).Hembras 12  meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. p = 0.001, *p = 0.043, *p = 0.023, *p = 0.043. Línea 

punteada diferencias entre cepas (3xTgAD y WT). Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
 

 

El número de cruces se obtuvo también para los diferentes grupos de hembras de 12 meses de edad, en la 

gráfica 23 podemos observar diferencias entre los grupos, lo anterior se corroboró mediante la prueba 

estadística de Kruskal Wallis (H (3) = 9.85, p = 0.005), el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini 

y Hochberg mostró diferencias significativas entre los grupos WT con tratamiento de agua y el grupo 3xTgAD 

con el mismo tratamiento (p = 0.011; q = 0.049) y diferencias también entre el grupo WT con tratamiento de 

citrulina y 3xTgAD con tratamiento de agua (p = 0.016; q = 0.049). 

 

Gráfica 23. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Número de cruces sobre el 
lugar donde se encontraba la plataforma. Hembras 12 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. p = 0.005, *p = 0.049, *p = 

0.049. Línea punteada diferencias entre cepas (3xTgAD y WT). Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
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La determinación de la distancia recorrida (metros) por el animal el día de la prueba antes de llegar al lugar 

en donde se encontraba la plataforma los días anteriores fue analizada como se hizo con los machos de 

ambas cepas; los resultados obtenidos se pueden observar en la gráfica 24; no existen diferencias entre los 

grupos según la prueba estadística de Kruskal Wallis (H(3) = 5.31, p = 0.151) con el método de False 

Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg corroboramos este resultado. 

 

 

 

Gráfica 24. Diagrama de caja y bigotes muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Distancia recorrida (en 
metros) antes de llegar al lugar donde se encontraba la plataforma. Hembras 12 meses de edad. #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. 

Los bigotes representan los valores mínimos y máximos. 
 
 

Como se hizo con los machos determinamos la velocidad promedio también en las hembras, como  

observamos en los machos las hembras tampoco muestran diferencias en la velocidad de nado. A pesar de 

que la prueba estadística Kruskal Wallis indica que existen diferencias entre grupos (H (3) = 10.21  p = 0.004), 

al realizar el método False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg no se encontraron diferencias 

entre los grupos; cabe mencionar que la ventaja de este método es precisamente evitar la obtención de 

falsos positivos (Gráfica 25). 
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Gráfica 25. Gráfica de barras muestra los datos de la prueba de Laberinto acuático de Morris. Velocidad promedio de nado el día de 
la prueba. Hembras 12 meses de edad.  #WT: WIld Type, "TG: 3xTgAD. Las barras representan el error estándar. 

 

Con base en los resultados obtenidos en los grupos de 12 meses de edad  tanto machos como hembras con 

el tratamiento de citrulina, se decidió continuar con las pruebas de biología molecular sólo en los animales 

del grupo joven (8 meses) ya que fue el grupo de edad en el cual la citrulina tuvo un efecto sobre la memoria 

a largo plazo. 

Niveles de arginina  

Dado que citrulina es el precursor primario de arginina, medimos los niveles de arginina en líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y tejido cerebral (hipocampo y cerebelo) para evaluar los cambios ocasionados por la 

administración con citrulina. Dedido a que la muestra de LCR de los animales es un pull de 4 animales que 

corresponde a una solo medición, no se pudo realizar un análisis estadístico de los datos. Sin embargo, se 

determinó el porcentaje de incremento de los niveles de arginina de los animales tratados con citrulina con 

respecto a la cepa control (WT) con administración de agua, lo que se tomó como el 100% de arginina. Los 

machos 3xTgAD que recibieron administración de citrulina tuvieron un aumento en los niveles de arginina 

en LCR de 180% y los machos WT administrados con citrulina mostraron un aumento de 135% con respecto 

a los machos WT administrados con agua (gráfica 26).  
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Gráfica 26. Gráfica de líneas muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en LCR. Machos 3xTgAD Y WT  8 meses de edad.      
WT: Wild Type,     TG. 3xTgAD. 

 

Las hembras 3xTgAD administradas con citrulina mostraron un incremento de arginina en LCR del 180%; 

mientras que las hembras WT administradas con citrulina exhibieron un incremento de los niveles de 

arginina del 126% con respecto a las hembras WT administradas con agua. Con estos resultados 

corroboramos que la administración de citrulina induce un aumento en los niveles de arginina en el LCR de 

los animales con este tratamiento y que el aumento observado tanto en hembras como en machos es 

similar (gráfica 27). 

 

Gráfica 27. Gráfica de líneas muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en LCR. Hembras 3xTgAD Y WT  8 meses de edad.     
WT: Wild Type,     TG: 3xTgAD. 
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Además, medimos los niveles de arginina en hipocampo; una estructura que se sabe sufre más cambios 

durante esta enfermedad en este modelo, además realizamos esta medición en el cerebelo como una 

estructura control ya que se ha reportado que es una de las estructuras en la que suceden menos cambios 

durante la progresión de la enfermedad. 

Los niveles de arginina en hipocampo de los machos 3xTgAD se muestran en la gráfica 28, la prueba Kruskal 

Wallis (H (3) = 8.96; p < = 0.030) indica diferencias entre grupos; sin embargo, al realizar el método de False 

Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg no encontramos diferencias significativas entre grupos, por lo 

tanto sólo podemos observar una tendencia al incremento en los niveles de arginina en el grupo de animales 

transgénicos que fueron administrados con citrulina.  

 

Gráfica 28. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en Hipocampo en machos 3xTgAD Y WT  8 

meses de edad.    WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

En el caso de las hembras se observó lo mismo que en los machos, no existen diferencias en los niveles de 

arginina en hipocampo entre grupos ni por cepa, como se puede observar en la gráfica 29 lo cual a su vez se 

corroboró mediante la prueba estadística Kruskal Wallis (H (3) = 5.35; p = 0.148).  
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Gráfica 29. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en Hipocampo en hembras 3xTgAD Y WT  8 
meses de edad.    WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

La concentración de arginina en cerebelo tanto de machos (gráfica 29) prueba de Kruskal Wallis test (H (3) = 

5.97; p = 0.106) como de hembras (gráfica 30) prueba de Kruskal Wallis (H (3) = 3.11; p = 0.400) de ambas 

cepas no presentó cambios como era esperado debido a que ésta es nuestra estructura control.  

 

Gráfica 30. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en Cerebelo en machos 3xTgAD Y WT  8 
meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 
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Gráfica 31. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de arginina en Cerebelo en hembras 3xTgAD Y WT  8 
meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

Niveles de Óxido Nítrico  

Para evaluar la vía de las óxido sintasas, como una posible vía en la que se empleara la arginina derivada de 

la administración de citrulina, realizamos una medida indirecta de determinación de óxido nítrico mediante 

los niveles de nitratos y nitritos en hipocampo de los machos (gráfica 32) y hembras (gráfica 33) de ambas 

cepas; la prueba de Kruskal Wallis mostró que en el caso de los machos existen diferencias significativas 

entre los grupos (H (3) = 13.03, p = 0.001), mediante el método de False Discovery Rate (FDR) de Benjamini y 

Hochberg se estableció que estas diferencias se encuentran entre los grupos de machos 3xTgAD tratados 

con citrulina y los machos WT tratados con agua y con citrulina (p = 0.002; q = 0.013, p = 0.005; q = 0.016) 

respectivamente.  
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Gráfica 32. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de óxido nítrico en Hipocampo en machos 3xTgAD Y WT  
8 meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. p = 0.001, *p = 0.013, *p = 0.016. Línea punteada diferencias entre cepas (3xTgAD 

y WT). Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

Observamos algo similar con los niveles de nitritos en las hembras (gráfica 33); una prueba de Kruskal Wallis 

mostró que existen diferencias significativas entre los grupos (H (3) = 12.52; p = 0.001) y el  método de False 

Discovery Rate (FDR) de Benjamini y Hochberg reveló que estas diferencias se encontraban entre el grupo  

3xTgAD con agua y el grupo WT con el mismo tratamiento (p = 0.018; q = 0.036) y entre el grupo TG tratado 

con citrulina y los grupos de hembras WT de ambos tratamientos (citrulina y  agua) (p = 0.004; q = 0.025, p = 

0.010; q = 0.029 respectivamente).  
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Gráfica 33. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de óxido nítrico en Hipocampo en hembras 3xTgAD Y WT  
8 meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. p = 0.001, *p = 0.036, *p = 0.025, *p = 0.029. Línea punteada diferencias entre 

cepas (3xTgAD y WT). Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

Este análisis también se hizo en la estructura control (cerebelo) en el caso de los machos como se puede 

observar en la gráfica 34 no existen cambios en los niveles de óxido nítrico (NO), lo cuál se corroboró 

mediante la prueba estadística de Kruskal Wallis (H (3) = 5.35; p = 0.145).  

 

Gráfica 34. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de óxido nítrico en Cerebelo en machos 3xTgAD Y WT  8 
meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

En el caso de las hembras (gráfica 35) sí se observaron diferencias entre grupos, estas diferencias fueron 

estadísticamente significativas según la prueba estadística aplicada  Kruskal Wallis (H (3) = 13.35; p = 0.001), 
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grupos se encontraban estas diferencias; las hembras TG con tratamiento de agua tienen diferencias con el 

grupo de hembras WT con el mismo tratamiento (p < 0.001; q = 0.006) existen además diferencias entre el 

grupo  TG con tratamiento de agua y el WT con tratamiento de citrulina (p = 0.011; q = 0.032). 

   

Gráfica 35. Diagrama de dispersión muestra los datos obtenidos de niveles de óxido nítrico en Cerebelo en hembras 3xTgAD Y WT  8 
meses de edad.     WT: Wild Type,   TG: 3xTgAD. p = 0.001, *p = 0.006, *p = 0.032. Línea punteada diferencias entre cepas (3xTgAD y 

WT). Las barras representan la mediana de los datos obtenidos. 

 

Estos resultados sugieren que las hembras 3xTgAD tienen niveles más altos de óxido nítrico en cerebelo 

comparado con las hembras WT, aún sin haber recibido el tratamiento con citrulina. 

Con el objetivo de saber si existía alguna correlación entre los niveles de arginina y el desempeño de los 

machos 3xTgAD en el laberinto acuático de Morris, realizamos una prueba estadística Spearman r, la cual 

mostró que no existe una correlación entre los niveles de arginina en hipocampo y la latencia en segundos  

(r = -0.50; p = 0.21); tampoco encontramos correlación entre los niveles de arginina y los niveles de nitritos 

(r = -0.60; p = 0.35). Lo mismo encontramos para las hembras 3xTgAD, no existe correlación entre los niveles 

de arginina y la latencia en segundos (r = 0.50; p = 0.45) ni entre los niveles de nitritos y arginina (r = 0.60;     

p = 0.41). 
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Niveles de Radical OH 

Finalmente, medimos los niveles de radical hidroxilo en el hipocampo de los ratones de ambas cepas y de 

ambos sexos, con ambos tratamientos (citrulina y agua) mediante el ensayo de la 2-desoxi-d-ribosa. En las 

gráficas 36 y 37 podemos ver los resultados obtenidos para los animales 3xTgAD machos y hembras 

(respectivamente); en estas gráficas no se observan los datos del grupo control que son los animales WT con 

ambos tratamientos ya que al realizar la cuantificación (mediante el uso de una curva estándar) en estos 

animales, los niveles fueron demasiado bajos para ser detectados, es decir eran valores por debajo de los 

niveles de la curva estándar. 

Los resultados obtenidos para los machos 3xTgAD se pueden observar en la gráfica 36;  los niveles entre los 

machos TG con ambos tratamientos son muy similares (Mdn = 0.0528, Mdn = 0.0600), la prueba de Mann-

Whitney confirmó lo observado, (U = 28, p > 0.05), el tratamiento con citrulina en esta dosis y mediante este 

tipo de administración (esofágica) no induce un decremento en los niveles de radical hidroxilo.  

 

Gráfica 36. Gráfica de barras con error estándar muestra niveles de radical hidróxilo en machos 3xTgAD de 8 meses de edad.  

 

En el caso de las hembras 3xTgAD en los resultados obtenidos (Gráfica 37) se puede observar lo mismo que 

en los machos, los niveles de radical hidroxilo en el grupo de hembras que recibió el tratamiento con 

citrulina (Mdn = 0.1128) son similares con las hembras que recibieron el tratamiento con agua (Mdn = 

0.1036); la prueba de Mann-Whitney no muestra diferencias significativas (U = 8; p > 0.05) entre los grupos. 
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Gráfica 37. Gráfica de barras con error estándar muestra niveles de radical hidróxilo en hembras 3xTgAD de 8 meses de edad. 

De acuerdo con los resultados obtenidos del radical hidroxilo, el tratamiento con citrulina en esta dosis no 

induce un decremento significativo sobre estos niveles. Sin embargo, los niveles de radical hidroxilo en el 

modelo 3xTgAD en ambos sexos es mayor que los niveles en los animales WT, lo cual indica que los animales 

3xTgAD presentan mayores niveles de estrés oxidativo. 
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10. DISCUSIÓN  

La administración de citrulina durante 3 meses en los machos 3xTgAD de 5 meses de edad mejoró el 

desempeño conductual en la tarea espacial Laberinto acuático de Morris. Con este trabajo demostramos 

que el déficit cognitivo en los ratones de 8 meses de edad 3xTgAD puede ser prevenido si los animales son 

administrados con citrulina en una etapa temprana de la enfermedad. No observamos cambios en la 

adquisición de la tarea en ninguna de las cepas, por lo cual podemos sugerir que el efecto que observamos 

sobre tres de las cinco mediciones que realizamos para evaluar el desempeño conductual (disminución de la 

latencia, aumento en el número de cruces por el lugar donde se encontraba la plataforma durante el 

entrenamiento, disminución de la distancia recorrida antes de llegar al lugar donde se encontraba la 

plataforma) es sobre la consolidación de la memoria a largo plazo y no sobre el aprendizaje de la misma. 

Observamos diferencias significativas entre los animales 3xTgAD administrados con citrulina y los 3xTgAD 

que recibieron agua; los primeros reflejan una mejora en la memoria a largo plazo como consecuencia de la 

administración de citrulina.  

Sin embargo, en la medición de porcentaje de tiempo en el cuadrante objetivo no obtuvimos diferencia 

estadística significativa (p = 0.057). Una posible explicación puede estar relacionada con el patrón temporal 

de búsqueda reportada en los ratones. Se ha descrito que la precisión de la búsqueda en ratones controles 

alcanza su punto máximo entre los 10 y los 15 segundos y posteriormente disminuye. Esta disminución en el 

tiempo de búsqueda sugiere que los ratones aprenden relativamente rápido que la plataforma está ausente 

del cuadrante donde antes se encontraba y cambian la estrategia de búsqueda, lo cual podría ocasionar que 

los animales se muevan hacia otros cuadrantes y que al medir el tiempo en cuadrante este se vea reducido, 

por lo que esta medición no necesariamente refleja un mal desempeño en la tarea (Maei et al., 2009). 

Además de la estrategia de búsqueda existen diversos factores como la edad, el sexo, la especie y la cepa 

que se ha reportado, pueden tener efecto sobre el desempeño en esta tarea conductual específica 

(Laberinto acuático de Morris) (D’Hooge et al., 2001). Algunos estudios además indican que los ratones 

envejecidos tienen peor desempeño en el laberinto acuático de Morris y conductas como la flotación son 

más comunes en los ratones cuando estos son comparados con las ratas (Brandeis et al., 1989; Lipp et al., 
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1998). Estos factores pueden influenciar las mediciones de manera independiente e incluso afectar en la 

detección de diferencias entre grupos; de ahí la importancia de realizar más de una medición en la prueba 

de memoria, esto para tener más parámetros de referencia con los cuales podamos concluir si la 

administración del aminoácido tuvo un efecto sobre la memoria; en nuestro caso las medidas indican que el 

efecto que obtuvimos después de la de administración de citrulina durante 3 meses es positivo y es sobre la 

memoria a largo plazo, ya que no obtuvimos diferencias en la velocidad promedio de nado (la quinta 

medición en la que no encontramos diferencias entre grupos) entre cepas ni entre tratamientos, por lo cual 

sabemos que el efecto que observamos en los grupos administrados con citrulina no se debe a una mejora 

en el desempeño motor.  

En este trabajo encontramos diferencias estadísticamente significativas en tres de las cinco mediciones 

realizadas, lo cual indica un efecto positivo de la administración de citrulina sobre la memoria a largo plazo 

en los animales 3xTgAD; en contraste con los machos 3xTgAD, las hembras de la misma cepa no presentan 

déficit cognitivo en ninguno de los dos grupos de edad (8 y 12 meses), por lo que no pudimos evaluar el 

efecto de la administración de citrulina sobre la memoria a largo plazo.  

Respecto a las diferencias en el desempeño conductual entre sexo de los animales 3xTgAD que nosotros 

observamos  ya se han reportado diferencias en el desempeño de ciertas tareas entre sexos de esta misma 

cepa, en tareas conductuales como el laberinto acuático de Morris, evitación inhibitoria y reconocimiento de 

objeto novedoso; en el caso del laberinto acuático de Morris se ha reportado que en la versión con claves 

los animales 3xTgAD de 4 meses de edad no presentan déficit; a los 2 y 4 meses de edad los ratones 3xTgAD 

hembras y machos se desempeñan de manera comparable en tareas dependientes de hipocampo, corteza y 

amígdala según lo medido en las tareas conductuales de reconocimiento de objeto novedoso, evitación 

inhibitoria y laberinto acuático de Morris (sin clave); sin embargo, en este mismo trabajo reportan 

diferencias cognitivas dependientes del sexo que se presentan a los 6 meses de edad, un peor desempeño 

de las hembras 3xTgAD en la evitación inhibitoria y en el laberinto acuático de Morris; estas diferencias 

cognitivas ya no fueron observadas en los machos y hembras 3xTgAD de 15 meses de edad; en resumen las 

hembras tienen un peor desempeño comparadas con los machos a la edad de 6 y 9 meses en el laberinto 
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acuático de Morris, sin embargo, no observaron diferencias entre sexos a las edades de 2, 4, 12 ó 15 meses. 

(Clinton et al., 2007). A diferencia de lo reportado en este trabajo, nosotros encontramos un mejor 

desempeño en las hembras 3xTgAD en el laberinto acuático de Morris mostrando una menor latencia de 

escape el día de la prueba, mayor porcentaje de tiempo en el cuadrante donde se encontraba la plataforma 

durante el entrenamiento, mayor número de cruces por el lugar donde se encontraba la plataforma durante 

el entrenamiento y menor distancia recorrida antes de encontrar la plataforma. 

Se han reportado inconsistencias en esta cepa entre sexos y los resultados dependen de la tarea conductual 

que se emplea y de la edad de los animales (Stover et al., 2015) lo que infiere ciertas limitaciones al trabajar 

con este modelo murino. Stover y colaboradores evaluaron el desempeño de animales de la cepa 3xTgAD en 

diferentes pruebas conductuales (laberinto Y de alternancia espontánea, reconocimiento de objeto 

novedoso, laberinto de Barnes y condicionamiento contextual al miedo con clave) y encontraron que en el 

laberinto de Barnes los ratones 3xTgAD tanto machos como hembras de 6.5 meses de edad muestran déficit 

en el aprendizaje espacial y la memoria; sin embargo, reportaron que las hembras se mueven más rápido 

que los machos por lo cual observaron menor latencia en las hembras comparadas con los machos, los 

machos mostraron un peor desempeño comparados con las hembras. Por su parte, en la tarea de 

condicionamiento contextual al miedo no encontraron evidencia de déficit en la memoria en los animales 

3xTgAD de 6.5 meses de edad, por el contrario, los animales 3xTgAD parecen pasar más tiempo en la 

conducta denominada freezing que se refiere a que el animal está asustado por el estímulo que recibió, lo 

cuál se podría interpretar como que el animal tiene una mejor memoria o el estímulo genera mayor 

ansiedad en ellos que en los animales control (B6129SF2). También observaron que las hembras de ambas 

cepas pasan más tiempo en la conducta de freezing que los machos, lo cual podría indicar que los machos 

tienen un pequeño déficit cognitivo comparado con las hembras. En general las hembras presentan un 

mejor desempeño cognitivo que los machos a la edad de 6.5 meses, según lo reportado por estos autores. A 

pesar de que durante la adquisición no hubo diferencias, nuestros resultados coinciden con lo reportado por 

Stover y colaboradores quienes evaluaron el aprendizaje y la memoria espacial con el laberinto de Barnes en 

ratones 3xTgAD de 6 meses de edad y encontraron un peor desempeño en los machos comparados con las 
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hembras de la misma cepa. Ellos además observaron que a esta edad no existen diferencias en el 

desempeño conductual de machos y hembras 3xTgAD comparados con los ratones WT en la tarea de 

memoria de condicionamiento al miedo en contexto, lo cuál coincide con lo que obervamos nosotros en el 

caso de las hembras 3xTgAD comparadas con las hembras WT en la tarea de Laberinto Acuático de Morris. 

Además del trabajo de Stover, otros autores han reportado que en la prueba de alternancia espontánea de 

laberinto Y, el cuál se usa para medir memoria a corto plazo, las hembras 3xTgAD no tienen déficit a la edad 

de 6 meses, en otros trabajos reportan déficit desde los 6 meses de edad y algunos otros observan el déficit 

hasta los 7 meses de edad (Carrol et al., 2007; Rosario et al., 2006; Zhang et al., 2010). En otra tarea 

(reconocimiento de objeto novedoso) algunos estudios reportan déficit cognitivo en las hembras 3xTgAD de 

6 meses de edad comparadas con ratones B6129SF2 (Chen et al., 2013; Blanchard et al., 2010). Sin embargo, 

otro estudio encuentra déficit cognitivo al probar a ratones hembra y machos 3xTgAD hasta los 9 meses de 

edad en ambas versiones, la de memoria a corto (1.5 horas después) y largo plazo (24 horas después) de la 

misma tarea de reconocimiento de objeto novedoso (Clinton et al., 2007). Así mismo, Martinez-Coria y 

colaboradores encontraron que hay déficit cognitivo en ambas versiones (memoria de corto y largo plazo) 

en la tarea de reconocimiento de objeto novedoso en hembras y machos de 3xTgAD de 9 meses de edad 

comparados con ratones control de la misma edad (Martinez-Coria et al., 2010).  

En el laberinto radial los animales 3xTgAD presentaron déficit en la memoria de trabajo y de referencia 

comparados con sus controles (B6129SF2), estas diferencias se observaron desde los 2 meses de edad 

(Stevens y Brown, 2014). Algunos estudios han reportado también déficit cognitivo en este modelo en el 

condicionamiento contextual al miedo a los 6 meses de edad en ambos sexos (Billings et al., 2005; España et 

al., 2010). Por otro lado también existen estudios en los que no se han encontrado diferencias entre las 

cepas 3xTgAD y su control B6129SF2, o por sexo en la tarea conductual de condicionamiento contextual al 

miedo en animales de 13-14 meses de edad. Adicionalmente, Stevens y Brown encontraron que los machos 

3xTgAD tienen peor desempeño en la memoria de trabajo y de referencia comparados con las hembras de la 

misma cepa, en el laberinto radial a los 2, 6 12 y 15 meses de edad (Stevens y Brown, 2014). 
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Por su parte, los reportes en memoria espacial también encuentran diferencias por sexo en los animales 

3xTGAD. Un trabajo realizado por Blázquez y colaboradores reportó un peor desempeño en las hembras 

3xTgAD comparadas con los machos de la misma cepa en el laberinto acuático de Morris a los 12 y 15 meses 

de edad (Blázquez et al., 2014). Además, se ha sugerido que los parámetros de la tarea (Roof et al., 1999), la 

cepa (Upchurch y Wehner, 1988; Adams et al., 2002) , y el sexo de los ratones (Voikar et al., 2001) puede 

influenciar el desempeño espacial en el laberinto acuático de Morris.  

Machos y hembras usan diferentes estrategias o exhiben estrategias diferentes en el uso de claves 

espaciales para resolver laberintos; las hembras usan una estrategia de respuesta a claves mientras que los 

machos usan una estrategia de lugar (Yagi y Galea, 2019). En congruencia con estos resultados un 

metaanálisis de estudios de laberinto radial y laberinto acuático de Morris demostró que las hembras de 

ratón tienen una ligera ventaja en el laberinto acuático de Morris mientras que los machos muestran una 

ligera ventaja en el laberinto radial (Jonasson, 2005). Existe otro estudio en el que se demuestra que ratones 

hembras envejecidas se desempeñan mejor en aprendizaje espacial que los machos (Frick et al., 2000). 

Además de este estudio en ratones, también en ratas se ha demostrado que las hembras se desempeñan 

mejor en la tarea de memoria de localización de objeto, la cual también depende de hipocampo (Saucier et 

al., 2008). Hay mucha evidencia acerca de las diferencias por sexo en las estrategias de aprendizaje (Grissom 

et al., 2013; Galea y Kimura, 1993; Cherney et al., 2008) que sugieren que machos y hembras emplean 

diferentes regiones cerebrales durante las tareas de memoria espacial lo que contribuye a diferencias en el 

desempeño conductual durante la navegación espacial (Yagi y Galea, 2019). 

Las diferencias por sexo han sido reportadas además de los modelos murinos, en varios mamíferos y en 

humanos y no sólo en el desempeño cognitivo sino también en la respuesta inmune y la mortalidad. Existe 

evidencia de que con la edad se produce un declive en los sistemas regulatorios, principalmente el nervioso, 

el endócrino y el inmune, es decir en la red neuroinmunoendocrina (Fabris, 1990; Bellinger et al., 2001; De la 

Fuente et al., 2005). Con la edad los tipos y los niveles de citocinas que están en contacto con las células 

nerviosas y endócrinas cambian; las citocinas inflamatorias y los compuestos oxidantes incrementan (De la 

Fuente et al., 2005). Todos estos cambios pueden modificar la función nerviosa (Merril, 2001). Con relación 
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a las diferencias entre sexo en los cambios relacionados con la red neuroinmunoendócrina durante el 

envejecimiento, se ha demostrado que las hembras viven más tiempo que los machos en un gran rango de 

especies animales, incluyendo los humanos. Muchos factores pueden influir en esta longevidad dependiente 

del sexo, dentro de estos factores se encuentran los relacionados con el comportamiento y las diferencias 

fisiológicas (estrógenos, niveles de cortisol/corticosterona) (Kraemer, 2000; Owens, 2002). 

En cuanto al sistema inmune, se ha reportado que en las hembras funciona de manera más eficiente y 

efectiva por más tiempo que en los machos (Aspinall, 2000). Las hembras presentan anticuerpos más fuertes 

(Weinstein et al., 1984) y respuesta inmune más fuerte (De la Fuente et al., 2004) que los machos y se ha 

sugerido que los estrógenos son los responsables de estas diferencias (De la Fuente et al., 2004; Keller et al., 

2001). El efecto que los estrógenos podrían tener sobre el sistema inmune puede estar relacionado con la 

sobreregulación de enzimas antioxidantes, lo cual tiene como resultado un incremento en los niveles de 

glutation reducido (Borrás et al., 2007), lo que puede preservar la función inmune a lo largo del proceso de 

envejecimiento (De la Fuente et al., 2005; Guayerbas et al., 2004; De la Fuente, 2004; De la Fuente et al., 

2004). 

En esta misma línea, se ha reportado que los machos de la cepa 3xTg-AD tienen una disfunción del sistema 

inmune y una alta mortalidad comparado con las hembras de la misma cepa (Giménez-Llort et al., 2008). La 

inflamación ha sido asociada a la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer; la producción de citocinas 

pro-inflamatorias puede perpetuar el ciclo de procesos neuroinflamatorios incluyendo la amiloidosis, la 

muerte neuronal, la reducción del volumen cerebral y los eventos relacionados con enfermedades 

cerebrovasculares y neurodegeneración (McGrattan et al., 2019).  

En el presente trabajo la cepa control no mostró deterioro cognitivo con la edad o alguna mejora de la 

memoria al recibir el tratamiento con citrulina. En contraste, otros experimentos preliminares que han sido 

realizados en esta cepa, animales C57BL6J de 24 meses de edad que recibieron la misma dosis de citrulina 

durante tres meses, mejoraron su memoria en el laberinto Y (Marquet-de Rouge et al., 2013). A diferencia 

de este trabajo nuestro grupo más viejo (12 meses) tenía la mitad de edad de estos animales, por lo cual es 

probable que nuestro grupo aún no presentara algún deterioro cognitivo en la memoria espacial a largo 
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plazo y por tal motivo no pudimos observar algún efecto con el tratamiento de citrulina sobre el deterioro 

cognitivo en los animales WT; esto aunado a la variabilidad que observamos en el modelo y al número de 

ratones por grupo. 

En cuanto a la progresión de la Enfermedad de Alzheimer en el ratón transgénico, el mismo tratamiento 

administrado al grupo de 9 meses de edad sólo provocó una tendencia a la mejora de la memoria a largo 

plazo en los machos 3xTgAD. Al respecto, ha sido reportado que durante la progresión de la EA el déficit 

cognitivo aumenta y la posibilidad de revertir los síntomas se ven reducidos, lo que coincide con nuestros 

resultados. La administración con citrulina reduce el deterioro de la memoria sólo cuando es realizada en 

una etapa temprana de la enfermedad en este modelo murino. Respecto a las hembras los resultados 

obtenidos en el grupo de 12 meses de edad en el laberinto acuático de Morris, no reflejan el efecto del 

tratamiento con citrulina debido a que las hembras no presentaron déficit cognitivo a esta edad; el número 

de animales por grupos (cuatro) de esta edad también es un factor a considerar para la interpretación de los 

datos obtenidos, el aumento en el número de animales por grupo de edad (12 meses) podría permitir la 

obtención de resultados más concluyentes. 

Dado que la administración de citrulina tuvo un efecto benéfico sobre el desempeño de los animales en una 

tarea espacial, evaluamos las implicaciones biológicas que el aminoácido citrulina podría tener. El 

metabolismo de citrulina en mamíferos puede ser clasificado dentro de tres vías: la biosíntesis de arginina, 

el ciclo del óxido nítrico el cual se ha demostrado está implicado en cognición y aprendizaje (Curis et al., 

2005), y el ciclo de la urea, el cual tiene lugar en el hígado (Hawkins, 1996). Por ello, decidimos evaluar los 

cambios en los niveles de arginina y óxido nítrico, como una posible vía mediante la cual podría generarse el 

efecto sobre la memoria a largo plazo.  Encontramos que los niveles de arginina incrementan en el líquido 

cefalorraquídeo después de la administración de citrulina, esto fue observado en ambas cepas y en ambos 

sexos. Sin embargo, sólo pudimos analizar un pull de 4 muestras de líquido cefalorraquídeo proveniente de 

4 animales de la misma cepa con el mismo tratamiento; por lo cual no se pudo realizar ningún análisis 

estadístico, lo que constituye una limitante en nuestro estudio. Además de estos cambios en líquido 
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cefalorraquídeo, encontramos una tendencia al incremento en los niveles de arginina en hipocampo de 

machos 3xTgAD, en los que se observó la mejora conductual.  

Una manera de interpretar estos resultados es a través del metabolismo de arginina, la cual puede provenir 

de tres fuentes distintas: arginina extracelular, la síntesis de novo de arginina y arginina liberada tras la 

degradación celular de proteínas. Ha sido demostrado que dentro de las células existen reservorios de 

arginina, en los cuales la cantidad de arginina puede variar de acuerdo al intercambio de la misma entre los 

diferentes compartimentos celulares (Morris, 2016) y también con respecto al intercambio con el espacio 

extracelular vía transportadores, así como la accesibilidad que tenga la NOS a estos reservorios de arginina. 

Respecto a esto, se ha reportado que la suplementación con L-arginina afecta la actividad de las NOS, a 

pesar de que la concentración intracelular de arginina es casi de 100 micromoles por litro, lo cual excede por 

mucho la Km de la eNOS que es de aproximadamente 5 micromoles, aún así la arginina extracelular 

intensifica la producción de NO (Dioguardi 2011). Ha sido reportado que la óxido nítrico sintasa neuronal 

(nNOS) de células de neuroepitelioma y neuroblastoma pueden ser nutridas rápida y eficientemente 

mediante arginina extracelular y que la síntesis de óxido nítrico es recuperada completamente 4 horas 

después de la adición de arginina extracelular (Simon et al., 2013). Además, Tachikawa y colaboradores han 

reportado que en machos de rata Wistar de 21 días de edad L-arginina es transportada intacta dentro del 

cerebro y metabolizada inmediatamente ya sea a óxido nítrico o a poliaminas, dependiendo de los 

requerimientos (Tachikawa et al., 2018). Lo anterior podría contribuir a la explicación del por qué no 

detectamos cambios significativos en los niveles de arginina en tejido hipocampal de los ratones 3xTgAD 

administrados con citrulina; los reservorios de arginina pueden permanecer intactos debido a que los 

requerimientos de arginina en las diferentes vías son cubiertos por arginina extracelular, la cual se ha visto 

que es empleada antes que arginina que se encuentra dentro de los reservorios celulares; a este fenómeno 

se le conoce como la paradoja de arginina. En concordancia con este trabajo ha sido demostrado que 

pacientes geriátricos (de entre 79-86 años de edad) con enfermedad cerebrovascular tratados con L-arginina 

oral en una dosis de 1.6 g por día durante 3 meses mejoran su función cognitiva (medida mediante la escala 

de Demencia Hasegawa y muestran una reducción de los niveles de peroxidación de lípidos. Sin embargo, las 
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mismas mediciones se realizaron en estos pacientes tres meses después de terminar el tratamiento con 

arginina y los niveles de peroxidación de lípidos incrementaron y los niveles en la escala de Demencia de 

Hasegawa regresaron a los niveles reportados antes de la administración de arginina (Ohtsuka y Nakaya, 

2000). Además de este trabajo, también ha sido reportado que la inyección intracerebroventricular de L-

arginina durante 28 días, mejora la adquisión de la memoria espacial en hembras 3xTgAD de 6.5 meses de 

edad en el laberinto acuático de Morris, adicionalemente observaron un incremento de la latencia en el 

cuadrante correcto y demostraron además que los animales inyectados con arginina mostraron mejor 

memoria espacial de trabajo en el laberinto en Y (Fonar et al., 2018). 

Finalmente realizamos la determinación de los niveles de óxido nítrico como un producto de arginina pero 

no encontramos diferencias estadísticamente significativas entre los animales 3xTgAD administrados con 

citrulina y los animales de la misma cepa que recibieron agua. Sin embargo, se puede observar gráficamente 

una tendencia al incremento en el nivel de óxido nítrico en los animales 3xTgAD que recibieron citrulina. 

Respecto a esto, se ha demostrado que los sistemas regulatorios del ON son complejos, en parte debido a 

que las concentraciones de NO tienen muchas variaciones en magnitud, es decir, las concentraciones 

fisiológicas pueden variar (en un rango bajo) desde nanomoles hasta micromoles. Bajas concentraciones de 

NO pueden estimular vías que son altamente reactivas al NO (Thomas et al., 2015), por ejemplo, la vía de 

NO-cGMP/proteína cinasa G, la cual puede modificar otra importante vía de señalización como la de las MAP 

cinasas, permitiendo la transcripción de ERK el cual tiene una variedad de efectos sobre la plasticidad 

sináptica (Batchelor et al., 2010; Ota et al., 2010), que a su vez está relacionada con la formación de la 

memoria (Chien et al., 2003).  

Por ello, a pesar de que no encontramos diferencias estadísticamente significativas en los niveles de NO, los 

pequeños cambios que observamos pueden tener un impacto biológico importante que pudiera reflejarse 

en la mejora de la memoria. Al respecto, se ha demostrado que la actividad de nNOS y eNOS tiene como 

resultado bajos niveles de NO que son asociados con la regulación fisiológica de la neurotransmisión, el tono 

vascular y posible participación en vías anti-apoptóticas y de sobrevivencia en situaciones donde 

neurotoxinas u otros daños al cerebro se presenten (Martínez-Ruiz et al., 2011). En las células de mamíferos 
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el blanco molecular del NO es la proteína guanilil ciclasa soluble (sGC) que cataliza la conversión de GTP a 

cGMP un segundo mensajero relevante que participa en el desencadenamiento de la reacción postsináptica 

a un transmisor (Garthwaite, 2008; Krumenacker et al., 2004). Este posible efecto del NO ha sido también 

sugerido en pacientes en los que se ha administrado arginina y se ha visto un efecto positivo sobre el déficit 

cognitivo, a pesar de que no se midieron los niveles de óxido nítrico en este trabajo, los autores sugieren 

que el incremento en los niveles de NO como neurotransmisor o el incremento en el flujo de sangre cerebral 

mediante el incremento de NO podrían tener beneficios sobre la función cognitiva (Ohtsuka y Nakaya, 

2000). Otro factor que pudo influenciar la medición de NO, es el tiempo transcurrido entre la última 

administración de citrulina y el tiempo en el que se sacrificó a los animales y se hicieron las mediciones 

correspondientes que fue de 8 a 10 días. Se ha reportado que la administración de arginina extracelular 

induce un incremento en los niveles de NO 4 horas después de su adición (Simon et al., 2013). Además se ha 

reportado que los cambios en niveles de NO pueden ser visibles de una manera más exacta en microvasos y 

no en tejido cerebral, esto fue reportado en un modelo murino deficiente de la eNOS del cual se extrajeron 

los microvasos y el hemisferio completo para hacer esta medición de NO y pudieron observar cambios en 

niveles de NO sólo en los microvasos pero no en el tejido cerebral de estos animales (Austin et al., 2010). 

Aunado a esto, en este trabajo se realizó la medición de metabolitos secundarios del NO, (nitratos y nitritos) 

que es un método indirecto. 

En cuanto a las diferencias por cepa de los animales encontramos que, tanto en hembras como en machos, 

los animales 3xTgAD tuvieron niveles más elevados de NO con respecto a los WT. Estos resultados coinciden 

con lo reportado por Dias y colaboradores observaron que los ratones jóvenes 3xTgAD (3 y 6 meses de edad) 

presentaban un aumento en la señal del pico de NO que tendía a ser mayor que sus controles de la misma 

edad y este pico iba decayendo con la edad mientras que la amplitud de la señal del pico de NO 

incrementaba en los ratones 3xTgAD durante la progresión de la enfermedad (12 y 18 meses de edad). En 

este trabajo proponen que este aumento en la producción de NO en etapas tempranas puede ser un 

mecanismo de compensación para la depresión sináptica asociada a la enfermedad de Alzheimer (Dias et al., 

2016). 
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Además, encontramos un incremento en los niveles de NO en las hembras 3xTgAD comparadas con los 

machos de la misma cepa y edad. En este sentido se ha demostrado que las hormonas tienen influencia 

sobre la función endotelial a través de los agonistas y esto contribuye a que existan diferencias en la función 

endotelial y el riesgo de enfermedad cardiovascular entre machos y hembras (Stanhewicz et al., 2018), así 

como en la progresión y manifestación de desórdenes cognitivos (Galea et al., 2017). Por otra parte, se ha 

demostrado que los estrógenos pueden unirse a la eNOS y de esta manera promueven la producción de NO 

en la caveola endotelial (Mineo y Shaul, 2012) lo cual podría tener un efecto sobre la cognición.  

Nuestros resultados sugieren una mejora en la memoria a largo plazo observada en los animales 3xTgAD de 

8 meses de edad que recibieron la administración de citrulina, nosotros propusimos la vía de las NOS y la 

producción de NO como posible vía por la cual se podría explicar esta mejora, ya que ha sido bien 

documentado que la administración de citrulina, un precursor de arginina, aumenta los niveles de arginina 

sistémicos. También ha sido informado que el aumento en niveles de arginina puede incrementar los niveles 

de producción de NO. Sin embargo, nuestros resultados no permiten asegurar que esta sea la vía mediante 

la cual se obtiene esta mejora en la memoria a largo plazo, a pesar de haber visto un incremento en los 

niveles de arginina en líquido cefalorraquídeo de los animales 3xTgAD administrados con citrulina.  

Es importante tomar en cuenta que existen otros mecanismos que no han sido analizados en este trabajo 

que podrían tener influencia sobre la mejora en la memoria que observamos en el grupo joven de machos 

3xTgAD. Respecto a esto, se ha reportado que citrulina tiene un efecto sobre la toxicidad inducida por estrés 

oxidativo; esto fue observado en ratas envejecidas en las cuales citrulina tuvo un efecto positivo sobre la 

recuperación del LTP en el hipocampo de estas ratas que mostraron daño oxidativo asociado a la edad 

(Ginguay et al., 2019). También se ha demostrado que la suplementación con citrulina oral tiene un efecto 

protector contra la carbonilación de proteínas cerebrales (Moinard et al., 2007). En otro trabajo se reportó 

que tres meses de suplementación con citrulina oral reducen la oxidación de lipoproteínas en suero de ratas 

envejecidas (Moinard et al., 2015).  

Además, se demostró que la suplementación con citrulina durante 3 meses reduce los cambios relacionados 

con la edad  en balsas lipídicas del hipocampo y todas las ratas tratadas con citrulina mostraron niveles bajos 
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de precursor de proteína amiloide (APP), niveles bajos del fragmento C99-APP-Cter, este fragmento es el 

primer paso de APP en la ruta amiloidogénica y reducción de los niveles de la proteína caveolina 1, que es 

una proteína de membrana que posee un dominio de andamiaje de interacción con la nNOS, lo que resulta 

en una inhibición de la formación de NO, al reducir los niveles de CAV-1 se evita la inhibición de la nNOS y se 

permite la producción de NO (Marquet-de Rougé et al., 2013). En otro trabajo en el que se suplementó al 

modelo 3xTgAD con arginina de manera intracerebroventricular se observó una mejora en la adquisición y 

memoria a corto y largo plazo en tareas de memoria espacial, Laberinto Acuático de Morris y laberinto en Y, 

sin embargo no se observaron cambios en los niveles de placas neuríticas formadas por el péptido beta 

amiloide, al respecto los autores sugieren que el efecto positivo de la inyección de arginina sobre el déficit 

cognitivo asociado a la enfermedad de Alzheimer en este modelo animal, no está relacionado con la 

reducción de la formación de placas de beta amiloide; a pesar de que ha sido reportado en otros trabajos 

que la pérdida de NO proveniente de la eNOS contribuye al procesamiento amiloidogénico de APP y el 

déficit cognitivo (Austin et al., 2013), o la facilitación de neuroplasticidad (LTP), más bien sugieren una 

mejora dependiente de la protección contra daño oxidativo y muerte celular por parte de  arginina (Fonar et 

al., 2018). Estas propiedades de protección contra daño oxidativo y muerte celular también han sido 

reportadas para el aminoácido citrulina. Todos estos fenómenos se han reportado en la enfermedad de 

Alzheimer, por lo que es posible que citrulina actúe sobre algunas de estas vías de forma independiente de 

la producción de óxido nítrico. 
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11. CONCLUSIONES  

Sabemos que la arginina juega un papel relevante en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer debido 

a su participación en  procesos tanto fisiológicos como patológicos (metabolismo celular redox, inflamación, 

regulación del flujo cerebral, neuroplasticidad). Dado que ha sido reportado que la administración de 

citrulina aumenta los niveles de arginina en plasma a largo plazo de manera más eficiente que la arginina, en 

este trabajo se administró citrulina al grupo experimental. Nuestros resultados muestran que la citrulina, un 

suplemento no tóxico que ha sido previamente usado para otros padecimientos en humanos, mejora la 

memoria espacial a largo plazo en machos del modelo murino 3xTgAD en etapas tempranas de la 

enfermedad. Sin embargo, en etapas tardías, no mostró mejora de la memoria en esta tarea. En cuanto a la 

vía mediante la cual la citrulina pudo influir en la mejora de la memoria a largo plazo en este modelo 

murino, nuestros resultados muestran un aumento en los niveles de arginina en líquido cefalorraquídeo en 

los animales 3xTgAD que recibieron citrulina así como un pequeño aumento en los niveles de arginina y 

óxido nítrico en el hipocampo de los animales suplementados con citrulina. 

De acuerdo a estos resultados consideramos que la suplementación con citrulina es un buen candidato para 

elevar los niveles de arginina en enfermedades en las que haya un déficit de la misma, en el caso de la EA 

aún queda mucho por investigar acerca del papel de la arginina en la progresión de la enfermedad, sin 

embargo existen reportes que indican un decremento en niveles de este aminoácido que ha sido 

relacionado con el deterioro cognitivo observado en la misma. Se ha sugerido que esto se debe a una 

disminución en la producción de óxido nítrico que se sabe participa en procesos de aprendizaje y memoria. 

Además de incrementar los niveles de arginina, la citrulina ha demostrado propiedades antioxidantes; en 

nuestro trabajo quisimos probar las propiedades antioxidantes de la citrulina como atrapador del radical 

hidroxilo; sin embargo, no obtuvimos diferencias significativas entre los grupos de animales 3xTgAD 

administrados con citrulina y los controles. Lo que sí corroboramos es que los animales transgénicos tienen 

un aumento en la producción de radical hidróxilo; lo cual se podría traducir en un aumento en el riesgo de 

presentar estrés oxidativo, algo que ya habíamos reportado en estos ratones anteriormente. 
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Se ha demostrado que la citrulina tiene efectos positivos sobre algunos marcadores involucrados en la 

progresión de la Enfermedad de Alzheimer tales como la disminución de proteína APP, fragmento C99-APP-

Cter, CAV1 y colesterol, un aumento de óxido nítrico y actividad de enzimas eNOS y nNOS, la disminución de 

estrés oxidativo mediante la reducción de radical OH, potenciación de LTP en envejecimiento y reducción de 

procesos inflamatorios y carbonilación de proteínas. Dado que no realizamos una prueba que pueda 

eliminar estos efectos de la citrulina, cualquiera de estos mecanismos o procesos podrían estar 

contribuyendo en mayor o menor medida en los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

Por lo anterior, la citrulina, un precursor de la arginina podría ser considerada un adyuvante para mejorar la 

memoria en las etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer, probablemente mediante el incremento 

de óxido nítrico. Sin embargo, todavía hay mucho trabajo por realizar para revelar el potencial completo de 

la citrulina y los mecanismos de acción precisos que podrían beneficiar el desarrollo de la Enfermedad de 

Alzheimer. 
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a b s t r a c t 
Objectives: Alzheimer’s disease (AD) correlates with the dysfunction of metabolic pathways that trans- 
lates into neurological symptoms. An arginine deficiency, a precursor of nitric oxide (NO), has been re- 
ported for patients with AD. We aimed to evaluate the effect of citrulline oral supplementation on cog- 
nitive decline in an AD murine model. 
Methods: Three-month citrulline or water supplementation was blindly given to male and female wild- 
type and 3 × Tg mice with AD trained and tested in the Morris water maze. Cerebrospinal fluid and brain 
tissue were collected. Ultra-performance liquid chromatography was used for arginine determinations and 
the Griess method for NO. 
Results: Eight-month-old male 3 × Tg mice with AD supplemented with citrulline performed significantly 
better in the Morris water maze task. Arginine levels increased in the cerebrospinal fluid although no 
changes were seen in brain tissue and only a tendency of increase of NO was observed. 
Conclusions: Citrulline oral administration is a viable treatment for memory improvement in the early 
stages of AD, pointing to NO as a viable, efficient target for memory dysfunction in AD. 

© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved. 
Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of demen- 
tia and consists of progressive neurodegeneration characterized by 
initial memory impairment and cognitive decline [1] . Amyloid and 
tangle pathologies are specific to AD, and although its precise eti- 
ology is still unclear, cardiovascular risk factors (e.g., hyperten- 
sion, hypercholesterolemia, diabetes mellitus, aging, and sedentary 
lifestyle) are associated with a higher incidence of AD [2] . At this 
time, evidence suggests that chronic brain hypoperfusion and cere- 
brovascular pathology are the earliest clinical markers of AD [3] . 

∗ Corresponding author. Tel.: + 525541455279; fax: +525555780240. 
E-mail address: pgarciatorre@gmail.com (P. Garcia-delaTorre). 

Some studies support the hypothesis that AD correlates with 
the dysfunction of metabolic pathways that are translated into 
neurological symptoms [4] . In this regard, changes in bioenerget- 
ics are part of the normal aging process and even when body- 
wide, these anomalies affect the brain most substantially because 
of its exceptionally high-energy requirements [5] . In AD, changes 
in the glycolysis pathway, a decrease in oxidative metabolism, di- 
minished mitochondrial potential, defective or reduced mitochon- 
dria, and insulin-like growth factor 1/insulin resistance have been 
reported [6] . 

New metabolomic and lipidomic studies have analyzed changes 
in the postmortem brains of patients with AD [7] . Some studies 
implicated the L-arginine (L-Arg) metabolic pathway in the de- 
velopment of AD [8] . Different metabolomic studies suggest that 
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amino acid levels vary greatly in AD [9] , with arginine being one 
of the most interesting ones because a reduction in this amino acid 
can affect the citrulline/nitric oxide (NO) pathway [10] . Studies in 
a rodent model of AD show similar results pointing to a dysregu- 
lation of the L-Arg metabolism [11] . 

Arginine is a semi-essential amino acid in humans that, un- 
der certain physiologic conditions with a high demand for argi- 
nine, may become essential [12] , and is required for NO, creatine, 
polyamine, and protein synthesis. Arginine and citrulline concen- 
trations are lower in the cerebrospinal fluid of patients with AD 
[ 13 , 14 ]. However, some studies did not show any changes in the 
arginine levels of patients with AD [15] or the levels were elevated 
compared with those of patients with mild cognitive impairment 
[16] . 

Geriatric patients with cerebrovascular disease who are treated 
with oral L-Arg have been shown to improve their cognitive func- 
tion and reduce their levels of lipid peroxidation [17] . Further- 
more, the intracerebroventricular administration of L-Arg has re- 
cently been reported to improve spatial memory acquisition of 6.5- 
mo-old female 3 × Tg mice with AD [18] . 

NO has been shown to be biologically active in the central 
nervous system and is involved in learning processes and cogni- 
tive function [19] , because NO helps regulate synaptic plasticity 
[20] and contributes to long-term potentiation and depression [21] . 
Deficiency of NO has been implicated in neurodegeneration by pro- 
moting endothelial dysfunction, accelerating formation and accu- 
mulation of amyloid peptides, reducing synaptic plasticity, activat- 
ing microglia, and evoking neuroinflammation [ 20 , 22 ]. 

Citrulline is a precursor of L-Arg, which is oxidized to NO and 
citrulline by the action of endothelial NO synthase (NOS). The ex- 
ogenous administration of L-Arg has been reported to restore NO 
bioavailability [23] , and may offer a therapeutic strategy to con- 
trol NO metabolism disorders and improve cardiovascular function 
[24] . 

Citrulline supplementation for 3 mo reduced age-related hip- 
pocampus raft changes, resulting in raft patterns similar to those in 
young animals. All citrulline-treated rats had low levels of amyloid 
protein precursor (APP) and low levels of C99-APP-Cter, the first- 
step fragment of amyloidogenic APP [25] . Citrulline has also been 
reported to protect against H 2 O 2 -induced hippocampal long-term 
potentiation (LTP) impairment, and aged rats fed with citrulline 
can reach a robust LTP, similar to the LTP recorded for younger 
rats [26] . Citrulline has shown beneficial effects in various neuro- 
logical diseases associated with oxidative stress, such as transient 
ischemic stroke [27] . 

Our aim in this study was to evaluate the effect of citrulline 
oral supplementation on cognitive decline in the progression of AD 
in a murine model and a possible way in which citrulline could 
increase NO levels. 
Methods 
Animals 

All procedures were performed in accordance with the current 
rulings in Mexican law (NOM-062-ZOO-1999) and with the ap- 
proval of local science and ethics committees (R-2012-785-049). 
This study is in concordance with the Animal Research Reporting 
of In Vivo Experiments guidelines. 

Homozygous male and female 3 × Tg mice with AD (3 × Tg- 
AD; B6; 129-Psen1 tm1Mpm Tg [APPSwe, tauP301L] 1Lfa) were used 
as an AD murine model, and B6129SF2/J WT male and female mice 
were used as controls. The mice were bred in our laboratory from 
parents purchased from The Jackson Laboratory, and housed in the 
Bioterio de la Coordinación de Investigación en Salud. The mice 
were housed in plastic cages, woodchip bedding, and metal wire 

covers in groups of 2 to 4 same-sex littermates. The mice were 
housed in a colony room maintained at a 12:12 light/dark cycle at 
20 to 22 °C, and provided with water and food ad libitum. 
Citrulline supplementation 

Mice from each strain (5 mo old) were randomized into 
two groups: a control (8 mice/group) and an experimental (10 
mice/group) group. Mice from the experimental group received 
1 g/kg of malate citrulline dissolved in water fed orally with an 
esophageal cannula stainless steel, once daily for 12 wk. The con- 
trol group was fed with the same volume of water according to 
the mouse’s weight. The weight of the animals was measured ev- 
ery week during the experiment. No significant treatment-related 
effects were observed. 
Memory task 

The task consisted of four trials per day for 4 consecutive d. Tri- 
als were assigned with pseudorandom starting points (E, SE, NW, 
N) each day. A total of 16 trials were performed facing the wall at 
one of four starting positions, and allowed to locate the submerged 
platform. Mice were allowed to swim freely until they found the 
platform and the time required to find the platform (escape la- 
tency) was recorded. Mice were allowed to stay on the platform 
for 10 more s prior to their removal to the rest cage. If unable to 
locate the platform within 60 s, the mouse was gently guided to 
the platform and allowed to stay on it for 10 s and its escape la- 
tency was recorded as 60 s. 

Twenty-four hours after the last trial, a 60 s probe trial was 
performed without the escape platform. The mice were released 
into the tank individually and allowed to swim for 60 s. Behavioral 
experiments on probe day were recorded using a camera, and the 
recorded video files were analyzed using Kinovea Software Anal- 
ysis. Latency, crosses, average speed, and distance traveled were 
measured. 
Cerebrospinal fluid collection 

Two days after probe day, 8-mo-old animals were anesthetized 
with pentobarbital and NaCl 0.9% (50 mg/kg) administered in- 
traperitoneally. Cerebrospinal fluid (CSF) samples were taken from 
the cisterna magna by puncture, and the volume obtained was ap- 
proximately 4 µl per animal. A pull of four mice’s CSF was used to 
measure arginine levels. 
Tissue collection 

The mice were decapitated, the brain was carefully removed, 
and tissue from the hippocampus was dissected, frozen in dry ice, 
and stored at –80 °C. 
Arginine determination 

Ultra-performance liquid chromatography (UPLC) analyses were 
performed with a modified method based on Ivanova et al. 
[28] and Jong and Teerlink [29] , updated for Waters UPLC. Briefly, 
homogenates from the hippocampus in saline solution (100 µl) 
were diluted in 100 µl phosphate-buffered saline (PBS) buffer 
(NaH 2 PO 4 10mM, NaCl 140mM, pH 8.0), centrifuged to precipitate 
and separate debris, and supernatants were saved and frozen to –
70 °C. A stock solution of derivatization reagent was prepared by 
dissolving 10 mg of o-phthalaldehyde. 

Samples were extracted by solid-phase extraction on 1-ml Wa- 
ters Oasis MCX SPE columns. The SPE columns were loaded with 
a mixture of 25 µl of PBS-extracted tissue, 175 µl water, 100 µl 
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of internal standard (10 µmol/L monomethyl arginine dissolved in 
HCl 10 mM), 100 µl HCl 10 mM, and 600 µl PBS buffer. The dried 
residue was dissolved in a 50 µl working solution of derivatization 
reagent, and the reaction was stopped by the addition of 50 µl of 
0.2 M KH 2 PO 4 . 

Chromatographic separations were performed on Waters UPLC 
Accquity system using an Accquity C-18 BEH UPLC column 1.7 µm 
particle size. Fluorescence was monitored at λ excitation 340 nm 
and λ emission 455 nm. Arginine was clearly separated with base- 
line resolution between signals. The retention times were 2.5 to 
2.8 min (maximum peak signal). 
Nitric oxide determination 

The method used herein, developed by Miranda et al. [30] , con- 
sists of the vanadium (III)-dependent reduction of nitrate to ni- 
trite. Tissue homogenate was deproteinized by filtration in Micro- 
con YM-50 and centrifuged at 120 0 0 rpm during 40 min at 20 °C. 
Next, 50 µl were obtained and 100 µl of deionized H2O, 150 ul 
of 0.8% VCL3 in 1N HCl, 150 ul of 2% sulfanilic acid, and 0.1% NED 
were consecutively added. Samples were incubated at 37 °C for 60 
min and centrifuged at 90 0 0 rpm for 10 min. The supernatant was 
measured at 545 nm in a monochromator-based optic Spectropho- 
tometer EPOCH. A standard curve was prepared by serial dilutions 
of NaNO3 100uM. 
Statistical analysis 

Derived from the aforementioned background, the hypotheses 
were specified before the data were collected, and an analytic plan 
was specified. 

An analysis of variance for repeated measures was used to ana- 
lyze Morris water maze training and a Tukey post hoc was used to 
detect differences between the groups. A Kruskal–Wallis test was 
used to analyze latency time on probe day and arginine levels. 
Subsequently, we used the multiple testing correction of the Ben- 
jamini and Hochberg false discovery rate (FDR) [31] for differences 
between the groups (treatment, strain). To analyze differences be- 
tween sex and age in the same strain, we used the Mann–Whitney 
test. 

Finally, a Spearman’s r test was used to evaluate the correlation 
between arginine and ON levels and arginine and memory perfor- 
mance in both strains. All statistics were performed between the 
experimental and control groups of each treatment. 
Results 

After a 3-mo period of citrulline or water administration, ani- 
mals were trained and tested in the Morris water maze task. Dur- 
ing training, all groups reduced their escape latency as shown by 
an analysis of variance with repeated measures with an effect on 
trials (F[15,45] = 7.75; P < 0.001; F[15,45] = 14.05; P < 0.001) but 
no effect of strain (F[1,525] = 1.60; P > 0.05; F[1,405] = 0.85; P > 
0.05) or treatment (F[1,525] = 0.92; P > 0.05; F[1,405] = 0.80; P > 
0.05) for male and female mice, respectively. 

A Mann–Whitney test showed the differences in latency on 
probe day (24 h after the last trial) between female (median: 6.52) 
and male transgenic mice (median: 33.54; U = 0; P < 0.001). Since 
differences between the sexes were found, every subsequent anal- 
ysis was done separately. 

On probe day, a Kruskal–Wallis test showed significant dif- 
ferences in latency between the male groups (H[3] = 18.28; P 
< 0.001). After the multiple test correction of Benjamini and 
Hochberg FDR, we found differences between transgenic and wild- 
type water-treated mice ( P < 0.001), showing that transgenic mice 

had cognitive impairment at the time of the test. Differences be- 
tween transgenic citrulline and water-treated mice ( P < 0.05) and 
between water-treated transgenic and citrulline and water-treated 
wild-type mice ( P < 0.05; P < 0.021, respectively) were also shown. 
No differences were found between treatments for wild-type male 
mice ( Fig. 1 A). 

For target crossings, a Kruskal–Wallis test showed significant 
differences between the male groups (H[3] = 18.42; P < 0.001). 
After the multiple test correction of Benjamini and Hochberg FDR, 
we found differences between water-treated transgenic and water 
and citrulline-treated wild-type mice ( P < 0.001), between water- 
treated wild-type mice and citrulline-treated transgenic mice ( P < 
0.05), and between citrulline- and water-treated transgenic mice ( P 
< 0.05; Fig. 1 B). 

The distance traveled by the animals before finding the place 
where the platform was located during training was also mea- 
sured ( Fig. 1 C). A Kruskal–Wallis test shows differences between 
the groups in male mice (H[3] = 14.76; P < 0.05). After the 
multiple test correction of Benjamini and Hochberg FDR, we 
found differences between water- treated transgenic mice and cit- 
rulline and water-treated wild-type mice ( P < 0.05; P < 0.05, 
respectively), and also observed differences between water- and 
citrulline-treated transgenic mice ( P < 0.05). The average speed 
was measured to determine if treatment could induce differences 
in speed between the groups. A Kruskal–Wallis test showed no dif- 
ferences between the male groups (H[3] = 6.16; P > 0.05), showing 
no effect of citrulline on performance. 

On the other hand, female mice strains showed no differences 
for either measurement. A Kruskal–Wallis test showed no statisti- 
cal difference of escape latency (H[3] = 1.65; P > 0.05; Fig. 2 A), 
target crossings (H[3] = 1.13; P > 0.05; Fig. 2 B), distance travelled 
(H[3] = 0.64; P > 0.05; Fig. 2 C), or average speed (H[3] = 1.54; P 
> 0.05). These results suggest that female transgenic mice do not 
have memory deficits in this task compared with its control group. 
Moreover, citrulline supplementation had no effect on wild-type or 
transgenic female mice. 

Arginine levels in the CSF of citrulline-treated transgenic (180%) 
and wild-type (134%) male mice showed an increase compared 
with water-treated mice, as did the levels in citrulline-treated 
transgenic (180%) and wild-type (126%) female mice. However, the 
collected CSF was only sufficient for one measurement by high- 
performance liquid chromatography of a pull of 4 mice; hence, no 
statistical analyses were performed on these data. 

Arginine levels in the hippocampus can be seen in Figure 3 A. 
A Kruskal–Wallis test for the male hippocampus showed signifi- 
cant differences between the groups (H[3] = 8.96; P = 0.030), but a 
multiple test correction of Benjamini and Hochberg FDR indicated 
no changes between the groups. In the same way, no significant 
differences in ar ginine levels in the hippocam pus (H[3] = 5.35; P 
> 0.05) between treatments or strains for female mice were found 
( Fig. 3 B). 

Nitrite levels ( Fig. 4 A) were determined in the hippocampus of 
3 × Tg mice with AD and wild-type male mice. A Kruskal–Wallis 
showed differences between the groups (H[3] = 13.03; P < 0.001). 
After the multiple test correction of Benjamini and Hochberg FDR, 
significant differences between transgenic citrulline-treated mice 
and water- and citrulline-treated wild-type mice ( P < 0.05; P < 
0.05, respectively) were observed. 

For female mice, a Kruskal–Wallis showed differences between 
the groups (H[3] = 12.52; P < 0.001). The multiple test correc- 
tion of Benjamini and Hochberg FDR revealed differences between 
water-treated transgenic and wild-type mice ( P < 0.05), citrulline- 
treated transgenic and water-treated wild-type mice ( P < 0.05), 
and citrulline-treated transgenic and wild-type mice ( P < 0.05; Fig. 
4 B). 
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Fig. 1. Morris water maze probe for male transgenic and wild-type mice. Grey boxes represent the wild-type strain and black boxes the transgenic strain, with (A) latency 
(time in s); (B) target crossings (number of crosses in the place where the platform was presented during training); and (C) distance travelled by the animal before finding 
the platform. ∗P < 0.05. 

Finally, a Spearman r test showed no correlation between argi- 
nine levels and latency ( r = –0.50; P = 0.21) nor between argi- 
nine and NO levels ( r = –0.60; P = 0.35) for citrulline-treated male 
3 × Tg mice with AD. No correlation was found for either arginine 
and NO ( r = 0.60; P = 0.41) or arginine and latency ( r = 0.60; 

P = 0.16) when analyzing female citrulline-treated 3 × Tg mice 
with AD. 
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Fig. 2. Morris water maze probe is presented for female transgenic and wild-type mice. Grey boxes represent the wild-type strain and black boxes the transgenic strain, 
with (A) latency (time in s); (B) target crossings (number of crosses in the place where the platform was presented during training); and (C) distance travelled by the animal 
before finding the platform. ∗P < 0.05. 
Discussion 

Three months of citrulline supplementation to male transgenic 
mice with AD improved memory performance in a spatial task 
when the administration started at 5 mo of age. We found that 8 
mo-old male transgenic mice showed cognitive decline compared 
with the wild-type group, and that this deterioration can be pre- 
vented if the animals have citrulline supplementation. No changes 
in acquisition were found for either group; hence, the improve- 
ment we see is specific to long-term memory. 

However, unlike male mice, transgenic female mice showed 
no memory deficit compared with their wild-type counterparts; 
hence, no improvement could be recorded. Of note, there is a sig- 
nificant effect of sex in the performance of the Morris water maze 
for the 3 × Tg AD model. We found differences between male and 
female mice without taking into account citrulline supplementa- 
tion. Female mice have a better performance independent of the 
strain for this specific memory task. 

Other studies using 3 × Tg mice with AD reported inconsisten- 
cies between the sexes in their results depending on the mem- 
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Fig. 3. Arginine levels in hippocampus tissue for wild type (circles) and transgenic (triangles) strains for (A) male and (B) female mice. ∗P < 0.05. 
ory tasks used [32] , which constitutes one of the limitations of 
working with this murine model. An evaluation of performance 
in different behavioral tests of cognitive function, such as spon- 
taneous alternation in the Y-maze, novel object recognition, the 
Barnes maze, and cued and contextual fear memory tasks, showed 
that in general, female mice have a better cognitive performance 
than male mice at 6.5 mo of age [32] . 

Genetic strain [ 33 , 34 ] and sex of the mouse [35] can influence 
spatial performance. Male and female mice use different strategies 
or exhibit differential cue use to solve the same maze. Female mice 
use a cue response strategy and male mice use a place strategy 
[36] . A meta-analysis across studies of radial arm and Morris water 
mazes showed that female mice had a slight advantage in the Mor- 
ris water maze while male mice showed a slight advantage in the 
radial arm maze [37] . Sex differences in learning strategies have 
also been reported [38–40] and could suggest that male and fe- 
male mice rely on different brain regions during spatial training 
that contributes to sex differences in performance during spatial 
navigation [36] . 

No changes in speed were seen between treated and nontreated 
mice, suggesting no effect on performance by citrulline supple- 
mentation. When evaluating the biologic implications of citrulline 
supplementation, we found that arginine increases in the CSF in 
both strains and both sexes. However, we were only able to ana- 
lyze one pull of four mice samples, leaving us with no statistical 
analysis and constituting one of the limitations of this study. 

On the other hand, arginine in the hippocampus was not dif- 
ferent between treatments. Our data are in accordance with what 
has been found in humans, where no differences in arginine levels 
in the hippocampus between patients and controls have been re- 

ported [41] . Arginine pools can remain intact since the arginine re- 
quired for different pathways is taken from the extracellular space 
[42] , which could explain the lack of changes found in this work. 

When measuring NO as a product of arginine, we found no 
changes in 3 × Tg citrulline-treated male and female mice with 
AD compared with water-treated mice from the same strain. The 
regulatory roles of NO are complex, in part because NO concentra- 
tions can vary greatly in magnitude. Physiological concentrations 
can vary from low nanomolar up to low micromolar. Lower con- 
centrations of NO may not be sufficient to activate all signaling 
pathways but instead will stimulate pathways triggered by highly 
reactive substrates for NO [43] . Hence, no statistically significant 
changes can still have a biologic impact. However, we have no way 
of proving this with experiments done to date. 

Regarding transgenic and wild-type mice, we found that NO 
levels in both male and female transgenic water-treated mice were 
higher than those in water-treated wild-type mice. These results 
are in concordance with an earlier report where in young male 
3 × Tg mice with AD, the NO peak amplitude tended to be lower. 
During age progression, the NO peak amplitude increased in 3 × Tg 
mice with AD but remained unchanged in control mice. In old- 
aged mice, the NO peak amplitude was significantly higher com- 
pared with those of the age-matched controls [44] . 

L-citrulline also acts as a partial arginase inhibitor that hy- 
drolyzes L-Arg into L-ornithine and urea; thus, further increasing 
L-Arg availability for NO production. Even more, an arginase in- 
hibitor that also increases L-citrulline levels has been shown to re- 
verse AD symptoms [45] . 

We also measured hydroxyl radical levels to discard a nega- 
tive effect of citrulline supplementation on oxidative stress lev- 
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Fig. 4. Nitric oxide levels in hippocampus tissue for wild type (circles) and transgenic (triangles) strains for (A) male and (B) female mice. ∗P < 0.05. 
els, and found no differences in hydroxyl radical levels between 
citrulline- and water-treated animals (data not shown). Finally, we 
found a significant increase in NO in female transgenic mice com- 
pared with their male counterparts. In this regard, sex hormones 
are known to influence endothelial function through their effects 
on agonists and contribute to key functional differences between 
male and female mice related to endothelial function and cardio- 
vascular disease risk [46] . Estrogen binding to activated endothelial 
NOS promotes the production of NO [47] , which could affect cog- 
nition. 

At this time, our findings prove a positive effect of citrulline 
supplementation on spatial memory. However, we can only sug- 
gest that the memory improvement observed could be related to 
an increase in arginine as seen for the CSF and further NO produc- 
tion as seen by the slight increase shown herein. NO produced by 
neuronal NOS is known to function as an important modulator of 
neuronal function, acting on the release of neurotransmitters [48] , 
synaptogenesis, long-term potentiation, and long-term depression 
[49] . Furthermore, NO deficiency has been implicated in neurode- 
generation by promoting endothelial dysfunction, accelerating the 
formation and accumulation of amyloid peptides, reducing synap- 
tic plasticity, activating microglia, and evoking neuroinflammation 
[22] . 

Other mechanisms that have not been considered in this study 
but could have contributed to the memory improvement are the 
proven effect citrulline has against oxidative-induced toxicity or in 
the rescue of impaired N-methyl-D-aspartate receptor-dependent 
LTP in the hippocampus of rats displaying age-related oxidative 
damage [26] . Additionally, oral citrulline supplementation has been 

proven to have a protective effect against brain protein carbonyla- 
tion and can reduce serum and lipoprotein susceptibility to oxi- 
dation [50] . Moreover, citrulline supplementation can reduce the 
age-related hippocampus raft conformation and lower levels of APP 
and C99-APP-Cter [25] . All these phenomena have been reported 
as an effect of citrulline supplementation and are related to AD; 
hence, some pathways could have influenced our results, indepen- 
dent from NO production. 
Conclusions 

Citrulline oral administration, a nontoxic supplement that has 
been previously used for other ailments, improves spatial memory 
in an AD murine model. Citrulline should be considered a potential 
supplement for memory improvement in the early stages of AD. 
However, much work remains to be done to disclose citrulline’s full 
potential and precise mechanisms of action. 
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