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I. RESUMEN 

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia a nivel mundial. Esta enfermedad es un 

desorden neurodegenerativo caracterizado por la pérdida de la memoria y funciones cognitivas. La microglía, 

el macrófago residente en el sistema nervioso central, es una célula muy dinámica que se encarga de 

monitorear el ambiente y regular la homeostasis cerebral a través de desplegar cambios en su metabolismo y 

morfología. Estudios recientes han demostrado que la microglía desencadena una respuesta 

neuroinflamatoria que tiene efectos tanto benéficos como perjudiciales en el curso del desarrollo y progresión 

de la enfermedad. 

El análisis transcripcional de célula única de la microglía ha logrado identificar distintas 

subpoblaciones microgliales bajo condiciones de neurodegeneración. El perfil transcripcional de la microglía 

asociada a la enfermedad (DAM por sus siglas en inglés) desencadenado por la enfermedad Alzheimer se 

caracteriza por una regulación negativa en la expresión de genes homeostáticos en una primera etapa, seguida 

de un incremento en los genes asociados a factores antinflamatorios en la segunda. Esta segunda etapa de 

DAM, conocida como DAM2, se asocia a la expresión de Trem2 y se caracteriza por un despliegue de 

funciones protectoras por parte de la microglía, como son el incremento en la fagocitosis y el incremento en 

el metabolismo lisosomal y lipídico. Sin embargo, esta suele darse en etapas tardías de la enfermedad, en 

donde ya no es posible contener el daño y el perfil inflamatorio microglial contribuye con el daño. 

Se ha reportado previamente que el paradigma del ambiente enriquecido retrasa el deterioro cognitivo 

en modelos murinos de la enfermedad de Alzheimer, incrementa la neurogénesis en el nivel del hipotálamo 

y disminuye los marcadores inflamatorios a nivel de Sistema Nervioso Central. Sin embargo, se conoce poco 

acerca del mecanismo molecular a través del cual lo logra. En el presente estudio se evaluó la capacidad del 

paradigma del ambiente enriquecido de modular el perfil transcripcional de la microglía DAM. Validamos 

la capacidad del ambiente enriquecido para mejorar la memoria y aprendizaje en ratones modelo de la 

enfermedad de Alzheimer 5xFAD envejecidos. De forma interesante, encontramos que este retraso en el 

deterioro de las capacidades cognitivas se correlaciona con una modulación en la expresión de marcadores 

genéticos asociados con DAM2.   

Observamos que el ambiente enriquecido logra acelerar la transición hacia el fenotipo DAM2 a través 

de incrementar la expresión de los genes Trem2 y Tyrobp y disminuir la expresión de Cx3cr1, evaluado a 

través de RT-qPCR. En este estudio se demuestra que el perfil asociado a DAM2 es neuroprotector cuando 

ocurre a tiempo. De igual forma, se observó que la transición hacia DAM2 propiciada por el ambiente 

enriquecido promueve el retraso en el desarrollo de la enfermedad, así como una mejora cognitiva en 

memoria, aprendizaje, capacidad motriz y conductas de ansiedad en el ratón modelo de la enfermedad de 

Alzheimer. Estas observaciones proponen al ambiente enriquecido como una posible estrategia preventiva 

para retrasar la aparición del deterioro cognitivo asociado a la enfermedad de Alzheimer.
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1. ABSTRACT 

Alzheimer's disease is the leading cause of dementia worldwide. This disease is a progressive neurodegenerative disorder 

characterized by loss of memory and cognitive functions. Microglia, the resident macrophage in the central nervous system, 

is a highly dynamic cell that oversees monitoring the environment and regulating brain homeostasis through changes in its 

metabolism and morphology. Recent studies have shown that microglia unleash a neuroinflammatory response that has 

both beneficial and detrimental effects on the course of disease development and progression. Single Cell Transcriptional 

analysis of microglia has succeeded in identifying different microglial subpopulations under neurodegenerative conditions. 

The transcriptional profile of disease-associated microglia (DAM) triggered in Alzheimer's disease is characterized by a 

negative regulation in the expression of homeostatic genes in the first stage, followed by an increase in genes associated 

with pro-inflammatory factors in the second stage. This second stage of DAM, known as DAM2, is associated with the 

expression of Trem2 and is characterized by a display of protective functions by the microglia, such as an increase in 

phagocytosis and in lysosomal and lipid metabolism. However, this usually occurs in late stages of the disease when it is 

no longer possible to cope with the damage and the microglial profile becomes detrimental.  

Alzheimer's disease is the leading cause of dementia worldwide. This disease is a progressive neurodegenerative 

disorder characterized by loss of memory and cognitive functions. Microglia, the resident macrophage in the central 

nervous system, is a very dynamic cell that oversees monitoring the environment and regulating brain homeostasis through 

changes in its metabolism and morphology. Recent studies have shown that microglia unleash a neuroinflammatory 

response that has both beneficial and detrimental effects on the course of disease development and progression. Single Cell 

Transcriptional analysis of microglia has succeeded in identifying different microglial subpopulations under 

neurodegenerative conditions. The transcriptional profile of disease-associated microglia (DAM) triggered in Alzheimer's 

disease is characterized by a negative regulation in the expression of homeostatic genes in the first stage, followed by an 

increase in genes associated with pro-inflammatory factors in the second stage. This second stage of DAM, known as 

DAM2, is associated with the expression of Trem2 and is characterized by a display of protective functions by the 

microglia, such as an increase in phagocytosis and an increase in lysosomal and lipid metabolism. However, this usually 

occurs in late stages of the disease, where it is no longer possible to cope with the damage and the microglial profile 

becomes detrimental. 

The enriched environment has previously been reported to delay cognitive decline in murine models of 

Alzheimer's disease, increase neurogenesis at the level of the hypothalamus, and decrease inflammatory markers at the 

level of the Central Nervous System. However, little is known about the molecular mechanism through which it achieves 

this. In the present study, the capacity of the enriched environment paradigm to modulate the activation state of DAM was 

evaluated. We validated the ability of the enriched environment to improve learning and memory in aged Alzheimer's 

disease (5xFAD) model mice. Interestingly, we found that this delay in the deterioration of cognitive abilities correlates 

with a modulation in the expression of genetic markers associated with the second stage of DAM. 

We observed that the enriched environment accelerates the transition towards the DAM2 phenotype by increasing 

the expression of the Trem2 and Tyrobp genes and decreasing the expression of Cx3cr1. This study shows that the profile 

associated with the second stage of DAM is neuroprotective when it occurs on time. Similarly, it was observed that the 

transition to DAM2 given by the enriched environment promotes the delay in the development of the disease, as well as a 

cognitive improvement in memory, learning, motor capacity and anxiety behaviors in a mouse model of Alzheimer's 

disease. These observations propose the enriched environment as a possible preventive strategy to delay the onset of 

cognitive decline associated with Alzheimer's disease.
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II. INTRODUCCIÓN 

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa más común asociada 

con la edad. Esta se caracteriza patológicamente por la acumulación extracelular de placas de 

péptido β-amiloide (βA), por la acumulación intracelular de ovillos neurofibrilares (ONFs) y 

por la pérdida tanto sináptica como neuronal. Todo esto tiene como consecuencia un deterioro 

progresivo de las capacidades neurológicas que pueden llevar al desarrollo de demencia 

(Masters et al., 2015). A pesar de que la demencia se asocia con más de 70 causas distintas de 

disfunción cerebral, la EA representa el origen de alrededor de la mitad de los casos (Bondi et 

al., 2017) lo que hace de la enfermedad la causa más frecuente de demencia. 

El péptido βA deriva de la escisión secuencial del precursor de la proteína amiloide 

(APP) por medio de la enzima β secretasa (βACE1) y γ-secretasa en los extremos amino y 

carboxilo, respectivamente. Se libera en el espacio extracelular APP soluble y péptido βA, y en 

el citoplasma, el dominio amiloide intracelular (Dunham et al., 2012). La deposición de placas 

βA representa el primer mecanismo de desarrollo de la enfermedad y este puede influir en otro 

sello patológico, la acumulación de ONFs. Los ONFs son producto de la hiperfosforilación de 

las proteínas tau que, de forma normal, estabilizan a los microtúbulos principalmente en 

neuronas. La hiperfosforilación promueve el autoensamblaje de la proteína tau, lo cual lleva a 

la desestabilización de los microtúbulos y a la formación de ovillos que pueden producir 

degeneración neuronal desde el interior de las células. Se ha observado que la activación de la 

microglía induce la deposición de ovillos a través de la activación de IL-1ß y transducción de 

señal vía p38 (Heneka, Golenbock, et al., 2015) 

Mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2 llevan a un desarrollo temprano de la 

enfermedad (<65 años) conocido como EA familiar (EAF), el cual representa cerca del 5% de 

los casos.  Sin embargo, el 95% de las personas que desarrollan la enfermedad presentan 

síntomas después de los 65 años. A esta variante se le conoce como EA de desarrollo tardío 

(LOAD por sus siglas en inglés). Si bien en esta última también se han observado factores 

genéticos que contribuyen al desarrollo de la patología como mutaciones en TREM2 y 

polimorfismos como ε4 y ε2 en el gen APOE, su patrón heredable es complejo. En estos casos 

los factores genéticos se suman a factores ambientales como una pobre salud oral, obesidad, 

infecciones sistémicas inflamatorias, lesiones cerebrales y actividad física reducida. Aunque en 
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los últimos años se ha determinado que la enfermedad es de origen multifactorial, un factor 

común en todos los casos es el desarrollo de un proceso inflamatorio (Heneka, Carson, et al., 

2015). 

La característica más común de la EA es un declive significativo en la memoria, ya que 

la información recientemente adquirida no se logra almacenar y concretar en memoria de largo 

plazo, debido tanto a la pérdida rápida de material de almacenamiento de corto plazo 

(probablemente debido a la deficiencia de codificación neuronal) como a la dificultad de 

transferir información entre los sistemas de corto y largo plazo. El grado de la patología de EA 

se correlaciona directamente con el desempeño en pruebas cognitivas. Sin embargo, se ha 

observado que el proceso patofisiológico puede comenzar hasta 10 años antes de que se 

manifieste la etapa clínica de demencia (Masters et al., 2015). La discapacidad en la memoria 

episódica (amnesia) es uno de los primeros síntomas clínicos ya que la patología temprana se 

presenta en las estructuras del lóbulo temporal medial (LTM) como el hipocampo y el córtex 

entorrinal, esenciales para la memoria episódica.  

Conforme la EA se propaga más allá de las estructuras de LTM a zonas del córtex 

adyacentes como el córtex temporal, parietal y frontal, otras habilidades cognitivas se ven 

afectadas. Se puede observar déficit en la correcta comunicación, fluidez verbal y amnesia 

retrógrada. Por otro lado, los pacientes con demencia subcortical o demencia frontotemporal 

mantienen el conocimiento semántico de forma adecuada, pero presentan un daño en el sistema 

de recuperación de los almacenes de memoria semántica. Aunado a la disminución en 

codificación semántica existen errores de intrusión e incluso déficits en el lenguaje (p.ej. afasia) 

(Bondi et al., 2017).  

La acumulación de la patología en regiones relacionadas con función motriz en el 

cerebro puede contribuir a una pérdida en la función motora. Se ha sugerido que el péptido βA 

y sus precursores se pueden encontrar anormalmente presentes en cuerpos de inclusión en fibras 

musculares y se sabe que la patología en sistemas cognitivos puede afectar las funciones 

motoras a través del deterioro de sistemas neuronales que juegan papeles esenciales en la 

planeación y ejecución de movimientos. La patofisiología se puede observar en regiones como 

corteza motora primaria y suplementaria, estriado, sustancia negra y corteza motora, por tanto 

esta compromete no solo la capacidad cognitiva sino también la capacidad motriz (Buchman & 

Bennett, 2011). 

La progresión de la patología y la expresión clínica pueden ser discontinuas, la 

patología comienza a desarrollarse muchos años antes de que comience la sintomatología. La 

reserva cognitiva se refiere a las sinapsis adicionales o a un número incrementado de redes 
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neuronales redundantes. Por tanto, si las redes neuronales o sinapsis sufren algún daño se 

mantiene la capacidad de sostener la disrupción y se logra operar de forma efectiva. La reserva 

cognitiva parece derivar de factores tanto ambientales como genéticos, ya que se observa que 

niveles bajos de actividad física y salud mental deteriorada se asocian con el declive cognitivo 

y desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Stern, 2002). 

 

2. RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El sistema nervioso central (SNC) es una red que se compone de más de 100 mil millones de 

células nerviosas formando el cerebro, la médula espinal y la retina (Mino et al., 2012). El SNC  

⎯ responsable de la cognición, el movimiento, los sentidos y las emociones ⎯ se encuentra 

protegido por la barrera hematoencefálica (BHE). Desde hace un par de décadas se sabe que el 

cerebro no es un órgano inmunoprivilegiado y que la respuesta inmune no se desencadena 

solamente por una infección directa o por perturbaciones en la BHE (Ristori et al., 2020). 

El sistema inmune se encarga de proteger al organismo de invasores dañinos, químicos 

tóxicos, desechos celulares e incluso del desarrollo de cáncer. Junto con el SNC, el sistema 

inmune es de los sistemas más complejos en el cuerpo humano ya que provee una defensa 

dinámica, altamente versátil y en muchos casos específica, gracias a que comprende una gran 

variedad de tejidos, órganos y tipos celulares que interactúan en conjunto. El cerebro tiene su 

propio sistema inmune innato formado por microglía, astrocitos y mastocitos, pero también 

tiene la capacidad de reclutar a través de los órganos sub ventriculares (OSVs), áreas abiertas 

de la BHE,  distintas células inmunes periféricas como macrófagos, eosinófilos y linfocitos para 

poder contender el daño (Blaylock, 2013; Mino et al., 2012). 

La permeabilidad de la BHE puede ser alterada por diversos factores que incluyen 

moléculas inflamatorias tales como interleucina 1ß (IL-1ß), factor de necrosis tumoral alpha 

(TNF-α), motivo C-C ligando receptor 2 de quimiocina (CCL2) e interleucina 17A (IL-17A). 

TNF-α promueve la internalización de uniones adherentes (como claudina-5, ocludina y zona 

ocludens-1) en células endoteliales a través de la regulación positiva del factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células ß activadas (NF-kß). De forma similar, 

IL-1ß promueve la degradación de las proteínas de uniones estrechas a través de la expresión 

del factor 1-a inducible por hipoxia (HIF-1a) (Wesselingh et al., 2019). 

Una vía importante para la activación de células inmunes y la regulación del proceso 

inflamatorio es mediada por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que estas 
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células expresan en su superficie. La familia de los PRRs se conforma por cuatro tipos de 

receptores: los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores de lectina tipo C (CLRs), los 

receptores citoplasmáticos tipo NOD (NLRs) y los receptores tipo RIG (RLRs). Todos los 

receptores anteriormente mencionados reconocen patrones conservados que pueden ser dañinos 

para el organismo, de tal forma que los lipopolisacáridos (LPS) y toxinas ambientales pueden 

actuar como patrones moleculares asociados a patógeno (PAMP´s) y las moléculas nativas, por 

ejemplo ATP, como patrones moleculares asociados a daño (DAMPs). La activación resultante 

de varias cascadas de señalización intracelulares lleva a la producción y secreción de citocinas 

proinflamatorias (Blaylock, 2013). 

El sistema inmune innato juega un papel esencial en el reconocimiento y eliminación 

de PAMPs y DAMPs por medio de PRRs. Los NLRs que pertenecen a los receptores tipo 

NOD tienen la capacidad de detectar componentes microbianos, estrés endógeno y señales de 

daño en el ambiente intracelular, lo que induce el ensamblaje de una plataforma de señal 

multiproteica llamada inflamasoma (Tan et al., 2013). El inflamasoma es un componente 

clave en la correcta homeostasis citosólica y ha sido caracterizada en una variedad de células; 

su ensamblaje sirve como una plataforma de activación para las caspasas inflamatorias 1 y 11. 

La activación de la caspasa-1 en el inflamasoma promueve la secreción de citocinas pro 

inflamatorias como IL-1ß e IL-18 que tienen la capacidad de mediar respuestas inmunes 

locales y sistémicas. Se ha demostrado que los péptidos ßA tienen la capacidad de activar el 

inflamasoma NLRP3 compuesto de NLRP3, la proteína de molécula adaptadora asociada a 

apoptosis tipo speck (ASC) –que contiene un dominio CARD (dominio de reclutamiento de 

caspasa)– y la cistein proteasa de caspasa 1. El dominio N-terminal de NLRP3 permite 

interacciones homotípicas con el adaptador bipartita ASC que recluta procaspasa-1 a través 

de interacciones CARD-CARD.  El reclutamiento de procaspasa-1 causa oligomerización y 

autocatálisis de la caspasa-1, resultando en la liberación de fragmentos de caspasa-1 activa y 

en el procesamiento del precursor de IL-1ß en su forma biológicamente activa. La activación 

de este inflamasoma se ha implicado en señales de infección, daño de tejido y desregulación 

metabólica, así como de señales de daño endógenas como ATP extracelular, hialuronano, 

fibrillas de βA y cristales de ácido úrico. La activación del inflamasoma se da en dos pasos, 

se requiere de la activación con TLRs y NLRs para promover la transcripción mediada por 

NF-kB de NLRP3, y de la subsecuente exposición a toxinas bacterianas, DAMPs o sustancias 

cristalinas que llevan a el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 (Tan et al., 2013).  

Tanto las neuronas como las células endoteliales y de la glía (microglía, 

oligodendrocitos, astrocitos) son capaces de contender el daño a través de la activación de la 
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respuesta inmune ya que presentan PRRs (Heneka, Golenbock, et al., 2015). Sin embargo, de 

todas estas, la microglía es quien juega un papel esencial. Esta tiene actividades como 

presentación de antígenos, fagocitosis, quimiotaxis y producción de citocinas. La microglía, al 

ser la célula inmune residente del SNC, se encuentra constantemente censando el medio para 

detectar cualquier perturbación en la homeostasis que pueda indicar daño o amenaza al SNC 

(Hanisch & Kettenmann, 2007). 

3. MICROGLÍA 

La microglía representa entre el 5-10% de todas las células del cerebro y son los únicos 

macrófagos del parénquima cerebral. Se diferencia de los macrófagos del SNC que se 

encuentran en las meninges, choroid plexus y espacio perivascular, por presentar niveles bajos 

de Cd45 y de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II  (Aguzzi 

et al., 2013). Cd45 es una tirosina fosfatasa de membrana que modula la función de las células 

hematopoyéticas, es crucial para el desarrollo de linfocitos y la señalización antigénica. Las 

moléculas de MHC-II son expresadas constitutivamente por las células presentadoras de 

antígenos, la microglia las expresa en un estado estacionario bajo, sin embargo, su expresión 

se incrementa ante la activación de la microglía en un contexto patológico (Cosenza-Nashat 

et al., 2006; Wolf et al., 2018). 

La microglía deriva del tejido mesodermal periférico que proviene del saco vitelino. 

Se genera a partir de precursores eritro-mieloides del saco vitelino (EMPs) que dan lugar a 

macrófagos, los precursores migratorios inmediatos que surgen antes del día embrionario 8 en 

ratón  (E8.0). Estos macrófagos primitivos migran al tubo neural en desarrollo, en donde dan 

lugar a la microglía (Ginhoux et al., 2010). La maduración de la microglia requiere de factores 

de transcripción linaje específicos como Irf8 y Sall1 junto con señales tanto del SNC como de 

la microbiota. La confluencia de estos factores lleva a una firma transcripcional única que 

incluye genes que codifican para receptores de superficie como P2ry12, Tmem119 y Trem2, 

aunado a receptores codificados por los macrófagos de tejido Cx3cr1, Mer y Fcgr1 (Song & 

Colonna, 2018). 

Las células de la microglía tienen la capacidad de responder a cualquier insulto que se 

presente en el parénquima cerebral, ya sea a la presencia de algún agente externo (causado por 

agentes infecciosos como virus o bacterias) o a la sobreproducción de proteínas y desechos 

celulares (agentes endógenos). La célula responde cambiando su morfología y perfil 

transcripcional para poder eliminar dicho insulto, a esto se le conoce como activación de la 
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microglía. Si bien esta ha sido ampliamente estudiada, cabe destacar que no se debe considerar 

esta activación como un evento dual de todo o nada, ya que depende más bien del contexto, 

del tipo de insulto, la duración de este y del microambiente (Aguzzi et al., 2013; Deczkowska, 

Amit, et al., 2018). 

La microglía del SNC saludable se asocia a un fenotipo antes denominado en “reposo” 

sin embargo, se sabe bien que este no es estático, sino más bien homeostático. Esta microglía 

presenta un fenotipo altamente arborizado y móvil, los procesos se construyen constantemente 

para percibir el ambiente sin dañar las estructuras neuronales. Cuando se reciben señales de 

daño esta exploración aleatoria se detiene y se desencadena una respuesta inmune que permite 

un movimiento dirigido hacia el sitio de lesión. La reorientación quimiotáctica y otros ajustes 

no transcripcionales pueden ocurrir en minutos o segundos tras la aparición repentina de 

factores extraños o al incremento crítico en la concentración de factores endógenos u otros 

factores en formas anormales (como estructuras microbianas, complejos inmunoglobulina-

antígeno o agregados), los cuales son reconocidos por TLRs (Hanisch & Kettenmann, 2007). 

Sin embargo, no todas las respuestas de la microglía son dependientes de receptores. La 

actividad inmunitaria de la microglía se encuentra restringida por vías inhibitorias inmunitarias 

específicas que suprimen las respuestas inflamatorias no deseadas y la destrucción de tejidos 

que a menudo se asocian con la activación inmunitaria. Estos mecanismos de control incluyen 

interacciones inhibitorias directas de la microglía con las neuronas a través de los pares 

receptor-ligando CX3CL1-CX3CR1 y CD200-CD200R, moléculas solubles presentes en el 

medio del SNC (por ejemplo, factor de crecimiento transformante β  [TGF- β]) y reguladores 

intracelulares tales como el factor de transcripción MAFB. Cuando alguna de estas 

interacciones se ve alterada se desencadena la activación de la microglía (Deczkowska, Amit, 

et al., 2018).  

En respuesta a los péptidos ßA, la microglia a través de la activación TLR induce la 

expresión de citocinas proinflamatorias como TNF-α e IL-6 y a través de la activación del 

inflamasoma NLRP3 produce IL-1β que promueve la producción de TNF-α. Lo anterior 

favorece el ambiente inflamatorio que compromete la función neuronal y eventualmente 

contribuye a la pérdida de memoria (Álvarez-Arellano et al., 2018). 

En enfermedades neurológicas, se cree que la microglía pierde la capacidad de regresar 

a un estado homeostático e incluso contribuye al daño. Se ha observado que la activación a 

corto plazo de la microglía promueve la reparación del tejido, sin embargo, si esta activación 

se convierte en crónica, como en el caso de la EA,  puede llevar a procesos neurotóxicos que 

contribuyan a la patogénesis de la enfermedad (Lee et al., 2018). 
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III. ANTECEDENTES 

4. MICROGLÍA ASOCIADA A ENFERMEDADES 

NEURODEGENERATIVAS. 

Durante muchos años, la limitación metodológica en el análisis de la microglía había llevado a 

la falsa concepción de que la microglía es una población homogénea. Sin embargo, 

recientemente Karen-Shaul y colaboradores (2017) descubrieron, a través de análisis de RNA 

célula única, una población de microglía que despliega un perfil transcripcional y funcional 

único, presente en enfermedades neurodegenerativas, conocida como DAM. Esto ocurre de 

forma análoga al reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) o a 

daño (DAMPs), es decir, la microglía expresa constitutivamente receptores que desencadenan 

la transición de un estado de microglía homeostática a DAM, al detectar perturbaciones en la 

comunicación neuronal o moléculas de daño tales como cuerpos apoptóticos, desechos 

celulares de mielina, productos de degradación lipídicos o péptidos ßA (Figura 1) conocidos 

como patrones moleculares asociados a neurodegeneración (NAMPs por sus siglas en inglés) 

(Keren-Shaul et al., 2017). 

 

 

Figura 1 | Modelo de los receptores especializados en detectar el daño neuronal 

(NAMPs). La microglía tiene la capacidad de sensar daño neuronal a través de 

receptores específicos que pueden detectar DAMPs. Existen señales de daño que se 

comparten entre distintas enfermedades neurodegenerativas, cuando  activan a los 

receptores de la microglia, se desencadena la transición hacia el fenotipo DAM cuya 

principal función es contener y remover el daño. Modificado de Karen-Shaul et al., 

2018. 
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Las investigaciones en torno a la microglía le han asociado roles duales en la EA, tanto 

funciones proinflamatorias, que promueven neurotoxicidad y acumulación de placas ßA, como 

funciones neuroprotectoras y de eliminación de placas ßA. Sin embargo, el descubrimiento de 

la microglía DAM sugiere que la microglía homeostática gradualmente adopta un fenotipo 

fagocítico DAM en enfermedades neurodegenerativas, en estados de neuroinflamación crónica 

y en el envejecimiento avanzado (Konishi & Kiyama, 2018). 

La microglía DAM se genera a través de una activación progresiva de dos pasos en 

donde la microglía homeostática transiciona a una etapa intermedia (conocida como etapa 1 de 

DAM o DAM1) de forma independiente de Trem2,  que involucra una reducción crítica de la 

expresión de genes homeostáticos (e.g. Cx3cr1 y P2ry12) junto con una regulación positiva de 

genes asociados a la progresión de EA (e.g. Apoe, B2m) seguida por una segunda transición 

dependiente de Trem2 (conocida como etapa 2 de DAM o DAM2) (Keren-Shaul et al., 2017). 

La microglía DAM2 presenta un fenotipo protector, es decir, expresa altos niveles de 

genes involucrados en vías fagocíticas, metabolismo de lípidos, y lisosomales, incluyendo la 

expresión de genes que han sido catalogados como factores de riesgo para la EA gracias a 

estudios de asociación de genoma completo tales como Apoe, Ctsd, Lpl, Tyrobp y Trem2 y 

participa en la supresión de respuesta inflamatoria por medio de la inhibición de la expresión 

de citocinas pro-inflamatorias (Butovsky & Weiner, 2018) 

 Sin embargo en enfermedades neurodegenerativas, aparentemente la transición de 

microglía homeostática a DAM se da en un momento tardío, tal que es insuficiente para 

contener el daño haciendo irreversible a la patología. Trem2 es una proteína mieloide 

involucrada en la supervivencia y proliferación microglial que regula un punto de control 

necesario para la transición a DAM. La eliminación de Trem2 previene la acumulación de 

microglía alrededor de las placas ßA y conduce a un daño neurítico adicional. Lo anterior 

enfatiza la complejidad de la función de la microglía y apoya la existencia de diferentes estados 

proinflamatorios funcionales en DAM (Deczkowska, et al., 2018; Rangaraju et al., 2018). 

La transición de la microglía homeostática hacia DAM1 no necesita de Trem2, y los 

factores que median esta transición son poco claros. Sin embargo, se observa que esta señal, 

independiente de Trem2, inicia una regulación negativa de genes de la microglía homeostática 

como Cx3cr1 y P2ry12 y se asocia con una regulación positiva de los reguladores o adaptadores 

de Trem2 como Tyrobp y Apoe. Por otro lado, la transición a DAM2 cuya señalización es 

dependiente de Trem2, conlleva a un incremento de la expresión de vías lisosomales, 

fagocíticas y de metabolismo de lípidos como Lpl, Cst7 y Axl (Keren-Shaul et al., 2017).
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5. MODELOS MURINOS PARA EL ESTUDIO DE ALZHEIMER 

La compleja etiología y patología de la enfermedad implican un reto importante en el desarrollo 

y en la elección de un modelo animal adecuado para su estudio. Actualmente no hay un modelo 

que logre recapitular todos los aspectos patológicos y conductuales de la enfermedad. Como ya 

se mencionó anteriormente, adicional a la presencia de placas ßA y deposición de ONFs, 

durante el desarrollo de la EA hay un incremento significativo de la inflamación de la microglía 

y de los astrocitos, acompañado de pérdida sináptica y neuronal. La pérdida de memoria se da 

de forma paulatina, la memoria episódica empieza a decaer en una etapa preclínica de EA y 

puede progresar a una pérdida de memoria semántica seguida de deterioro de la función 

ejecutiva. 

El requerimiento de los modelos es que reproduzcan, de la forma más fiel posible, la 

patofisiología humana. Los avances en la ingeniería genética han permitido la generación de 

animales transgénicos que junto con el descubrimiento de las mutaciones en EAF y su 

correlación con el desarrollo de las placas ßA llevaron al desarrollo de modelos murinos de la 

EA. Los roedores a pesar de generar péptidos ßA lo hacen en concentraciones en el rango de 

picomolar, comparado con los humanos que lo generan en rangos de nanomolar, por ende los 

roedores de forma natural no desarrollan EA. Aunado a lo anterior, el βA de los roedores difiere 

de βA de humano por tres sustituciones (R6G, Y10F y H13R) que previenen la agregación 

amiloide, por ende es necesaria la introducción de genes asociados a EAF humanos en los 

ratones. La recombinación homóloga entre el gen endógeno y el vector (que contiene una 

versión modificada del gen) permite la integración de la modificación bajo un promotor nativo; 

los ratones más usados, son aquellos con mutaciones en los genes de APP y PSEN1 humanos 

(Esquerda-Canals et al., 2017). 

Existen distintas isoformas de APP debido al splicing alternativo que ocurre sobre el 

gen (cerca de 67, de las cuales 51 se han identificado como patogénicas). Las más comunes son 

APP 696, APP 751 y APP 770. Se categorizan de acuerdo con la proximidad relativa al sitio de 

escisión por BACE1 o al complejo γ secretasa/presenilina. La mutación Swedish 

(K670N/M671L) es una doble mutación ubicada en el sitio de escisión de BACE1 que conduce 

a niveles aumentados de producción de Aβ. Las mutaciones de London (V717I), Indiana 

(V717F) y Florida (I716V) ocurren cerca del sitio de escisión de la γ-secretasa y dan como 

resultado una proporción aumentada de Aβ42:Aβ40 en lugar de un aumento en los niveles 

generales de Aβ (Myers & McGonigle, 2019a) 
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Los modelos murinos que solo tienen mutaciones en APP no han logrado recapitular la 

patología, por lo que se desarrollaron modelos con mutaciones en PSEN1. De las 230 

mutaciones identificadas en PSEN1, 219 son patógenas, entre ellas M146V, M146L, L286V y 

delta E9 desencadenan una proporción aumentada de Aβ42:Aβ40. Las mutaciones en PSEN1 

conducen a la desestabilización del complejo γ-secretasa; sin embargo, por sí solas no resultan 

en la deposición de las placas ßA, por lo que se han generado dobles transgénicos con 

mutaciones tanto en APP como en PSEN1. Los cuales exhiben formación de placas ßA y 

pérdida neuronal y sináptica, aunque la edad de desarrollo tiende a variar dependiendo del tipo 

de mutación, la cepa y el promotor (Amram & Frenkel, 2017). 

Para acelerar el desarrollo de las placas ßA e investigar los efectos de niveles cerebrales 

muy altos de Aβ42, se generaron los ratones 5xFAD. Los ratones transgénicos APP/PS1 

coexpresan cinco mutaciones y han demostrado un aumento significativo en la producción –

casi exclusiva– de Aβ42. Este modelo combina las mutaciones en APP K670N/M671L 

(Swedish) + I716V (Florida) + V717I (London) y en PSEN1 (M146L+ L286V) bajo el 

promotor neuronal específico Thy1 (antígeno de diferenciación de timocitos de ratón 1) (Oakley 

et al., 2006). La acumulación del péptido ßA en este modelo comienza desde las 6 semanas de 

edad y la formación de placas ßA se observa desde los 2 meses de edad. A pesar del desarrollo 

temprano de las placas ßA, este modelo, al igual que los modelos APP, no presenta formación 

de ONFs aunque sí presenta gliosis y pérdida sináptica y neuronal (Myers & McGonigle, 

2019b). 

Aunado a la temprana deposición de placas ßA, este modelo tiene la ventaja de presentar 

disminución —dependiente de la edad—  de los marcadores sinápticos como sinaptofisina, 

sintaxina y densidad postsináptica-95. En estos cerebros se ha observado un incremento 

significativo de la quinasa 5 dependiente de ciclina (Cdk5) y p25, a los 9 meses de edad. En 

concordancia con estudios previos (Oakley et al., 2006), en el laboratorio se ha reportado 

presencia de placas ßA desde los 3 meses y disminución en la capacidad cognitiva a los 6 meses 

de edad (Álvarez-Arellano et al., 2018) 

Cuando los ratones adultos son tomados por la cola y se les desciende lentamente, 

tienden a extender sus extremidades en anticipación al contacto con la superficie. Ratones 

mutantes con patologías en varias regiones del cerebro y en la espina dorsal, presentan en su 

lugar una respuesta de flexión. El mecanismo que subyace a esta respuesta incluye las vías 

cerebelo-cortico-reticular y cortico-estriado-pálido-reticular, por lo que con esta prueba se 

puede medir el grado de neurodegeneración asociado a la enfermedad de Alzheimer (Lalonde 

& Strazielle, 2011a). Se ha reportado que los modelos de la EA también presentan cierre de 
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extremidades extremidades y cierre de patas (clasping) anormales resultado de un incremento 

en la deposición de las placas ßA parenquimales  y neuropatología axonal tanto en cerebro 

como en médula espinal (Lalonde et al., 2012) 

Aunque este modelo presenta la desventaja de no desarrollar anormalidades en la 

proteína Tau y por ende no presentar deposición de ONFs, es importante recalcar que sí logra 

el desarrollo de la enfermedad en tiempos más cortos, recapitulando las principales 

características de la enfermedad, desde la parte fisiológica con la deposición de ßA, disfunción 

neuronal y amiloidosis hasta el deterioro en la memoria y aprendizaje. 

Por otro lado, es importante considerar la influencia del fondo genético de la cepa del 

ratón que se use para mantener el modelo de la EA. Se sabe que muchas cepas de fondo 

comúnmente utilizadas en modelos de ratón con EA de fondo mixto (C3H, CBA, FVB/N y 

SJL) albergan el alelo rd-1(degeneración retinal 1)  en el gen Pde6b (subunidad β de la 

fosfodiesterasa cíclica específica de rod GMPc). Los ratones que tienen  el alelo Pde6brd-1 están 

sujetos a degeneración retinal y pueden perder la vista entre las 6 y 8 semanas de edad.  El 

producto de Pde6b contribuye al complejo de fosfodiesterasa heterotetramérica (PDE, αβγ2), 

que regula los niveles de GMPc citoplasmáticos en los fotorreceptores de bastón en respuesta 

a la luz. Después de la estimulación con luz, el PDE se activa mediante la eliminación de las 

subunidades inhibidoras de γ, lo que da como resultado una disminución en los niveles de 

GMPc e hiperpolarización del bastón.  En ratones con la mutación rd1 persisten niveles 

elevados de GMPc debido a una mutación nula homocigótica en el gen Pde6b. Esto da como 

resultado la apertura permanente de los canales de cationes activados por GMPc en la 

membrana de los bastones, lo que permite que un exceso de iones extracelulares ingrese a la 

célula y finalmente conduce a la muerte celular por apoptosis (Hart et al., 2005). Una de las 

formas de resolver esta problemática es detectar la presencia del alelo Pde6brd-1 mediante 

pruebas de PCR y evitar el uso de ratones que presenten el alelo homocigoto.  

6. AMBIENTE ENRIQUECIDO  

La habilidad de interactuar, adaptarse y responder al ambiente depende en gran medida de la 

capacidad de almacenar de forma adecuada experiencias pasadas a través del aprendizaje y la 

memoria. La estimulación sensorial, cognitiva y motora, mediante la interacción con el 

ambiente, es esencial desde el nacimiento hasta la vejez para refinar los circuitos neuronales 

necesarios que llevan a un óptimo funcionamiento cerebral. El ambiente enriquecido (AE) es 
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un modelo que permite el estudio del almacenaje de nueva información y cómo este tiene la 

capacidad de modificar las conductas dependientes de experiencia (Bonaccorsi et al., 2013). 

El AE hace referencia a las condiciones de alojamiento –en este caso de los roedores– 

que facilitan y promueven una estimulación sensorial, cognitiva y motora. A diferencia del 

ambiente normal (AN) en donde generalmente hay entre 1 y 5 animales por caja en un espacio 

reducido, en el AE se incrementa el número de animales, la interacción social, el espacio, la 

actividad física y la exposición frecuente a objetos novedosos (con diferente forma, textura y 

color). La complejidad se manifiesta en la interacción entre el SNC, el endócrino y el inmune 

a través de la estimulación visual, motora, cognitiva y somatosensorial (Nithianantharajah & 

Hannan, 2006a). 

Se ha demostrado que el AE tiene la capacidad de impulsar cambios fisiológicos 

funcionales en el sistema nervioso central incluyendo el córtex, a través de mecanismos de 

plasticidad tanto neuronal como de células que soportan la función y crecimiento neuronal. En 

respuesta al paradigma de AE que conlleva a la integración de patrones más complejos 

sensoriales y motores, se ha observado un incremento en el número de conexiones dendríticas 

en áreas del cerebro como corteza, cerebelo e hipocampo. También se ha observado un 

incremento en la neurogénesis hipocampal y proliferación celular en amígdala, que 

correlacionan con mejoras en la memoria, el aprendizaje, la interacción social y el 

procesamiento emocional (Ali et al., 2009; Reynolds et al., 2010) 

Estudios recientes demuestran que el AE tiene la capacidad de incidir de forma positiva 

sobre el desarrollo de patologías, incluso superando las deficiencias de la expresión génica 

(Nithianantharajah & Hannan, 2006b). Tiene efectos positivos en enfermedades como cáncer, 

obesidad, enfermedades del desarrollo neural y del SNC (Cao et al., 2010; Griñán-Ferré et al., 

2018; Ziegler-Waldkirch et al., 2018). El EA tiene la capacidad de reducir tumores 

cancerígenos, a través de inducir la expresión del factor neurotrófico derivado de cerebro 

(BDNF por sus siglas en inglés) en el hipotálamo, lo que precede la activación de neuronas 

productoras de hormona liberadora de corticotropina (CRH por sus siglas en inglés) 

involucradas en la regulación del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal. Esto influye en los niveles 

de adipocinas como leptina en sangre que conlleva a un aumento en células NK, lo que previene 

y disminuye el crecimiento tumoral (Cao et al., 2010). También se ha demostrado que el AE, a 

través de Bdnf, incrementa la expresión de crh, trh y de hormonas tiroideas lo que induce una 

reprogramación genética, morfológica y funcional de tejido adiposo blanco a pardo (Cao et al., 

2011). 
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Este paradigma ha demostrado ser capaz de reducir el estrés oxidativo, la inflamación y 

la neurodegeneración al proveer en las condiciones de habitación una combinación de 

interacción social, y estimulación cognitiva, sensorial y motora (Griñán-Ferré et al., 2018). El 

AE puede incrementar los niveles de neurotrofinas como NGF (factor de crecimiento nervioso), 

que junto con Bdnf, juegan papeles integrales en la señalización neuronal y de factores de 

crecimiento como Vegfa, mismo que promueve la neurogénesis de la zona subventricular (SVZ) 

del hipocampo y la plasticidad neuronal (During & Cao, 2006). A su vez, el AE incrementa los 

niveles de proteínas sinápticas como sinaptofisina y PSD-95T; también se ha observado que 

tiene efecto sobre la señalización glutamatérgica –implicada en la regulación de sistemas 

motores, sensitivos y cognitivos– al incrementar los niveles de receptores sinápticos tipo 

NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA (ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol 

propiónico), los cuales son esenciales para la señalización glutamatérgica (Nithianantharajah & 

Hannan, 2006b). 

 

i. EL AMBIENTE ENRIQUECIDO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Es ampliamente aceptado que la EA tiene una etiología compleja, en donde factores tanto 

genéticos como ambientales tienen repercusión sobre el desarrollo de la enfermedad, por lo que 

se considera de origen multifactorial. En la EA se observa, aunado a las características 

neuropatológicas ya mencionadas, degeneración de regiones del cerebro, pérdida de memoria 

y decaimiento cognitivo, motriz y de comportamiento. Una forma de entender la etiología y el 

desarrollo de la enfermedad, además de estudiar formas de contender contra ella, ha sido el 

estudio de modelos murinos expuestos al AE.  

Se ha observado que el AE puede participar en la modificación de marcadores 

epigenéticos como metilación e hidroximetilación, mismos que se ha demostrado tienen la 

capacidad de alterar la función neuronal a través de influenciar la expresión génica. En ratones 

5xFAD, el ambiente enriquecido puede participar en la reducción de 5-mC por medio de un 

incremento en la expresión del gen Dnmta/b. También se ha reportado un incremento en los 

niveles de 5-hmC, un producto oxidativo de la metilación del DNA; así como en los niveles de 

expresión de genes que participan en su procesamiento como Tet2 (Griñán-Ferré et al., 2018). 

Algunos estudios también han demostrado que el AE tiene la capacidad de reducir el 

tamaño de las placas ßA, de incrementar la proliferación de precursores neurales (células DCX-

positivas) y de disminuir la muerte celular (al haber un número menor de células TUNEL-

positivas) lo cual se ha observado está asociado a la activación y reclutamiento de la microglía 
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(mayor número de células Iba1-, CD86-positivas). Los depósitos de ßA son capaces de 

desencadenar una cascada patogénica mediada por caspasa-3 que lleva a neurodegeneración y 

daños cognitivos. Sin embargo, el AE es capaz de inducir supervivencia y maduración de 

neuronas nuevas así como de prevenir la neurodegeneración (Griñán-Ferré et al., 2018; Ziegler-

Waldkirch et al., 2018) 

Se ha demostrado que ratones que realizan ejercicio diariamente muestran un 

incremento en la capacidad cognitiva y decremento en la deposición de placas ßA en 

comparación con aquellos que no realizan actividad física (Adlard et al., 2005). Estos beneficios 

también se observan en ratonas embarazadas y durante la lactancia (periodos en los cuales hay 

una gran disminución en la neurogénesis hipocampal y un incremento significativo en la 

deposición de placas ßA debido al incremento de ßA). Sin embargo, los beneficios son 

fuertemente incrementados en el AE donde a la actividad física se suman factores sociales y de 

novedad (Ziegler‐Waldkirch et al., 2018). 
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IV. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La EA es la principal causa de demencia y constituye un problema de salud a nivel mundial. 

Actualmente se han reportado alrededor de 55 millones de personas con demencia y se espera 

que este número se duplique cada 20 años, alcanzando 78 millones de casos para el año 2030 y 

139 millones para el año 2050. En el mundo, cada 3 segundos alguien desarrolla demencia. El 

costo asociado de la demencia supera los 1.3 trillones de dólares, incluyendo costos atribuidos 

a la atención informal (atención no pagada brindada por familiares y conocidos de los 

pacientes), asistencia social proporcionada por profesionales de la salud y costos directos de 

atención médica (el costo de tratar la demencia y condiciones subyacentes en atención médica 

de primer y segundo nivel) (Alzheimer’s Research UK, 2012). Por lo tanto, es de suma 

importancia ahondar en la búsqueda de estrategias para prevenir y/o revertir la enfermedad.  

La evidencia reciente indica que la microglía juega un papel esencial en las 

enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el Alzheimer, ya que un despliegue del fenotipo 

adecuado puede llegar a controlar la progresión de la enfermedad. Sin embargo, si estos no se 

activan a tiempo, pueden llegar a ser dañinos y contribuir al desarrollo de la EA. 

 Por otro lado, se ha demostrado ampliamente que el AE tiene un papel preventivo y 

terapéutico en muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA. Los efectos 

benéficos que tiene el AE sobre el desarrollo de la enfermedad y las capacidades cognitivas en 

modelos de la EA son muy evidentes, sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen 

a esta mejora aún no son del todo claros. Se ha propuesto que el AE ejerce este efecto a través 

de modular la capacidad fagocítica de la microglía, la neurogénesis y la inflamación, por lo que 

se ha propuesto a la microglía como blanco para el tratamiento de la EA. 

Estudios recientes de secuenciación de célula única han identificado subpoblaciones de 

la microglia caracterizadas por la expresión de marcadores específicos que regulan su estado 

de activación. Así, se han identificado además del fenotipo homeostático dos estados asociados 

a la enfermedad, la DAM1 y la DAM2.  De manera interesante los niveles de expresión de los 

marcadores que distinguen a cada fenotipo se regulan por la señales presentes en el 

microambiente (por ejemplo señales inflamatorias). 

El descubrimiento reciente de la microglía DAM que despliega un fenotipo protector si 

se activa a tiempo, ha llevado a la búsqueda de distintos mecanismos que logren acelerar la 

transición hacia DAM2 de forma temprana. 

Con base en los datos anteriores, este estudio investiga si parte del mecanismo molecular 

que tiene el AE de retrasar el deterioro cognitivo propio de la EA es a través de modular o 
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acelerar el mecanismo de transición de la primera a la segunda etapa de DAM –que se sabe es 

protectora cuando logra desplegarse a tiempo–. Lo anterior resulta de gran importancia ya que 

se logra demostrar que los factores ambientales y cambios en el estilo de vida, tienen la 

capacidad de modular la respuesta fenotípica de la microglía para contener y retrasar el 

deterioro cognitivo de forma efectiva.
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V. HIPÓTESIS 

El ambiente enriquecido retrasa el deterioro cognitivo en el modelo murino de la enfermedad 

de Alzheimer 5xFAD, a través de modular la neuroinflamación y acelerar la transición hacia 

una microglía asociada a la enfermedad (DAM) protectora. 

VI. OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar uno de los mecanismos moleculares asociados al perfil transcripcional de DAM a 

través de los cuales el ambiente enriquecido ejerce un efecto benéfico sobre la enfermedad de 

Alzheimer 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Demostrar que el ambiente enriquecido mejora la capacidad cognitiva en un modelo murino 

de la Enfermedad de Alzheimer. 

2.- Caracterizar el perfil transcripcional de la microglía en un modelo murino de la enfermedad 

de Alzheimer en respuesta al ambiente enriquecido. 

3.- Evaluar el impacto del ambiente enriquecido sobre los niveles de ansiedad en un modelo 

murino de la enfermedad de Alzheimer. 
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VII. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Para poder determinar el impacto del ambiente enriquecido sobre la capacidad cognitiva y perfil 

transcripcional de la microglía utilizamos un modelo murino (5xFAD) que presenta cinco 

mutaciones humanas de EA y lo sometimos a un ambiente normal (AN) durante 4 meses. 

Posteriormente, los ratones fueron divididos en AN o ambiente enriquecido (AE) durante 8 

meses para evaluar el desarrollo de la enfermedad y valorar los efectos del AE (Figura 2). 

 
Figura 2 | Diseño experimental.  Se muestra el planteamiento del problema, los pasos 

experimentales y el análisis de resultados que se llevaron a cabo durante el desarrollo del 

experimento 

 

Los ratones 5xFAD presentan cinco mutaciones que les confieren la capacidad de 

desarrollar signos claros de la enfermedad desde etapas tempranas (deposición de péptidos βA 

desde los 2 meses y medio, y déficit cognitivo desde los 6 meses). Se realizó la genotipificación 

de los genes Psen1 y Pde6b. Los ratones positivos para el primer gen y heterocigotos para el 

segundo, formaron parte del grupo experimental 5xFAD, mientras que los ratones negativos 

para el primero y heterocigotos para el segundo, formaron parte del grupo control WT.  

Se ha reportado que la exposición al ambiente enriquecido tiene la capacidad de retrasar 

el desarrollo de la EA en modelos murinos de la enfermedad. A los 4 meses de edad, se dividió 

en dos a ambos grupos de ratones (5xFAD y WT) para formar el grupo experimental que sería 

expuesto al paradigma del ambiente enriquecido y sus respectivos controles expuestos a un 
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ambiente normal (Figura 3). Dos meses después se realizaron pruebas de ansiedad (campo 

abierto), memoria (reconocimiento de objeto novedoso, RON) y aprendizaje (laberinto acuático 

de Morris, LAM). Al no observar disfunción cognitiva a los 6 meses de edad, se optó por qué 

los ratones permanecieran en sus respectivos ambientes seis meses más. Se realizaron las 

pruebas cognitivas y se procedió con el sacrificio y disección de los ratones a los 12 meses. 

Finalmente se realizó la extracción de RNA y se evaluó la expresión de los genes de DAM a 

través de qPCR 

 
 

Figura 3 | Estrategia experimental. Se muestra la estrategia experimental utilizada 

durante el desarrollo del experimento. La habituación de los ratones en sus respectivos 

ambientes tuvo una duración total de 12 meses. Se muestran con flechas rojas los análisis 

y pruebas cognitivas realizadas durante el curso del experimento.
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. ANIMALES 

Se utilizaron ratones macho de 2-3 semanas de edad con un peso de 20 ± 5 gr de la cepa 

transgénica 5xFAD (fondo híbrido C57/SJL) que expresan el gen APP humano con tres 

mutaciones de EA familiar, (Swedish (K670N, M671L), Florida (I716V), London (V717I)) y 

PSEN1 humana con dos mutaciones (M146L and L286V), obtenidos del laboratorio Jackson 

(Bar Harbor, ME, USA). Los animales permanecieron en el bioterio del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, siguiendo las normas establecidas por el comité de bioética del 

mismo, manteniendo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h, una temperatura de 22  ± 1 °C  y 

humedad controlada. Se realizó extracción de DNA a partir de cola y se realizaron PCRs de 

punto final con oligos para los genes PSEN1 y Pde6brd-1 (Figura 4 y Figura 5). Se utilizaron 

25 machos 5xFAD (positivos para Psen1 y heterocigotos para Pde6b rd-1) para los grupos 

experimentales y 25 machos WT (negativos para Psen1 y heterocigotos para Pde6b rd-1) para 

los grupos control.  

 

Figura 4 | Genotipificación de Psen 1. Imágenes 

representativas de electroforesis en gel de agarosa de 

productos de PCR punto final de Psen1. se formaron 

grupos con los ratones psen+ marcados en rojo (680 pdb).  

 

Figura 5 | Genotipificación de Pde6b. Imágenes 

representativas de electroforesis de agarosa de productos 

de PCR punto final de pd6b. Se formaron grupos con los 

ratones pd6b+/- marcados en rojo (240 y 560 pdb) 
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Es importante señalar que los ratones Pde6b rd-1 homocigotos (Pde6b+/+) no fueron utilizados 

en los experimentos con el fin de evitar resultados sesgados por la ceguera que confiere este 

alelo homocigoto. Los ratones permanecieron en jaulas convencionales de 5 ratones por caja 

(Ambiente normal, AN). Después de 4 meses en los que todos los grupos permanecieron en AN 

cada grupo fue dividido en dos condiciones habitacionales diferentes, 10 ratones de cada grupo 

se mantuvieron en AN y 15 ratones se pasaron a un ambiente enriquecido AE. 

2. CONDICIONES HABITACIONALES 

Cincuenta ratones modelos de la EA (fondo híbrido C57/SJL) de 4 semanas fueron mantenidos 

en jaulas estándar con 5 ratones por jaula. Se formaron dos grupos, el primero con 25 ratones 

homocigotos para Psen1 y heterocigotos par Pd6b (5xFAD) y el segundo con ratones negativos 

para Psen1 y heterocigotos para Pd6b (Wild Type: WT).  

 

 
Figura 6 | Imágenes representativas de las condiciones habitacionales. Condiciones 

habitacionales normales y de ambiente enriquecido. Fotografías representativas de la vista 

lateral y superior de ratones en un ambiente enriquecido (A y B) y en un ambiente normal 

(C y D). 
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A los 4 meses cada grupo fue dividido en dos condiciones habitacionales diferentes: 10 ratones 

de cada grupo fueron mantenidos en jaulas normales (Ambiente Normal: AN) y 15 fueron 

sometidos a un paradigma de ambiente enriquecido (AE) (Figura 6) 

El AN consiste en cajas de 21cm ancho x 29cm largo x 16cm de altura, en las cuales se 

colocaron 5 ratones. El AE consiste en cajas de 32 cm ancho x 88 cm largo x 47.6cm altura en 

las cuales se colocaron 15 ratones; en estas jaulas se colocaron juguetes de varios tipos 

incluyendo túneles, rollos de cartón, casas de plástico, pelotas, estructuras de madera, material 

de anidación (aserrín grueso, rollos de papel, maíz seco, olotes secos y trozos de papel de 

cocina) y dos ruedas de ejercicio por caja. Durante todo el experimento, los juguetes y su 

ubicación fueron cambiados cada semana para mantener el componente de novedad. La comida 

y el agua en todos los grupos estuvo disponible ad libitum. Los ratones se sacrificaron a los 12 

meses de edad por medio de inhalación de CO2 

3. PRUEBAS COGNITIVAS 

Todas las pruebas cognitivas fueron realizadas durante el periodo de luz (entre las 9 y 11 am). 

Una hora antes del inicio de cada sesión se colocaron las cajas en el cuarto de experimentación 

para que los animales tuvieran un periodo de habituación a la nueva sala. Antes del inicio de 

cada sesión y entre las pruebas de cada ratón, las cajas y los objetos fueron limpiados con etanol 

al 70% y el aserrín reemplazado para evitar la impregnación de olores. 

 

I. PRUEBA DE OBJETOS NOVEDOSOS 

Uno de los tipos de memoria que se compromete en la EA es la memoria de reconocimiento, la 

cual depende de un buen funcionamiento de la corteza y el hipocampo. La prueba de RON 

permite analizar problemas cognitivos y neuropsicológicos en roedores ya que el acceso a la 

novedad (ya sea a través de un objeto o ambiente) provoca comportamientos de acercamiento 

y exploración en los roedores. Durante la sesión de familiarización (entrenamiento) se le 

permite al ratón explorar dos objetos similares, uno de los cuales es reemplazado por un objeto 

nuevo (sesión de experimentación). Esta prueba, al no requerir el aprendizaje de reglas, se 

conoce como prueba de una sola tarea, de igual forma es una prueba que no requiere refuerzos 

ya que depende puramente de la tendencia innata de los roedores a explorar más los objetos 

nuevos que los objetos conocidos. El roedor que recuerde más el objeto familiar va a pasar más 

tiempo explorando el nuevo objeto. Esta prueba deriva del “Paradigma visual de comparación 

pareada” realizada en humanos y primates no humanos, en donde un estímulo familiar y uno 
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nuevo se aparean y en donde el reconocimiento se infiere a partir de la visualización 

preferencial al nuevo blanco (Leger et al., 2013b). En la formación de memoria de RON el 

hipocampo dorsal juega un papel importante específicamente cuando la información espacial o 

contextual es un factor relevante. El hipocampo es importante para la memoria de 

reconocimiento de objetos, si existe alguna lesión en esta estructura, ocurrirán deterioro en la 

memoria anterógrada (Antunes & Biala, 2012a) 

La prueba se realizó a todos los ratones a los 6 meses de edad. Se realizó la prueba de 

acuerdo con el protocolo estandarizado por Leger (Leger et al., 2013a). Se utilizaron cajas de 

madera de 33x33x30 cm (con aserrín y claves visuales diferentes en las dos paredes paralelas), 

dos bloques de lego y dos botellas tipo Flask de cultivo rellenas de arena (Error! Reference 

source not found.); se colocó una cámara sobre las cajas. Se posicionó al ratón experimental en 

la caja y se permitió que explorara por 5 min. En la fase de entrenamiento se colocaron 2 objetos 

similares (Botellas o Bloques Lego) en el centro de la caja, separados por 5 cm de distancia 

entre ellos y entre las paredes de la caja, permitiendo el libre paso del ratón entre los objetos y 

las paredes. Dichos objetos se fueron cambiando conforme pasaron los ratones uno por uno (si 

se empezó con dos botellas después se entrenó con dos bloques lego y así sucesivamente). Al 

concluir la fase de entrenamiento se dejó descansar a los ratones durante 6 h para la prueba de 

memoria de corto plazo (MCP) y 48 h para la prueba de memoria de largo plazo (MLP) (Error! 

Reference source not found.). Durante las fases de prueba se introdujo un nuevo objeto, distinto 

al objeto con el cual fue entrenado (si el ratón entrenó con dos bloques de lego uno de ellos fue 

ahora sustituido por una botella, si el ratón entrenó con dos botellas, una de ellas fue sustituida 

por un bloque de lego), se colocó al ratón en la caja y se permitió su exploración durante 5 min. 

 

  

Figura 7 |Objetos novedosos para la prueba 

RON.  Fotografía representativa de los dos 

objetos utilizados para la prueba RON (Leger et 

al., 2013) 

Figura 8 | Fases de la prueba de RON.  Diseño 

experimental para la prueba de RON, MCP y MLP 

(leger et al., 2013) 

 

Concluidas las pruebas, las cajas con los ratones fueron regresadas a la sala habitual. Se 

analizaron manualmente los videos tanto de la fase de entrenamiento como de las fases de 

prueba, cuantificando el tiempo que pasó el ratón explorando cada uno de los objetos. Se 
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consideraron tres criterios para determinar la exploración de los objetos: (1) se consideró la 

exploración directa (nariz-objeto), a no menos de 1 cm de distancia, (2) escalar los objetos no 

se consideró exploración (a menos que la acción haya sido acompañada por un una exploración 

directa al objeto) ya que al escalar los objetos se considera que el ratón intenta explorar las 

afueras de la arena y no el objeto como tal. (3) Morder los objetos no se consideró exploración 

ya que esta conducta puede ser un signo de ansiedad indicando que hay un factor en la fase de 

habituación que pudo haber estresado al ratón (es importante destacar que no se observó dicha 

conducta durante las pruebas realizadas en este estudio).  Una vez obtenido el tiempo de 

exploración de cada uno de los objetos se cuantificó el índice de exploración (IE), mediante la 

siguiente fórmula: 

𝐼𝐸 =
𝑂𝑁

𝑂𝐹 + 𝑂𝑁
=
𝑂𝑁

𝑇𝑡
 

En donde  

ON = Objeto Novedoso 

OF = Objeto Familiar 

Tt = Tiempo total 

 

Las pruebas conductuales que evalúan la habilidad de los ratones de reconocer un 

estímulo previamente presentado son sumamente informativas en los modelos animales que 

ayudan a estudiar la demencia humana. En la prueba de RON los animales no tienen 

recompensa alguna al ser evaluados (a diferencia de pruebas –no realizadas en este estudio– en 

donde los ratones reciben un alimento palatable como recompensa al escoger el objeto nuevo), 

los animales exploran el objeto novedoso como parte de su propensión natural hacia la novedad. 

Los ratones son capaces de diferenciar entre objetos y tienen la capacidad de diferenciar objetos 

que han visto previamente de los objetos novedosos (Antunes & Biala, 2012b). Se ha reportado 

ampliamente que la EA se caracteriza por un declive en memoria contextual, declarativa y de 

reconocimiento de objetos. Por lo tanto, esta prueba busca evaluar problemas cognitivos y 

neurofisiológicos en los roedores.  

Durante la fase de entrenamiento se le presentan al ratón dos objetos iguales, se espera 

que el ratón explore ambos objetos de forma indistinta. Durante la fase de prueba se cambia 

uno de los objetos usados en la fase de entrenamiento por un objeto nuevo, este último debe ser 

detectado (y sus características analizadas) mientras que las características del objeto familiar 

deben ser reconocidas y consolidadas. En ratones que no tienen comprometida su capacidad 

cognitiva (p.ej en ratones WT) se espera que durante la fase de prueba se explore por un periodo 
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significativamente más largo de tiempo el objeto novedoso (índice exploratorio > 0.5), por el 

contrario en los animales 5xFAD que tienen daño neurofisiológico y capacidad cognitiva 

comprometida, se espera que exploren de forma indistinta tanto el objeto novedoso como el 

objeto familiar o, en su defecto que permanezcan explorando más el objeto que ya habían 

explorado previamente (índice exploratorio ≤ 0.5). El índice exploratorio permite evaluar el 

nivel del daño cognitivo, la disminución de exploración del objeto novedoso dependiente del 

retraso en el reconocimiento de la memoria resulta de un deterioro en la memoria del objeto 

familiar.  

 

II. PRUEBA DE CAMPO ABIERTO 

La prueba de campo abierto permite evaluar la locomoción general de los animales así como 

los comportamientos relacionados con ansiedad. El comportamiento de los ratones en la arena 

de campo abierto permite evaluar la actividad general y la conducta exploratoria de los 

animales. De forma natural los ratones tienden a explorar de forma preferencial las periferias 

de la arena (tigmotaxis), esta es una conducta que se asocia a la propensión natural de los ratones 

a evitar espacios abiertos grandes o espacios que se perciban como peligrosos.  

 
Figura 9 | Representación gráfica de la arena utilizada para la prueba de campo 

abierto.  La base de la arena es color negro y las paredes son transparentes para que 

el raton pueda reconocer que se encuentra en el mismo lugar en donde se llevó a cabo 

la fase de habituación. Se muestran las tres zonas de la arena delimitadas 

(digitalmente) en zona centro, zona media y zona externa. 

 

Sin embargo, a pesar de esta tendencia, se ha observado que cuando los ratones 

permanecen más tiempo en la zona interna o cuando incrementa la latencia de entrar en ella, es 

un signo de actividad ansiolítica (Seibenhener & Wooten, 2015).  

La prueba se realizó a todos los ratones a los 6 y 12 meses de edad. Concluido el tiempo 

de habituación, se colocó al ratón experimental en el centro de la caja (30x50x50 cm) y se le 

permitió explorar libremente durante 5 min mientras se grababa su actividad con una cámara 

colocada en la parte superior. Al término del tiempo, se regresó el ratón a su caja habitual.  Se 

limpió la arena con alcohol al 70 % y se cambió el aserrín entre la prueba de cada ratón. Para 
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el análisis digital la arena fue dividida en tres secciones, (1) zona centro: zona cuadrada de 

16.67 x 16.67 cm al centro de la arena; (2) zona interna: zona cuadrada de 30 x 30 cm al centro 

de la arena y (3) zona externa o periférica: área comprendida entre el límite de la zona interna 

y el límite de la arena (Figura 9). Los videos fueron analizados con el software Any Maze® 

6.1 tomando en cuenta la cabeza del animal para determinar la zona en la que se encuentra. Se 

contabilizaron las entradas a cada zona, tiempo por zona, y velocidad promedio y máxima de 

cada ratón. 

 

III. LABERINTO ACUÁTICO DE MORRIS 

La prueba del laberinto acuático de Morris permite evaluar el aprendizaje espacial en los 

ratones, en ella se colocan marcas visibles en cuatro extremos de la piscina que le permiten al 

ratón navegar desde distintos puntos de inicio para poder localizar la plataforma de escape 

sumergida. Debido a que no hay ninguna clave que guíe al ratón directamente a la plataforma, 

este debe aprender el lugar en donde se encuentra basándose en las relaciones espaciales entre 

los objetos que puede ver fuera del laberinto (las marcas de colores vistosos y formas distintas 

localizadas sobre cada cuadrante) y la plataforma sumergida. En esta prueba se necesita la unión 

de elementos diferentes en un único recuerdo, se necesita de la memoria declarativa que 

requiere de la unificación de componentes separados proceso que se lleva a cabo principalmente 

por medio del hipocampo (Vorhees & Williams, 2006). 

 
Figura 10 | Esquema del laberinto acuático de Morris. Representación gráfica de 

la piscina circular y los cuadrantes determinados para la prueba de laberinto acuático 

de Morris. Se muestra con un círculo la ubicación de la plataforma en el cuadrante 

NO. 

 

Durante la prueba conforme progresan los días de aprendizaje, se espera que los ratones 

control (en este caso WT) naden de forma directa y con rapidez hacia la plataforma, por otro 

lado los ratones con lesiones a nivel de hipocampo tienden a fallar en la tarea, incluso en los 

últimos días de entrenamiento los ratones que presentan déficit cognitivo tardan mucho o fallan 
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en localizar la plataforma ya que son incapaces de encontrar la relación entre los elementos 

visuales y espaciales, por ende actúan por ensayo y error dando vueltas alrededor de la piscina. 

Por lo anterior el nado de los ratones y el tiempo que tardan en llegar a la plataforma desde los 

diferentes puntos permite evaluar si existe o no daño a nivel de hipocampo y si la exposición al 

ambiente enriquecido logra retrasar la aparición del daño. 

La prueba se realizó a cinco ratones de cada grupo experimental a los 6 meses de edad. 

Cada ratón fue colocado en una piscina circular de 1,83 m de diámetro llena de agua mezclada 

con pintura blanca no tóxica (óxido de titanio). El tanque se dividió en cuatro cuadrantes (NO, 

SO, SE y NE) de igual tamaño (Figura 10), cada uno con una marca visual clara para el ratón. 

Los ratones fueron entrenados para montar una plataforma de escape oculta, sumergida 1 cm 

por debajo de la superficie del agua (15 cm de diámetro) en una región restringida de la piscina 

(NO). Los ratones fueron entrenados durante 5 días consecutivos colocándolos para iniciar el 

nado desde los cuatro cuadrantes del tanque, se colocaron en el agua frente a la pared (en donde 

se colocó una señal visual distinta y clara para el ratón sobre cada cuadrante) y se les permitió 

nadar durante un máximo de 90 s. La prueba terminó cuando el ratón subió a la plataforma o 

después de transcurrido el intervalo de 90 s. Si un ratón no localizó la plataforma durante la 

prueba, se le colocó en la plataforma durante 20 s y luego se le trasladó a una jaula de retención. 

Las latencias de escape a la plataforma oculta durante la fase de aprendizaje se analizaron 

utilizando el tiempo integrado recorrido y el tiempo necesario para llegar a la plataforma (AUC) 

para cada grupo. Después de dos días, se realizó una prueba de memoria en ausencia de la 

plataforma. Los ratones fueron liberados desde los cuatro puntos de inicio y se les permitió 

nadar libremente en la piscina durante 90 s. Se registraron latencia de escape y senderos de 

natación.
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IV. EVALUACIÓN DE LA PRESENCIA DE PLACAS ßA EN LOS RATONES 5XFAD 

Para determinar si la falta en la pérdida en las capacidades cognitivas se debía a la ausencia en 

la deposición de placas ßA, un ratón WT y un ratón 5xFAD fueron sacrificados a los 8 meses 

de edad y se evaluó la presencia de placas ßA. Los ratones fueron perfundidos con PFA al 4% 

para la fijación del cerebro y se realizaron cortes a nivel de corteza e hipocampo de 60 𝜇𝑚. Las 

placas ßA se detectaron mediante la tinción con tioflavina y microscopía usando emisión de 

espectro de 550 nm (Figura 11).  

 

 

Figura 11 | Esquema de los sitios de corte del cerebro de ratón.  Se muestra un 

acercamiento de los sitios de corte (corteza e hipocampo) y se observa un 

acercamiento al hipocampo en el giro dentado (DG) con las respectivas zonas 

evaluadas 

 

V. PRUEBA DE ALTERNANCIA ESPONTÁNEA  

La prueba de alternancia espontánea se basa en la tendencia natural de los roedores a preferir 

explorar un brazo nuevo sobre uno que ya ha sido previamente explorado. Tras una primera 

elección, en el segundo ensayo se prefiere el brazo que no ha sido explorado previamente. En 

el tercer juicio, cuando ambos brazos han sido visitados, el brazo con el mayor grado de 

novedad (el brazo que fue explorado hace más tiempo) se prefiere. 

Para que el ratón pueda alternar exitosamente entre los brazos (lo cual se refleja en un 

porcentaje alto de alternancia), este debe recordar que brazo ha sido visitado previamente, por 

tanto esta prueba es idónea para evaluar la memoria de trabajo. Se espera que los animales que 

no presenten daño cognitivo tengan un alto porcentaje de alternancia espontánea, mientras que 

los ratones que tienen daño cognitivo presentan porcentajes bajos de alternancia. 
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Figura 12 | Representación gráfica de la medición de la alternancia espontánea. 

Un alto porcentaje se observa cuando existe una gran proporción de entradas en 

brazos consecutivos, por otro lado cuando existe una alta proporción de entradas en 

el mismo brazo se tiene un bajo porcentaje de alternancia (Kraeuter et al., 2019). 

 

 

La prueba se realizó a todos los ratones a los 2 meses de exposición al ambiente (6 meses 

de edad). Se utilizó un laberinto en Y de 21x7x15.5 cm (misma distancia entre cada brazo) y se 

colocó una marca en cada extremo (A, B y C). Concluido el tiempo de habituación (1 hr), se 

colocó al ratón experimental en el centro del laberinto y se le permitió explorar libremente 

durante 10 minutos mientras se grababa su actividad con una cámara colocada en la parte 

superior. Al término del tiempo, se regresó el ratón a su caja habitual.  Se limpió el laberinto 

con alcohol al 70 % entre la prueba de cada ratón. Se analizó el tiempo que el ratón pasó en 

cada brazo con las cuatro patas dentro de la zona (tomando como referencia el centro de este) 

y se calculó el porcentaje de alternancias (Figura 12). 

 

VI. PRUEBA DE OBJETOS NOVEDOSOS EN LABERINTO EN Y 

La prueba se realizó a todos los ratones a los 12 meses de edad. Se utilizó un laberinto en Y y 

se realizó una modificación a la prueba de objetos novedosos (Leger et al., 2013b). Se realizó 

protocolo para la prueba de objetos novedosos antes descrito. Los objetos fueron colocados en 

dos de los brazos del laberinto y se dejó explorar en la fase de entrenamiento por 5 min (con el 

mismo objeto) y 24 y 48 h después con un objeto diferente. Se utilizaron los parámetros de 

medición mencionados en la prueba de objeto novedoso. 

A diferencia de la prueba de reconocimiento de objetos novedosos en campo abierto, en 

la prueba de reconocimiento de objetos novedosos en laberinto en Y, la discriminación de 

objetos se basa más en la recolección de experiencias pasadas que simplemente en la 

familiaridad del objeto ya que no solo se explora el objeto, sino que también se añade el 

componente de memoria espacial de los ratones.   
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VII. PRUEBA DE CIERRE DE EXTREMIDADES  

La prueba se realizó a todos los ratones a los 12 meses de edad. Para realizar esta prueba se 

tomó por la cola a cada ratón y se grabó su movimiento por 12 s. Se colocó una cámara para 

posteriormente evaluar el cierre de extremidades en una escala del 0 al 4. Cuando se toma por 

la cola a los ratones y lentamente se les desciende, estos tienden a extender las cuatro 

extremidades anticipando el contacto con una superficie. Los ratones con patologías en regiones 

cerebrales o en la médula espinal presentan el lugar de extensión de las extremidades, flexión 

de estas, por tanto esta es una prueba rápida que permite evaluar la función motora y el grado 

de lesiones a nivel cerebelo-cortico-reticular (Figura 13) (Lalonde & Strazielle, 2011b). 

 

 
Figura 13 | Escala utilizada para evaluar el grado de cierre de extremidades. 

Imagen representativa del cierre de extremidades en ratones con distinta gravedad de 

daño (Miedel et al., 2017) 

 

 

4. EXTRACCIÓN DE RNA Y RETROTRANSCRIPCIÓN (RT) 

 

A los 12 meses de edad se realizó el sacrificio de los ratones por medio de inhalación de CO2 y 

se procedió con la inmediata disección de los cerebros que se conservaron a – 80 ºC hasta su 

análisis. Se extrajo RNA total a partir de corteza frontal con el reactivo TRIzol™ de 

Invitrogen™. Se homogeneizó el tejido agregando 200 μL de TRIzol™ (1 volumen) a la 

muestra, la cual se sonicó al 30 % con 3 pulsos de 10 s y se incubó a temperatura ambiente por 

5 min. Se agregaron 0.2 volúmenes de cloroformo, se incubó por 2 min y se centrifugó por 15 

min a 12,000 rcf a 4 ºC. Se separó la fase cristalina-acuosa, se adicionaron 0.5 volúmenes de 

isopropanol, se incubó por 10 min  y se centrifugó por 10 min a 12,000 rcf a 4 ºC. Se descartó 
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el sobrenadante, se resuspendió en 1 volumen de etanol al 75% y se centrifugó por 10 min. a 

7500 rcf a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y resuspendió nuevamente en 1 volumen de etanol 

al 75 %. Finalmente se centrifugó a 7500 rcf durante 5 min a 4 ºC, se descartó el sobrenadante 

y se dejó secar la muestra a temperatura ambiente por 10 min. El pellet resultante se precipitó 

en 50 μL de agua DEPC y la muestra fue cuantificada por espectrofotometría en un equipo 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Se utilizaron las muestras cuya relación 260/280 fuera 

mayor a 1.5, y posteriormente se verificó la integridad del RNA por medio de un gel 

blanqueador de agarosa al 1% (Aranda et al., 2012). Las bandas correspondientes a las 

subunidades 28S y 18S guardaron una proporción 2:1 y no se observó barrido de degradación. 

Las muestras se almacenaron a – 80 ºC hasta su uso. Para la reacción de retrotranscripción (RT) 

se utilizó 1 µL de RNA (500 ng/µL) y 19 µL de mezcla de reacción (ver Anexos). La 

retrotranscripción se llevó a cabo durante 30 min a 37ºC. Se realizó una dilución 1:10 del cDNA 

resultante. 

5. ENSAYOS DE RETROTRANSCRIPCIÓN Y PCR EN TIEMPO REAL 

(RT-QPCR)   

 

I. DISEÑO DE OLIGOS DE DAM PARA RT-QPCR 

 

Se sintetizaron oligonucleótidos iniciadores (oligos) específicos para la amplificación de tres 

genes relacionados a la activación de la microglía asociada a la enfermedad (DAM): Tyrobp, 

Trem2 y Cx3cr2. Se realizó la búsqueda de las secuencias de los genes en la base de datos 

e!Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). Posteriormente, se evaluaron las variantes 

de splicing existentes para cada gen y se trabajó con aquella que fuera más representativa de 

cada uno, es decir que tuviera la mayor parte de secuencias codificantes presentes en las demás 

variantes (Figura 14-A).  Para poder cerciorarse de que el segmento amplificado fuera producto 

de la RT del mRNA y descartar completamente la posibilidad de amplificación de DNA en caso 

de algún remanente previo a la RT, se realizaron los diseños de oligos exon-exon. Para la 

secuencia delantera (forward) se tomaron 9-11 pdb (pares de bases) de la secuencia final de un 

exón y las siguientes 9-11 pdb con la secuencia del siguiente exón, excluyendo así cualquier 

secuencia de los intrones. Aproximadamente 80 pdb después se buscó una secuencia apropiada 

para el oligonucleótido (reverse). Se tomó una secuencia de 20-22 pdb y se sacó su secuencia 

complementaria (Figura 14-B). Posteriormente se verificó la especificidad de los oligos a 

través de primer BLAST en la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology 

https://www.ensembl.org/index.html
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Information) (Figura 14-C). De las secuencias específicas se evaluaron las características de 

amplificación por medio de PCR (temperatura media, tamaño del producto, porcentaje de CG, 

auto complementariedad y probabilidad de formar dímeros) en las bases de datos UCSC In-

silico PCR (De la Universidad Santa Cruz de California) y PCR primer inspector (de 

molBiotools) (Figura 14-D). 

 

 

Figura 14 | Diseño de oligos para la amplificación de genes DAM por medio de RT-

qPCR.  A) Búsqueda de la secuencia en la base de datos e!Ensamble. B) Se muestra la 

secuencia de los oligos en el recuadro amarillo. Se puede observar la mitad del primer 

forward (F) al final del exón y la siguiente mitad al principio del próximo exón. En el 

recuadro señalado por la letra R se muestra la secuencia complementaria del primer 

reverse. C) BLAST para la verificación de la especificidad de los oligos y tamaño de 

amplicón. D) Evaluación de las condiciones de amplificación y formación de dímeros. 
 

 

Se trabajó con aquellos oligos que no difirieron en las temperaturas medias por más de 

1ºC, que fueran completamente específicos a los genes deseados, que solo amplificaron un 

producto de menos de 250 pdb (si el BLAST mostraba amplificación de varios productos de 

longitud mayor a 1,000-2,000 pdb, no se excluyeron dichos oligos debido a que la PCR utilizada 

no suele amplificar fragmentos mayores a 250 pdb) y que no formaran una gran cantidad de 



 

 45 

dímeros. Los oligos que cumplieron con las características antes mencionadas, se mandaron a 

sintetizar a la Unidad de Secuenciación y Síntesis del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

 

 

II. ESTANDARIZACIÓN DE CURVA DE EFICIENCIA DE REACCIÓN  

 

Se verificó que los oligos fueran capaces de amplificar RNA extraído a partir de tejido. Una 

vez que se observó un solo producto amplificado y del tamaño esperado (Figura 15-A) se 

procedió a realizar la curva de calibración. Se utilizaron las condiciones mencionadas en 

Anexos (Condiciones de RT-qPCR), posteriormente se realizaron tres diluciones seriadas (1:2, 

1:4 y 1:8) para cada set de oligos. Se puede observar que cada gen presenta un rango de 

expresión esperado, existe proporcionalidad lineal en la amplificación con respecto a la 

cantidad de cDNA (Figura 15-B) 

 
Figura 15 | Amplificación de los productos de oligos DAM para la curva de 

calibración. A) Se observa que cada set de oligos amplifican un solo producto 

específico y claramente distinguible de los demás oligos. B) Amplificación de las 

diluciones de cDNA para cada gen. Se puede observar que la amplificación es 

proporcional conforme incrementa la dilución de templado.
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IX. RESULTADOS 

1. EVALUACIÓN DE LA MEMORIA Y APRENDIZAJE VISUAL Y 

ESPACIAL EN EL MODELO MURINO DE LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER EN LA EDAD ADULTA 

A los 2 meses de exposición a los diferentes ambientes (6 meses de edad) se evaluó la memoria 

espacial de reconocimiento a corto (MCP) y a largo plazo (MLP) por medio de la prueba de 

reconocimiento de objeto novedoso (RON) en campo abierto. Se evaluó el índice de 

exploración en todos los grupos, posteriormente se realizó ANOVA de una vía y prueba de 

Tukey de comparaciones múltiples, sin embargo, no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 | Memoria de reconocimiento a corto y largo plazo. (A) Memoria a corto plazo y (B) 

memoria a largo plazo en ratones silvestres y 5xFAD de 6 meses de edad expuestos a distintas 

condiciones habitacionales. Promedio ± SEM, Anova de una vía y Prueba de Tukey de comparaciones 

múltiples (n:WT AN=10; n:WT AE=15; n:5xFAD AN=10; n 5xFAD AE=15). 

Tal como se observa en la Figura 16-A, todos los grupos muestran una MCP similar; 

sólo observamos una tendencia a explorar más el objeto nuevo, lo que refleja una memoria 

efectiva a corto plazo. El índice exploratorio en la MLP (Figura 16-B) muestra una ligera 

tendencia a incrementar la exploración por el nuevo objeto en los ratones WT expuestos a AE, 

sin embargo, esta diferencia no es significativa. Se puede observar que el grupo 5xFAD control 

(5xFAD AN) y 5xFAD experimental (5xFAD AE) conservan los mismos índices de memoria, 
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es decir, a la edad de 6 meses, en este estudio, no se observa una pérdida de la memoria de 

reconocimiento en el modelo murino de la enfermedad. 

 

 
Figura 17 | Memoria y aprendizaje en la prueba de laberinto acuático de Morris. Se muestra la 

latencia de escape desde cada uno de los cuadrantes hacia la plataforma sumergida durante la semana 

de entrenamiento (A-D) y el aprendizaje analizado a través del área bajo la curva (ABC) de la latencia 

de escape (E) de los ratones WT AN y AE y de los ratones  5xFAD AN y AE. Los datos se muestran 

con la media ± EEM, n=5 animales por grupo 

 

 

 

Para poder determinar el grado de daño cognitivo se realizó, posterior a la prueba de 

RON, la prueba de laberinto acuático de Morris (LAM) que, a diferencia de la anterior, da 

información acerca del estado de la memoria espacial. De forma similar a la prueba de RON, a 

los 6 meses de edad no existen diferencias significativas en el aprendizaje o la memoria entre 

los diferentes grupos de ratones. Se puede observar que todos los grupos presentan el mismo 

patrón de aprendizaje integro ya que cada día disminuye de forma gradual el tiempo de latencia 

a la plataforma desde los cuatro cuadrantes (Figura 17-A.D). Lo anterior se confirmó al calcular 

el área bajo la curva de este parámetro para cada grupo (Figura 17-E).
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2. EVALUACIÓN DE LA PRESENCIA DE PLACAS ßA EN LOS RATONES 

5XFAD 

 

Para determinar si la falta en la pérdida en las capacidades cognitivas se debía a la ausencia en 

la deposición de placas ßA, un ratón WT y un ratón 5xFAD fueron sacrificados a los 6 meses 

de edad y se evaluó la presencia de placas ßA. Los ratones fueron perfundidos con PFA para la 

fijación del cerebro y se realizaron cortes a nivel de corteza e hipocampo.  

 

Figura 18 | Micrografías representativas de tinción con tioflavina  Se muestra la 

tinción de las placas ßA (punta de flecha verde) en corteza e hipocampo de ratones de 6 

meses de edad (n=1). Barra de escala 100 μm.  

 

Las placas ßA se detectaron mediante la tinción con tioflavina y microscopía usando 

emisión de espectro de 550 nm. Nuestros resultados muestran que el ratón 5xFAD, a pesar de 

no presentar deterioro cognitivo a los 6 meses (tal como se observa en las pruebas cognitivas 

de RON Figura 16), presenta deposición de placas ßA de manera significativa (Figura 18). 

 

3. EL AMBIENTE ENRIQUECIDO RESCATA Y MEJORA LA MEMORIA 

ESPACIAL A CORTO Y LARGO PLAZO EN RATONES 5XFAD 

ENVEJECIDOS 

Al no observar diferencias significativas en las pruebas de memoria a los 6 meses de edad, los 

ratones permanecieron 6 meses más en sus respectivos ambientes. A los 8 meses de exposición 
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a los diferentes ambientes (12 meses de edad), se realizó la prueba de RON en laberinto en Y 

para evaluar la MCP y MLP.  

La metodología de la prueba de RON es la misma que la que se describió antes, sin 

embargo, en esta ocasión se utilizó un laberinto en Y en lugar de una caja de campo abierto ya 

que en esta prueba se juntan los componentes de memoria espacial y visual de las pruebas 

anteriores. 

Se evaluó el índice de exploración en todos los grupos, posteriormente se realizó 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey de comparaciones múltiples mediante lo cual se 

confirmó que los animales 5xFAD AN tienen un índice exploratorio de 0.5 o menor, lo que 

refleja deficiencia en MCP y en MLP. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 | Memoria espacial en ratones silvestres y 5xFAD de 12 meses de edad expuestos a 

distintas condiciones habitacionales. A) Memoria a largo plazo. B) Memoria a corto plazo. 

Promedio ± SEM, Anova de una vía y Prueba de Tukey de comparaciones múltiples * p<0.05,  *** 

p<0.001 (n WT AN=10; n WT AE=15; n 5xFAD AN=8; n 5xFAD AE=15) 
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Figura 20 | Prueba de alternancia espontánea.  Velocidad promedio (A) y distancia recorrida (B) 

durante la prueba de alternancia espontánea en el laberinto en Y. Se muestra el índice de alternancia 

espontánea (C) en ratones 5xFAD de 12 meses expuestos a distintas condiciones habitacionales. 

ANOVA de una vía y prueba de tukey de comparaciones múltiples. Promedio ± EEM *p<0.05, 

**p<0.01 (WT AN n=10; WT AE n=15; 5xFAD AN n=8; 5xFAD AE n=15). 

 

Tal como se observa en la Figura 19-A y B la exposición de los ratones 5xFAD al AE logra 

restaurar el deterioro de la memoria a niveles comparables con los silvestres de forma 

significativa 

Posterior a la prueba de RON en laberinto en Y, se realizó la prueba de alternancia 

espontánea para evaluar la capacidad de retención. Sin embargo, no se encontró ninguna 

diferencia significativa entre los grupos como se puede observar en la Figura 20-C. 

 

4. EL AMBIENTE ENRIQUECIDO MEJORA LOS NIVELES DE ANSIEDAD 

EN RATONES WT Y EN EL MODELO 5XFAD ENVEJECIDOS 

Se realizó la prueba de campo abierto a los 6 y a los 12 meses de edad. Tal como se puede 

observar en la Figura 21, no existen diferencias significativas entre la distancia recorrida y la 
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velocidad media entre los diferentes grupos en ratones adultos (6 meses) y ratones envejecidos 

(12 meses). Es decir, no existe un déficit motor que impacte de forma negativa en la movilidad 

de los ratones de los diferentes tratamientos y entre las dos edades evaluadas. 

 

 

Figura 21 | Evaluación de la distancia recorrida y velocidad media en la prueba de 

campo abierto a los 6 y12 meses en ratones expuestos a diferentes ambientes.  

Velocidad media (A) y distancia recorrida (B) de los ratones durante la prueba de campo 

abierto. ANOVA de una vía y prueba de tukey de comparaciones múltiples. Promedio 

± EEM *p<0.05, **p<0.01 (WT AN n=10; WT AE n=15; 5xFAD AN n=8; 5xFAD AE 

n=15) 

 

Para poder evaluar los niveles de ansiedad entre los diferentes grupos, se midió el tiempo 

que los ratones pasan en la zona centro y en la zona externa. Posteriormente, se evaluó el tiempo 

en cada zona de todos los grupos a través de ANOVA de una vía y prueba de Tukey de 

comparaciones múltiples. Se puede observar que los ratones no presentan ansiedad a los 6 

meses, ya que todos pasan un tiempo similar tanto en la zona externa como en la zona centro 

(Figura 22-A y B). Es decir, a los 6 meses no hay síntomas de ansiedad o déficits en la 

exploración. Sin embargo, conforme los ratones envejecen, los niveles de ansiedad incrementan 

ya que se puede observar que a los 12 meses los ratones WT AN pasan significativamente 

menos tiempo en el centro y más tiempo en la zona externa (se observa la misma tendencia a 

los 6 meses, sin embargo, no es significativa). Esta conducta se logra recuperar con el AE, dado 

que el grupo WT-AE pasa significativamente más tiempo en el centro (Figura 22-A) y su 

permanencia en la zona externa es comparable con la que presentan los ratones a los 6 meses 

(Figura 22-B). 
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Figura 22 | Evaluación de los niveles de ansiedad en los ratones wt y 5xfad de 12 

meses expuestos a diferentes ambientes. Tiempo que los ratones permanecieron en la 

zona centro (A y C) y en la zona externa (B y D) a los 6 y 12 meses, respectivamente. 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey de comparaciones múltiples. Promedio ± EEM 

*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 (WT AN n=10; WT AE n=15; 5xFAD AN n=8; 5xFAD 

AE n=15) 

 

 

De forma contraria, los ratones 5xFAD-AN envejecidos presentan niveles notablemente 

bajos de ansiedad, ya que permanecen mucho tiempo en la zona centro. Esta conducta, asociada 

a una falta de aversión a situaciones peligrosas, logra recuperarse por medio de la exposición 

al AE dado que el grupo 5xFAD-AE, pasa significativamente menos tiempo en el centro 

(Figura 22-C). Tanto el incremento en la ansiedad de los ratones WT AN, como el decremento 

excesivo de la misma en los ratones 5xFAD AN, logran recuperarse con la exposición al AE,ya 

que estos grupos (WT AE y 5xFAD AE) presentan niveles de ansiedad comparables entre sí. 
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5. EL AMBIENTE ENRIQUECIDO REDUCE EL CIERRE DE 

EXTREMIDADES (CLASPING) EN EL MODELO MURINO DE LA 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

A los 7 meses de exposición a los diferentes ambientes (11 meses de edad) se realizó la 

prueba de cierre de extremidades o clasping. El cierre de extremidades en roedores puede 

recapitular deficiencias motoras debidas a la acumulación de placas ßA. Tal como se puede 

observar en la Figura 23 la EA incrementa el índice de cierre de los ratones, sin embargo, la 

exposición al AE tiene la capacidad de disminuir de forma significativa el índice de cierre de 

los ratones 5xFAD AE a niveles comparables con los ratones WT. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 | Efecto del ambiente enriquecido sobre el cierre de extremidades (clasping) en ratones.  

Imágenes representativas de ratones que exhiben distintos niveles de clasping (A). Ratones 5xFAD y WT 

de 12 meses de edad en AE exhiben niveles de clasping significativamente menores en comparación con 

los grupos control de AN. ANOVA de una vía y prueba de Tukey de comparaciones múltiples. Promedio 

± EEM, **p<0.01, ***p<0.001 (WT AN n=10; WT AE n=15; 5xFAD AN n=8; 5xFAD AE n=15) 
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6. EL AMBIENTE ENRIQUECIDO INCREMENTA LA EXPRESIÓN DE 

MARCADORES MOLECULARES EN LA MICROGLÍA VINCULADOS AL 

FENOTIPO ASOCIADO A ENFERMEDAD (DAM) 

Posterior al sacrificio de los animales (12 meses de edad, 8 meses de exposición a los ambientes 

respectivos) se extrajo RNA a partir de corteza frontal, se generó cDNA por medio de una 

reacción de retrotranscripción (RT) y se evaluó la expresión de tres diferentes marcadores 

asociados a la enfermedad (DAM) por medio de PCR cuantitativa (qPCR) (ver Anexos). La 

expresión de los genes fue normalizada contra la expresión del gen housekeeping específico de 

microglía Iba1, se presenta en unidades arbitrarias en tasa de recambio (fold change) con 

respecto a la expresión Iba1. Se analizó el nivel de expresión de los marcadores moleculares 

mediante ANOVA de una vía y prueba de Tukey de comparaciones múltiples.  

 

 
Figura 24| Expresión de marcadores moleculares en la microglía DAM.Se 

muestran los niveles de expresión de los genes asociados a DAM (A - C) y los niveles 

expresión de genes housekeeping (D - E). Los valores fueron normalizados con la 

expresión de Iba1. ANOVA de una vía y prueba de Tukey de comparaciones múltiples. 

Promedio ± EEM *p<0.05, **p<0.01, *** p<0, (n=3). 
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Nuestros datos indican un incremento significativo en la expresión de Trem2 en ratones 

5xFAD-AN con respecto a WT-AN (Figura 24-A). Este marcador asociado a fagocitosis y del 

cual depende la progresión de DAM1 a DAM2 incrementa aún más de forma significativa, en 

un factor de dos, en los ratones 5xFAD expuestos a un ambiente enriquecido. Se puede observar 

un incremento significativo en la expresión de Tyrobp en los animales 5xFAD con respecto al 

resto de los grupos (Figura 24-B). Trem2 necesita de Tyrobp para poder transducir la señal del 

exterior al interior de la célula. En la transición de la microglía homeostática hacia DAM, 

Tyrobp se regula positivamente antes que Trem2.  

 Se puede observar que la expresión de Cx3cr1 en ratones 5xFAD AN incrementa de 

forma significativa con respecto a los demás grupos, el ambiente enriquecido es suficiente para 

regresar la expresión de Cxcr3 a los niveles de los ratones WT (Figura 24-C). Se evaluaron 

tres genes housekeeping: Iba1(gen normalizador), Actb y Cd45 (Figura 24-D y E). No se 

observó diferencia significativa en la expresión de los genes ActB ni CD45.
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X. DISCUSIÓN 

La enfermedad de Alzheimer es un padecimiento neurológico cuya incidencia ha incrementado 

alarmantemente conforme al incremento en la esperanza de vida. Si bien se han observado 

mutaciones asociadas al desarrollo de la enfermedad de tipo hereditario (FAD), esta se presenta 

en un porcentaje bajo de la población y a edades tempranas. La mayoría de los pacientes 

presenta la enfermedad en etapas de adulto mayor (>65 años), en ellos los factores genéticos se 

suman al estilo de vida, dieta, enfermedades, infecciones y lesiones previas, lo cual lleva a la 

conclusión de que la enfermedad desarrollada en la vejez (Enfermedad de Alzheimer de 

desarrollo tardío, por sus siglas en inglés LOAD) es de origen multifactorial.  

Diferentes estudios han determinado que la exposición a un ambiente enriquecido 

favorece la activación de diversas regiones cerebrales y el retraso de la aparición de los 

problemas cognitivos en enfermedades neurodegenerativas. Los ratones modelos de la EA que 

son expuestos a un AE presentan un retraso en la deposición de placas ßA, incremento en la 

neurogénesis hipocampal, incremento en la actividad fagocítica de la microglía y mejora en las 

pruebas de memoria y aprendizaje (Hüttenrauch et al., 2017; Nithianantharajah & Hannan, 

2006b; Ziegler-Waldkirch et al., 2018). 

La microglía, el macrófago residente en el SNC, es la primera línea de defensa ante un 

desbalance homeostático tal como el que se presenta en la EA. Se ha observado que la 

deposición del péptido ßA induce la transición de la microglía homeostática a DAM1. Esta 

puede llegar a ser protectora durante la progresión temprana de la enfermedad, mientras que en 

etapas tardías, cuando la acumulación de las placas ßA activa el inflamasoma de la microglía, 

DAM se desregula y acelera la enfermedad. Cuando la transición hacia DAM2 no es rápida, el 

fenotipo DAM1 no es suficiente para contener el daño y contribuye al mismo (Deczkowska, 

Keren-Shaul, et al., 2018; Keren-Shaul et al., 2017) 

Los péptidos ßA activan a la microglía a través de TLRs lo que induce la expresión de 

citocinas inflamatorias como TNF-α e IL-6 que activan el inflamasoma NLRP3 lo que resulta 

en la activación de caspasa-1 y producción de IL-1ß e IL-18, que a su vez incrementan la 

producción de TNF-α favoreciendo el ambiente inflamatorio. Se ha demostrado que la 

activación del inflamasoma conlleva a una disminución en el flujo autofágico de la microglía. 

La acumulación de las placas ßA, y la incapacidad de la microglía para fagocitarlas, deteriora 

la función neuronal y eventualmente lleva a la pérdida de la memoria (Álvarez-Arellano et al., 

2018). 
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Lo anterior propone que acelerar la transición a DAM2 en etapas tempranas de la 

enfermedad puede contender con la neurodegeneración tan pronto como esta se desarrolle, 

previniendo el daño al SNC. La enfermedad de EA es una enfermedad heterogénea en donde 

múltiples factores detrimentales contribuyen a la pérdida cognitiva y al escalamiento de la 

enfermedad. Por tanto, tener como blanco terapéutico a cualquiera de los factores principales 

por separado (péptido ßA, tau o neuroinflamación) —aunque se observen resultados 

preliminares exitosos—, puede que no sea suficiente para contender con la enfermedad 

eficazmente. Por consiguiente, en este estudio quisimos evaluar si un acercamiento de 

naturaleza holística, tal como el ambiente enriquecido, es capaz de llevar a la modulación de la 

protección intrínseca del SNC suficiente para acelerar la progresión de las etapas de DAM 

durante la EA. 

En nuestras condiciones, si bien no logramos recapitular el deterioro cognitivo en edad 

adulta (6 meses), sí logramos recapitular el deterioro cognitivo y fisiológico en etapas de vejez 

(12 meses), tal como deposición de placas ßA, deterioro en el aprendizaje y en la memoria de 

reconocimiento y espacial. De acuerdo con nuestra hipótesis, observamos que someter a los 

ratones 5xFAD a un ambiente enriquecido mejora las capacidades cognitivas, regula los niveles 

de ansiedad y restaura la memoria a corto y largo plazo en ratones envejecidos. 

Una de las pruebas más usadas en la neurobiología para poder evaluar la memoria y el 

aprendizaje de modelos murinos es la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (RON). 

Durante la prueba de RON, la memoria se consolida y las características espaciales o 

contextuales de los objetos pueden ser recolectadas en diferentes partes del cerebro. Este 

procesamiento de la memoria se conoce como consolidación y está involucrada en la 

organización de las memorias previamente formadas, permitiendo la incorporación de nueva 

información . La consolidación de la memoria parece ser dependiente del hipocampo ya que se 

sabe que la tasa de neurogénesis en esta área está relacionada con la consolidación de la 

memoria espacial (Antunes & Biala, 2012b). En el lóbulo temporal medial existe un grupo de 

estructuras —particularmente el hipocampo y áreas corticales adyacentes incluyendo la corteza 

entorrinal, perirrinal y parahipocampal— involucradas en la función normal de la memoria. El 

hipocampo recibe entradas de la corteza perirrinal, que en sí misma es el sitio de muchas 

entradas de información como estímulos visuales, olfatorios y somatosensoriales, todos 

involucrados en el reconocimiento de objetos (Oliveira et al., 2010). Durante el desarrollo de 

EA el hipocampo es una de las áreas más fuertemente afectadas, por ende, la pérdida de 

memoria es de los primeros síntomas reportados por los pacientes de EA (Antunes & Biala, 

2012b; Jahn, 2013). El patrón individual de daño cognitivo se correlaciona con los parámetros 
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de integridad y funcionalidad del cerebro. En etapas avanzadas de la EA ⎯ donde el ambiente 

inflamatorio está consolidado ⎯  se compromete la formación de la memoria desde el nivel 

molecular hasta las vías estructurales neuronales (Jack et al., 2013). Por tanto, las pruebas de 

RON permiten, a través de una prueba conductual, evaluar el progreso de la enfermedad, el 

nivel de daño y sobre todo la efectividad de las terapias a estudiar. Con base en esta información 

proponemos que el AE es capaz de actuar a los distintos niveles para favorecer la capacidad de 

la memoria y aprendizaje durante la vejez incluso en el modelo de la AE. 

Estudios previos han reportado pérdida de las capacidades cognitivas desde edades 

tempranas (5 meses) en el modelo 5xFAD (Álvarez-Arellano et al., 2018) en fondo híbrido 

(C57/SJL) tal como se usó en este estudio. Sin embargo, nosotros no observamos diferencias 

en la memoria espacial (LAM) ni visual (ON) entre los ratones silvestres (WT) y los 5xFAD 

expuestos a distintos ambientes (AN y AE) a la edad de 6 meses; esto a pesar de que se confirmó 

la presencia del gen APP (a través de PCR) y de placas ßA (a través de tinción con tioflavina), 

a dicha edad. La discordancia entre resultados reportados previamente en la literatura (Álvarez-

Arellano et al., 2018) y el presente estudio puede deberse a diversos factores que puedan llegar 

a interferir con la estabilidad del genotipo de los ratones tales como contaminación genética o 

la inserción de la mutación en algunos genes que determinan el fenotipo transgénico 

(Kelmenson, 2016). 

La contaminación genética es la introducción accidental de alelos de una cepa a otra a 

través de errores en el cruzamiento. El fondo genético es crucial para la reproducibilidad de los 

resultados, ya que se sabe que diferentes fondos pueden impactar sobre el desarrollo del 

fenotipo transgénico o sobre la penetrancia del mismo (Doetschman, 2009). La inserción de 

mutaciones en genes que determinan el fenotipo puede darse debido a mutaciones espontáneas 

que se expanden en la colonia hasta que los ratones se vuelven homocigotos en ellas (Zeldovich, 

2017). Para verificar la presencia del gen humano APP (introducido en el modelo transgénico 

5xFAD) se evaluó su expresión en los ratones utilizados en el presente estudio a través de PCR 

punto final [ver anexos]. Tras verificar la presencia del gen APP, se realizaron cortes 

histológicos en el cerebro de ratones y se tiñó con tioflavina la corteza e hipocampo. Se verificó 

que los ratones 5xFAD tienen presencia de placas ßA a los 6 meses de edad. Sin embargo, no 

se observó la pérdida cognitiva en estos últimos, por lo que probablemente la contaminación 

genética pudo haber tenido repercusión con la penetrancia del fenotipo, ya que este se observa 

meses después de lo esperado. Una de las formas de resolver este problema es “refrescar” la 

colonia, lo cual consiste en retrocruzar los ratones con la cepa endogámica control (se pueden 

comprar nuevos ratones del laboratorio que fabricó los primeros ratones transgénicos utilizados 
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en el laboratorio, en este caso Laboratorio Jackson), de esta forma se asegura que los ratones 

tengan el fenotipo transgénico y se mantiene la reproductibilidad de los datos.  

En este estudio pudimos observar que a pesar de que la deposición de las placas ßA se 

encuentra presente a los 6 meses, la pérdida de capacidades cognitivas es evidente hasta los 12 

meses. Previamente en el laboratorio se observó que a pesar de que las placas ßA son visibles 

a los 3 meses, se compromete la capacidad cognitiva hasta los 5 meses, lo anterior evaluado a 

través de la prueba de laberinto acuático de Morris (Álvarez-Arellano et al., 2018). De igual 

forma, estudios recientes han demostrado que a pesar de que la deposición de placas ßA 

comienza a los 2 meses en el modelo 5xFAD (en fondo C57BL16/J), las fallas cognitivas en 

memoria y aprendizaje se observan hasta los 9 meses (Richard et al., 2015). Esto sugiere que 

en estos modelos la deposición de placas ßA antecede a la aparición de la pérdida cognitiva 

como ocurre en el humano, en donde la mayor parte de los diagnósticos ocurre después de los 

65 años mientras que el proceso neurodegenerativo que subyace la enfermedad 

neurodegenerativa comienza años o incluso décadas antes de que el diagnóstico clínico pueda 

ser realizado (Heneka, et al., 2015; Jack et al., 2013). 

La EA además de afectar la memoria y el aprendizaje, induce cambios 

neuropsiquiátricos en los pacientes. Se observan síntomas conductuales y psicológicos severos 

en los pacientes con demencia, entre los cuales destacan la depresión, agitación, apatía, 

agresión, desinhibición, alucinaciones, delusiones, irritabilidad y labilidad emocional 

(Bhattacharya et al., 2014; Jawhar et al., 2012; Richard et al., 2015). Los síntomas representan 

un déficit común en la apropiada inhibición de las acciones dada por la pérdida del control y la 

reducción de la neurotransmisión de las entradas monoaminérgicas que regulan el circuito 

cortico-estriado (Keszycki et al., 2019). La desinhibición en los ratones modelos de EA, se 

manifiesta en conductas inapropiadas (como por ejemplo la falta de aversión a la exposición de 

lugares nuevos) y en el incremento en los niveles de euforia (Ognibene et al., 2005). Estudios 

previos han demostrado que los ratones 5xFAD muestran niveles disminuidos de ansiedad 

(conducta comparable con la desinhibición en pacientes con EA). Lo anterior evaluado a través 

de las pruebas de campo abierto (CA) y de laberinto de cruz elevada, en donde los ratones 

5xFAD pasan más tiempo en las áreas desprotegidas (en el centro en el caso de CA y en los 

brazos abiertos en el caso de laberinto en cruz elevada) en oposición a las áreas protegidas, lo 

cual es indicativo de niveles decrementados de ansiedad (Jawhar et al., 2012). 

Se ha observado que durante un proceso normal de envejecimiento, los ratones tienden 

a presentar niveles de corticosterona aumentados, por lo que al ser expuestos a un ambiente 

nuevo —como en el caso de la exposición al campo abierto— presentan niveles incrementados 
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de ansiedad (en comparación con ratones jóvenes) (Shoji et al., 2016). En concordancia con lo 

previamente reportado, nuestros datos indican que los niveles de ansiedad en ratones WT 

incrementan con la edad. A los 6 meses de edad todos los grupos mostraron niveles normales 

de ansiedad ya que, tal como se puede observar en la prueba de CA, los ratones pasaron la 

mayor parte del tiempo explorando la zona externa y poco tiempo explorando la zona centro. 

Sin embargo, conforme se da el proceso normal de envejecimiento se puede observar un 

incremento en los niveles de ansiedad ya que a los 12 meses de edad los ratones WT pasan 

menos tiempo en el centro en comparación con los ratones de 6 meses de edad.  

Por otro lado, a los 12 meses de edad, los animales 5xFAD AN pasan de forma 

significativa más tiempo en el centro y menos tiempo en las zonas externas, lo cual se interpreta 

como conducta deshinibitoria o de ansiedad anormalmente baja. Se observa un decremento 

significativo en el tiempo en la zona centro en los ratones 5xFAD AE en comparación con los 

ratones 5xFAD AN. Es decir, el nivel de ansiedad de los ratones 5xFAD envejecidos logra 

recuperarse cuando estos son expuestos al ambiente enriquecido. 

Posteriormente, se realizó la prueba de objetos novedosos en laberinto en Y que logra 

recapitular la memoria episódica de forma efectiva, ya que a los ratones se les permite la libre 

exploración en un ambiente no estresante en ausencia de refuerzos positivos o negativos. 

Aunado a esto, el componente espacial del laberinto en Y permite no sólo la discriminación de 

los objetos basada en familiaridad (como en el caso de la prueba de ON en CA) sino también 

la discriminación de los objetos basada en la recolección de experiencias pasadas (Kraeuter et 

al., 2018). Esta prueba permite la evaluación de distintas partes del cerebro, ya que la literatura 

menciona que el involucramiento del hipocampo es más sensible al arreglo espacial del objeto, 

mientras que el córtex perirrinal está más asociado a la naturaleza del objeto (familiar o nuevo) 

(Kraeuter et al., 2018). 

Se ha reportado ampliamente que el hipocampo es una zona altamente activa durante la 

adquisición de información relacionada a objetos. Leger y colaboradores (2012), demostraron 

que la exposición a experiencias nuevas a través de la exposición a un AE lleva a un 

procesamiento más rápido de la información en el hipocampo. La actividad del hipocampo en 

ratones de AE se correlaciona con la actividad en regiones prefrontales (pre-límbica, infra-

límbico y córtex cingulado anterior) que no se detecta en ratones AN. Por tanto, ellos proponen 

que las regiones prefrontales participan en las redes neuronales que conducen a una mejor 

adquisición de información relacionada con los objetos, en ratones expuestos a AE (Leger et 

al., 2012). Durante la fase de reconocimiento, los ratones de AE presentan activación del córtex 

infra-límbico (en el córtex prefrontal) y del hipocampo, lo cual no se observa en ratones AN.  
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En este estudio se lograron recapitular los efectos benéficos del AE en ratones 

envejecidos 5xFAD, en vista de que éstos, a diferencia de su contraparte en ambiente normal 

(5xFAD AN), lograron una mejor discriminación del objeto novedoso tanto a corto como a 

largo plazo. Uno de los principales factores a los cuales se le atribuye al AE la mejora en la 

memoria es la modulación en la neurogénesis, el incremento en la proliferación y supervivencia 

incrementada, y la sinaptogénesis en células del hipocampo. La exposición continua a distintos 

objetos (el factor de novedad) que se da en el AE modifica la actividad cerebral y los circuitos 

neuronales funcionales que se encargan de la adquisición y retención de la información, 

actividad que se ve severamente comprometida durante el desarrollo de la enfermedad de EA 

(Leger et al., 2015). Aunado a lo anterior, los animales expuestos al AE presentan una reducción 

en la actividad de la amígdala basolateral (involucrada en el procesamiento de la información 

emocional), es decir, el AE promueve la habilidad del animal a regular la conducta emocional 

durante la adquisición de información de un nuevo objeto, lo cual puede contribuir a la mejora 

de la memoria ⎯ esta región también está involucrada en la formación de la memoria a largo 

plazo⎯  (Dupret et al., 2008; Girard et al., 2014; Leger et al., 2012). El AE modifica las redes 

neuronales asociadas a la prueba de ON, en particular la modulación hipocampal lo cual es 

crucial en los circuitos neuronales que llevan a la mejora de memoria debido a AE. 

Un factor esencial que evaluar en modelos murinos de neurodegeneración ⎯ aunado a la 

cognición y ansiedad de los ratones⎯ es la integridad motora, los reflejos y el correcto 

funcionamiento de las extremidades. Cuando se toma por la cola a los ratones y lentamente se 

les desciende, estos tienden a extender las cuatro extremidades anticipando el contacto con una 

superficie, esta respuesta se desencadena por estímulos visuales o táctiles (por medio de las 

vibrisas o las patas) que dependen de vías de señalización de la médula espinal. Sin embargo, 

en muchos ratones modelos de enfermedades neurodegenerativas se presenta cierre de 

extremidades en lugar de extensión. El cierre de extremidades en roedores puede recapitular 

deficiencias motoras observadas en pacientes en etapas avanzadas de la EA, como reflejo de 

agarre, trastorno de la marcha y distonía. Se ha observado que el cierre en las extremidades 

posteriores se desarrolla como un reflejo de la acumulación de las placas ßA en las neuronas 

motoras de la médula espinal. Esta conducta se asocia a lesiones en cerebelo, ganglio basal y 

neocortex, mediada por cambios en la transmisión monoaminérgica de noradrenalina y 5HT 

(Lalonde & Strazielle, 2011c; Miedel et al., 2017). 

De manera interesante, observamos que el AE logró disminuir la severidad del cierre de 

extremidades en los ratones 5xFAD en comparación con los 5xFAD AN. Estudios previos han 

demostrado que estas deficiencias se correlacionan con la formación de esferoides axonales en 
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cerebro y en médula espinal. La presencia de ßA intraneuronal en neuronas motoras de la 

médula espinal puede llevar a una discapacidad en el transporte axonal, tal como ocurre en 

pacientes de esclerosis lateral amiotrófica (ELA) en donde el péptido ßA se acumula en 

neuronas motoras lumbares causando déficit de transporte axonal (Jawhar et al., 2012). Lo 

anterior evidencia que los efectos benéficos del AE no sólo inciden en la actividad fagocítica 

de la microglía sobre los depósitos extracelulares de péptido ßA, sino también sobre la 

acumulación intracelular. Se puede observar que en los grupos silvestres control también se 

presenta cierto grado de cierre de extremidades, sin embargo, se ha observado previamente que 

la presencia de clasping en animales silvestres c57b6/sjl de fondo híbrido (en un porcentaje 

significativamente menor que los ratones modelos de neurodegeneración), probablemente 

exista como consecuencia del gen Sjl. Esta conducta también se le suele atribuir a la mutación 

SWE ya que se relaciona con una concentración mayor de niveles de 5HT (Lalonde et al., 2012; 

Lalonde & Strazielle, 2011c). 

Dado que pudimos verificar que el ambiente enriquecido tiene la capacidad de mejorar 

parámetros de memoria y aprendizaje en el ratón modelo de la EA y con el antecedente 

inmediato de que la EA induce un cambio en el perfil de la microglía  directamente relacionado 

con la progresión de la enfermedad (Keren-Shaul et al., 2017), decidimos investigar si parte del 

mecanismo molecular por medio del cual el AE ejerce su efecto protector es a través de modular 

el estado de activación de la microglía asociado a neurodegeneración, DAM. Se evaluaron tres 

genes que cambian su expresión en cada una de las etapas DAM: Trem2, Cx3Cr1 y Tyrobp, 

junto con tres genes control que mantienen su expresión sin importar el estado de activación de 

la microglía Iba1 (gen normalizador), ActB y CD45. La exposición al AE, tuvo un impacto 

significativo sobre la expresión de los tres genes evaluados asociados a DAM. La activación de 

la microglía es esencial para la contención de la enfermedad, sin embargo, esta activación es 

insuficiente cuando no se logran extender a tiempo los programas adecuados encaminados a la 

resolución del insulto tales como la migración de la microglía hacia la fuente del daño, secreción 

de citocinas inflamatorias e incremento en la fagocitosis. Tal es el caso de los estados de 

activación de la microglía DAM, en donde se ha observado que esta despliega un perfil 

inflamatorio (DAM1) necesario para poder desplegar el incremento en la fagocitosis, 

proliferación y agrupamiento alrededor de placas ßA, propio de DAM2, el cual es dependiente 

de la señalización por medio de Trem2 (Keren-Shaul et al., 2017). 

Tal como indican nuestros datos, se puede observar que los ratones 5xFAD-AN 

presentan un incremento significativo en la expresión de Trem2 con respecto a los ratones WT-

AN. De forma interesante este marcador incrementa en un factor de dos en los ratones 5xFAD 
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AE.  Tyrobp es un adaptador microglial, citoplasmático para Trem2 y otros receptores (como 

CR3) que promueve la fagocitosis y la proliferación microglial necesario para limitar el 

crecimiento de los depósitos de péptido ßA (Audrain et al., 2020). En la transición de la 

microglía homeostática hacia DAM, Tyrobp se regula positivamente antes que Trem2 (Audrain 

et al., 2020) por tanto, es de llamar la atención el incremento significativo en la expresión de 

Tyrobp en los animales 5xFAD con respecto al resto de los grupos ya que dichos marcadores 

además de encontrarse relacionados al desarrollo y progreso de la enfermedad, se han visto 

implicados con la regulación de los niveles de ansiedad (Castranio et al., 2017)  

 Trem2 es un regulador negativo de la autoinmunidad y juega un papel en la inhibición 

de IL6 y TNF-α. La expresión de Trem2 en la microglía y en los macrófagos se asocia 

específicamente con un fenotipo activado, que desempeña funciones protectoras como 

reparación del tejido, control de la inflamación local y la promoción de fagocitosis de células 

apoptótica (Mecca et al., 2018a). 

Estudios recientes demuestran que neuronas apoptóticas desencadenan la señalización 

de Trem2-Apoe lo que suprime la firma homeostática que es altamente regulada por Tgf-ß. 

Krasemann y colaboradores, observaron en un modelo neurodegenerativo de esclerosis lateral 

amiloidotropica (ASL por sus siglas en inglés), que la activación de Trem2 mediada por Apoe 

impide que la microglía pueda prevenir la pérdida neuronal, regula negativamente los genes 

homeostáticos e impide que se provean señales tolerogénicas a células T (ex vivo). Ellos 

proponen que tener como blanco a esta vía, es decir buscar la regulación negativa de Trem2 

(para evitar la vía de señalización mediada por Apoe) puede restaurar la homeostasis en la 

microglía para tratar desórdenes neuronales tales como los que se observan en ALS (Krasemann 

et al., 2017). Por otro lado, Wang y colaboradores demostraron en un modelo 

neurodegenerativo de EA que los niveles de Trem2 mejoran la respuesta neuroinflamatoria y el 

daño cognitivo a través de la inhibición de la vía de señalización Pi3k/Akt/Foxo3. En el estudio 

antes mencionado se demostró –en concordancia con los resultados aquí presentados— que los 

niveles de Trem2 se ven incrementados en el hipocampo de ratones 5xFAD mientras que su 

inhibición agrava el aprendizaje y el déficit cognitivo. El mismo estudio demostró en microglía 

inducida con LPS que la sobreexpresión de Trem2 regula negativamente la microglía con 

fenotipo M1 (pro-inflamatorio), la expresión de IL-6, IL-1B y TNF-α al mismo tiempo que 

incrementa la microglía con fenotipo M2 (neuroprotector), por lo que sugieren que la regulación 

positiva de Trem2 puede inhibir la neuroinflamación y mejorar las capacidades cognitivas en 

ratones modelo de EA (Wang et al., 2020). 
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A pesar de que hay literatura controversial acerca del papel de Trem2 en la 

neuroprotección de la microglía, diversos autores proponen que no es solo la presencia o 

ausencia de la expresión del gen sino la temporalidad de esta y la naturaleza del insulto (Jay et 

al., 2017). En este estudio encontramos que el ambiente enriquecido es capaz de lograr un 

incremento significativo de la expresión de Trem2 tanto en ratones WT como en ratones 5xFAD 

(hasta en un factor de tres en comparación con su contraparte expuesta a AN). Este incremento 

se correlaciona con una mejora cognitiva tanto en la memoria a corto plazo como en la memoria 

a largo plazo. 

Los receptores tipo Toll y tipo NOD se han implicado previamente en la respuesta de la 

microglía a la acumulación de ßA y se ha visto que median la respuesta inflamatoria que 

contribuye a la patología (Becher et al., 2017). Para mantener la secreción de las citocinas, estos 

receptores llevan a cabo una reprogramación metabólica, que consiste en un intercambio del 

metabolismo de ácidos grasos y fosforilación oxidativa hacia glicólisis. Trem2 emerge como 

un receptor del sistema inmune innato que impacta sobre el metabolismo de la microglía a 

través de la activación de mTOR que desencadena y regula el tropismo celular a largo plazo, la 

supervivencia, crecimiento y proliferación en lugar de reprogramar de forma drástica el 

metabolismo. Los fosfolípidos de membrana y partículas lipoproteicas pueden unirse 

continuamente a Trem2 induciendo la señalización de mTOR a través de activadores corriente 

arriba como Pi3k, Pkd1 y Akt, que son reclutados por Dap12 (Tyrobp) y Dap10 (Ulland et al., 

2017). Esto puede explicar el impacto de Trem2 sobre distintas funciones microgliales, como 

supervivencia, proliferación, agrupamiento alrededor de placas ßA al igual que fagocitosis de 

células apoptóticas y desechos celulares de mielina. Estudios recientes concuerdan con que el 

incremento en la expresión de Trem2 en modelos de inflamación y neurodegeneración se 

correlacionan con la capacidad de mejorar las capacidades cognitivas (memoria y aprendizaje) 

a través de mantener un estado anti-inflamatorio M2 (Medrano-Jiménez et al., 2019; Wang et 

al., 2020). 

Se ha demostrado que la activación de Trem2 lleva a la fosforilación de Tyrobp vía 

cinasas SRC, iniciando señalización corriente abajo de Pi3, Pkc y Erk (Mecca et al., 2018a). De 

igual forma se sabe que la unión de Trem2 a lípidos negativamente cargados, resulta en la 

fosforilación de Tyrobp, activación de SYK y de la vía de señalización SYK-RAS-ERK, 

remodelamiento de actina y movilización de calcio necesaria para la fagocitosis (Colonna & 

Wang, 2016) 

La deficiencia de Trem2 lleva a una regulación negativa de Wnt/ß catenina, pero no de 

otras cinasas, junto con un decremento en la supervivencia y promoción de la muerte celular de 
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la microglía. Trem2 interactúa con Dap12 y activa la señalización de Pi3k/Akt, inactivando 

Gsk3b y estabilizando ß-catenina. La inhibición de Gsk3B determina la acumulación y 

estabilización de ß-catenina y transloca dentro del núcleo, en donde se une a factores de 

transcripción promoviendo la expresión de genes de supervivencia, pro mitóticos y 

antiapoptóticos. La activación de Pi3k/Akt a través de Trem2 contribuye a la regulación de 

Nfkb y a la expresión de genes inflamatorios. Esta vía de señalización también inhibe la 

señalización de TLR al bloquear la señal Mapk a nivel de Raf (Mecca et al., 2018a; Peng et al., 

2010; Wang et al., 2016). 

El AE induce un incremento en un factor de 10 en la expresión de Tyrobp en los ratones 

5xFAD en comparación con su contraparte de AN. Tyrobp es un polipéptido de señal 

transmembranal de 113 aminoácidos que debido a su corto dominio extracelular, no tiene 

capacidad de unión a ligando, sin embargo, forma complejos con receptores asociados y 

transduce la señal al citoplasma (Mecca et al., 2018b). Tyrobp tiene un dominio de activación 

inmunoreceptores basada en tirosina (ITAM) en el dominio citoplasmático, se expresa en la 

microglía en el cerebro y sirve como adaptador para una variedad de receptores inmunitarios 

incluyendo Trem2 y receptor de complemento 3 (Cr3). Tyrobp se une a Trem2 a través de 

residuos de cargas opuestas en sus dominios transmembranales (Ford & McVicar, 2009). Por 

tanto, es posible que aunque en los ratones 5xFAD AN se observe una expresión alta de Trem2, 

esta no pueda llegar a señalizar por la falta del adaptador que transduce la señal. Tras la unión 

del ligando a Trem2, los residuos de tirosina dentro del dominio ITAM de Tyrobp se fosforilan, 

reclutando a la quinasa Syk para activar moléculas de señalización corriente abajo, como la 

proteína cinasa regulada por señal extracelular (Erk), la fosfatidilinositol 3-quinasa (Pi3k), la 

fosfolipasa Cγ (Plcγ) y Vav (Konishi & Kiyama, 2018). 

En los ratones 5xFAD la expresión de Tyrobp se logra incrementar de forma 

significativa tras la exposición al ambiente enriquecido, lo cual se da de forma paralela al 

incremento en la expresión de Trem2. La regulación positiva de Tyrobp es un marcador 

temprano de la microglía reclutada, este es un adaptador para muchos otros receptores (como 

receptores SIGLEC) que pueden tener la capacidad de sensar la deposición de placas ßA incluso 

en ausencia de Trem2. Tanto Trem2 como CD33 interactúan con Tyrobp (directamente y a 

través de factores de señal intracelular comunes respectivamente). Audrain y colaboradores 

proponen que Cd33 actúa corriente arriba de Trem2 y que la interacción de Apoe con Tyrobp 

(independiente de Trem-2) puede ser un evento temprano o incluso iniciador de la transición de 

la microglía homeostática a la microglía DAM. Se propone que Tyrobp puede jugar un papel 

central en una  alternativa y temprana en el sensoma de la microglía (Audrain et al., 2020). Por 
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lo tanto, es posible que el incremento significativo de Tyrobp inducido por el AE sea suficiente 

para acelerar la transición hacia DAM en etapas tempranas para poder desplegar el fenotipo 

protector. 

Tal como se puede observar, hubo un incremento significativo en la expresión de 

Cx3cr1 en corteza de ratones 5xFAD AN en comparación con todos los demás grupos. La señal 

en el SNC entre la fractalquina (Cx3cl1) y su receptor (Cx3cr1) representa una vía de 

comunicación sumamente importante entre las neuronas y la microglía ya que esta vía media la 

quimiotaxis de la microglía hacia el sitio de daño (Wu et al., 2013). A pesar de que usualmente 

se correlaciona su expresión con microglía homeostática (Guedes et al., 2018), su 

sobreexpresión en algunos casos puede llegar a ser detrimental. De forma intuitiva se esperaría 

que Cx3cr1 al ser un marcador asociado a microglía en estado homeostático tenga una 

regulación negativa en su expresión en etapas avanzadas de la enfermedad. Sin embargo, en 

concordancia con nuestros resultados, estudios previos han observado un incremento en la 

expresión de Cx3cr1 en cerebro de ratones 5xFAD, probablemente como resultado de un 

esfuerzo compensatorio de la microglía para reestablecer el balance alterado por la pérdida de 

neuronas productoras de Cx3cr1 (González-Prieto et al., 2021). 

En el presente estudio observamos que el incremento en su expresión se relaciona con 

el deterioro cognitivo y con la inhibición de la ansiedad de los ratones 5xFAD. La exposición 

al AE tiene la capacidad tanto de mejorar los niveles cognitivos como de regularizar los niveles 

de ansiedad (reducción del fenotipo inhibitorio) en los ratones 5xFAD  en comparación con los 

ratones 5xFAD AN. La sobreexpresión de Cx3cr1 logra restaurarse a niveles comparables con 

los WT cuando los ratones son expuestos a AE.  

 Se ha observado que la sobreexpresión de Cx3cr1 hace menos efectiva la fagocitosis 

microglial, por tanto previene una correcta eliminación del péptido ßA probablemente debido 

a que la señalización entre la fractalquina y su receptor establece un ambiente permisivo para 

la deposición de las placas ßA (Lee et al., 2010). 

Se ha reportado previamente que Cx3cr1 tiene un claro papel en mantener la microglía 

en estado homeostático en condiciones fisiológicas. Sin embargo, la desregulación del eje 

Cx3cl1/Cx3cr1 en modelos de la EA (en condiciones de patología) puede tener efectos tanto 

neuroprotectores como neurotóxicos dependiendo del modelo murino y de la temporalidad de 

la enfermedad (Guedes et al., 2018). La fractalquina con expresión neuronal, es una quimiocina 

que junto con su receptor (Cx3cr1) que se expresa en microglía, juegan un papel importante en 

la neuroinflamación a través de señalización paracrina entre las neuronas y la microglía. La 

fractalina puede señalizar a través de su receptor en su forma anclada a membrana o como 
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ligando secretado por la escisión secuencial de las metaloproteasas Adam10 y Adam17. Se ha 

demostrado previamente que en modelos murinos de la EA (APP/PS1, R1.40, 3xTg, y 5xFAD) 

la deficiencia de Cx3cr1 disminuye la deposición del péptido ßA, incrementa la expresión de 

TNF-α aa y Ccl2,  y disminuye la activación microglial observada a través de Cd68 (A. E. 

Cardona et al., 2006; Fuhrmann et al., 2010; Keren-Shaul et al., 2017; Lee et al., 2010). El 

efecto de la deficiencia del receptor aparentemente depende de la naturaleza del insulto. Se sabe 

que disrupciones en la señalización Cx3cl1/Cx3cr1 promueven neurodegeneración en modelos 

de Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica y neuroinflamación inducida por la administración 

de LPS. De acuerdo con estas observaciones, ratones Cx3cr1 -/- muestran una desregulación de 

la respuesta microglial que conlleva a una neurotoxicidad significativa en modelos de 

Parkinson, esclerosis lateral amiotrófica y neuroinflamación inducida por la administración de 

LPS (Zhou et al., 2019). Estos datos demuestran el efecto neuroprotector de Cx3cr1. 

En modelos de EA, la acumulación de ßA se asocia con estrés neuronal y con la 

liberación proteolítica de Cx3cl1 lo que promueve el reclutamiento de la microglía hacia las 

neuronas dañadas. Estudios previos proponen que la señalización Cx3cl1/Cx3cr1 regula la 

capacidad fagocítica de la microglía ya que se ha observado que el tratamiento de microglía 

primaria (WT) con Cx3cl1 lleva a una reducción del 50% en el número de microesferas 

fagocitadas, mientras que la capacidad fagocítica en microglía APP/PS1 Cx3cr1 -/- tratada con 

Cx3cl1 no cambia, indicando que la reducción en la fagocitosis microglial es mediada por el 

receptor (Cardona et al., 2018). También se ha observado que cerca del 60% de la microglía 

que se encuentra alrededor de placas ßA en ratones APP/PS1 Cx3cr1 -/- son fagocíticas, mientras 

que en ratones APP/PS1 Cx3cr1 +/+ solo el 16% lo es. Es decir la señalización de Cx3cl1/Cx3cr1 

inhibe la fagocitosis microglial (Hickman et al., 2019). Por otro lado, Fuhrman y colaboradores 

(2010) proponen que la comunicación de la fractalquina con su receptor no incide sobre la 

capacidad fagocítica de la microglía debido a que el KO de Cx3cr1 no observaron cambios en 

los niveles elevados de AB en el ratón modelo 3tg (PSEN/APP/Tau), pero el KO de Cx3cr1 

logró restaurar la pérdida neuronal, por tanto proponen que el receptor incide sobre la capacidad 

de la microglía para contribuir con la pérdida neuronal (Fuhrmann et al., 2010). 

En concordancia con los resultados aquí presentados, se ha observado que la 

acumulación de placas ßA induce la producción de Cx3cr1 en corteza total de ratones y de 

humanos (González-Prieto et al., 2021). Esta producción es proporcional al grado de progresión 

de la enfermedad. Se propone que la señalización de CX3CL1-CX3CR1 establece un entorno 

permisivo para la deposición de ßA en los cerebros  de pacientes con EA y modelos de ratones 

transgénicos, al regular negativamente la respuesta fagocítica microglial de las placas de ßA y 
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promover la muerte neuronal (González-Prieto et al., 2021). Se observó que la exposición al 

AE logró mantener los niveles de Cx3cr1 en ratones 5xFAD en una proporción comparable con 

la de ratones WT AE y AN (no se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresión 

del marcador entre las dos condiciones de habitación en ratones silvestres). De acuerdo con 

estos resultados, el incremento en la expresión del receptor de fractalquina acelera el desarrollo 

de la enfermedad. Es importante recalcar que para determinar si esta respuesta desfavorable, 

dada por el incremento en la expresión de Cx3cr1 en los ratones 5xFAD AN, es mediante el 

incremento de la microglía reclutada que contribuye con la muerte neuronal, o si es sobre la 

capacidad decrementada de la microglía para fagocitar el péptido βA, es necesario evaluar –a 

través de ensayos inmunohistoquímicos— la cantidad de placas βA y los niveles de muerte 

neuronal. Sin embargo, con los datos presentados, es posible concluir que el decremento de la 

señal del receptor, gracias a la exposición al AE, tiene efectos benéficos sobre la cognición y 

los niveles de ansiedad en el modelo murino de AE. El incremento de la expresión debido a la 

deposición del péptido βA probablemente se debe a un incremento en la acetilación de la histona 

H3 en la región promotora de Cx3cr1 ya que se sabe que la supresión de este gen rescata las 

capacidades cognitivas, la activación de la microglía y la expresión de Il-1ß (Wu et al., 2013). 

A través de este estudio es posible observar que el ambiente enriquecido tiene la 

capacidad de cambiar el perfil de expresión génica de marcadores asociados con un cambio en 

el estado de activación de la microglía asociada a la enfermedad (DAM). El AE tiene la 

capacidad de acelerar la transición hacia un fenotipo DAM2 caracterizado por un incremento 

en la capacidad fagocitiga mediado por incremento en la expresión de Trem2 y Tyrobp, y un 

decremento en la expresión de Cx3cr1 que correlacionan con la mejora en las capacidades 

cognitivas y en los niveles de ansiedad de ratones 5xFAD. 

Se ha observado que la microglía que despliega el fenotipo DAM suele estar asociada 

con una cercanía espacial a las placas ßA. Sin embargo, cabe resaltar que dichos estudios suelen 

evaluar no solo la población de microglía, sino la subpoblación de la microglía que despliega 

el fenotipo DAM a través de RNA-seq de una sola célula (Keren-Shaul et al., 2017). En el 

presente estudio se realizó un análisis en la expresión a través de los niveles de mRNA totales 

en corteza, de forma indirecta se evaluaron todas las poblaciones celulares que expresan los 

marcadores de DAM. No obstante, este análisis general del cerebro fue capaz de recapitular los 

resultados de análisis de una sola célula con el uso de marcadores específicos de microglía en 

SNC. 
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XI.  CONCLUSIONES 

 

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir: 

● Se logró estandarizar un método eficaz para evaluar la expresión de distintos marcadores 

de la microglía asociada a la enfermedad a partir de muestras de tejido murino. 

● El ambiente enriquecido modula la expresión de los tres genes evaluados asociados a 

DAM2. 

● El ambiente enriquecido normaliza los niveles de ansiedad en ratones 5xFAD (en 

niveles comparables con los WT). 

● El ambiente enriquecido rescata las capacidades cognitivas en el modelo murino de la 

enfermedad (5xFAD). 

● Proponemos que el ambiente enriquecido ejerce un efecto neuroprotector a través de 

modular el estado de la activación de la microglía. 

 

XII. PERSPECTIVAS 

 

 

Dado que existen evidencias de que el ambiente enriquecido modula la expresión de genes 

asociados a DAM, es necesario evaluar el mecanismo molecular a través del cual ejerce este 

efecto. Estudios de transcriptómica y del estado de remodelación de la cromatina, tras la 

exposición al ambiente enriquecido, permitirían identificar los genes y las vías de señalización 

que participan en esta rápida transición de DAM1 a DAM2. De igual forma, es necesario 

evaluar el estado inflamatorio de los ratones estudiados —a través de medir los niveles  de 

citocinas— y la deposición de las placas ßA —a través de ensayos de inmunohistoquímica— 

para validar los efectos benéficos del ambiente sobre la etiología de la enfermedad, así como el 

estado de la cromatina para determinar si el ambiente enriquecido ejerce su efecto a nivel 

epigenético.   
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XIII. ANEXO 

I. METODOLOGÍA PARA LA GENOTIPIFICACIÓN 

 

Para la genotipificación se realizó extracción de DNA a partir de tejido. Se cortó un fragmento 

de cola del animal y se adicionaron 500 µL de SDS al 4%, 10 mL de pronasa y se incubó a baño 

maría por 12 hrs. Se adicionaron 200 µL de NaCl 3M, se mezcló por inversión, se incubó en 

hielo durante 15 min y se centrifugó durante 20 min. a 14,500 rpm.  

 

Tabla 1 | Mezcla de reacción para 

PCR punto final 
 

 

Reactivo 1x (µL) 

Buffer 10x 2.0 

MgCl2 (30 mM) 1.0 

dNTPs (10 mM) 1.0 

 

 

Oligos 

WT 0.6 

Comp 0.6 

Mut 0.6 

Taq Pol 0.5 

DNA (50 ng/µL) 2.0 

H2O miliQ 11.7 
 

Tabla 2 | Secuencia de oligos Pde6B 
 

 

Oligo Secuencia 

Silvestre (WT) Pde6b ACC TGC ATG TGA ACC CAG TAT TCT ATC 

Mutante (Mut) Pde6b AAG CTA GCT GCA GTA ACG CCA TTT 

Complementario (Comp) Pde6b CTA CAG CCC CTC TCC AAG GTT TAT AG 

 

Tabla 3 | Secuencia de oligos Psen1 (5xFAD) 
 

 

Oligo Secuencia 

Psen1 Forward GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT 

Psen1 Reverse AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 

 

 

 
Figura 25 | Programación del termociclador para la genotipificación 

 

Se recuperó el sobrenadante, se adicionaron 2 µL de RNAsa y se incubó a 37ºC durante 30 min. 

Posteriormente se agregaron 900 µL de EtOH al 100% y se incubó a -20ºC por 12 hrs. Se 

centrifugó durante 20 min a 14,500 rpm, se descartó el sobrenadante y se adicionaron 250 µL 

de EtOH al 70%. Se centrifugó una última vez por 5 min a 15,500 rpm, se decantó el 
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sobrenadante, se dejó secar por 5 min, se resuspendió en 50 µL de H2O milliQ y se cuantificó 

por medio de espectrofotometría en un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).  

Para la PCR se utilizaron 2 ug de DNA en una mezcla de reacción de 20 µL (Ver Tabla 

1). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador con la programación que se muestra 

en la Fig. XIV-1. Finalmente los productos fueron separados en un gel de agarosa al 1.5% que 

se tiñó durante 15 min en una solución de BrEth. 

Tabla 4 | Mezcla de reacción para PCR punto final 
 

 

Reactivo 1x (µL) 

Buffer 10x 2.0 

MgCl2 (30 mM) 1.0 

dNTPs (10 mM) 1.0 

 

Oligos 

FW 0.6 

RV 0.6 

Taq Pol 0.5 

DNA (50 ng/µL) 2.0 

H2O miliQ 11.7 
 

                                       

 

 

 

 

 

                                        Tabla 5 | Secuencia de oligos para APP 
 

 

Oligo Secuencia 

APP Fw AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG 

APP Rv CGG GGG TCT AGT TCT GCA T 

 

 

 

 

 

Para verificar la presencia del transgen APP en la colonia de ratones se genotipificaron 4 

animales (2 WT y 2 5xFAD), por medio de la técnica antes descrita, con los oligos para el gen 

APP humano que expresan los  utilizados. Se muestra el gel de agarosa con la expresión de los 

genes APP y Psen1 (Figura 26).  

 

 
Figura 26 | Gel de poliacrilamida para 

validar la expresión de APP humano. Se 

muestran los  5xFAD (+) y WT (-) 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 27 | Programación del termociclador para la expresión de APP 
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II. CONDICIONES DE RT-QPCR 

 

Para la reacción de retrotranscripción se utilizó 1 µL de RNA (500 ug/µL), se agregaron los 

dNTPs, oligonucleótidos y RNA (tabla 1). Para la desnaturalización de RNA y alineamiento de 

oligos se incubó a 65ºC por 5 min, inmediatamente después se incubaron las muestras por dos 

minutos en hielo. Se agregaron la enzima de RT y el buffer y se continuó con la reacción a 35ºC 

por 2 hrs. Se realizó una dilución 1:10 del cDNA resultante. En la qPCR se utilizaron 2 µL de 

cDNA y 8 µL de la mezcla de reacción (los reactivos se muestran en la Tabla 2). 

 
Figura 28 | Condiciones de amplificación para qPCR 

  

Tabla 3| Mezcla de reacción 

para la RT 

 

Reactivo 1x (µL) 

H2O 12 

Random 

hexamers 

0.5 

Oligo DT 1 

dNTPs 1 

RNA (500 

ug/µL) 

1 

5 min a 65ºC 

5x Buffer RT 4 

RT 0.5 
 

Tabla 4 | Mezcla de reacción 

para qPCR 

 

Reactivo 1x (µL) 

H2O 2.5 

Oligos (Fw y 

Rv) 

0.5 

SYBR™Green 5 

cDNA 2 

 

 

Tabla 6 | Secuencia de los oligos para DAM.  

 

 

Primer Secuencia 

 

Cx3cR1 

Fwd CAT CTG CTC AGG ACC TCA C 

Rvs GTT CCA AAG GCC ACA ATG TC 

 

Trem2 

Fwd GGA ACC GTC ACC ATC ACT C 

Rvs GAT CTC CAG CAT CTT GGT CAT C 

 

Tyrobp 

Fwd CCT TAT CAG GAG CTT CAG GG 

Rvs GCT TGT TGA GTA GGC ATC TG 

 

Cd45 

Fwd GGT GTC TAT GAT TCA GGA CCT C 

Rvs GGC ACA GAA CAA CCC TGT 

 

Iba1 

Fwd GAG GGG ATC AAC AAG CAA TTC 

Rvs CAG CAT TCG CTT CAA GGA C 
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