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Resumen 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo cuya principal 
característica es la pérdida progresiva de la memoria y de varias funciones cognitivas. Su 
sintomatología clínica se asocia a la acumulación del péptido beta amiloide (βA) y a la 
acumulación de marañas neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada en tejido cerebral. 
Diversos estudios han encontrado que estos marcadores histopatológicos alteran el 
funcionamiento neuronal. Se ha reportado que en la EA se producen alteraciones en la 
neurotransmisión colinérgica y glutamatérgica del cerebro que repercuten en el aprendizaje 
y formación de memorias. Si bien se han desarrollado tratamientos para compensar la 
disfunción de estos sistemas de neurotransmisión, no han sido suficientes para aminorar los 
síntomas y progresión de la enfermedad, por lo que resulta necesario investigar otros 
blancos terapéuticos. La relación entre la EA y el sistema dopaminérgico ha sido poco 
explorada, y se ha encontrado que este sistema, que es modulador de procesos de 
aprendizaje y memoria, está alterado tanto en pacientes como en modelos experimentales 
para la EA. Dado lo anterior, resulta necesario investigar la relación de este sistema con la 
EA, lo cual permitirá el desarrollo de alternativas terapéuticas que aminoren los síntomas 
cognitivos y progresión de este padecimiento. 
 
El presente trabajo investiga el efecto del tratamiento sub-agudo con levodopa sobre el 
desempeño cognitivo y la acumulación de β-amiloide en el modelo 3xTg-AD. Hallamos que 
el tratamiento con levodopa incrementó los niveles de dopamina y restauró la memoria de 
reconocimiento del ratón 3xTg-AD. También se observó una disminución de la acumulación 
del βA intraneuronal en hipocampo y la corteza insular, regiones cerebrales relevantes en 
los procesos de memoria. Los resultados que se obtuvieron apoyan la relevancia del sistema 
dopaminérgico como un factor participante en el desarrollo de la patología de la EA y 
develan su potencial terapéutico para el tratamiento de la EA. 
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1 Introducción 

1.1 Enfermedad de Alzheimer 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo cuya principal 
característica es la pérdida progresiva de la memoria y de varias funciones cognitivas en los 
pacientes que la padecen. Actualmente es considerada como la forma más común de 
demencia en adultos mayores, y conforme la población alrededor del mundo envejece, esta 
enfermedad destaca como un problema para la salud pública (Tom et al., 2015). A pesar 
que la enfermedad se describió por primera vez en 1906 por Alois Alzheimer, no existe una 
cura o tratamiento efectivo, dado que no se conoce su etiología y es un padecimiento 
complejo cuyas causas y procesos patológicos se han ido develando con los años de 
investigación. 

Características clínicas de la enfermedad de Alzheimer 
La EA se puede definir como una enfermedad crónica que comienza con un proceso 
fisiopatológico subclínico, el cual se manifiesta con alteraciones en la memoria y es seguido 
de un declive cognitivo cuyo transcurso puede variar de un año a dos décadas. Este declive 
llega al grado en que los pacientes requieren ayuda constante en la realización de 
actividades cotidianas y culmina en la demencia, considerada la etapa final de este 
padecimiento (Sisodia y Tanzi, 2007). El estudio del progreso de los problemas cognitivos 
en los pacientes, así como el análisis del cerebro por tomografías por emisión de positrones 
(PET), se han utilizado como un medio de diagnóstico para la EA con un valor predictivo 
confiable (Kantarci, 2014; Sisodia y Tanzi, 2007). No obstante, el diagnóstico definitivo de 
la enfermedad es a través de un análisis post mortem de los marcadores histopatológicos en 
tejido cerebral, que son la acumulación de dos proteínas: el péptido beta amiloide (βA) y  la 
proteína tau hiperfosforilada (Wurtman, 2015). Los pacientes generalmente mueren por 
complicaciones relacionadas con la EA que los hace susceptibles a contraer infecciones. 
Frecuentemente, la eventual dificultad que tienen para deglutir propicia el desarrollo de 
neumonía, una causa de muerte común en personas con demencia (Chouinard, 2000; Foley 
et al., 2015).  
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El aprendizaje y la memoria en la EA 
La incapacidad que tienen los pacientes de recordar adecuadamente tiene efectos 
devastadores en su calidad de vida y en la de las personas que los rodean. Estos problemas 
cognitivos están relacionados principalmente con el procesamiento de la memoria (Sperling 
et al., 2010). La memoria, que se ha definido como la adquisición, almacenamiento y 
recuperación de información, engloba todos los cambios conductuales que se basan en 
experiencias previas (Reilly, M. Kim, 2013).  
	
La presentación de comportamientos complejos y el almacenamiento de memorias 
dependen de las sinapsis, que son la unidad funcional del cerebro: establecen la 
comunicación neuronal y constituyen los circuitos neuronales por los cuales hay flujo de 
información (Mayford, Siegelbaum, y Kandel, 2012). Los circuitos cerebrales que procesan 
la memoria dependen principalmente del sistema del lóbulo temporal medial. Este sistema 
comprende de estructuras como el hipocampo, la amígdala, y las cortezas parahipocampal, 
entorrinal y perirrinal (Squire y Zola-Morgan, 1991). Desde el siglo pasado se había 
propuesto que el mecanismo que utiliza el cerebro para almacenar grandes cantidades de 
información yace en modificaciones entre conexiones sinápticas (Whitlock et al., 2006). 
Hace más de 40 años, en el hipocampo de conejo se descubrió el fenómeno conocido como 
LTP (Long Term Potentiation: potenciación a largo plazo) (Bliss y Lomo, 1973). La LTP es 
producto de una estimulación sináptica de alta frecuencia que resulta en un fortalecimiento 
o facilitación de la comunicación neuronal a largo plazo. Por el contrario, una estimulación 
sináptica de baja frecuencia resulta en un debilitamiento de la sinapsis a largo plazo, siendo 
este fenómeno llamado LTD (Lisman, 2007). En humanos se han utilizado técnicas no 
invasivas para la detección de fenómenos tipo LTP/LTD que se han asociado a mecanismos 
plásticos (Forsyth et al., 2015; Thickbroom, 2007). Se ha demostrado que tanto LTP como 
LTD son procesos asociados con el aprendizaje y la memoria en ratones (Rodrigues et al., 
2004; Whitlock et al., 2006). La estimulación eléctrica, así como eventos de aprendizaje, 
evocan LTP que induce una rápida transcripción transitoria de genes tempranos inmediatos. 
La expresión de estos genes activan cascadas moleculares que se encargan de la 
consolidación de la memoria (Laeremans et al., 2015). Es así como se ha encontrado que es 
posible la manipulación de memorias en ratones a través de la inducción artificial de LTP y 
LTD (Sadegh Nabavi et al., 2014).  



INTRODUCCIÓN 
	

 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  5	

	
	
El conocimiento sobre la fisiología de la sinapsis y la plasticidad sináptica ha conducido a 
trabajos que estudian estos mismos procesos en condiciones sujetas a patologías tipo EA. En 
pacientes con la EA, se ha observado que la pérdida de marcadores sinápticos es un 
parámetro predictivo que correlaciona con los síntomas clínicos y progresión de la 
enfermedad (Dickson et al., 1995; Sze et al., 1997), y se ha reportado que la plasticidad 
cortical tipo LTP se encuentra severamente afectada (Koch et al., 2011). Uno de los 
primeros síntomas observados en la EA es la pérdida de memoria episódica a corto plazo, 
asociada a problemas con orientación espacial y atención (Snowden et al., 2011). La 
memoria episódica es la capacidad de recordar experiencias previas (Tulving, 2002), y se 
procesa principalmente en el hipocampo. Otro tipo de memoria alterada en etapas 
tempranas es la memoria de reconocimiento (ORM por sus siglas en inglés), que es la 
capacidad de identificar un elemento como previamente encontrado (Clark y Martin, 2005) 
y se codifica en la corteza perirrinal y otras regiones del lóbulo temporal (Haase et al., 
2013).  
 
El papel central que tiene la disfunción cognitiva en los pacientes con la EA ha generado 
muchas preguntas respecto a cuáles son los mecanismos patológicos que están alterando el 
funcionamiento neuronal adecuado. Los marcadores neuropatológicos que se han 
encontrado en los cerebros de los pacientes han demostrado ser un factor importante en el 
desarrollo de las alteraciones cognitivas (D. Selkoe, 2002; Shankar et al., 2008). 

Características histopatológicas  
La neuropatología clásica de la Enfermedad de Alzheimer consiste en la acumulación de la 
proteína beta amiloide (βA), un péptido de 40-42 residuos, y la fosforilación de la proteína 
asociadas a microtúbulos tau que forma marañas neurofibrilares (D. J. Selkoe, 2001a). 

	
	
Figura 1.1 Regiones del cerebro humano. Representación de regiones relevantes para el 
procesamiento de la   memoria. 
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Péptido b-amiloide 
La producción del βA es un ejemplo de un mecanismo fisiológico conocido como proteólisis 
intramembranal regulada. En este mecanismo, las proteínas de una membrana llevan a 
cabo una liberación regulada de sus dominios exteriores a través de proteasas ancladas en 
la membrana, conocidas como secretasas (Haass y Selkoe, 2007). En condiciones 
fisiológicas, el βA se produce en el cerebro de forma natural a muy baja concentración. Se 
sabe que participa como un regulador de la homeostasis sináptica, y tiene una producción y 
degradación controladas (Kamenetz et al., 2003). No obstante, en la EA su función y 
procesamiento se encuentran alterados. El βA es un péptido que es producto de la 
proteólisis de la proteína precursora amiloide (APP: amyloid precursor protein), una 
proteína transmembranal cuya función fisiológica no se ha determinado totalmente, pero se 
sabe que en  el cerebro participa en la sinaptogénesis (Chan et al., 2002). El metabolismo 
de las principales isoformas de la APP involucra la actividad de tres secretasas: α, β y γ; y 
puede llevarse a cabo por dos vías: la vía amiloidogénica y la no amiloidogénica. En la vía 
no amiloidogénica, a-secretasa corta dentro de la secuencia βA 1-42, produciendo la forma 
soluble sAPPa y previniendo la generación del βA (Figura 1.2, A).  La vía amiloidogénica 
ocurre vía el corte por la β-secretasa (BACE1) y γ-secretasa, la cual corta en cualquier otro 
sitio de APP y deja el fragmento del βA intacto, permitiendo la generación del péptido βA 1-
42 (D. J. Selkoe, 2001b; Sisodia y Tanzi, 2007)(Figura 1.2, B). 
	
Cuando el procesamiento de la APP se lleva a cabo por la vía amiloidogénica, hay una 
generación de bA en el endosoma al interior de la célula (Baranello et al., 2015). En las 
neuronas, gran parte del bA generado en este compartimento celular es degradado por 
proteasas, que son enzimas degradadoras de proteínas (Baranello et al., 2015). El bA que 
no es eliminado por esta vía, puede ser transportado al lisosoma para su degradación, o 
podría ser transportado en vesículas recicladoras hacia la superficie celular (Rajendran 
et al., 2006). La degradación eficiente del bA a través de estos sistemas es crucial para 
evitar su acumulación. En el caso de la EA, los principales sistemas de degradación de 
proteínas constitutivos presentan una falla generalizada (Baranello et al., 2015). 
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La liberación del βA podría ocurrir potencialmente en cualquier lugar en que se localicen la 
APP y β y γ-secretasa (LaFerla et al., 2007). El βA se produce predominantemente en la 
membrana plasmática (LaFerla et al., 2007), pero también puede generarse en 
compartimentos intracelulares como el retículo endoplásmico (Skovronsky et al., 1998). 
Siendo un péptido soluble de 4 kDa, el βA amiloidogénico puede unirse a varias 
biomoléculas como lípidos, proteínas y proteoglicanos intracelulares (LaFerla et al., 2007). 
Cuando el βA es liberado al espacio extracelular, comienza a interactuar con otras 
moléculas de βA y a acumularse, formando una amplia gama de oligómeros y agregados 
solubles (monómeros y oligómeros diméricos, triméricos y tetraméricos) de manera 
progresiva. Gradualmente, el βA puede aglomerarse en forma de proto-fibrillas y fibrillas 
insolubles con alto peso molecular (Crouch et al., 2008). Estas fibrillas dan lugar a 
depósitos de βA y a las placas seniles, unas lesiones multicelulares constituidas del βA 
organizado en láminas β plegadas (D. J. Selkoe, 2001a; Walsh y Selkoe, 2007) (Figura 1.4). 
Las placas seniles son caracterizadas por la acumulación del βA en su núcleo y por 
presentar en su periferia neuritas distróficas que contienen mitocondrias, lisosomas y 
microtúbulos anormales (Braak y Braak, 1995).  

Proteína Tau 
La proteína tau participa en la modulación de la formación y estabilización de los 
microtúbulos neuronales, los que son parte del sistema de transporte axonal. En la EA, 
ocurre una alteración que induce la hiperfosforilación y disociación de la proteína tau de 
los microtúbulos, en este estado denotada como fosfo-tau o p-tau. Esto resulta en la 
formación de marañas neurofibrilares constituidas de agregados intracelulares de 

	
	
Figura 1.2 Representación del procesamiento de APP. A: En la vía no amiloidogénica, a-secretasa corta 
APP para formar sAPPα. B: En la vía amiloidogénica, β-secretasa corta en lugar de a-secretasa y en un sitio 
distinto, seguido del corte de γ-secretasa que resulta en la formación del péptido βA. 
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filamentos helicoidales pareados (PHFs) que producen disfunción neuronal (Maccioni y 
Cambiazo, 1995). Esta disfunción yace en la perturbación de las funciones estructurales y 
regulatorias del citoesqueleto celular. Como consecuencia, las neuronas sufren de 
problemas en su morfología, transporte axonal, función sináptica y neurodegeneración 
(Roy et al,, 2005) (Figura 1.4). De acuerdo a estudios histopatológicos, la acumulación de 
los PHFs inicia en regiones relevantes para la memoria, que son el lóbulo temporal, el giro 
cingulado y la corteza frontal. Posteriormente esta se extiende durante el transcurso de la 
EA y tiene una progresión sistemática (Braak y Braak, 1991) que estaría contribuyendo a la 
disfunción cognitiva y neurodegeneración.   
	

	

	
	
Figura 1.3 Representación de una neurona sana. 
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Hipótesis de la cascada del amiloide 
El conocimiento sobre la fisiopatología y etiología de la enfermedad aún es fragmentado, 
pero se han propuesto algunas hipótesis. En la hipótesis de la cascada del amiloide, se 
propone que el βA es el origen de la enfermedad y el primer evento patológico. Esta 
describe que la acumulación del βA desencadena la agregación de marañas neurofibrilares 
(PHFs), las que inducirán mecanismos de muerte neuronal y producirán la manifestación 
de la demencia (Hardy y Higgins, 1992) (Figura 1.5).  
 
Actualmente, es la hipótesis más aceptada sobre la etiología de la EA. La evidencia que la 
apoya es: a) la presencia comprobada de los marcadores neuropatológicos en la EA; b) el 
descubrimiento de la genética del tipo familiar de la EA, de lo que se hablará más adelante; 
c) la neurotoxicidad demostrada del βA en tejido, y d) los efectos observados del βA sobre 
modelos experimentales de la EA (A. Armstrong, 2014). Los puntos que esta hipótesis tiene 
en contra sobre el origen de la enfermedad son que a) en etapas tempranas de la 
enfermedad las placas seniles no coinciden espacialmente con las marañas neurofibrilares y 
la neurodegeneración, y que b) la cantidad del βA no tiene una relación directa con el 
déficit cognitivo (Drachman, 2014). Lo que es esencial destacar de esta hipótesis es que la 
progresión de la EA es resultado de un incremento del βA en las regiones del cerebro 
afectadas, y tanto la acumulación total del βA como su estado de agregación influyen en el 
desarrollo de este padecimiento (Crouch et al., 2008).  

	
	
Figura 1.4 Representación de una neurona en la EA. La proteína tau se hiperfosforila, causando la 
desestabilización de los microtúbulos y formación de marañas neurofibrilares. A diferencia de la neurona sana, 
el péptido βA incrementa su presencia en el tejido cerebral, primero en forma de oligómeros que se pueden 
acumular gradualmente en forma de protofibriilas para formar fibrillas y placas seniles. 
	



INTRODUCCIÓN 
	

 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  10	

      

 
Figura 1.5 La hipótesis de la cascada del amiloide como fue propuesta por Hardy y Higgins 
 
En adición a lo propuesto en la hipótesis de cascada amiloide y sin considerar los factores 
bioquímicos o genéticos que determinan la acumulación u oligomerización del βA, se 
reconoce que el βA contribuye de forma directa al declive cognitivo y a la 
neurodegeneración característica de la EA (Crouch et al., 2008).  Estos oligómeros se 
encuentran en grandes cantidades en pacientes con la EA, hasta 70 veces más que en 
pacientes control (Gong et al., 2003). Los oligómeros solubles del βA son pequeños y 
suficientemente solubles para difundirse a través del tejido cerebral y afectar la función 
neuronal hasta comprometer la supervivencia de la célula. Esto ya fue demostrado al 
encontrar que el βA resulta ser neurotóxico en cultivos celulares (Lambert et al., 1998). Las 
formas más tóxicas de este péptido son βA40 y βA42, denominadas de esta forma por el 
número de residuos que poseen. Adicionalmente, existe evidencia de que el βA produce 
disfunción en la mitocondria (Crouch et al., 2008), induce estrés oxidativo (Siegel et al., 
2007), interfiere en la estabilidad de la membrana celular (Crouch et al., 2008), altera el 
transporte o tráfico axonal (Götz et al., 2004), y promueve disfunción de la sinapsis (D. 
Selkoe, 2002). Lo último en particular es digno de resaltar, ya que las alteraciones en la 
función sináptica y en los mecanismos de plasticidad tienen un efecto directo en el declive 
cognitivo observado en la EA. 
 
Aunque se ha demostrado la toxicidad de los péptidos del βA  y los PHFs, aún no se sabe 
con certeza si son la causa o consecuencia de la EA y cuál es su papel definitivo en la 
enfermedad. La discusión y la investigación continúan en la búsqueda de entender la EA a 
mayor profundidad. 

Bases genéticas del Alzheimer 
La causa de la EA es aún incierta. No obstante, en la actualidad se ha aceptado que son 
numerosos los factores que influyen en la predisposición y progresión del padecimiento. El 
reconocimiento de un origen genético de la enfermedad de Alzheimer se dio a través de 
estudios de ligamiento genético que resultaron en el descubrimiento de mutaciones 
particulares. A partir de ellos es que se han descrito dos manifestaciones de la enfermedad, 
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a grandes rasgos identificadas como la EA de tipo familiar y la EA tipo esporádica (D. J. 
Selkoe, 2001a). 
 
La EA familiar, de la cual el 60% de los casos se clasifica como Enfermedad de Alzheimer 
de inicio temprano (EOAD por sus siglas en inglés),  se transmite de forma autosómica 
dominante y se presenta antes de los 65 años de edad. Las formas de la EA familiar son 
evidencia de una relación entre el desarrollo de la enfermedad y la producción anormal del 
βA (Crouch et al., 2008), ya que son consecuencia de mutaciones de alta penetrancia en al 
menos tres genes (APP, PSEN1, y PSEN2) implicados en el procesamiento de la APP. Es 
importante señalar que la EA familiar no representa más del 5% de los casos diagnosticados 
(D. J. Selkoe, 2001a).  
 
La EA esporádica, la cual representa la gran mayoría de los casos diagnosticados, también 
se encuentra influenciada por factores genéticos, sin embargo, se ha encontrado que 
podrían estar implicados numerosos genes de riesgo que tienen patrones de interacción 
complejos e intricados entre sí, así como una influencia de factores no genéticos. El tipo 
esporádico generalmente se asocia con un desarrollo tardío de la enfermedad.  
 
Además de mutaciones, se han encontrado variaciones de genes, llamados polimorfismos, 
generalmente asociados al desarrollo tardío de la EA. Dos polimorfismos comunes son los 
haplotipos APOEe4 y APOEe2. Estos son polimorfismos de la ApoE, una apolipoproteína 
transportadora de colesterol, y existe evidencia que la ApoE está involucrada en la 
acumulación del βA, probablemente en relación a la limpieza del βA (Kim et al., 2014). La 
secuenciación del genoma humano y el desarrollo de Estudios de Asociación de Genoma 
Completo (GWAS por sus siglas en inglés) han descubierto polimorfismos adicionales en los 
últimos 5 años (Bennett et al., 2015).  
 
La EA es un padecimiento de etiología multifactorial y heterogénea. Aunque exista 
evidencia que apoye un rol causal para el βA en la patogénesis de la EA, se han considerado 
muchos otros factores, entre los cuales podemos mencionar a la a-sinucleína, alteraciones 
vasculares, respuestas gliales, inflamación, estrés oxidativo, determinantes epigenéticas y 
factores ambientales, los cuales podrían tener un papel patogénico importante, 
especialmente en las formas más comunes de la EA esporádica (Palop y Mucke, 2010). 

1.2 Tratamientos para la Enfermedad de Alzheimer 
A falta de un tratamiento o cura efectiva, gran parte de la investigación sobre la EA se ha 
dedicado al desarrollo de fármacos y terapias que puedan aminorar los síntomas de la 
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enfermedad y disminuir su progreso.  A grandes rasgos, los tratamientos se pueden 
clasificar en sintomáticos y de progresión. 

Tratamientos sintomáticos  
Los tratamientos sintomáticos más utilizados para el tratamiento de la EA derivaron a partir 
de estudios post mortem, en los cuales se encontró degeneración y pérdida de 
neurotransmisión de neuronas colinérgicas de los núcleos basales de Meynert que 
proyectan hacia la corteza cerebral. De este descubrimiento surgió la hipótesis colinérgica de 
la EA, la cual postula que el déficit cognitivo observado en pacientes se debe a una 
disfunción colinérgica (Bartus et al., 1982). Al poco tiempo se desarrollaron fármacos para 
compensar este déficit, entre los cuales destacan los inhibidores de la enzima 
acetilcolinesterasa. Fármacos como donepezil, galantamina y rivastigimina inhiben la 
actividad de esta enzima, incrementando la actividad colinérgica y aminorando síntomas 
cognitivos (Schneider, 2013).  
 
La memantina es otro fármaco de tratamiento sintomático que al bloquear parcialmente la 
actividad del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), protege de neurotoxicidad mediada 
por calcio y glutamato, la cual deriva de la estimulación excesiva del sistema 
glutamatérgico (Raina et al., 2008; Schneider, 2013). 
 
Los tratamientos mencionados ayudan a disminuir los síntomas cognitivos que se presentan 
en la EA. Sin embargo, la progresión de la enfermedad no se detiene con su uso y 
eventualmente pierden su efecto terapéutico. 

Tratamientos de progresión 
La acumulación del βA y los PHFs como marcadores histopatológicos principales de la EA, 
ha conducido a la búsqueda de tratamientos que incidan en disminuir su agregación o 
interferir en su procesamiento.   
 
Los enfoques experimentales que se han utilizado para tratamientos anti-βA son la 
utilización de inhibidores y moduladores de la γ-secretasa, como semagacestat y 
avagacestat, e inhibidores de la β-secretasa (Schneider, 2013). Se han realizado pruebas 
clínicas de anticuerpos monoclonales y también se han buscado métodos para incrementar 
la función de la APOEe4 para aumentar la limpieza del βA (Schneider, 2013). A pesar que 
en varias pruebas clínicas se ha logrado disminuir la acumulación del βA en cerebro, no hay 
una relación clara con una mejora clínica en los pacientes.  
 
Algunas estrategias terapéuticas anti-tau incluyen el desarrollo de inhibidores de cinasas de 
tau y el incremento de actividad de fosfatasas para mejorar la estabilidad de microtúbulos 
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(Schneider, 2013). También se ha buscado el bloquear o inhibir la hiperfosforilación de tau, 
sus agregados y formación de filamentos con fármacos y anticuerpos. Pocas de estas 
estrategias han pasado a pruebas clínicas fase 2 (Boutajangout et al., 2011; Fuentes y 
Catalan, 2011).  
 
Otros tratamientos se han dirigido a la activación e inhibición de receptores neuroquímicos 
que tendrían efecto en la generación de βA o en modular la actividad de las secretasas en 
algunos modelos preclínicos (Schneider, 2013). El reto a la efectividad de estos fármacos 
yace en un mayor entendimiento del proceso patogénico de la enfermedad, ya que se han 
obtenido resultados mixtos de éstos. 
 
Aunque varios fármacos y estrategias terapéuticas parecen prometedores, aún hay 
preguntas por resolver respecto a los mecanismos de la enfermedad que son clave para el 
desarrollo de tratamientos más completos y efectivos. 

1.3 Modelos animales para la Enfermedad de Alzheimer 
El desarrollo de modelos animales ha sido importante en la investigación en la EA para 
reproducir las características patológicas y conductuales que se han observado en humanos. 
Gracias a ellos, han sido posibles grandes avances en el conocimiento sobre este 
padecimiento. Principalmente se han empleado dos métodos para el desarrollo de modelos 
animales. El primero implica el desarrollo de modelos transgénicos y el segundo la 
administración de agentes neurotóxicos que generan lesiones similares a las que se 
observan en la EA.  

Modelos transgénicos 
Unos de los modelos más utilizados para el estudio de la enfermedad son los ratones 
transgénicos, porque desarrollan una patología similar en cerebro a la observada en 
humanos. Ya que la etiología de la EA aún se desconoce, estos modelos se han desarrollado 
con la base genética de la EA familiar, lo que ha sido invaluable para entender la 
enfermedad a un nivel fisiopatológico y para probar nuevos fármacos con potencial 
terapéutico. Actualmente hay una considerable variedad de modelos murinos, aunque es 
importante mencionar que cada uno presenta ventajas y desventajas, además que no existe 
uno que presente todas las características de la EA dada su complejidad.  
 
Entre algunos modelos a mencionar son los ratones transgénicos con mutantes de la APP 
humana (hAPP). Éstos acumulan el βA en forma de placas y también presentan déficit 
cognitivo, aunque no exhiben pérdida neuronal significativa. También se han diseñado 
ratones con mutaciones en la presenilina (PSEN1), los cuales presentan un incremento en 
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los niveles de βA42 pero no desarrollan la patología de EA y problemas cognitivos (LaFerla 
y Green, 2012). Existen modelos como el ratón 5XFAD y el 2xKI, que combinan mutaciones 
de APP y PSEN1 para producir una patología amiloide más completa (Hall & Roberson, 
2012).  
 
El estudio de la patología de las marañas neurofibrilares en ratones transgénicos no se ha 
quedado atrás. Se han desarrollado modelos con la mutación P301L1 del gen de la proteína 
tau humana (MAPT), causante de demencia frontotemporal en humanos. Esta mutación 
favorece la acumulación de los PHFs, y en conjunción con mutantes de patología amiloide, 
han resultado modelos como TAPP, JNPL3 y 3xTgAD (Hall & Roberson, 2012). 

Modelo triple-transgénico 3xTg-AD  
Un modelo animal destacado es el modelo de ratón triple transgénico de la EA (3xTg-AD) 
(Oddo et al., 2003). Este modelo tiene la característica de acumular βA de manera 
intraneuronal y extracelular, así como la acumulación de la proteína p-tau. Este ratón tiene 
tres mutaciones: la mutación P301L, la mutación APPswe

2 (sueca) y la mutación M146V3 del 
gen PSEN1. Estos genes producen la acumulación progresiva del βA y marañas de proteína 
tau en regiones análogas (homólogas) al cerebro humano.  A los 6 meses, estos animales 
comienzan a mostrar deficiencia en el aprendizaje y alteraciones en la plasticidad sináptica, 
los cuales se asocian a la acumulación del βA (Oddo et al., 2003). Conforme el ratón 
envejece y la neuropatología progresa, se producen cambios estructurales en las neuronas 
que incrementan los déficits de memoria y de aprendizaje. Este modelo es útil para estudiar 
el impacto del βA y p-tau en procesos de memoria y plasticidad sináptica, así como en la 
evaluación de eficacia de terapias anti-EA. 

																																																								
1 La mutación P301L del gen MAPT produce una sobre expresión de la proteína tau humana con la isoforma 4R/2N que 

resulta en un incremento de tau hiperfosforilada y formación de PHFs. 
2 APPswe (KM670/671NL) es una doble mutación de sustitución de lisina y metionina por asparagina y leucina, produciendo 

un incremento en los niveles de bA, específicamente bA40 y bA42. 
3 Esta mutación altera el funcionamiento de una proteína que forma parte del complejo de la enzima g-secretasa, fomentando 

la amiloidogénesis. 
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2 Antecedentes 

2.1 Alteraciones sinápticas y neuroquímicas en la EA  
La importancia del déficit en el aprendizaje y la memoria como síntoma de la EA, ha 
conducido a la realización de numerosos trabajos que han intentado entender la relación 
que existe entre los procesos fisiológicos que permiten la formación y mantenimiento de la 
memoria, con los procesos patológicos observados en la EA.  
 
La corteza entorrinal, en la cual se encuentran regiones relevantes para procesos de 
aprendizaje y memoria, es la primera en mostrar alteraciones en pacientes con EA, 
particularmente el hipocampo (Braak & Braak, 1995). Estas alteraciones se han atribuido a 
la acumulación los PHFs, fenómeno asociado a la presencia excesiva de βA. Cabe destacar 
que es cuantiosa la evidencia que demuestra que el βA, particularmente en sus formas 
oligoméricas,  juega un papel importante en los déficits sinápticos en la EA (Mucke et al., 
2000). Se ha observado que ratones transgénicos de la APP muestran una disminución en 
los niveles de sinaptofisina, así como pérdida de espinas dendríticas (Hsia et al., 1999; 
Spires, 2005). El reporte del equipo de Klein (2007) describe que en un modelo murino 
transgénico, los oligómeros de βA se unen a las sinapsis y a las espinas dendríticas, 
produciendo una morfología de espina anómala y pérdida de receptores NMDA. 
Similarmente, el βA se une a los receptores nicotínicos a-7 de ratas con gran afinidad y 
contribuye a la profunda pérdida de transmisión colinérgica observada en la EA (Wang et 
al., 2000). En otros trabajos, los niveles altos del βA también resultan en una alteración en 
la transmisión glutamatérgica (Kamenetz et al., 2003; O’Shea et al., 2008). El βA no 
solamente puede causar anomalías en la neurotransmisión, sino que también puede 
intervenir en vías de señalización de LTP e inducir la endocitosis de receptores sinápticos 
AMPA4  y NMDA5  (Hsieh et al., 2006; Wisniewski et al., 2011), y su administración in vivo 
e in vitro ha mostrado afectar la transmisión sináptica y la inducción de LTP en ratas 
(Cleary et al., 2005; Cullen et al., 1997; Walsh et al., 2002), interfiriendo con la formación 
de trazos de memoria e inhibiendo la plasticidad sináptica.  
 

																																																								
4 Los receptores ionotrópicos para glutamato AMPA (receptor del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico) se 

encuentran en las sinapsis excitatorias y median la transmisión basal sináptica 
5  Los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) son receptores ionotrópicos glutamatérgicos. Cuando los receptores AMPA 

tienen una alta actividad sináptica por periodos breves, se activan los receptores NMDA, los cuales inducen el incremento de 
número de receptores AMPA, el crecimiento de espinas dendríticas, y la potenciación a largo plazo (LTP) de la transmisión 
sináptica (Bliss & Lomo, 1973). 
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Siendo la disfunción sináptica el factor más importante que influye en la pérdida de 
memoria en pacientes con la EA en etapas tempranas (Sze et al., 1997) y el βA un agente 
causal y contribuyente, resulta relevante recuperar el funcionamiento adecuado de los 
sistemas de neurotransmisión y disminuir el impacto del βA sobre éstos. El uso de fármacos 
con efectos en receptores específicos, así como inmunoterapias anti-βA (Klyubin et al., 
2005), han sido frecuentemente utilizados para estos fines. El incremento de transmisión 
serotoninérgica a través de inhibidores de recaptura, ha sido efectivo en reducir los niveles 
del βA y placas seniles tanto en pacientes como en un modelo murino transgénico de APP 
(Cirrito et al., 2011). La memantina se ha utilizado como antagonista de NMDA para 
regular la transmisión glutamatérgica (Klein et al., 2007), además de inducir la 
recuperación de la inervación de fibras colinérgicas, mejorar la memoria en ratas (Nyakas 
et al., 2011) y disminuir niveles del βA en tratamientos crónicos (Martinez-Coria et al., 
2010).  
 
Si bien algunos tratamientos que buscan restaurar la transmisión glutamatérgica y 
colinérgica han mostrado un grado de efectividad, los procesos cognitivos son complejos e 
implican la interacción de circuitos neuronales y distintos sistemas de neurotransmisión 
(Kandel y Schwartz, 2013; Vianna et al., 2000). Resulta necesario estudiar otros circuitos y  
regiones involucradas en procesos de aprendizaje y memoria que también estarían siendo 
afectados por la progresiva acumulación de la neuropatología y las consecuentes 
alteraciones que desencadena. El sistema dopaminérgico es uno de los sistemas cuya 
relevancia en la EA no ha sido estudiada con la misma profundidad. 

2.2 La enfermedad de Alzheimer y el sistema dopaminérgico  
La dopamina es una molécula simple que deriva del aminoácido tirosina (Tyr) y pertenece 
a la familia de las catecolaminas, neurotransmisores caracterizados por presentar un grupo 
catecol. A su vez, las catecolaminas pertenecen al grupo de las monoaminas. Además de ser 
esencial en el control motor, la dopamina también participa en dominios conductuales 
como la atención, el deseo, y el sistema de motivación y recompensa.  

La función dopaminérgica se encuentra alterada en la EA 
Se ha demostrado que la función dopaminérgica comienza a alterarse con el 
envejecimiento. Las neuronas y transportadores de dopamina disminuyen en hipocampo y 
en la corteza frontal, incrementando la probabilidad del desarrollo de problemas motores y 
demencia (Bäckman et al., 2010; Volkow et al., 1994). En la EA, este sistema se encuentra 
aún más afectado. En humanos, estudios post mortem en cerebros de pacientes con la EA 
han demostrado disminución significativa de dopamina en regiones como hipocampo, giro 
cingulado, amígdala, estriado, núcleos raphe, caudado y locus coeruleous (Martorana y 
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Koch, 2014; Nazarali y Reynolds, 1992; Storga et al., 1996; Wenk, 2003), así como una 
disminución de levodopa6  y su metabolito DOPAC (Ácido 3,4-diidroxifenilacético) respecto 
a controles (Storga et al., 1996). También se ha encontrado una marcada pérdida de 
receptores dopaminérgicos D1 y D2 en los lóbulos temporales y frontales, siendo éstas 
regiones asociadas a funciones cognitivas (Kemppainen et al., 2003; Kumar y Patel, 2007; 
Martorana et al., 2010). No solamente se ha reportado una disminución de la 
concentración del neurotransmisor y sus receptores, sino también pérdida de fibras 
catecolaminérgicas (Kalaria y Andorn, 1991). Esto tendrá un efecto directo en el desarrollo 
de la demencia y el declive cognitivo en los pacientes si los niveles de dopamina se 
encuentran alterados (Martorana & Koch, 2014). 

El sistema dopaminérgico tiene relevancia en procesos cognitivos 
La deficiencia de transmisión dopaminérgica tiene implicaciones considerables sobre los 
procesos de aprendizaje y memoria. Los receptores dopaminérgicos D1/D5 juegan un papel 
importante en la cognición, mediando fenómenos de plasticidad y aspectos específicos de la 
función cognitiva, incluyendo procesos de memoria (Dalley et al.,  2009). La dopamina es 
un modulador clave en la plasticidad sináptica (Lisman et al.,  2011; Pignatelli et al., 
2015), y la administración de fármacos que estimulan la actividad dopaminérgica mejoran 
el aprendizaje en humanos (Nitsche et al., 2009; Shearman et al., 2006). Hasta ahora, la 
relación entre dopamina y la EA se ha limitado a evidencia indirecta, donde los pacientes 
con la EA tienen un mejor desempeño cognitivo al tener una mayor síntesis de dopamina 
estriatal (Kemppainen et al., 2003; Tanaka et al., 2003). Pinessi y colaboradores (1987), 
encontraron que la severidad de la pérdida de inervación monoaminérgica, que incluye a la 
dopaminérgica, tiene una correlación con la duración de la enfermedad en EA.  

La neuropatología en modelos animales altera la actividad dopaminérgica 
En modelos animales para la EA, existe evidencia que muestra un efecto de la 
neuropatología sobre el sistema dopaminérgico. En el modelo murino de la EA 
APPswe/PSIDE9, se ha asociado a la patología amiloide con déficits cognitivos (Savonenko 
et al., 2005) y una degeneración progresiva de neuronas dopaminérgicas (Liu et al., 2008; 
Trillo et al., 2013). Se ha sugerido que los depósitos del βA insoluble no son los agentes 
tóxicos, sino las formas oligoméricas más pequeñas del βA (Liu et al., 2008). Los ratones 
APP23 que sobre-expresan la mutación sueca (K670M/N671L) muestran una disminución 
significativa en la densidad de fibras positivas a TH (tirosina hidroxilasa7) en la formación 
hipocampal así como en el neocórtex dorsolateral. Además, el daño significativo y pérdida 

																																																								
6 La levodopa (L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina), es el precursor metabólico de las catecolaminas, siendo éstas la DA, la 

noradrenalina (NE) y adrenalina. 
7 La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima que cataliza la conversión del aminoácido L-tirosina a levodopa (LD). La TH es la 

enzima limitante en la biosíntesis de catecolaminas, y su expresión en neuronas es indicativo de actividad catecolaminérgica 
(Cartier et al., 2010). 
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de fibras positivas a TH se ha detectado en la cercanía de depósitos del βA en estos ratones 
(Diez et al., 2003). Los ratones 5xFAD también muestran una disminución en la expresión 
de TH en núcleos catecolaminérgicos (Kalinin et al., 2012). En ratas, se ha descrito que la 
infusión del βA40 en el núcleo accumbens inhibe la liberación de dopamina que se produce 
con agonistas colinérgicos en esta región (Preda et al., 2008), y la administración del βA42 
también disminuye los niveles corticales de dopamina (Trabace et al., 2007). Por ende, la 
deficiencia dopaminérgica es un fenómeno común en modelos transgénicos para la EA y el 
βA es tóxico hacia neuronas catecolaminérgicas. 
 
Jürguensen y colaboradores (2011) reportaron que la administración del agonista 
dopaminérgico SKF81297 previene la inhibición de la LTP inducida por el βA soluble en 
rebanadas de hipocampo de rata. La activación de receptores D1/D5 por medio de 
SKF81297, incrementó la inserción sináptica de receptores NMDA y AMPA. Como 
resultado, hay un incremento de actividad del receptor NMDA y de la potenciación 
sináptica (LTP). Estos resultados implican que la actividad dopaminérgica puede compensar 
la disfunción de mecanismos de plasticidad sináptica inducidos por la presencia de 
oligómeros de βA. 
 
El ratón 3xTg-AD muestra deficiencia en el aprendizaje a los 6 meses y presenta 
alteraciones en la plasticidad sináptica, fenómenos que se han asociado a la acumulación 
del βA (Oddo et al., 2003). Un estudio realizado en nuestro laboratorio evaluó si los 
ratones 3xTg-AD presentaban disfunción dopaminérgica. Se sabe que la dopamina tiene un 
papel importante en la memoria de reconocimiento, en la que la actividad de los receptores 
D1 es necesaria para la formación de esta memoria a largo plazo en roedores (Balderas, 
Moreno-Castilla, y Bermudez-Rattoni, 2013; de Lima et al., 2011; Nagai et al., 2007). Al 
realizarles una prueba de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) (véase pág.31), 
encontraron que a diferencia del ratón silvestre viejo, los ratones transgénicos viejos no 
distinguieron un objeto previamente presentado respecto a un objeto novedoso. Durante la 
adquisición de la tarea, se midieron los niveles de neurotransmisores en la corteza insular 
(CI) e hipocampo, regiones relevantes para el desempeño de esta memoria,  y se observó 
que los animales transgénicos tenían un déficit en la liberación de dopamina cuando 
estaban adquiriendo la información sobre los objetos. Para saber si este déficit era lo que 
impedía que los ratones aprendieran la tarea, se les administró nomifensina, un inhibidor 
de la recaptura de DA, el cual incrementó los niveles de dopamina en la CI. Como 
resultado, los animales que antes presentaban deficiencia en el desempeño de la tarea, 
recuperaron la capacidad de distinguir los objetos novedosos de los previamente conocidos. 
Estas observaciones demuestran que en el ratón transgénico viejo hay un déficit en la 
neurotransmisión dopaminérgica asociada a la patología de la EA que afecta la formación 
de la memoria de reconocimiento, la cual que puede ser restaurada con el incremento de 
niveles de dopamina (Guzmán-Ramos et al., 2012). 
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De acuerdo con el estudio anterior,  en un trabajo de nuestro laboratorio se demostró que 
el βA disminuye los niveles corticales de dopamina y altera la formación de memoria de 
reconocimiento gustativo al inhibir la facilitación sináptica (LTP) en ratones transgénicos 
3xTg-AD. El condicionamiento de aversión al sabor (CAS8) es un paradigma de aprendizaje 
gustativo que requiere la liberación de dopamina en la CI para la formación de la memoria 
(Bermúdez-Rattoni et al., 2004; Guzmán-Ramos, et al., 2010). Se encontró que los ratones 
3xTg-AD envejecidos no mostraron liberación de dopamina durante el aprendizaje de la 
tarea, lo  que coincide con una pérdida de TH y de aferencias del VTA9 (área ventral 
tegmental) hacia la CI. Al administrar nomifensina a los transgénicos viejos, se incrementó 
la concentración de dopamina en la CI y se recuperó la formación de memoria gustativa y 
la expresión de LTP. En ratones silvestres, la administración de oligómeros de βA en la CI 
alteró el CAS, disminuyó los niveles de dopamina y TH e indujo la expresión de LTD en 
lugar de LTP (Moreno-Castilla et al., 2016). Estos resultados indican que la transmisión y 
neuromodulación dopaminérgica es necesaria para la formación de la memoria gustativa y 
para la expresión de LTP en la CI, la cual se encuentra alterada en el ratón 3xTg-AD viejo 
por la acumulación extensa y progresiva del βA intracelular.  
 
Los trabajos anteriores apoyan la noción que la transmisión dopaminérgica ayuda a mitigar 
los efectos tóxicos del βA que producen disfunción cognitiva. Varios fármacos asociados a la 
dopamina y su actividad ya han sido probados en el pasado  con diferentes resultados y 
distintas suposiciones respecto a los mecanismos de acción. Algunos inhibidores de la 
enzima degradadora de catecolaminas COMT (Catecol-O-metiltransferasa), como tolcapone 
y entacapone, pueden reducir la oligomerización del βA (Di Giovanni et al., 2010). Por el 
contrario, el pramipexol, un agonista dopaminérgico, no pareció tener un efecto (Trillo 
et al., 2013). La selegilina, un inhibidor de la enzima degradadora de monoaminas MAO-B 
(monoamino-oxidasa B), se ha utilizado para incrementar la concentración de dopamina y 
tuvo éxito en una prueba clínica (Filip & Kolibás, 1999), sin embargo, otro estudio con la 
misma no mostró mejoras cognitivas en pacientes con la EA (Freedman et al., 1998). La 
inconsistencia en estos trabajos estaría indicando que es necesario estudiar los mecanismos 
terapéuticos con mayor detenimiento para hallar el tratamiento más adecuado.  
 
Un reporte interesante (Ono et al., 2013) muestra los efectos de agentes anti-
Parkinsonianos sobre la formación de oligómeros de βA. Por medio de técnicas que 

																																																								
8 El condicionamiento de aversión al sabor (CAS; Conditioned Taste Aversion) funge como un mecanismo de defensa que 

protege animales contra el consumo repetido de alimentos tóxicos. La adquisición de la aversión al sabor sigue las reglas del 
condicionamiento clásico, donde se condiciona el sabor de una sustancia novedosa a un malestar posterior a su consumo. 
Como consecuencia, el animal aprende a rechazar el sabor en el futuro y se establece una asociación de estímulo-respuesta, 
al haber una reacción condicionada (Bures et al., 1998; Welzl, et al., 2001). 

9 El VTA o área ventral tegmental es un núcleo de neuronas dopaminérgicas localizado en la parte media inferior del 
mesencéfalo que proyecta axones dopaminérgicos hacia regiones corticales, incluyendo el sistema mesocorticolímbico  (Fuxe 
et al., 2010). 
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permiten la formación y agregación artificial de oligómeros proteicos, estimaron la 
cantidad, tamaño y distribución de oligómeros de βA y su interacción con otras moléculas 
de manera similar a un estado in vivo. En sus resultados reportaron que tanto la levodopa 
como la dopamina exhiben potentes efectos anti-oligoméricos cuando se incuban in vitro 
con βA40 y βA42, impidiendo que estos péptidos se agreguen y formen oligómeros tóxicos. 
Los autores sugieren que estos efectos son resultado de una interacción molecular directa, 
donde compuestos con grupo catecol son buenos antioxidantes y se podrían unir de forma 
covalente y específica a βA libre, impidiendo su agregación. Por consiguiente, la dopamina 
y la levodopa no solamente tendrían efecto por inducir transmisión dopaminérgica, sino 
también por su naturaleza anti-oligomérica hacia el βA. 
 
El grupo de Himeno (2011) probó que un agonista dopaminérgico no específico, llamado 
apomorfina, tiene efectos positivos en un modelo animal para la EA. A ratones 3xTg-AD de 
6 meses, se les administró apomorfina vía subcutánea una vez a la semana durante 1 mes. 
Para evaluar su desempeño en la memoria espacial, realizaron la prueba del laberinto 
acuático de Morris (MWM) antes y después del tratamiento con apomorfina. Lo que 
encontraron fue que el fármaco mejora el aprendizaje y ejecución en la memoria espacial y 
también disminuye el βA y los PHFs acumulados en el hipocampo. En este estudio 
atribuyen el efecto de la apomorfina a sus propiedades como antioxidante y el incremento 
que produce sobre la actividad del proteosoma, el cual estaría limpiando el βA dentro de la 
célula. También se menciona que la estimulación de receptores dopaminérgicos podría 
tener un efecto protector, pero cuestionan el papel de la estimulación de receptores 
dopaminérgicos como el mecanismo terapéutico principal. La relevancia de este trabajo 
yace en que el tratamiento con un agonista dopaminérgico puede disminuir la acumulación 
de la neuropatología y produce una mejora en el desempeño de una tarea de memoria 
espacial en el ratón 3xTg-AD. 
 
Ambrée y colaboradores (2009) encontraron que el incremento de los niveles de dopamina 
produce mejoras cognitivas por medio del tratamiento con levodopa, que ha sido utilizada 
previamente para tratar la enfermedad de Parkinson. La levodopa fue administrada a una 
dosis de 50 mg/kg durante 11 días a ratones transgénicos TgCRND8, un modelo que 
acumula el βA rápidamente al tener dos mutaciones de APP y presenta déficits cognitivos 
desde los 3 meses de edad. Una hora después de la administración de levodopa, les 
realizaron pruebas de memoria de reconocimiento (ORM) y memoria espacial. 
Descubrieron que los animales con tratamiento de levodopa mejoran la ejecución de ambas 
tareas, igualando el desempeño del grupo control. Al realizar un conteo de número de 
placas del βA en tejido, no encontraron que el tratamiento con levodopa tuviera algún 
efecto en la disminución de éstas, lo que los autores atribuyen a la brevedad del 
tratamiento. Adicionalmente hicieron un análisis neuroquímico de los niveles de dopamina 
y sus metabolitos a ratones TgCRND8 de 3 meses de edad por medio de HPCE 
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(electroforesis capilar de alto desempeño), y se encontró un incremento de dopamina en la 
corteza frontal y una disminución de sus niveles en el hipocampo en los ratones 
transgénicos en comparación a los ratones control. Se menciona que la neuropatología 
podría estar provocando una desregulación dopaminérgica que repercute en los circuitos 
involucrados en el aprendizaje y la memoria. En este trabajo concluyeron que el ratón 
TgCRND8 presenta déficits de aprendizaje que pueden ser disminuidos con un tratamiento 
de levodopa, el cual compensa la desregulación dopaminérgica causada por la 
neuropatología tipo EA. 
 
El objetivo de los trabajos mencionados previamente fue el esclarecer los efectos que tiene 
la EA sobre el sistema dopaminérgico. El detrimento de este sistema de neurotransmisión es 
claro en pacientes y en modelos animales, los últimos siendo de gran utilidad para entender 
los procesos patológicos que conducen a la disfunción cognitiva relacionada a la 
transmisión dopaminérgica, además que han permitido el desarrollo de terapias que 
contrarresten los síntomas de la EA.  Aún hay preguntas por responder respecto a cuál de 
los mecanismos terapéuticos sobre la actividad dopaminérgica resulta ser el más relevante, 
y que tipo de fármacos podrían utilizarse para lograr la mayor efectividad terapéutica. 
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3 Planteamiento del Problema 
 
Gran parte de los estudios que describen las deficiencias cognitivas y los mecanismos de la 
neurodegeneración en pacientes con la EA y en modelos experimentales, se han enfocado a 
los sistemas de neurotransmisión colinérgico y glutamatérgico. Sin embargo, el sistema 
dopaminérgico ha adquirido cada vez mayor relevancia por el papel que desempeña en la 
modulación de la plasticidad sináptica y su participación en procesos cognitivos. La 
evidencia de que el βA, en especial su forma oligomérica, ocasiona un detrimento en la 
transmisión dopaminérgica y en los niveles de dopamina es contundente, tanto en pacientes 
como en modelos animales. Esta deficiencia dopaminérgica produce una alteración en los 
mecanismos fisiológicos que subyacen el funcionamiento de los circuitos involucrados en la 
formación de memorias y en el aprendizaje. Esta información abre la posibilidad de 
desarrollar nuevos tratamientos basados en la estimulación del sistema dopaminérgico, los 
cuales habrían de producir una mejora cognitiva y disminuir los síntomas asociados a EA.  
 
Con el fin de compensar el déficit de transmisión dopaminérgica, se han realizado 
experimentos con distintos fármacos que produzcan la activación del sistema 
dopaminérgico y disminuyan los déficits cognitivos y plásticos observados. Algunos trabajos 
han realizado administraciones agudas con agonistas dopaminérgicos o inhibidores de 
recaptura para incrementar la concentración de dopamina y la actividad de este 
neurotransmisor. De esta manera han obtenido resultados inmediatos de mejora en 
conductas que evalúan aprendizaje y memoria, así como en procesos de plasticidad 
sináptica. Otros trabajos han tenido un enfoque de terapia crónica, donde se ha observado 
que la incubación in vitro del βA con agentes anti-Parkinsonianos como la dopamina y la 
levodopa, altera la agregación y formación de oligómeros de βA.  
 
La levodopa, que se encuentra de forma natural en el cerebro, es también un fármaco 
clínicamente probado que ha demostrado incrementar los niveles de dopamina y que 
también ha demostrado disgregar oligómeros de βA in vitro. Un tratamiento basado en una 
administración prolongada de levodopa no sólo podría producir  mejoras cognitivas, sino 
también disminuiría la agregación de las formas tóxicas del βA que contribuyen al 
desarrollo de la EA. 
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3.1 Hipótesis 
El aumento de los niveles de dopamina mediante la administración de levodopa mejora la 
función cognitiva y disminuye la acumulación del βA en el modelo murino 3xTg-AD. 

3.2 Objetivo general 
Describir el efecto del tratamiento con levodopa sobre el desempeño cognitivo y la 
acumulación del βA en el modelo 3xTg-AD. 

3.3 Objetivos particulares 
§ Evaluar el efecto del tratamiento con levodopa en el ratón 3xTg-AD sobre el 

desempeño en la memoria de reconocimiento. 
§ Monitorear la liberación basal y fásica de dopamina en la corteza insular del ratón 

3xTg-AD durante la adquisición de la tarea de memoria de reconocimiento de 
objetos. 

§ Evaluar el efecto del tratamiento con levodopa en el ratón 3xTg-AD en la ejecución 
de dos tareas de memoria espacial. 

§ Determinar el efecto del tratamiento con levodopa sobre la acumulación del βA en 
el ratón 3xTg-AD. 

3.4 Diseño experimental 
El diseño experimental consistió en la evaluación de dos tipos de memoria distintos: la 
memoria de reconocimiento y la memoria espacial, la primera evaluándose a través de la 
prueba de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) y la última evaluándose con dos 
tareas distintas, la de memoria de ubicación de objetos (OLM) y el laberinto acuático de 
Morris (MWM). Durante la tarea de memoria de reconocimiento de objetos (ORM), se 
realizó la técnica de microdiálisis para el análisis de liberación de neurotransmisores. Al 
finalizar la prueba de MWM, los animales fueron sacrificados para análisis histológicos. 
Independientemente de la prueba conductual a la que fueron sometidos, todos los animales 
fueron tratados durante 16 días con levodopa o solución vehículo.  
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Figura 3.1 Secuencia del protocolo experimental. Los animales que fueron sometidos a cirugía tuvieron un 
tiempo de recuperación de 7 días antes de iniciar el tratamiento y el protocolo conductual. D1 a D16 
representan las dosis administradas cada día durante 16 días. De los días D1 a D5 se realizó el protocolo de 
ORM, en donde se realizaron las habituaciones (HAB), la adquisición (ADQ) simultánea al protocolo de 
microdiálisis (MD), y la prueba de memoria de largo plazo (MLP). En los días D6 y D7 se realizó la prueba de 
OLM, donde se realizaron una adquisición (ADQ2), y memoria de largo plazo (MLP2). En los días D8 a D16 
se realizó el protocolo de MWM, donde se muestran los días de entrenamiento (MWM D1-D4) y la prueba de 
memoria de largo plazo (MWM MLP). Finalizada la prueba, los animales fueron sacrificados (PERF). 
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4 Metodología experimental 

4.1 Sujetos 
Se utilizaron ratones macho triple-transgénicos homocigotos10 de 12 meses (modelo para la 
EA (3xTg-AD)). Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial 
Mexicana (NOM-062-CZOO-199) y con la aprobación del Comité Local de Cuidado Animal 
(FBR30-14). Cuando no realizaban protocolos conductuales, los ratones eran alojados 
individualmente en cajas de acrílico a temperatura de entre 22 y 24° C con ciclos 
controlados de luz/oscuridad de 12/12 h, y con acceso a agua y alimento ad libitum dentro 
del vivarium del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. 

Ratón 3xTg-AD  
El modelo de ratón triple transgénico es resultado de la inserción de dos transgenes 
humanos independientes. El gen APP con la mutación sueca (KM670/671NL), y el gen de 
tau (MAPT) con la mutación P301L, fueron co-microinyectados en embriones unicelulares 
de la cepa de ratón knock-in PS1M146V (PS1M146V KI)11. Los transgenes están controlados 
por el elemento regulatorio Thy1.2, el cual permite la expresión de los genes 
exclusivamente en el sistema nervioso. La progresión de la neuropatología es espacialmente 
y temporalmente comparable a la observada en humanos, ya que conforme el ratón 
envejece, la acumulación progresa. La inmunoreactividad al βA intraneuronal se puede 
detectar en el neocórtex entre los 3 y 4 meses de edad y para los 6 meses en la región de 
CA1 del hipocampo. A los 12 meses, se pueden observar depósitos extracelulares evidentes 
en la corteza frontal e hipocampo. También es a esta edad cuando se detecta la 
inmunoreactividad de patología tau en hipocampo y luego progresa hacia estructuras 
corticales (Oddo et al., 2003). 
	
	

																																																								
10 Cepa transgénica obtenida de Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/strain/004807.html). 
11 El ratón PS1M146V KI se generó al inducir mutaciones puntuales en el exón 5 del gen PSEN1 endógeno, cambiando los 

codones 145 y 146 de isoleucina y metionina por valina y valina, respectivamente. El fondo de los ratones knock-in 
PS1M146V es un híbrido 129/C57BL/6, o B6;129 (Guo et al., 1999). 



METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 ADMINISTRACIÓN DE LEVODOPA  26	

	
	
No se utilizaron hembras en el experimento porque se ha reportado un déficit cognitivo en 
hembras 3xTg-AD que es más acentuado respecto a los machos y es dependiente de la edad 
(Clinton et al., 2007; Sterniczuk et al., 2010). Este fenómeno se ha atribuido al efecto 
regulatorio que tiene el estrógeno y la progesterona en las hembras sobre el desarrollo de la 
neuropatología (Carroll et al., 2007). Adicionalmente,  se ha encontrado  que las hembras 
de ratón común tienen una mayor tolerancia a responder a los efectos de la levodopa que 
los ratones macho (Tang & Cotzias, 1977). 
 
De los animales empleados (n=44), algunos fueron sometidos a cirugía para la 
implantación de cánulas y el resto no estuvo bajo ningún procedimiento quirúrgico. Todos 
los sujetos participaron en pruebas conductuales. 

4.2 Administración de Levodopa 
El fármaco levodopa (3,4-Dihidroxi-L-fenilalanina; Sigma; St. Louis, E.E.UU) se administró 
a una dosis de 50 mg/kg vía intraperitoneal (i.p.). La solución de administración se preparó 
de la siguiente manera: por cada 10 mg de levodopa, se añadieron a) 404 μL de HCl 0.22 
M para disolverla;  b) 500 μL de solución amortiguadora de fosfatos (PB) 0.4 M pH 7.45 
para adecuar la solución a un pH fisiológico; y c) 96 μL de agua desionizada para que la 
solución tuviera una concentración de levodopa de 10 mg/mL. La concentración molar final 
fue 51 mM de Levodopa, 88 mM de HCl, y 200 mM de PB. La solución vehículo (control) se 
preparó de la misma manera a excepción que no se añadió el fármaco. La solución se 
preparaba diario justo antes de administrar a los animales para evitar la degradación del 

A B  
 
Figura 4.1 Ratón 3xTg-AD. A: Estrategia utilizada para desarrollar los ratones. Utilizando la técnica de 
microinyección pronuclear, se co-inyectaron los dos transgenes independientes al embrión. La secuencia 
genómica completa de Thy1.2  se muestra con sus exones como cajas y las secuencias no codificantes como 
líneas delgadas. Los embriones inyectados fueron reimplantados en las madres receptoras y la progenie 
resultante se genotipificó como 3xTg-AD. B: Análisis genotípico para la identificación de ratones homócigos. El 
Southern blot compara la dosis de los transgenes de tau humana y APP del DNA extraído del ratón, 
demostrando que la transmisión de los transgenes fue exitosa. Modificado de Oddo y cols. (2003). 
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fármaco. De acuerdo a estudios de farmacocinética, la levodopa cruza la barrera 
hematoencefálica12  y alcanza su concentración máxima en plasma de 1 a 3 horas de su 
administración (Bredberg et al., 1994; Contin y Martinelli, 2010). 
 
De los 44 animales utilizados en el experimento, 24 fueron tratados con levodopa y 20 
fueron tratados son solución vehículo. Ambas soluciones se administraron a los respectivos 
sujetos diariamente a la misma hora en  toda la duración del protocolo experimental (16 
días). Cuando los animales estaban sujetos a un protocolo conductual, la administración de 
la dosis correspondiente se realizó una hora antes del comienzo de la prueba conductual. 
Los días de tratamiento establecidos se basaron en resultados previos del trabajo de Ambrée 
y colaboradores (2009). 

4.3 Análisis de neurotransmisores 
La realización del análisis neuroquímico requirió de tres procedimientos: la cirugía de 
implantación de cánula, la colección de muestras de microdiálisis de libre movimiento, y el 
procesamiento de estas muestras por el método de electroforesis capilar con detección por 
fluorescencia inducida por láser (EC-FIL). Esta etapa de la metodología tuvo el fin de 
analizar la liberación de neurotransmisores durante el protocolo conductual de memoria de 
reconocimiento de objetos (ORM). 

Implantación de cánula para microdiálisis 
Los ratones fueron anestesiados con isoflurano (1.25-2.0%) y montados en un aparato 
estereotáxico con un adaptador para ratón. Durante la cirugía se aplicaron lágrimas 
artificiales para evitar daño a los ojos. Se removió una pequeña porción de piel de la cabeza 
de ratón para tener acceso al cráneo y se alineó bregma al mismo plano horizontal que 
lambda. Se implantó una cánula guía de microdiálisis (CMA/7; CMA Microdyalisis; Kista, 
Suecia) dirigida hacia la CI (DV -2.75 mm; AP +1.1 mm; ML -3.3 mm) (Figura 4.2 A), y se 
aseguró con pequeños tornillos y cemento dental. Para evitar que las cánulas guía se 
taparan se insertaron mandriles. Al finalizar la cirugía se aplicaron antibióticos locales en 
las heridas (Terramicina y Ketoconazol) y los animales fueron devueltos a sus jaulas para su 
recuperación. Antes del inicio del entrenamiento conductual, los animales se recuperaron 
de la cirugía durante 7 días. 
	

																																																								
12 Barrera hematoencefálica: barrera permeable con alta selectividad que separa la sangre que está en circulación en todo el 

cuerpo, del fluido extracelular del cerebro y del sistema nervioso central. Esta está compuesta de células endoteliales 
cerebrales que forman uniones estrechas. 
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Microdiálisis en libre movimiento 
La sonda de microdiálisis CMA/7 (CMA Microdialysis; Kista, Suecia) permite la entrada de 
solución fisiológica Ringer (solución de MgCl2 12 mM, NaCl 1.44 M, CaCl2 17 mM y KCl 48 
mM)  y la salida de moléculas que se encuentran en el espacio sináptico de la región donde 
fue implantada la cánula guía. Esto se logra a través de la difusión de la solución Ringer por 
la membrana semi-permeable de cuprofano de 2 mm (porosidad de 6000 Da) de la sonda, y 
del principio de gradiente de concentración, lo que resulta en un equilibrio entre los solutos 
dentro y fuera de la membrana (Figura 4.2 B). Entre los compuestos y moléculas 
colectados, se encuentra una muestra representativa de los neurotransmisores que son 
liberados en tiempo real en esa región. 
 
Para infundir solución Ringer en la CI, se utilizaron jeringas para microdiálisis (1 mL) que 
fueron montadas en una bomba de inyección continua (100 pump CMA Microdialysis; 
Kista, Suecia).  Las jeringas se conectaron con tubería al sistema del brazo para 
microdiálisis de libre movimiento EICOM Concise Freely Moving System (EICOM; San 
Diego, E.E.U.U.). A este sistema se conectó la tubería propia de la sonda de microdiálisis, la 
cual se insertó en las cánulas guía de los animales (Figura 4.3). Para verificar la entrada y 
salida adecuada de microdializado se programó un flujo de 1.0 μL/minuto en las bombas 
de inyección. Una vez verificado lo anterior, se cambió el flujo a 0.25 μL/ min y se mantuvo 
así hasta finalizar el protocolo. La inserción de la sonda se realizó 45 minutos antes de la 
fase de adquisición de la prueba conductual de ORM. Este tiempo es necesario para 
estabilizar el gradiente de solutos del espacio sináptico alrededor de la membrana. 

			A 							B  

	
	
Figura 4.2 Sonda de microdiálisis. A: Esquema coronal del cerebro de ratón donde se muestra el sitio 
blanco de implantación de la cánula guía. Dentro de la cánula se inserta la sonda de microdiálisis, cuya 
membrana de 2 mm sobresale de la cánula y abarca la región correspondiente a la CI. En la parte superior 
izquierda se representa una vista lateral del cerebro de ratón y la coordenada de bregma que corresponde al 
lugar de la cánula. Modificado de Hong Wei para el Allen Institute (2008). B: Esquema del método de 
inserción de la sonda y el mandril en la cánula junto con el mecanismo de difusión de la membrana. 
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Una vez finalizado el tiempo de estabilización, se inició la recolección de fracciones de 
microdiálisis. Las muestras colectadas consistieron en 5 fracciones por sujeto, que fueron 
recuperadas cada 15 min para acumular un volumen de 4 a 5 μL por fracción (F1-F5). Éstas 
fueron depositadas en viales conteniendo 1 μL de mezcla antioxidante (Ácido L-ascórbico 
25 mM, Na2EDTA 27mM y ácido acético 1 M) y fueron almacenadas a -70°C hasta su 
análisis.  
 
Con el fin de establecer una línea basal, las primeras tres fracciones, F1, F2 y F3, se 
obtuvieron antes del inicio de la fase de adquisición de la tarea (ADQ). La fracción F4 se 
obtuvo durante la ejecución de la fase, y la fracción F5 se recuperó cuando esta finalizó. 
Entre la tercera (F3) y cuarta fracción (F4) se colectó la fracción que se denomina tiempo 
muerto (TM), que dura 29 min 43 s y compensa el tiempo que tarda en pasar el flujo por la 
tubería de salida hasta su recolección. Esto asegura que la F4 corresponda al tiempo en el 
que el animal estaba adquiriendo la memoria en la fase de adquisición de ORM. El cálculo 
del tiempo muerto toma en cuenta la longitud de la tubería de la sonda y del sistema del 
brazo, así como el volumen interno de ambos y la velocidad del flujo. 

 
 
Figura 4.3 Ensamble del protocolo de microdiálisis para la prueba de memoria de ORM. El montaje de 
este sistema permite analizar la liberación de neurotransmisores en tiempo real mientras los sujetos realizan 
una prueba conductual. 

 
Figura 4.4 Diagrama de la secuencia de recolección de fracciones durante la microdiálisis para la 
obtención de muestras.   
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Derivatización química 
La detección de aminoácidos y neurotransmisores por el equipo de EC-FIL requiere de una 
derivatización química. Para llevarla a cabo, se añade el compuesto FQ ([3-(2-furoil) 
quinolina-2-carboxialdehído], Molecular Probes; Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U.) a la 
muestra. El FQ reacciona específicamente con aminas primarias para formar conjugados 
altamente fluorescentes que son excitables por el láser. Esta reacción fue catalizada por 
cianuro de potasio (24.5 mM) disuelto en amortiguador de boratos (10 mM), y se lleva a 
cabo a 65°C en oscuridad durante 15 min. Adicionalmente, se agrega el aminoácido O-
metil-L-treonina [0.0736 mM (Fluka; St. Louis, E.E.U.U.)] como un estándar interno para 
verificar la reacción. 

Electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por láser (EC-FIL) 
Las muestras de microdiálisis fueron procesadas a través de la técnica de electroforesis 
capilar con detección por fluorescencia inducida por láser (EC-FIL) para la determinación 
de dopamina y otros neurotransmisores, norepinefrina y GABA. Una vez derivatizadas las 
muestras, éstas fueron procesadas en el equipo de electroforesis capilar P/ACE MDQ 
(Beckman Coulter; Pasadena, E.E.U.U.). Las muestras son inyectadas a un capilar y se 
corren en amortiguador de separación [boratos 24.85 mM, dodecilsulfato sódico (SDS) 
35.71 mM, beta-ciclodextrina 4.99 mM, urea 10 M y metanol 14.7%; pH: 9.2] a un voltaje 
de 23 kV. Este amortiguador permite la separación de moléculas de carga neutra por 
migración diferencial dada por el principio de flujo electro-osmótico13. 
 
Mientras la muestra migra por el capilar, pasa por una ventanilla de detección. Las 
sustancias en el capilar fluorescen por la excitación producida por el láser a la longitud de 
onda de 488 nm. El detector LIF del equipo mide y registra la fluorescencia emitida por los 
componentes de la muestra (Figura 4.5). Los datos registrados se transducen como picos en 
un electroferograma de acuerdo a la concentración del analito y al tiempo de migración. 
Éstos fueron procesados en el software 32 Karat™ 8.0 (Beckman Coulter; Pasadena, 
E.E.U.U.). La concentración de dopamina fue determinada al comparar los patrones en los 
electroferogramas y determinando el área bajo la curva.  
	

																																																								
13 El flujo electroosmótico se refiere a la migración de un líquido (amortiguador) respecto a una superficie cargada (pared del 

capilar) al aplicar un campo eléctrico. El tiempo de migración de las moléculas contenidas en el amortiguador y que viajan a 
través del capilar dependerá de su masa y su carga. 
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Cuantificación de neurotransmisores 
El área bajo la curva obtenida de dopamina, norepinefrina y GABA, se corrigió respecto al 
volumen que se obtuvo de cada muestra y respecto al área bajo la curva del compuesto de 
referencia (O-metil-L-treonina). La concentración de dopamina fue obtenida a través de 
una curva de calibración específica para el neurotransmisor. Esta concentración fue 
rectificada con el promedio de las fracciones F1, F2 y F3, que indican la concentración basal 
del neurotransmisor, y se presentó el resultado en valor porcentual. Los datos fueron 
procesados y calculados en el software MS Excel (Microsoft; Redmond, E.E.U.U.).  

4.4 Memoria de Reconocimiento de Objetos (ORM) 
La tendencia natural de los roedores de tener una conducta exploratoria ante un estímulo 
novedoso fue reportada por primera vez por Berlyne (1950). A partir de esta observación, 
Ennaceur y colaboradores (1988) diseñaron la prueba de memoria de reconocimiento de 
objetos (ORM: Object Recognition Memory) para estudiar la conducta de los roedores 
cuando distinguen estímulos novedosos de los previamente conocidos. Cuando un roedor 
identifica un objeto como novedoso, lo explora por más tiempo que el objeto que reconoce 
como familiar. Se sabe que la memoria de reconocimiento en roedores depende de regiones 
del lóbulo temporal como la CI y corteza perirrinal (Balderas et al., 2008; Bermudez-
Rattoni et al., 2005; De La Cruz, et al., 2008). Este protocolo es una herramienta útil para 
el estudio del desempeño cognitivo de los roedores, ya que si un animal posee un déficit 
cognitivo, se verá reflejado en la ejecución de la conducta.   

 
 
 
Figura 4.5 Detección de neurotransmisores por medio del equipo de electroforesis capilar. La muestra 
derivatizada migra por el capilar, donde pasa por la ventana de detección  y el detector registra la 
fluorescencia emitida por los componentes de la muestra que fueron excitados por el láser. 
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Equipo y objetos 
Como arena para el protocolo de ORM y OLM, se emplearon dos cajas cuadradas de 
madera de 33x33 cm y 30 cm de altura con el piso cubierto de aserrín. A una de las paredes 
de las cajas se añadió una clave espacial de 28x4 cm con un patrón de rayas verticales 
blancas y negras de 1.5 cm elevadas a 2 cm del piso de éstas como una clave visual auxiliar. 
Los objetos que los animales exploraron durante la tarea conductual, consistieron de 2 
pares de objetos idénticos con tamaño y volumen similar construidas con bloques de 
plástico de juguete (LEGO®; Billund, Dinamarca)(Figura 4.6). Cada objeto ya había sido 
sometido a una prueba de estandarización para evitar que su forma o color indujera una 
preferencia espontánea sobre otro objeto. Antes del inicio de cada sesión conductual de 
cada uno de los sujetos, las cajas y los objetos fueron limpiados con etanol al 70% y el 
aserrín reemplazado para evitar la impregnación de olores. 
	

	

Protocolo Conductual 
El protocolo de ORM consiste de 5 fases, las cuales se llevan a cabo cada 24 horas (Figura 
4.7). Las primeras tres fases consisten en la habituación (HAB1 a HAB3), en la cual durante 
tres días, los animales fueron colocados en la arena (dentro de las caja) y la exploraron 
libremente durante 10 min para que se familiarizaran con ella. En la fase de adquisición 
(ADQ), los ratones exploraron dos  nuevos objetos colocados dentro de la arena durante 10 
minutos. Después de 24 horas, se realizó la fase de memoria de largo plazo (MLP), en la 
cual se presentó a los sujetos el mismo objeto de la fase anterior (familiar) y un objeto 
novedoso, los cuales exploraron durante 10 minutos.  Al principio de cada prueba, los 
animales fueron colocados en el centro de la arena y los objetos son colocados 
inmediatamente y de forma simultánea. El par de objetos idénticos que se presenta en la 
fase de ADQ se eligió de forma aleatoria para cada sujeto. Los sujetos tenían contacto 
directo con los objetos pero los últimos no podían moverse de lugar, y se encontraban 

A 				B		 	
 
Figura 4.6 Equipo de protocolo de ORM. A: Esquema de la arena para la prueba de ORM. 
B: Representación de los pares de objetos utilizados durante la prueba. 
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posicionados simétricamente en medio de dos muros opuestos. La HAB3, la ADQ y la fase 
de MLP fueron grabadas en su totalidad con una cámara montada arriba de la caja para su 
posterior análisis. Los parámetros medidos fueron el tiempo de exploración (cs) de cada 
objeto tanto en la fase de ADQ, como en la fase de MLP.  
  

	
	
Los criterios establecidos para identificar si el animal estaba explorando los objetos fueron 
los siguientes: olfateo del objeto con un máximo de 3 cm de distancia del objeto, y contacto 
directo con el objeto siempre y cuando fuera con la nariz; en ambos criterios es necesario 
que los ojos del animal estén apuntando hacia el objeto. Si el animal se sienta o tira el 
objeto no se considera como exploración. De los tiempos de exploración de la ADQ y de 
MLP se calcula el índice de exploración (IE), que es el cociente del tiempo de exploración 
de un objeto (O1 u O2), entre el tiempo total de exploración (TTE; O1+O2) (Ecuación 
4.1). El IE indica si existe preferencia por explorar un objeto sobre otro. De acuerdo al 
índice, 1 es preferencia total por un objeto; 0.5 es la media hipotética, es decir, que los 
objetos se exploraron por igual; y 0 es exploración nula del objeto.     
 

!" = $%
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      (4.1) 

	
Además de la obtención del IE, se registró el tiempo total de exploración (TTE) (cs) para la 
fase de ADQ y la fase de MLP para cada ratón. El TTE es la suma de la exploración de 
ambos objetos, y se midió para saber si los animales tratados con el fármaco exploraban los 
objetos por más tiempo que los animales vehículo.  
 
En esta prueba conductual se llevó a cabo el método de microdiálisis de  libre movimiento 
que se mencionó previamente (sección 4.3, pág.27) para medir la liberación de 
neurotransmisores en tiempo real. En el último día de habituación (HAB3), los animales 

 
 
Figura 4.7 Protocolo de ORM. A los animales se les administró el tratamiento (D1-D5) 1 hora antes del inicio 
de todas las fases de la tarea conductual. Los primeros tres días, los animales fueron habituados a la arena 
(HAB1-HAB3) durante 10 min. El día de la cuarta dosis (D4), dos objetos iguales fueron presentados a los 
animales para su exploración (ADQ) por 10 min. 24 horas después se realizó la prueba de MLP, en la cual se 
presentó un objeto novedoso y un objeto de la sesión anterior por 10 min. 
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con cánula implantada fueron habituados con un collar conectado al equipo de 
microdiálisis, siendo estos el brazo de balanceo y una tubería espiral elástica. Para que el 
tiempo de administración  y efecto de la dosis fuera el mismo en todos los grupos y en 
todas las fases, a los animales con cánula implantada se les insertó la membrana 15 min 
después de administrar la dosis para que el término del tiempo de estabilización del sistema 
de microdiálisis no interfiriera y coincidiera con la hora del inicio de la fase de ADQ. Con  
los animales que no tenían implante de cánula se procedió en la fase de ADQ de la misma 
forma que en las fases anteriores. 

4.5 Memoria de localización de objetos (OLM) 
La prueba de memoria de localización de objetos (OLM) fue desarrollada por el equipo de 
Ennaceur (1988) para evaluar la memoria espacial en roedores. A diferencia de otras tareas 
conductuales, esta prueba no requiere entrenamiento previo o un reforzador 
positivo/negativo, y al igual que la prueba de ORM, utiliza la conducta natural exploratoria 
de los roedores ante un estímulo novedoso. En esta prueba, un roedor identifica unos 
objetos en una ubicación específica, y si uno de los objetos es movido de su posición 
después de un determinado periodo de tiempo, el roedor tenderá a explorar por más 
tiempo el objeto desplazado de su ubicación si tiene recuerdo de su posición previa (Murai 
et al., 2007). Esta tarea conductual depende mayormente del hipocampo. 

Protocolo Conductual 
El protocolo de OLM comprende de 2 fases, considerando que los animales ya se 
encuentran habituados a la arena. El equipo y objetos empleados para este protocolo fue el 
mismo que el descrito en la prueba de ORM (pág. 31). En la fase de adquisición (ADQ2), 
los ratones exploraron durante 10 minutos los mismos objetos en la misma ubicación en la 
que le fueron presentados en la fase de MLP de la tarea de ORM. Después de 24 horas, se 
realizó la fase de memoria de largo plazo (MLP2), en la cual durante 10 minutos, los 
ratones exploraron los objetos a los que estaban familiarizados pero uno de los objetos fue 
desplazado a una nueva ubicación (Figura 4.8).  Al principio de cada prueba, los animales 
fueron colocados en el centro de la arena y los objetos fueron posicionados inmediatamente 
y de forma simultánea. El objeto que fue desplazado de su ubicación original se eligió de 
forma aleatoria para cada sujeto. Los sujetos tenían contacto directo con los objetos pero no 
podían moverse de lugar y fueron posicionados simétricamente en la arena. La ADQ2 y 
MLP2 fueron grabadas en su totalidad con una cámara montada arriba de la caja para su 
posterior análisis. Los parámetros medidos fueron el tiempo de exploración (cs) de cada 
objeto tanto en la fase de ADQ2 como en la fase de MLP2.  
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Los criterios para identificar el comportamiento exploratorio del animal fueron los mismos 
que se emplearon para la prueba de ORM (pág. 31). A partir de los tiempos de exploración 
de la ADQ2 y de MLP2, se calculó el índice de exploración (IE2), siendo éste el cociente del 
tiempo de exploración del objeto en la ubicación familiar (UF) o ubicación novedosa (UN), 
entre el tiempo total de exploración (TTE2; UF+UN) (Ecuación 4.2). De acuerdo al índice, 
1 es preferencia total por una ubicación; 0.5 es la media hipotética, es decir, que ambas 
ubicaciones se exploraron por igual; y 0 es exploración nula de una ubicación.   
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Además de obtener el IE2, se registró el tiempo total de exploración (TTE) (cs) para la fase 
de ADQ2 y la fase de MLP2 para cada ratón. 

4.6 Laberinto acuático de Morris (MWM) 
El laberinto acuático (MWM: Morris Water Maze) es una prueba conductual desarrollada 
por R. Morris (1984). La característica esencial de este protocolo es que el sujeto es 
colocado dentro de un tanque circular lleno de agua, del cual puede escapar nadando a una 
plataforma sumergida oculta a la vista. Con entrenamiento, los animales aprenden a 
encontrar el emplazamiento de la plataforma utilizando claves visuales que se encuentran 
fuera del tanque. Si la plataforma se remueve del tanque después de que lo roedores fueron 
entrenados, se espera que los animales naden sobre el área donde se encontraba la 
plataforma si recuerdan su localización. Esta tarea permite medir la eficiencia de 
aprendizaje de los animales así como la retención de la memoria espacial basada en un 

 
 
Figura 4.8 Protocolo de OLM. A los animales se les administró el tratamiento (D6-D7) 1 hora antes del inicio 
las fases de la tarea conductual. El día de la sexta dosis (D6), los mismos objetos presentados en la sesión de 
MLP de la tarea de ORM fueron presentados a los animales para su exploración (ADQ2) por 10 min. 24 horas 
después se realizó la prueba de MLP2, en la cual se presentó un objeto en una ubicación novedosa y un objeto 
en la ubicación familiar por 10 min. 
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reconocimiento visual. Este tipo de memoria espacial se procesa principalmente en el 
hipocampo. 

Equipo  
La arena del MWM consistió en un tanque circular de plástico de 110 cm de diámetro y 65 
cm de altura lleno con 237.6 L de agua (Figura 4.9). El agua se mantuvo entre 20-22°C, se 
higienizó con un 0.01% de cloro, y fue opacada con pintura blanca lavable para ocultar la 
plataforma. El tanque se encontraba en un cuarto donde habían cuatro claves visuo-
espaciales, dos consistiendo en imágenes adheridas a un muro contiguo al tanque y otras 
dos consistiendo en dos personas realizando el experimento (Figura 4.9 A).  
	

	

Entrenamiento y Protocolo 
Los ratones fueron entrenados para nadar a una plataforma cuadrada de plástico blanco de 
12x12 cm que se encontraba sumergida a una profundidad de 1.5 cm y era invisible para 
los sujetos. La plataforma se colocó en uno de los 4 cuadrantes virtuales del tanque y se 
mantuvo en el mismo lugar durante el entrenamiento (Figura 4.9 B). En cada ensayo, el 
ratón fue colocado en el tanque en una de las cuatro posiciones de inicio de forma 
secuencial. Una vez en el tanque, cada ratón nadó libremente para encontrar la plataforma 
sumergida. Si éste fallaba encontrarla en el lapso de 60 segundos, era guiado con una mano 
hacia la plataforma y se permitía su permanencia en ella durante 10 segundos. Después de 
cada ensayo, el ratón se removía de la plataforma y descansaba fuera del tanque en una 
caja con calefacción durante 1 minuto, hasta el comienzo del próximo ensayo. Cada ratón 
llevó a cabo 4 ensayos por entrenamiento durante 4 días consecutivos (Figura 4.10). 
	

A	 		B  
 
Figura 4.9 Equipo de MWM. A: Esquema de equipo de la prueba de MWM. B: El tanque se dividió en cuatro 
cuadrantes virtuales, en uno de los cuales se encontraba la plataforma. Los números indican las 4 posiciones en 
las que los animales fueron colocados en el tanque al inicio de cada ensayo y de forma secuencial. 
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La fase de memoria de largo plazo (MLP) evaluó la retención de la memoria espacial.  Esta 
se llevó a cabo 4 días después del último día de entrenamiento. Antes de la prueba se 
removió la plataforma y consistió en un nado libre durante 60 segundos para cada sujeto. 
Los animales fueron monitoreados por una cámara montada en el techo que grabó la 
totalidad de la pruebas para su análisis. Los parámetros medidos durante la prueba para 
saber si los animales recordaron la posición de la plataforma fueron: latencia inicial para 
llegar a la plataforma (s), que mide tiempo que tarda cada animal en tocar el perímetro 
virtual de la plataforma por primera vez;  número de cruces sobre la plataforma (n), que se 
registra cada vez que el animal cruza mínimo 2 puntos del perímetro virtual de la 
plataforma; medición del tiempo que pasó el ratón nadando en el cuadrante virtual opuesto 
a la plataforma (s); y tiempo de nado en el cuadrante de la plataforma (s). Para saber si el 
tratamiento con el fármaco hacía que los animales nadaran más rápido, se calculó la 
velocidad media (cm/s), que es el promedio de la velocidad de nado de la trayectoria del 
animal durante los 60 segundos de la prueba. La velocidad de nado se midió a través del 
complemento TrackMate (Jaqaman et al., 2008) del software Fiji (Schindelin et al., 2012). 

4.7 Cuantificación del βA 

Sacrificio y análisis de tejido cerebral 
Los animales fueron letalmente anestesiados con una dosis de 210 mg/kg de pentobarbital 
para ser perfundidos intracardialmente con solución salina al 9%. Inmediatamente después 
fueron perfundidos con solución de fijación (paraformaldehído al 4 % y solución 
amortiguadora de fosfatos 0.2 M con pH de 7.4). Los cerebros fueron extraídos y 
almacenados en solución de fijación por un mínimo de 24 h, para después almacenarse a 
una solución de sacarosa al 30% por 48 h como crio-protección. El extremo de las colas se 
cortó 2 mm y se almacenó a -20°C para genotipificación de los animales. De los cerebros se 
obtuvieron crio-secciones en un criostato (Leica; Wetzlar, Alemania) de tejido coronales de 
40 μm de todo el cerebro, los cuales se mantuvieron en flotación en solución TBS (Trizma 
base + solución salina 0.9%) 0.1 M. Algunos de los cortes se montaron en portaobjetos y se 

 
	
Figura 4.10 Calendario del protocolo de MWM. 1 hora después de administrar la dosis correspondiente (D8-
D11), los animales tuvieron 4 entrenamientos (E1-E4). Cada entrenamiento tuvo 4 ensayos (e1-e4), cada uno 
de una duración de 60 segundos en una de las 4 posiciones. 4 días después del E4 y 1 hora después de la D16, 
se realizó la MLP, la cual duró 60 segundos. 
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tiñeron con violeta de cresilo para detectar el sitio de lesión en ratones sometidos a cirugía 
de canulación. 
 
El efecto del tratamiento de levodopa sobre la acumulación del βA se evaluó  por medio de 
un análisis semi-cuantitativo de la señal positiva al βA, la cual fue detectada empleando las 
técnicas de inmunofluorescencia e inumnohistoquímica de diaminobencidina (DAB). Ambas 
técnicas funcionan con el mismo principio, en el cual es posible detectar una estructura 
específica (antígeno) de una célula o tejido por medio de un anticuerpo que la reconoce de 
forma específica. Una vez que el anticuerpo se ha unido a su antígeno, se pueden emplear 
varios métodos para hacer visible esta interacción, como es el uso de fluoróforos o 
reacciones químicas, para hacer posible su análisis. Ambas técnicas de inmunohistoquímica 
se realizaron en flotación en placas de plástico de 24 pozos. En todos los casos, se trataron 
2 cortes por pozo y cada corte perteneciendo a un ratón de distinto grupo de tratamiento 
que el otro. Los cortes fueron elegidos acorde a una distancia de Bregma aproximada que 
concordara con las regiones de interés: para CI y corteza motora fue próximo a Bregma 
1.145 mm;  para el hipocampo y la amígdala se eligieron próximos a Bregma -2.055 mm. El 
anticuerpo utilizado para detectar el βA en tejido fue el 6E10 (Covance, Princeton, 
E.E.U.U.), siendo reactivo a los residuos 1-16 de amino ácidos del βA. El epítope14 se 
encuentra entre los aminoácidos 3-8 del péptido βA (siendo la secuencia de aminoácidos 
EFRHDS). 

Inmunofluorescencia 
El protocolo de inmunofluorescencia se realizó con lavados de solución amortiguadora TBS 
0.1 M, TBST (Trizma base 0.1 M y Tritón al 0.1%), y solución de bloqueo [BSA (albúmina 
bovina sérica) al 5% + TBST]. Para la detección de βA se expusieron epítopes del tejido 
con ácido fórmico al 88% durante 5 minutos. El anticuerpo primario anti-βA 6E10 (1:500; 
Covance; Princeton, E.E.U.U.) fue incubado en solución bloqueo durante 20 horas a 4°C en 
agitación. Al finalizar la incubación, el anticuerpo secundario anti-ratón acoplado al 
fluoróforo FITC (1:250; GeneTex; Irvine, E.E.U.U.) fue utilizado para reconocer la 
presencia del anticuerpo primario y revelar la presencia de βA. Al finalizar el protocolo, las 
secciones tratadas fueron montadas en laminillas silanizadas con medio de montaje para 
fluorescencia (Dako; Carpinteria, E.E.U.U.). 

Inmunohistoquímica de DAB 
En las inmunohistoquímicas de DAB se utilizó TBS 0.1 M, TBST, y solución de bloqueo para 
hacer los lavados. La inactivación de peroxidasas endógenas se realizó con peróxido de 
dihidrógeno al 0.6% y la exposición de epítopes se hizo con ácido fórmico al 70% durante 5 
minutos. El anticuerpo primario anti-βA 6E10 (1:500; Covance, Princeton, E.E.U.U.) fue 

																																																								
14 Epítope: porción o secuencia de una macromolécula que es reconocida por un anticuerpo. 
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incubado en solución bloqueo durante 20 horas a 4°C en agitación. Después de la 
incubación, se hicieron lavados con TBS para añadir el anticuerpo secundario biotilinado 
anti-ratón (1:250; Vector; Burlingame, E.E.U.U.).  1 hora después el anticuerpo secundario 
se incubó con avidina y peroxidasa con el ABC Kit (Vector; Burlingame, E.E.U.U.) para la 
formación del complejo biotina-avidina-peroxidasa. Al final se añadió DAB (3,3',4,4'-
Bifeniltetramina; Sigma Aldrich; St. Louis, E.E.U.U.), que reaccionó con la peroxidasa para 
revelar βA. Al terminar el  protocolo las secciones tratadas fueron montadas en laminillas 
tratadas con gelatina y resina de montaje Permount (Fisher Scientific; Waltham, E.E.U.U.). 

Procesamiento de imágenes 
Para llevar a cabo la cuantificación, se tomaron microfotografías del tejido tratado con 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia en las regiones de CI, hipocampo, amígdala, y 
corteza motora en ambos hemisferios del cerebro. Dependiendo de su extensión, se 
tomaron un número aproximado de microfotografías por cada región para posteriormente 
ser reconstruidas en una imagen de mayor tamaño y abarcando la región completa. Para 
considerar a un ratón en la cuantificación, tenía que tener mínimo 2 repeticiones por cada 
región. En el caso de los cortes tratados con inmunofluorescencia, se tomaron 
microfotografías con un microscopio confocal de fluorescencia (Olympus; Tokio, Japón) 
con filtros para el fluoróforo FITC, a un aumento de 30x y una apertura confocal de 2.5x.  
Para los cortes tratados con DAB, se tomaron microfotografías con un microscopio óptico 
(Zeiss; Jena, Alemania) con una cámara montada  a un aumento de 20x.  
 
Las imágenes obtenidas por ambos microscopios fueron procesadas con el software Fiji 
(Schindelin et al., 2012). Las regiones de interés fueron reconstruidas en mosaicos y 
recortadas para permitir el análisis de un área homogénea y que resultara comparable entre 
distintos sujetos El área elegida para cada región fue: 1800x940 μm para CI, 1300x1300 
μm  para corteza motora, y 700x900 μm para amígdala. Para hipocampo, el análisis se 
dividió en 2 subregiones: 2300x700 μm para la región de CA1 y 900x600 μm  para CA3 
700x700 μm. Una vez recortadas, se realizó un conteo de partículas positivas a señal del βA 
utilizando Analyze Particles, software complemento de Fiji. Esto se llevó a  cabo generando 
imágenes que son máscaras en blanco y negro de las regiones de interés, en las cuales se 
registran las áreas oscuras de la imagen que corresponden a señal inmunoreactiva positiva 
a βA. Esta señal es cuantificable en forma de partículas y su consideración como señal 
positiva o negativa depende de su valor umbral gráfico (threshold), valor de circularidad, y 
tamaño de la partícula. Para todas las fotografías, se fijaron los mismos parámetros de 
análisis de acuerdo a la región de interés.  
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Genotipificación 
Para verificar que los sujetos utilizados en el experimento fueran transgénicos, se realizó 
una genotipificación por medio de PCR15 . Las colas obtenidas de los ratones fueron 
maceradas con solución de lisis Alcalina (250 µL de NaOH 10N + 40 µL EDTA 0.5 M + 100 
mL de H2O) y se incubaron 1 hora a 95°C. Después se añadió solución de neutralización [4 
mL de Tris HCl 40mM +  100 de H2O]  y se centrifugaron las muestras (4°C a 12500 rpm 
por 2 min). A las muestras se les añadió la mezcla de primers  con los reactivos 
correspondientes (Coral Load + dNTPs + Taq Pol + H2O) y se colocaron en el 
termociclador de PCR para su procesamiento. La secuencia de los primers16 utilizados se 
muestra en la Tabla 4.1. Posteriormente, a las muestras resultantes del PCR se les añadió la 
solución de digestión [solución amortiguadora  NEB 10x + BSTII (enzima de restricción) + 
H2O] durante 2 h a 37°C. 
	
Elemento de DNA Gen que identifica Secuencia del primer 

5TAU REV Tau humana 5’ TCCAAAGTTCACCTGATAGT 3’ 

APPInternal 5’ APP humano 5’ GCTTGCACCAGTTCTGGATGG 3’ 

Thy 12.4 Elemento regulatorio Thy 1.2 5’ GAGGTATTCAGTCATGTGCT 3’ 

PS1k 13 Presenilina mutada 5’ CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC 3’ 

PS1k 15 Presenilina mutada 5’ AGGCAGGAAGATCACGTGTTCCAAGTAC 3’ 

Tabla 4.1 Secuencia de los primers para PCR. 

 
Los productos de la digestión fueron identificados por medio de electroforesis en un gel de 
agarosa. Se cargaron 10 µL de cada muestra por carril de gel y fueron corridas en solución 
amortiguadora TBE 0.5 M a 45 V durante 1 hora. El gel fue teñido con bromuro de etidio 
para marcar los sitios de presencia de DNA. Los genes APP y MAPT fueron observados en el 
gel en los pesos moleculares de 500 y 350 y PS1 300 y 250. 

4.8 Análisis estadístico 
En el protocolo de ORM y OLM, se utilizaron pruebas t de student para comparar los IE e 
IE2 en las fases de ADQ y MLP y ADQ2 y MLP2. En la fase de ADQ e ADQ2, los animales 
que tuvieron un índice igual a 0 o 1 para alguno de los objetos fueron excluidos (ADQ, 
n=1; ADQ2, n=0), considerando que se requiere la exploración de ambos objetos para 
posteriormente poder hacer distinción de la novedad/familiaridad. Los ratones que tuvieron 
un IE o IE2 mayor a 0.7 en la fase de ADQ/ADQ2 fueron excluidos (ADQ, n=2; ADQ2, 
n=1), ya que presentan preferencia por un objeto idéntico a otro y es un fenómeno 
																																																								
15 PCR significa reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). Esta es una técnica de biología molecular 

cuyo objetivo es obtener un gran número de copias de un fragmento de DNA específico, por medio de un primer y una 
enzima que lo multiplica. La gran cantidad de copias facilita la identificación del fragmento de DNA deseado. 

16 Primer (cebador): hebra corta de ácidos nucleicos que sirve como punto de partida para la síntesis de DNA. 
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estadísticamente fuera de la media. Los resultados son presentados en gráficas de barras. 
Para el análisis de los tiempos totales de exploración (TTE) en la fase de ADQ/ADQ2 y 
MLP/MLP2, se utilizó la prueba de ANOVA de 1 vía con prueba post hoc Bonferroni. 
 
Los cambios de liberación de dopamina, norepinefrina y GABA durante la fase de ADQ 
medidos durante el protocolo de ORM (F1 a F5), fueron analizados con ANOVAs de un 
factor con cinco niveles de medidas repetidas y análisis post-hoc para múltiples 
comparaciones Fisher Least Significant Difference (LSD). Los resultados están presentados en 
una gráfica lineal y se expresan en porcentaje de liberación basal.  
 
Para el análisis de la prueba de MWM, se realizó una ANOVA de 2 vías con medidas 
repetidas para analizar la relación entre el tratamiento (Levodopa o vehículo) y la latencia 
para llegar a la plataforma (s) durante los días de entrenamiento, con prueba post hoc 
Bonferroni. Este análisis se hizo con el promedio de ensayos por día (por entrenamiento) y 
está representado en gráficas lineales. Los análisis del número de cruces, la latencia a 
plataforma en la prueba de MLP, el tiempo en cuadrante de plataforma, tiempo en 
cuadrante opuesto y velocidad de nado fueron analizados con pruebas t de student y están 
expresados en gráficas de barras. 
 
La cuantificación de la acumulación del βA fue analizada por pruebas t de student, donde 
los resultados están expresados en gráficas de barras y se compara el número de somas 
positivas a βA entre tratamientos en las regiones de CI, hipocampo (CA1 y CA3), amígdala 
y corteza motora. 
 
Todos los análisis estadísticos se hicieron con el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad; 
La Jolla, E.E.U.U.) y StatView (Abacus Corp.; California, E.E.U.U.), y la recolección de datos 
con MS Excel (Microsoft; Redmond; E.E.U.U.). 
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5 Resultados 

5.1 Efecto del tratamiento con levodopa en los niveles de 
dopamina en CI durante la prueba de ORM 

Para determinar si la administración de levodopa produce un incremento en los niveles de 
dopamina en CI durante la fase de ADQ del ORM, se analizó la concentración extracelular 
de dopamina en las muestras de microdiálisis mediante EC-FIL. Observamos un incremento 
significativo en el porcentaje de liberación de dopamina durante la exploración de los 
objetos, en el grupo tratado con levodopa (n=4) respecto al grupo vehículo (n=4) 
(F(1,4)=6.575 *p=0.0167) (Figura 5.1).  
	
Al realizar un análisis post-hoc con la prueba Fisher Least Significant Difference (LSD), se 
reveló que el porcentaje de liberación de dopamina en los animales tratados con levodopa 
incrementa de manera significativa durante la fracción que corresponde a la exploración 
durante la fase de ADQ respecto a la línea base (F3-F4, *p=0.0140) y a la fracción 
posterior (F4-F5, *p=0.030). Estos resultados indican que la administración de levodopa 
restaura la liberación de dopamina en CI de los ratones 3xTg-AD durante la ADQ del ORM.  
	
El análisis de la liberación de los neurotransmisores norepinefrina (NE) (F(1,4)=1.160, 
p=0.2922) y GABA (F(1,4)=0.625, p=0.4371) mostró que la concentración extracelular de 
dichos neurotransmisores no cambia durante la fase de adquisición del ORM. 
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5.2 Efecto del tratamiento con levodopa sobre la memoria de 
reconocimiento en el modelo 3xTg-AD 

El efecto del tratamiento de levodopa sobre la memoria de reconocimiento de los ratones 
fue evaluado a través del protocolo de ORM. Se midieron los tiempos de exploración de los 
sujetos y se obtuvieron los IE para la fase de ADQ y la fase de MLP. En la fase de ADQ, 
encontramos que los ratones de ambos tratamientos [(levodopa (LD); vehículo (Veh)] 
exploraron los objetos idénticos de manera similar y no hubo diferencia significativa entre 
el IE de éstos (nVeh=11, p= 0.4369; nLD=16, p=0.6523). Los índices obtenidos indican que 
los ratones no mostraron preferencia por alguno de los objetos. En la MLP, se encontró que 
el grupo tratado con levodopa pudo distinguir al objeto familiar del objeto novedoso, 
contrario al grupo vehículo, que exploró ambos objetos por igual e indica no hubo 
detección de un objeto novedoso (nVeh=11, p= 0.6176; nLD=16, ***p=<0.0001). Los datos 
obtenidos confirman que los ratones 3xTg-AD de 11 y 12 meses presentan un déficit en la 
memoria de reconocimiento que puede ser restaurado con la administración de levodopa 
(Figura 5.2). 

	
	 	
 
Figura 5.1 La administración de levodopa incrementa los niveles de dopamina. Gráficas que 
expresan el respectivo porcentaje de liberación de dopamina (DA), norepinefrina (NE), y GABA en 
cada fracción de microdiálisis (F1-F5). La F4 corresponde al tiempo en que el animal está en la fase de 
adquisición de la tarea de ORM. Los animales tratados presentan un incremente significativo de 
liberación de dopamina respecto al grupo vehículo (*p=0.0167). 
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Los tiempos totales de exploración (TTE) fueron analizados para saber si había alguna 
diferencia en el tiempo de exploración entre los tratamientos. Los resultados indicaron los 
sujetos tratados con levodopa tuvieron variaciones significativas en el TTE entre la ADQ y 
MLP (F(15,15) =6.502, p= 0.0008). Al realizar una prueba U de Mann-Whitney no se halló 
una interacción significativa entre las variables (nLD=7, p=0.1935). En el grupo vehículo no 
hubo diferencias significativas entre el TTE de la fase de adquisición y memoria de largo 
plazo (nVeh=11, p= 0.1091; nLD=16, p=0.1190), así como no se encontraron diferencias en 
el tiempo al comparar las fases entre tratamientos (ADQ, p=0.5333; MLP, p=0.8002) 
(Figura 5.2)., lo que indica que la levodopa no produce un cambio en el comportamiento 
de los animales respecto al tiempo de exploración de los objetos.  
	

	
 
Estos resultados comprueban que el tratamiento sub-agudo con levodopa mejora el 
desempeño de los ratones 3xTg-AD en una tarea de memoria de reconocimiento, lo que 
quiere decir que la restauración de la actividad dopaminérgica por medio de este fármaco 
tiene efectos observables a nivel conductual y de relevancia cognitiva. 

A 		B 	
 
Figura 5.2 La administración de levodopa mejora la memoria del reconocimiento de objetos (ORM). A: 
Índice de exploración (IE) durante la fase de adquisición (ADQ) y memoria de largo plazo. En la ADQ, los 
animales exploraron 2 objetos idénticos (O1 y O2) durante un tiempo similar. Durante la prueba de MLP, los 
ratones tratados con levodopa (n=16) distinguieron el objeto novedoso (ON) del objeto familiar (OF) 
(***p=<0.0001), a diferencia de los animales no tratados (Veh; n=11). En la gráfica, cada barra representa el 
IE de cada objeto, y la línea punteada representa la media hipotética. Los datos se presentan en promedio ± 
error estándar. B: Gráfica de Tiempo total de exploración (TTE) expresado en centésimas de segundo (cs) de 
ambos grupos en las fases de ADQ y MLP.  
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5.3 Efecto del tratamiento con levodopa en la ejecución 
conductual de la memoria espacial en el ratón 3xTg-AD 

Memoria de ubicación de objetos (OLM) 
La primera prueba conductual para evaluar si la administración de levodopa producía 
cambios en la ejecución de la memoria espacial fue OLM. Los tiempos de exploración de los 
ratones fueron registrados para obtener el IE2 para la fases de ADQ2 y MLP2. En primera 
fase se encontró que los animales de ambos tratamientos exploraron los objetos durante 
tiempos similares y no se halló diferencia significativa entre el IE2 de éstos (nVeh=7, p= 
0.3796; nLD=7, p=0.4134), lo cual indica que no hubo preferencia por alguno de los 
objetos. En la MLP2, se observó que ambos grupos exploraron el objeto en la ubicación 
familiar y el objeto en la ubicación novedosa por igual, (nVeh=7, p= 0.7539; nLD=7, 
p=0.7722) (Figura 5.3). 
	
	

	
	
Para conocer si había diferencia entre el tiempo de exploración entre tratamientos, se 
realizó un análisis adicional de los tiempos totales de exploración (TTE) tanto para la fase 
de ADQ2 como MLP2 del protocolo conductual. Los resultados arrojaron que los animales 

 
 
Figura 5.3 El tratamiento con levodopa no modifica la memoria de ubicación de objetos (OLM). 
A: Índice de exploración (IE2) durante la fase de adquisición (ADQ2) y memoria de largo plazo 
(MLP2). En la ADQ2, los animales exploraron en tiempo similar  los mismos objetos (O1 y O2) 
presentados en la fase de MLP de ORM. Durante la prueba de MLP2, se encontró que ninguno de los 
grupos (Levodopa, n=7; Veh, n=7) exploró por más tiempo alguno de los  objetos. En la gráfica, cada 
barra representa el IE2 de cada objeto, y la línea punteada representa la media hipotética. Los datos se 
presentan en promedio ± error estándar. B: Gráfica de tiempo total de exploración (TTE) expresado 
en centésimas de segundo (cs) de ambos grupos en las fases de ADQ2 y MLP2. Los animales tratados 
con levodopa mostraron un incremento significativo en el tiempo de exploración en la fase de MLP2 
(*p=0.0175) respecto a la fase de ADQ2. 
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tratados con levodopa presentaron variaciones significativas en el TTE entre la ADQ2 y 
MLP2 (F(6,6)=5.968, p= 0.0471). Se realizó una prueba U de Mann-Whitney y se encontró 
una diferencia significativa entre las variables (nLD=7 *p=0.0175). El grupo vehículo no 
tuvo diferencias en la exploración (nVeh=7, p=0.2531), y no se encontraron diferencias en 
TTE al comparar las fases entre tratamientos (Figura 5.3). Los resultados sugieres que el 
tratamiento sub-agudo con levodopa no produce una mejora significativa en el IE2 durante 
la tarea de OLM en los ratones 3xTg-AD, pero los ratones tratados con levodopa 
incrementan su exploración durante la fase de MLP de la prueba de OLM. 
	

Laberinto acuático de Morris (MWM) 
Para determinar el efecto del tratamiento en esta tarea de memoria espacial, se midió el 
tiempo que le tomó a cada sujeto en llegar a la plataforma en cada ensayo y se realizó un 
promedio de todos los ensayos por cada día de entrenamiento. Los resultados obtenidos 
indican que el tratamiento con levodopa no mejora el aprendizaje y ejecución de la tarea 
conductual, al no existir una diferencia significativa entre tratamientos (nVeh=10, nLD=11) 
en el tiempo medido de latencia a la plataforma (F(1,19)=2.39, p=0.1387). Ambos grupos 
mostraron una curva de aprendizaje similar, en la cual se observa una tendencia que con el 
transcurso de los ensayos y días de entrenamiento, hay una disminución significativa del 
tiempo requerido para llegar a la plataforma (F(3,57)=21.33, p=<0.0001) (Figura 5.4). 
Después de los 4 días de entrenamiento, se realizó la prueba de MLP. Los animales que no 
disminuyeron el tiempo de latencia a la plataforma en los días de entrenamiento fueron 
excluidos (n=1). Dos animales (n=2) con tratamiento vehículo murieron antes de la 
realización de la prueba de MLP, por lo que sus datos también fueron excluidos. 
	
	

 
 

	 	
 
Figura 5.4 El tratamiento con levodopa no tiene efecto en el aprendizaje del MWM. Latencia a 
plataforma(s) en relación a entrenamientos. Los animales fueron entrenados para nadar a la plataforma 
sumergida en 4 entrenamientos (E1-E4). Cada entrenamiento representa un día y es el promedio de 4 
ensayos. 



RESULTADOS 

 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LEVODOPA EN LA EJECUCIÓN CONDUCTUAL DE LA MEMORIA ESPACIAL EN EL RATÓN 3XTG-AD 47	

La prueba de MLP evaluó si los sujetos recordaban la localización de la plataforma. Para 
ello, la plataforma se removió durante toda la sesión, consistiendo de un nado libre que 
tuvo una duración de 60 segundos para cada sujeto (Figura 5.6). Durante ese tiempo, se 
midieron 4 parámetros que ayudaron a comparar el nivel de retención de memoria 
espacial: latencia inicial para llegar a la plataforma (s), número de cruces sobre la 
plataforma (n), tiempo en el cuadrante virtual opuesto a la plataforma (s), y tiempo nado 
en el cuadrante de la plataforma (s). Estos parámetros fueron comparados entre los grupos 
vehículo y con tratamiento con levodopa (Figura 5.5). Al realizar el conteo del  número de 
cruces sobre el perímetro de la plataforma, se encontró que no hubo diferencias entre 
tratamientos (nVeh=10, nLD=11; p=0.4670).  El tiempo de latencia a la plataforma fue 
comparado entre los grupos y no se observaron diferencias significativas (p=0.1057). Tanto 
en tiempo de nado en el cuadrante de ubicación de la plataforma (p=0.6162), como en el 
tiempo de nado en cuadrante opuesto a la plataforma (p=0.4347), no se observó que los 
sujetos tratados con levodopa mejoraran su desempeño respecto al grupo vehículo. El 
tratamiento con el fármaco tampoco tiene influencia en la velocidad de nado, ya que no se 
encontró distinta entre los grupos (p=0.3188). Los resultados observados muestran que el 
tratamiento sub-agudo con levodopa no produce una mejora significativa en la ejecución de 
la tarea de MWM. 
	

	
	

 

 
	
Figura 5.5 El tratamiento con levodopa no tiene efecto en la prueba de MLP del MWM (gráficas A-E). 
A: Número de cruces sobre la plataforma en la prueba de MLP. B: Latencia a plataforma en MLP. C: Tiempo 
de nado en cuadrante correspondiente a la ubicación de la plataforma. D: Tiempo de nado en cuadrante 
opuesto a plataforma. E: Velocidad media. La gráfica muestra el promedio de la velocidad de toda la 
trayectoria de nado durante la MLP. 
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5.4 Efecto del tratamiento con levodopa sobre la acumulación 
del βA 

El análisis histológico permitió evaluar si la administración de levodopa disminuía la 
acumulación del  βA en el cerebro de  los animales en las regiones CA1 y CA3 de 
hipocampo, CI, corteza motora, y amígdala. Las regiones de interés fueron elegidas por su 
relevancia en procesos de memoria, incluyendo la memoria de reconocimiento y memoria 
espacial. De acuerdo a cada región, las secciones de cerebro de los ratones se acotaron 
acorde a una distancia de bregma aproximada y fueron tratados con inmunofluorescencia e 
inmunohistoquímica de DAB para la detección del βA.  
 
Las microfotografías tomadas del tejido tratado con inmunofluorescencia demostraron la 
presencia del βA en ambos grupos experimentales y en todas las regiones analizadas 
(Figura 5.7). Tanto en las inmunofluorescencias como en las inmunohistoquímicas de DAB, 
la detección del βA fue casi exclusivamente βA intraneuronal, no habiendo una detección 
notoria de placas seniles por el anticuerpo utilizado.  
 
Para determinar si existían diferencias en la acumulación del βA entre tratamientos, se 
procesaron las imágenes de máscara de las fotografías del tejido tratado con 
inmunohistoquímica de DAB y se cuantificaron el número de somas inmunoreactivos a 
señal del βA. Dependiendo de su extensión, se tomaron un número aproximado de 
microfotografías por cada región (12 para la corteza, 12 para el hipocampo y 4 para la 
amígdala) y por cada hemisferio, y fueron reconstruidas en una imagen de mayor tamaño y 
abarcando la región completa. Los ratones que no obtuvieron el mínimo de 2 
reconstrucciones y repeticiones por región, fueron excluidos de la cuantificación. Los 
resultados mostraron que en la región de CI hay una disminución significativa en la 
acumulación del βA en los ratones tratados con levodopa respecto a los vehículo (nVeh=8, 
nLD=8; ***p=0.0008), y en CA1 se observa una tendencia similar al presentar una 
diferencia significativa de presencia del βA entre tratamientos (nVeh=8, nLD=8; *p=0.0493). 
En las regiones de corteza motora (nVeh=8, nLD=9; p=0.2071), CA3 (nVeh=8, nLD=8; 

 
 
Figura 5.6. Ejemplo de la trayectoria que realizó un ratón en la 
prueba de MLP detectada por el software Fiji. 
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p=0.1888), y amígdala (nVeh=7, nLD=7; p=0.7432) no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos. Las imágenes y gráficas del análisis están representados en la 
Figura 5.8. Aunque no tiene un efecto global, estos datos demuestran que el tratamiento 
sub-agudo con levodopa disminuye la acumulación del βA intraneuronal. 
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Figura 5.7 Acumulación de βA en los ratones 3xTgAD. A: Las regiones elegidas para el análisis de la 
acumulación de βA son corteza insular (CI), corteza motora (CtxM), CA1 y CA3 en hipocampo, y amígdala 
(AMY). Modificado de Hong Wei para el Allen Institute (2008). B: Inmunofluorescencias representativas de βA 
de los grupos vehículo (VEH) y levodopa (LD) de cada región. La barra de escala en cada imagen representa 
100 µm. 
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Figura 5.8 El tratamiento con levodopa disminuye la acumulación de βA en CI e hipocampo. A: 
Microfotografías representativas de la inmunohistoquímica con DAB en las regiones de CI, CtxM, CA1, CA3 y 
AMY de los grupos vehículo (VEH) y levodopa (LD). La barra de escala en cada imagen representa 100 µm. B: 
Máscaras resultantes de la cuantificación de partículas positivas a βA en las microfotografías. C: El análisis 
estadístico de los resultados de la cuantificación mostró una disminución significativa en la acumulación de βA 
en los sujetos tratados con levodopa (LD), en las regiones de CI (***p=0.0008) y CA1 (*p=0.0493) respecto al 
grupo vehículo. 
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6 Discusión 

6.1 Efecto de la administración levodopa sobre los niveles de 
dopamina y la memoria de reconocimiento  

Con base en los resultados obtenidos de liberación de dopamina durante el protocolo de 
ORM, la administración de levodopa restaura la liberación de este neurotransmisor en la CI 
durante la fase de adquisición de la tarea de ORM. Este hallazgo va de acuerdo a lo 
reportado por Guzmán y colaboradores (2012), quienes encuentran que un tratamiento 
agudo con un inhibidor de recaptura de dopamina, restaura la liberación de dopamina en la 
CI durante el ORM y mejora la memoria a largo plazo. En este caso el tratamiento con 
levodopa con la dosis administrada está incrementando la síntesis de dopamina a un nivel 
fisiológicamente relevante. La CI es una región sensible a la dopamina, ya que tiene una 
alta densidad de fibras dopaminérgicas que principalmente surgen de VTA y substancia 
nigra (SNPc) (Ohara et al., 2003). Aunque el incremento sólo fue observado en la región de 
la CI, la administración diaria vía i.p. estaría produciendo un incremento de los niveles de 
dopamina en un nivel sistémico (Bredberg et al., 1994).  
 
El déficit en los niveles basales de dopamina encontrados en espacio extracelular de la CI 
del ratón 3xTg-AD viejo, conlleva a que a pesar que las neuronas dopaminérgicas reciben 
un estímulo, no responderían a este óptimamente. Esto estaría ocurriendo al carecer una 
concentración de neurotransmisor necesaria para provocar la activación de los receptores 
dopaminérgicos en las neuronas post sinápticas, e inducir la respuesta requerida para la 
ejecución de tareas cognitivas y el establecimiento de trazos de memoria. En este trabajo, la 
levodopa podría estar aminorando las deficiencias de dopamina en el ratón 3xTg-AD a 
través de la restitución de dopamina almacenada en las neuronas presinápticas. La 
levodopa, a diferencia de agonistas dopaminérgicos, produce liberación fásica de 
dopamina, la cual abre una ventana de estimulación dopaminérgica mayor y permite la 
liberación de dopamina en diferentes fases de los procesos de memoria, como es la 
adquisición de una tarea de memoria y su consolidación a largo plazo. Este tipo de 
liberación ha demostrado ser crucial para un aprendizaje efectivo (Breitenstein et al., 2006; 
Fiorillo, 2004). Cabe añadir que la levodopa permite llevar a cabo un tratamiento a largo 
plazo que restituya los niveles de dopamina constantemente, los que se encuentran 
alterados en el envejecimiento y en la EA. Lo reportado en este trabajo indica que el 
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tratamiento sub-agudo con levodopa es efectivo restaurar la liberación de dopamina en el 
ratón 3xTg-AD, lo cual tiene relevancia terapéutica para la EA en niveles fisiológicos y 
cognitivos. 
 
Los animales 3xTg-AD tratados con levodopa mejoraron su desempeño en la prueba de 
ORM respecto a los animales vehículo. En trabajos anteriores ya ha sido reportada la 
activación de receptores dopaminérgicos como un evento necesario para la formación de la 
memoria de reconocimiento a largo plazo en las cortezas prefrontal y perirrinal en ratas 
(Balderas et al., 2013; de Lima et al., 2011) y en ratones (Nagai et al., 2007). Al 
administrar el antagonista dopaminérgico SCH23390 en la corteza perirrinal en ratas, se 
inhibe la actividad del receptor D1 y se altera la formación de memoria de largo plazo 
(Balderas et al., 2013). Esto quiere decir que el incremento de niveles de dopamina 
inducido por la administración sub-aguda de levodopa, podría estar incrementando la 
probabilidad de la activación de receptores sensibles a la dopamina, resultando en una 
mejora cognitiva. 
 
La activación de los receptores de dopamina estaría ocurriendo en la corteza prefrontal, la 
corteza perirrinal, y en la CI, que fue la región monitoreada en este trabajo. Varios trabajos 
de nuestro laboratorio han demostrado la relevancia que tiene la CI en la memoria de 
reconocimiento, ya que su bloqueo farmacológico impide la correcta ejecución de tareas 
asociadas a este tipo de memoria (Balderas et al., 2008; Bermudez-Rattoni et al., 2005). 
También se ha mostrado que el incremento de los niveles de dopamina en esta región 
ocurre durante la presentación de un estímulo novedoso, y además es requerido para la 
formación de memoria a largo plazo (Guzmán-Ramos et al., 2010, 2012). En el caso de este 
trabajo, la presentación de un estímulo novedoso corresponde a la fase de adquisición del 
protocolo de ORM, en la cual se demostró que los animales tratados mostraron liberación 
de dopamina en la CI en respuesta a la exploración de los objetos novedosos. Por lo tanto, 
la restauración de los niveles de dopamina sobre su nivel basal en la CI de los ratones 3xTg-
AD se atribuye al tratamiento con levodopa. Este tratamiento también estaría teniendo 
efecto en la consolidación de esta memoria, lo cual se reflejó en la prueba de MLP, donde 
los animales tratados fueron capaces de distinguir un estímulo familiar de uno novedoso a 
diferencia del grupo vehículo.  
  
La pérdida de memoria en etapas tempranas de la EA se atribuye a una disfunción sináptica 
y no a la muerte neuronal, siendo el βA soluble el factor patogénico que ha demostrado 
alterar rápidamente la plasticidad sináptica en estudios in vivo e in vitro, inhibiendo la LTP 
(Lambert et al., 2001; Townsend et al., 2006; Walsh et al., 2002) y facilitando la LTD 
(Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2008; Wang et al., 2004). Gao y colaboradores (2006) 
sugirieron que la liberación alterada de dopamina podría producir un tráfico anormal de 
receptores AMPA y desregular mecanismos de plasticidad, lo cual apoya la relevancia de un 
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enfoque dopaminérgico para el tratamiento de la EA. Un experimento ha mostrado que el 
cambio de LTD a LTP depende de los niveles de dopamina antes de la estimulación 
sináptica (Kolomiets et al., 2009), y se ha probado que el agonista dopaminérgico RTG 
restaura mecanismos de plasticidad cortical tipo LTP en pacientes con la EA (Koch et al., 
2014). La restauración de la expresión de LTP de la vía Bla-CI al administrar nomifensina 
en la CI del ratón 3xTg-AD demuestra que el incremento de niveles de dopamina tiene un 
alcance terapéutico con mucho potencial (Moreno-Castilla et al., 2016).  
 
Este trabajo confirma el requerimiento de liberación de dopamina en la CI para la detección 
de un estímulo novedoso. La restauración de la liberación de dopamina por medio del 
tratamiento con levodopa, fue suficiente para que los ratones viejos 3xTg-AD pudieran 
tener un buen desempeño en la prueba de MLP en la prueba de ORM.  

6.2 El tratamiento con levodopa en la memoria espacial  
En la prueba de OLM encontramos que los animales tratados con levodopa mostraron un 
incremento significativo en TTE en la fase de MLP2 respecto a la fase de ADQ2. El 
incremento en la exploración del contexto novedoso que mostraron los ratones tratados con 
levodopa, puede reflejar que los animales identificaron la nueva conformación espacial 
considerando que un incremento de exploración presume la detección una novedad 
contextual en roedores (Manns et al., 2009). Adicionalmente, se ha encontrado que ratones 
viejos con la mutación APPswe son capaces de formar memorias de objetos y del arreglo 
espacial de estos en un contexto, pero son incapaces de integrar esta información, 
condición que se atribuye a cambios en la conectividad entre la corteza entorrinal y el 
hipocampo (Good y Hale, 2007). Lo anterior podría explicar el que el ratón 3xTg-AD pueda 
reconocer un cambio en el espacio pero no integre cuál de los objetos fue el que cambió de 
ubicación, lo que se refleja como un incremento en el tiempo en el que exploran pero sin 
mejorar el  reconocimiento del objeto en la nueva ubicación.   
 
La principal explicación a por qué no se hallaron diferencias significativas en el desempeño 
cognitivo del MWM y en el IE2 del OLM, entre el grupo tratado con levodopa respecto al 
grupo vehículo, es la edad,  un factor importante y ya conocido en la ejecución de pruebas 
conductuales. En la prueba de MWM,  se ha demostrado que la edad produce un déficit 
progresivo en el desempeño de la tarea en ratas y ratones (Brandeis, et al., 1989; Gallagher 
et al., 1990). En ratones viejos (12 meses en adelante) se ha descrito que el LTP tardío en 
el hipocampo se encuentra alterado y correlaciona con un déficit en el desempeño de una 
prueba de memoria espacial. Aunado a esto, la progresión de la neuropatología tiene una 
fuerte correlación con el envejecimiento: conforme aumenta la edad, aumenta la presencia 
de marcadores neuropatológicos (Webster, et al., 2014). Ante esta situación, se esperaría 
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que  algunos tratamientos podrían no ser suficientes para aminorar algunos de los síntomas 
cognitivos observados en la EA si la enfermedad se encuentra en una etapa tardía.  
 
Actualmente se propone que el procesamiento de la memoria espacial en roedores depende 
principalmente de la actividad de los receptores NMDA (D’Hooge & Deyn, 2001). La 
dopamina participa como un modulador de la plasticidad sináptica hipocampal (Laeremans 
et al., 2015; R. G. Morris, et al., 1986). Se ha observado que la vulnerabilidad del 
hipocampo a la neuropatología es mayor a la de otras regiones, puesto que se ha 
encontrado que en el ratón 3xTg-AD, la función sináptica en el hipocampo se encuentra 
comprometida desde etapas tempranas, cuando aún sólo se puede detectar βA 
intraneuronal (Oddo et al., 2003). Esto se ha atribuido a que el hipocampo es más 
propenso a tener actividades excitatorias aberrantes glutamatérgicas y colinérgicas 
inducidas por la presencia de βA (Kamenetz et al., 2003; Palop et al., 2007). Estas 
alteraciones también existen a nivel dopaminérgico, donde en pacientes con la EA se ha 
encontrado que en el hipocampo el potencial de la unión a receptores D2 baja a un 30% 
(Kemppainen et al., 2003) y se asocia con problemas cognitivos y anormalidades 
conductuales en pacientes (Tanaka et al., 2003). Dado lo anterior, no resulta sorprendente 
observar que los procesos cognitivos dependientes del hipocampo, como la memoria 
espacial, sean los primeros en ser afectados.  
 
El efecto de la neuropatología en conjunto con el envejecimiento se ha observado 
claramente en el ratón 3xTg-AD y se refleja en su desempeño conductual. Se ha encontrado 
que los ratones de 9 meses de edad en adelante ya no se desempeñan igual que los 
controles silvestres y ya presentan un déficit en la ejecución de las tareas, incluyendo la 
prueba de ORM y MWM (Webster et al., 2014). De acuerdo a lo descrito por el grupo de 
Clinton (2007), el modelo 3xTg-AD presenta déficits en la tarea de MWM a los 4 meses, 
mucho antes que en la prueba de ORM, que los presenta hasta los 9 meses. En otro reporte, 
se encontró el déficit en la ejecución del MWM hasta los 6 meses (Giménez-Llort et al., 
2007). En la prueba de OLM se observa una situación similar, en la cual ya se ha 
confirmado que a los 12 meses de edad este modelo murino tiene un déficit en la ejecución 
de la tarea (Davis et al., 2013), lo que iría de acuerdo a lo que se encontró en este trabajo. 
En el reporte publicado por el grupo de Billings (2005) describen que los animales 3xTg-AD 
de 6 meses tenían dificultad en retener la memoria requerida para realizar la tarea de 
MWM y presentaron un déficit en la expresión de la LTP. Al remover el bA intraneuronal en 
el hipocampo de ratones 3xTg-AD de 4 meses por medio de inmunoterapia, fue posible 
revertir los déficits en la retención de la memoria espacial de la tarea de MWM. El trabajo 
previo demostró que la acumulación intraneuronal de bA produce un déficit cognitivo en el 
modelo triple transgénico, pero el que la recuperación de la ejecución de la tarea a través 
de inmunoterapia sólo se haya demostrado ratones jóvenes, deja la incógnita de si hubiera 
sido igual de efectivo en ratones viejos. En edades posteriores se han detectado alteraciones 
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más graves, incluyendo atrofia en el hipocampo, que podrían contribuir a peores problemas 
cognitivos, ya que los ratones 3xTg-AD de 18 meses son incapaces de siquiera adquirir la 
tarea de MWM (Giménez-Llort et al., 2007). 
 
Los resultados obtenidos en suma a los trabajos revisados, nos indican que el  tratamiento 
sub-agudo con levodopa a una dosis de 50 mg/kg no es suficiente para mejorar el 
desempeño del ratón 3xTg-AD de 11 y 12 meses en la prueba conductual de OLM y MWM. 
Este fenómeno se atribuye a que la memoria espacial es una función cognitiva dependiente 
de hipocampo, una región que es particularmente vulnerable a alterarse con el 
envejecimiento y con la progresiva acumulación de la neuropatología. 

6.3 El tratamiento con levodopa sobre la acumulación de bA en 
el ratón 3xTg-AD 

Los resultados del análisis histológico de los cerebros de los ratones 3xTg-AD sugiere que el 
tratamiento con levodopa disminuye la acumulación intraneuronal de bA en las regiones de 
la CI y CA1 en el hipocampo. La acumulación de bA es un evento temprano en la 
progresión de la neuropatología y precede la aparición de placas seniles extracelulares 
(LaFerla et al., 2007). 
 
La patología amiloide del ratón 3xTg-AD se distribuye en patrones y de forma diferencial en 
distintas regiones cerebrales, lo cual se atribuye a la interconectividad anatómica de 
proyecciones neuronales y el procesamiento de APP (Mastrangelo y Bowers, 2008). El 
anticuerpo utilizado para detectar el bA en este trabajo fue el 6E10, el cual reconoce el 
residuo 1-16 de este péptido. Este anticuerpo comienza a detectar la expresión de APP/bA 
desde los 3 meses de edad en la región más caudal del hipocampo, en neuronas de la capa 
II y III de la corteza entorrinal, y neuronas de la corteza motora primaria (Mastrangelo y 
Bowers, 2008). Esto coincide con lo que se observó en este trabajo, donde se observó la 
presencia del bA en estas mismas regiones en los ratones de 12 meses, así como una 
marcada señal en la amígdala basolateral.  
 
En este trabajo, la detección del bA por este anticuerpo ocurrió casi exclusivamente de 
forma intraneuronal, ya que el desarrollo de depósitos extracelulares en este modelo 
transgénico usualmente se hace aparente hasta la edad de 15 meses (Mastrangelo y 
Bowers, 2008). Aunque por la naturaleza del epítope detectado, el anticuerpo utilizado no 
hace una distinción entre la acumulación de APP sobre el bA, se ha confirmado que existe 
una acumulación de oligómeros libres de bA intraneuronal en el ratón 3xTg-AD (Wirths & 
Bayer, 2012). En modelos animales y celulares, se ha encontrado que el bA intraneuronal 
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se acumula en distintos compartimentos celulares, como es el sistema endosomal-lisosomal, 
el retículo endoplásmico y  la red trans-Golgi (Iwata et al., 2001; Wirths et al., 2002). 
 
Además de la presencia de bA intraneuronal en el ratón 3xTg-AD, algunos reportes la han 
hallado en pacientes con la EA y se ha propuesto que tiene un rol en desarrollo de la 
patología (Gyure et al., 2001; Hashimoto et al., 2010). La relevancia del  bA intraneuronal 
yace en que la oligomerización del bA tanto en el ratón triple transgénico como en los 
pacientes podría comenzar de manera intraneuronal (Oddo, Caccamo, Tran, et al., 2006). 
Se ha descrito que el bA producido inicialmente por neuronas se deposita en terminales 
neuronales y puede formar agregados de mayor orden (Cummings et al., 1992), y  
fenómenos similares se han observado en líneas celulares neuronales y otros modelos 
transgénicos (Kawarabayashi, 2004; Takahashi, 2004; Walsh et al., 2000). Esto significa 
que la presencia del bA intraneuronal detectada en el ratón 3xTg-AD puede implicar 
consecuencias similares a las del bA extracelular, y perjudicar la homeostasis neuronal, 
función sináptica, y contribuir en el desarrollo del déficit cognitivo observado en este 
modelo.  
 
Como ya se había mencionado anteriormente, Ono y colaboradores (2013)  reportaron que 
tanto la levodopa como la dopamina impiden la agregación y formación de oligómeros 
tóxicos al ser incubadas in vitro con el βA40 y βA42. El trabajo mencionado propuso una 
interacción directa molecular, consistiendo en una unión covalente y específica de estos 
compuestos con el βA libre. La característica constituyente que tienen la levodopa y la 
dopamina es el grupo catecol, el cual también se encuentra en otros compuestos 
polifenólicos que han probado tener efectos anti-oligoméricos sobre el βA (Hamaguchi et 
al., 2009), incluyendo a la antes mencionada apomorfina (Figura 6.1). Este podría ser el 
caso del tratamiento con levodopa, ya que existe la posibilidad de que la dopamina tenga 
un efecto directo sobre la acumulación del βA in vivo. 
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Bajo esta hipótesis, la administración de levodopa podría estar mitigando los síntomas y la 
patología βA a través de distintos blancos de tratamiento. La levodopa es internalizada en 
las neuronas dopaminérgicas por el transportador de aminoácidos tipo-L, y tras su 
descarboxilación a dopamina, es transferida a vesículas sinápticas por el transportador 
vesicular de monoaminas. Dentro de la vesícula permanece almacenada hasta su liberación 
al  espacio sináptico, momento en que la dopamina tiene la oportunidad de interactuar con 
el bA en el exterior de la célula y evitar su oligomerización. El equipo de Oddo (2006) ha 
propuesto que existe una relación dinámica entre el bA intraneuronal y extracelular, ya que 
la disminución de la acumulación de uno afecta la del otro y existe movimiento del bA 
dentro y fuera del compartimento celular. De esta manera, la disgregación del bA 
extracelular por la dopamina causaría una disminución en la bA intraneuronal al facilitar su 
limpieza. La activación de receptores dopaminérgicos también estaría produciendo un 
efecto terapéutico en las células nerviosas al reactivar los mecanismos necesarios para el 
procesamiento y mantenimiento de la memoria. El trabajo de Kalinin y colaboradores 
(2012) describió que en ratones transgénicos 5xFAD de 4.5 meses, la administración de L-
DOPS, precursor de la noradrenalina y poseedor de un grupo catecol, incrementó los 
niveles de mRNA de enzimas degradadoras de bA como la neprilisina y la enzima 
degradadora de insulina. También se observó un incremento en marcadores de crecimiento 
neuronal como la sinaptofisina, BDNF, NGF y DBH, un marcador catecolaminérgico. Este 
efecto se atribuye a propiedades anti-inflamatorias del fármaco, y existe la posibilidad que 
la administración de levodopa esté produciendo cambios similares en el ratón 3xTg-AD, 
ayudando a restaurar la homeostasis celular perdida por causa de la acumulación tóxica del 
bA y promoviendo su limpieza en el interior de la neurona (Figura 6.2). 
	
En nuestro trabajo encontramos una disminución significativa del βA intraneuronal en la 
CI. Desde el cuarto día del tratamiento con levodopa, se observó el incremento de los 

 
 
 
Figura 6.1 El grupo catecol constituye a las catecolaminas. El grupo 
catecol constituye a la dopamina y a la levodopa, entre otros 
compuestos. 
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niveles de dopamina y la mejora en la memoria de reconocimiento al quinto día, por lo que 
es poco probable que la recuperación cognitiva se deba a la disminución de la acumulación 
del βA por acción del tratamiento. Esto apoya la noción que  la aminoración visible del βA 
intraneuronal al día 16 de la administración en la CI, sería resultado de la actividad 
dopaminérgica sumada a la interacción directa de la dopamina con el βA.  
	

 
En el caso de lo reportado para la memoria espacial, las dosis de levodopa previas a la 
prueba conductual no tuvieron un efecto significativo en el IE2 del OLM y en el desempeño 
en la memoria del MWM. Sin embargo, el análisis histológico indicó que la presencia del βA 
en el hipocampo dorsal disminuyó significativamente en CA1 en los animales tratados con 
levodopa. CA1 es la región del hipocampo que muestra una actividad importante durante 
aprendizaje de tareas de memoria espacial (Laeremans et al., 2015), lo cual sugiere que la 
presencia y actividad moduladora de la dopamina en esta región tuvo un efecto en 
disminuir la acumulación del βA, pero no el suficiente para recuperar la función cognitiva. 
Es muy probable que la limpieza del βA observado en CA1 sea resultado de los efectos de la 
dopamina en disgregar el βA más que por la actividad dopaminérgica.  
 
El tratamiento con levodopa tuvo efectos muy contundentes en la región de la CI, 
recuperando la función cognitiva y disminuyendo la presencia de la neuropatología, a 
diferencia de su efecto en otras regiones como el hipocampo, donde se encontró un efecto 

 
	
Figura 6.2 Hipótesis del mecanismo terapéutico de la levodopa. A: En condiciones normales, las terminales 
de las neuronas dopaminérgicas liberan dopamina al espacio extracelular, la cual activa receptores y genera 
una respuesta postsináptica. B: En la EA, formas oligoméricas de bA alteran el espacio sináptico y disminuyen 
la transmisión dopaminérgica, repercutiendo en la función de circuitos cognitivos y la homeostasis neuronal. 
C: La administración de levodopa restaura los niveles de DA, recuperando la función sináptica e impidiendo la 
agregación de oligómeros de bA en el espacio extracelular y fomenta la limpieza del bA intraneuronal. 
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parcial, y en la amígdala y la corteza motora, en las que no se observaron diferencias. 
Aunque este trabajo propone que la levodopa tiene un efecto doble, donde por una parte 
produce estimulación dopaminérgica y por otra disminuye la neuropatología a través de la 
disgregación del bA, los resultados sugieren que el tratamiento con levodopa parece estar 
limitado a regiones donde la actividad dopaminérgica es predominante. Es probable que el 
fármaco esté teniendo efecto en múltiples regiones del cerebro, pero no con la misma 
eficacia ni significancia que la observada en un circuito dopaminérgico.  
 
Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento sub-agudo con levodopa disminuye la 
acumulación del βA intraneuronal a través de una interacción directa de dopamina con el 
βA que impide la agregación de este péptido a formas oligoméricas, las que pueden 
acumularse dentro de las células del ratón 3xTg-AD. Esta disminución fue notoria en 
regiones donde se ha reportado actividad dopaminérgica. 

6.4 Perspectivas 
Dado que la levodopa se administró diariamente desde el inicio al fin del protocolo 
experimental, se desconoce si el efecto terapéutico de este fármaco se pudo haber 
mantenido sin necesidad de una administración sub-aguda, ya que la neurodegeneración 
catecolaminérgica en el ratón 3xTg-AD es severa y la síntesis endógena de levodopa es 
insuficiente para que haya una función cognitiva adecuada y participe en la disminución en 
la acumulación del βA. Es posible que un tratamiento con levodopa más prolongado pueda 
inducir la regeneración de terminales catecolaminérgicas, como se ha observado con otros 
fármacos (Nakamura, 1990). Otra posibilidad es aplicar el mismo protocolo experimental a 
ratones 3xTg-AD más jóvenes, para observar los efectos del tratamiento en una etapa donde 
la acumulación y toxicidad de βA tiene menor impacto.  
 
Este protocolo experimental no permitió hacer una distinción de cuál de los posibles 
mecanismos de la levodopa podría estar teniendo un mayor efecto sobre la acumulación de 
la neuropatología, por lo que sería necesario experimentar con otros fármacos que tengan 
estas características disociadas y se facilite dilucidar el mecanismo terapéutico más efectivo. 
También resulta necesario analizar la molécula del βA con mayor profundidad para 
encontrar los mecanismos de interacción que tiene con moléculas o fármacos con potencial 
terapéutico.  
 
Para un tratamiento más completo para la EA, la administración de levodopa podría ser en 
conjunto con otros fármacos, como es la memantina, que se dirija a tratar múltiples 
sistemas de neurotransmisión. Sin embargo, otra razón de por qué resulta necesario 
experimentar con otros fármacos similares a la levodopa es el posible riesgo que tiene el 
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tratamiento a largo plazo. En otras enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad 
de Parkinson, se han observado efectos secundarios en pacientes, habiendo reportes de 
picos anormales de dopamina, discinesia, pérdida de despotenciación sináptica, así como 
síntomas neuropsiquiátricos (Calabresi et al., 2015). Al entender a fondo los mecanismos 
terapéuticos de la levodopa sobre al EA, será posible desarrollar otras alternativas o 
tratamientos que tengan los mismos beneficios sin el temor de la aparición de efectos 
secundarios. Existen otros compuestos polifenólicos que también tienen la capacidad de 
modular al sistema catecolaminérgico (Fernández-Fernández et al., 2015), lo cual abre la 
posibilidad del desarrollo de nuevos fármacos que a través de la estimulación 
dopaminérgica o por sus propiedades anti-oligoméricas de βA, permitan la existencia de 
mejores tratamientos para la EA. 
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7 Conclusiones 
 
Los resultados presentados en este trabajo cumplieron los objetivos planteados en un 
principio. Como se hipotetizó, la administración de levodopa incrementó la liberación 
dopamina en el ratón 3xTg-AD de 12 meses, el cual tiene la característica de tener un 
déficit en este neurotransmisor. El tratamiento con levodopa demostró ser efectivo para  
aumentar la disponibilidad fisiológica de dopamina en el CNS del ratón 3xTg-AD. Como 
resultado, observamos cambios conductuales e histológicos en respuesta al tratamiento sub-
agudo de una duración de 16 días.  
 
El protocolo conductual de ORM fue exitoso para evaluar la ejecución de la memoria de 
reconocimiento del ratón 3xTg-AD de 12 meses, en el que encontramos que el incremento 
de la liberación de dopamina a través de la administración de levodopa restauró la 
memoria de reconocimiento del ratón 3xTg-AD. Este trabajo confirmó que la liberación de 
dopamina en la CI es un fenómeno necesario para el procesamiento de la familiaridad de 
un estímulo en el ratón 3xTg-AD.  
 
Encontramos que en los ratones 3xTg-AD de 12 meses, el tratamiento con levodopa en el 
tiempo y dosis administrada no produjo una mejora significativa en el reconocimiento de la 
ubicación de objetos (OLM), pero mejora la identificación de un cambio contextual. Este 
tratamiento no modifica el desempeño en la ejecución del laberinto acuático de Morris 
(MWM). Este fenómeno se atribuye a que el envejecimiento y desarrollo de la 
neuropatología causan alteraciones importantes en el hipocampo que impiden el 
procesamiento adecuado de la memoria espacial. 
 
Los datos obtenidos en el análisis histológico mostraron que el tratamiento con levodopa 
disminuyó la acumulación del bA intraneuronal en la CI. Aunque no se encontró una 
mejora cognitiva en tareas asociadas a la actividad del hipocampo, se encontró una 
disminución de bA intraneuronal en CA1 del hipocampo. Los efectos observados se 
atribuyen a una interacción directa de la dopamina con el βA y a la estimulación de la 
actividad dopaminérgica,  que resulta en una disgregación del péptido acumulado en el 
espacio intraneuronal y extracelular. Este tratamiento es más efectivo en regiones donde se 
reporta actividad dopaminérgica. 
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El presente trabajo cumplió el objetivo de describir el efecto del tratamiento con levodopa 
sobre el desempeño cognitivo y la acumulación del βA en el modelo 3xTg-AD. Concluimos 
que el estudio de la actividad dopaminérgica en los procesos de aprendizaje y memoria, y 
su alteración en pacientes y en modelos para la enfermedad de Alzheimer, es una línea de 
investigación importante que no sólo amplía el conocimiento de esta enfermedad tan 
compleja, sino también permite el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos que mejoren 
la calidad de vida de millones de personas que padecen esta enfermedad. 
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