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RESUMEN 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia más común y está 

caracterizada por déficits cognitivos acompañados de deficiencias motoras. El control 

motor está relacionado con la ejecución del movimiento e involucra a las neuronas 

corticoespinales (CSp), las cuales se localizan en la capa V de la corteza 

sensoriomotora (SM) e inervan a la médula espinal. En este trabajo, investigamos 

posibles cambios en estas neuronas provocados por la EA asociados al 

comportamiento locomotor, usando el modelo de ratón 3xTg-AD. Los resultados en 

machos y hembras muestran que, en la prueba de campo abierto, las variables como la 

distancia total, el tiempo de reposo, el número de episodios de reposo, número de 

episodios verticales, tiempo de movimiento vertical y velocidad promedio en el grupo 

3xTg-AD fueron significativamente diferentes cuando son comparados con el grupo no 

transgénico (No-Tg). Además, los ratones 3xTg-AD mostraron cambios diferenciales por 

sexo en relación a sus respectivos grupos control (No-Tg). Las hembras 3xTg-AD 

tuvieron un mayor nivel de actividad y exploración que los machos 3xTg-AD, cuyo nivel 

fue menor. La caracterización morfométrica de las neuronas CSp fue diferente entre los 

grupos: los ratones machos 3xTg-AD mostraron mayor tamaño en el soma y núcleo en 

relación a las CSp de los machos No-Tg. Las neuronas CSp de las hembras 3xTg-AD 

tuvieron menor tamaño del soma y núcleo en relación a las hembras No-Tg. En general, 

estos hallazgos proveen una evidencia directa de que las alteraciones de la morfología 

celular se relacionan con el comportamiento locomotor en el modelo 3xTg-AD, y 

sugieren que las neuronas CSp juegan un papel en la disfunción motora durante la 

progresión de la enfermedad de Alzheimer. 

 

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, corteza sensoriomotora, neuronas 

corticoespinales, actividad locomotora, morfometría 
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ABSTRACT 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common type of dementia and is characterized by 

cognitive deficits accompanied with motor deficiencies. Motor control is related with the 

execution of movement and involves corticospinal neurons (CSp), which are located in 

layer V of the sensorimotor cortex (SM) and innervate the spinal cord. In this work, we 

investigated if possible changes in this neurons caused by AD and associated with 

locomotor behavior, in the 3xTg-AD mouse model. The results in 3xTg-AD males and 

females show that, in open field test, variables such as total distance, rest time, rest 

episode count, vertical episode count, vertical movement time and average velocity 

were significantly different when compared to the non-transgenic groups (No-Tg) 

groups. In addition, 3xTg-AD mice showed differential changes by sex in relation to their 

respective control groups (No-Tg). 3xTg-AD females showed a higher activity level and 

exploration than 3xTg-AD males, whose their level was lower. The morphometric 

characterization of CSp neurons was different between the groups: 3xTg-AD males 

showed larger size in the soma and nucleus in relation to the CSp of No-Tg males. The 

CSp neurons of 3xTg-AD females had smaller size of soma and nucleus in relation to 

the No-Tg females. In general, these findings provide a direct evidence that alterations 

in cell morphology are related to locomotor behavior in the 3xTg-AD model, and 

suggests that CSp neurons play a role in motor dysfunction during Alzheimer’s disease 

progression.  

 

Key words: Alzheimer’ disease, sensorimotor cortex, corticospinal neurons, 

locomotor activity, morphometry 
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1. Introducción 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia más común y está 

caracterizada por el deterioro de las funciones cognitivas en el ser humano 

(Organización Mundial de la Salud, OMS, 2015). Los cerebros con EA presentan dos 

tipos de lesiones: las placas amiloides constituidas por péptidos de beta amiloide (βA) y 

las marañas neurofibrilares conformadas por agregados de la proteína Tau 

anormalmente fosforilada (Iqbal et al., 2005). Aunque el péptido βA se asocia a la EA, 

tiene actividades no asociadas a la misma, como son la activación de cinasas, 

protección al estrés oxidativo, regulación del colesterol y actividad anti microbiana 

(Lahiri & Maloney, 2010). Por lo que solo las formas oligoméricas del péptido, y en 

especial el fragmento 42 (βA42) se identifica como tóxico debido a que, al aglomerarse 

en forma de placas seniles o amiloideas, pueden ser las causas del desarrollo de la 

demencia propia de la EA (De-Paula et al., 2012; Mazzitelli et al., 2016). Se ha 

considerado a la fosforilación anormal (hiperfosforilación) de la proteína Tau como uno 

de los factores de riesgo para el desarrollo de la EA debido a que ello deriva en la 

formación de las marañas neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés) características 

de la enfermedad (Mohandas et al., 2009). Estos marcadores neuropatológicos se 

replican en modelos experimentales como el ratón transgénico 3xTg-AD que contiene 

tres mutaciones en los genes de la Proteína Precursora del Amiloide (APPSwe), la 

Presenilina 1 (PSEN1M146V) y TauP301L (Oddo et al., 2003). Este modelo transgénico 

recapitula gran parte de los aspectos del desarrollo progresivo de la EA debido a que 

presenta los marcadores neuropatológicos dependiendo de la edad del animal y de 

estructuras cerebrales específicas (Orta-Salazar et al., 2017). Dentro de las 

características clínicas, el paciente con la EA, además de presentar deterioro de las 

funciones cognitivas, muestra alteraciones no cognitivas como en las funciones motoras 

(Maquet et al., 2010). El control motor en los mamíferos involucra a las cortezas 

sensorial y motoras, ambas pueden ser diferenciadas entre sí mediante su localización 

en la corteza frontal, su citoarquitectura y su patrón de conexiones con otras estructuras 

cerebrales pero están funcional y anatómicamente relacionadas (Young et al., 2012; 

Hooks, 2017). La corteza sensoriomotora (SM) controla la ejecución del movimiento a 
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través de las neuronas de proyección que residen en la capa V que tienen inervaciones 

hacia estructuras subcorticales como la proyección de las neuronas corticoespinales 

(CSp) para el control motor por el tracto corticoespinal (Olivares-Moreno et al., 2017). 

 

2. Antecedentes 

 

2.1 La enfermedad de Alzheimer (EA) 

La EA es el tipo de demencia más común y está caracterizada por el deterioro de las 

funciones cognitivas en el ser humano (INNN, 2010; OMS, 2015). El primer antecedente 

de esta patología data del año 1907 por el psiquiatra alemán Alois Alzheimer, quien 

reportó en una mujer de 51 años (Auguste Deter) desde deficiencias en la memoria, en 

el lenguaje y desorientación hasta comportamiento impredecible y deterioro psicosocial 

(Alzheimer, 1907; Alzheimer et al., 1995; Maurer et al., 1997; Fig. 1). 

 

 

Figura 1. La Enfermedad de Alzheimer fue diagnosticada en 1907 por Alois Alzheimer (izquierda) en la 
paciente Auguste Deter (derecha) (Modificado de Goedert y Ghetti, 2007; Engelhardt & Gomes Mda, 
2015). 
 

Desde entonces la EA ha adquirido gran importancia a nivel mundial debido a que su 

prevalencia es proporcional a la expectativa de vida del paciente (Brookmeyer et al., 

2002; Zanetti et al., 2009). Según estimaciones realizadas por la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) y Alzheimer’s Disease International, en el mundo existen alrededor 
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de 46.8 - 47.5 millones de personas con demencia, entre las cuales del 60 al 80 % 

presenta la EA (Alzheimer’s Association, 2015a; OMS, 2015; Prince et al., 2015) y cuya 

esperanza de vida varía entre 3 y 10 años (Xie et al., 2008; Zanetti et al., 2009). Las 

proyecciones a futuro prevén que para el año 2030 habrá más de 70 millones de 

personas con demencia y para el año 2050 más de 130 millones; esto conlleva a que la 

calidad de vida de la persona con demencia y de sus familiares se vea afectada de 

manera severa (Prince et al., 2015). 

 

2.2 Marcadores neuropatológicos de la EA 

Neuropatológicamente los cerebros con EA presentan dos tipos de lesiones: las 

marañas neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés) conformadas por agregados de 

la proteína Tau fosforilada de manera anormal (Iqbal et al., 2005; Ross & Poirier, 2004; 

Fig. 2) y las placas amiloides constituidas por péptidos de beta amiloide (βA) Aunque en 

estudios recientes se sabe que este péptido tienen funciones importantes no asociadas 

a la EA, como son la activación de las cinasas, protección al estrés oxidativo, regulación 

del colesterol y actividad anti microbiana, en especial de las bacterias asociadas a la 

inflamación (Lahiri & Maloney, 2010). Por lo que sólo las formas oligoméricas del 

péptido: βA (1-40), (1-42) y (25-35) y en especial la variante 42, (βA 42) se le identifica 

como tóxico debido a que, al aglomerarse en forma de placas seniles o amiloideas, 

pueden ser los factores causales del desarrollo de la demencia propia de la EA (De-

Paula et al., 2012; Mazzitelli et al., 2016). El fragmento, βA 42 puede causar los defectos 

fenotípicos incluso en ausencia de mutaciones genéticas asociadas con la EA, lo que 

posiblemente contribuye al desarrollo de la forma esporádica de la patología (Lahiri & 

Maloney, 2010). 
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Figura 2. Placas amiloides de βA (recuadros azules) y las marañas neurofibrilares de Tau (recuadros 
rojos) visualizadas en la corteza cerebral humana de un cerebro que padeció la EA (Modificado de 
Blennow et al., 2006). 

 

2.2.1 Beta amiloide (βA) 

El péptido βA es el producto de la digestión proteolítica de la proteína precursora del 

amiloide (APP, por sus siglas en inglés). Los procesos enzimáticos responsables del 

metabolismo de APP para formar βA se han ido esclareciendo con el paso de los años. 

La APP es cortada de manera secuencia por dos proteínas con actividad de 

endoproteasa que se encuentran ancladas en la membrana (βA y γ-secretasas), dando 

como resultado un péptido de 36 a 43 aminoácidos; este proceso es conocido como la 

vía amiloidogénica (Mazzitelli et al., 2016). Las formas más comunes están formadas 

por 40 (βA40) y 42 (βA42) aminoácidos, siendo la βA42 la forma más toxica debido a que, 

al aglomerarse en forma de placas seniles o amiloideas, puede causar daños al cerebro 

que deriven en la demencia propia de la EA (Selkoe, 1991; Hardy & Selkoe, 2002; 

Karran et al., 2011; De-Paula et al., 2012; Fig. 3). 
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Figura 3. Desarrollo de las placas amiloides características de la EA. La APP produce, de manera 
normal, fragmentos de βA42 con conformación α-hélice; cuando su conformación cambia a β-plegada, la 
βA42 se oligomeriza dando lugar al surgimiento de placas amiloides (Modificado de Cox et al., 2016). 

 

2.2.2 Proteína Tau 

La proteína Tau, descrita por la capacidad de asociación a los microtúbulos (MAP, por 

sus siglas en inglés), cumple la función de promover el ensamblaje de la tubulina en 

microtúbulos y estabilizarlos (Weingarten et al., 1975; Mandelkow y Mandelkow, 2012). 

Se ha considerado a la fosforilación anormal (hiperfosforilación) de Tau como uno de 

los factores de riesgo para el desarrollo de la EA debido a que ello deriva en la 

formación de las NFT características de la enfermedad (Iqbal et al., 2005; Mohandas et 

al., 2009; Fig. 4). 
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Figura 4. Desarrollo de las marañas neurofibrilares (NFT) en la EA. Normalmente Tau está asociada a 
microtúbulos pero cuando sufre una anormal fosforilación se disocia de ellos, aglomerándose para formar 
Filamentos Helicoidales Pareados (PHF, por sus siglas en inglés) y dar origen a las NFT (Modificado de 
Cox et al., 2016). 

 

2.3 Modelos murinos para el estudio del Alzheimer 

Por ser el deterioro cognitivo una característica de la EA, se han desarrollado muchos 

modelos murinos que recapitulan diferentes aspectos del deterioro cognitivos 

observado en la EA (Platt et al., 2013). Actualmente, existen más de 160 modelos 

transgénicos que ayudan a entender el desarrollo de la EA y que varían en función del 

gen que es mutado o por el número de proteínas alteradas que son sobre-expresadas 

(Alzforum, 2019b; Fig. 5). De entre estos modelos, el ratón transgénico 3xTg-AD es uno 

de los más utilizados debido a que se reproduce bien y porque desarrolla la patología 

de manera gradual acorde a las regiones cerebrales y tiempo de aparición como en el 

ser humano (Oddo, et al., 2003). Además, la mayoría de los modelos de ratones para la 

EA utilizados comúnmente exhiben una mayor actividad locomotora (Moretti et al., 

2013). Estas alteraciones incluyen hiperactividad, comportamientos estereotipados y 
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alteraciones de la actividad en la jaula de habitación (Cissé et al., 2011). En la mayoría 

de los modelos de ratones para la EA, se estudian el perfil de deterioro cognitivo 

relacionado con esta patología, aunque la función ejecutiva se refiere a una amplia 

gama de procesos cognitivos superiores tales como: razonamiento, planificación, 

flexibilidad cognitiva, secuenciación, inhibición de la respuesta y formación de 

conceptos abstractos. Los actuales modelos de ratón de la función ejecutiva reproducen 

más los aspectos humanos de la flexibilidad cognitiva y la inhibición de la respuesta en 

la función ejecutiva y la memoria de trabajo por lo que se utilizan las memorias de tipo 

laberinto. Estas tareas se basan en el comportamiento exploratorio natural (como la 

tendencia a elegir un brazo alternativo sobre un brazo que se ha explorado previamente 

en los laberintos en forma de T y Y) de los roedores (Dudchenko, 2004). 

 

 

Figura 5. Diagrama cronológico (edad en meses) de 3 modelos transgénicos (APP Tg2576, APP/PS1 y 
3xTg-AD) y un modelo fisiológico (senil) comparando el declive sináptico, la pérdida de memoria y los 
signos de la patología (βA Y Tau) (Modificado de Puzzo et al., 2015). 
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2.4 Modelo transgénico 3xTg-AD para el estudio de la EA 

Los marcadores neuropatológicos de la EA pueden replicarse en modelos 

experimentales como el ratón triple transgénico 3xTg-AD, el cual presenta tres 

mutaciones en los genes de la APPSwe, PSEN1M146V, y TauP301L (Oddo et al., 2003) que 

están asociadas con la enfermedad (Selkoe, 1991; Hardy & Selkoe, 2002; Iqbal et al., 

2005; Shen & Kelleher, 2007; Mohandas et al., 2009; Karran et al., 2011). Este modelo 

transgénico recapitula gran parte de los aspectos del desarrollo progresivo de la EA 

debido a genera placas amiloideas e hiperfosforilación de Tau dependientes de la edad 

del animal y de estructuras cerebrales específicas (Oddo et al., 2003; Orta-Salazar et 

al., 2017; Fig. 6). 

 

 

Figura 6. Caracterización del fenotipo del modelo transgénico 3xTg-AD incluyendo diferentes 

alteraciones reportadas en el curso de la patología tipo Alzheimer (Tomado de Alzforum, 2019a). 
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2.5 Función motora y la EA 

El paciente con la EA, además de presentar deterioro de las funciones cognitivas, 

muestra alteraciones en las funciones motoras, como lo reportaron Maquet et al. (2010), 

quienes encontraron modificaciones en la velocidad de la marcha y en la longitud de la 

zancada al caminar entre pacientes con la EA y Deterioro Cognitivo Leve (MCI, por sus 

siglas en inglés). Los datos fueron corroborados por Pettersson et al. (2002), quienes 

encontraron no sólo deficiencias en el patrón de marcha sino también en el nivel de 

actividad, observándose que los pacientes diagnosticados con EA leve fueron menos 

activas. 

Aun cuando el daño en la capacidad motora se relaciona con las etapas avanzadas de 

la EA (Alzheimer’s Association, 2015b), hay algunos estudios que apuntan a una 

disfunción motora precediendo al declive cognitivo. Camicioli et al. (1998), al determinar 

si había diferencias motoras entre sujetos cognitivamente sanos y sujetos que 

desarrollaron daño cognitivo durante el estudio, concluyeron que la velocidad y la 

coordinación al caminar se encuentran disminuidas en los sujetos que desarrollaron 

MCI; Buracchio et al. (2010) encontraron que el declive motor (dado por la velocidad al 

caminar) se presenta hasta 12 años antes de que la persona padezca MCI, una 

condición de riesgo para la EA. 

Por otra parte, el músculo es el efector final de la salida motora, pero hay estructuras 

cerebrales relacionadas con el control motor como la corteza motora primaria (M1), en 

este sentido, Orta-Salazar et al. (2017), utilizando el modelo de ratón triple transgénico 

3xTg-AD, mostraron la presencia de alteraciones en M1 durante una etapa intermedia 

de la progresión de la EA (a los 11 meses de edad), en donde hay disminución en el 

número de neuronas normales y aumento de neuronas dañadas o anormales además 

de mostrar astrocitos con signos de reactividad, hipertrofia y aumento del cuerpo celular 

(Fig. 7). Todo lo anterior se relacionó con la actividad locomotora y el tiempo de los 

movimientos disminuidos en el ratón transgénico respecto a su control. 
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Figura 7. Comparación de neuronas de la M1 con características morfológicas normales de un ratón no 
transgénico (izquierda) y neuronas de la M1 con características de daño del modelo 3xTg-AD para la EA 
(derecha) (Tomado de Orta-Salazar et al., 2017) 

 

2.6 Control motor 

Los circuitos neuronales responsables del control motor están organizados en niveles, 

cada uno encargado de distintos aspectos del movimiento (García-Porrero & Hurlé, 

2015; Hooks, 2017, Fig. 8). El primer nivel lo constituyen las neuronas motoras del asta 

anterior de la médula espinal, las cuales son la única vía por la que los impulsos 

provenientes del sistema nervioso central pueden llegar a los músculos del aparato 

locomotor y provocar su contracción. Toda respuesta, sea refleja o voluntaria, se 

canaliza en última instancia a través de ellas y es por ello que fueron denominadas 

como la “vía final común” por Charles Scott Sherrington. Este nivel está sujeto a la 

influencia de neuronas procedentes de los otros 2 niveles. El segundo nivel está 

formado por grupos de neuronas pertenecientes al núcleo rojo, el colículo superior, los 

núcleos vestibulares y a la formación reticular, todos ellos ubicados en el tronco del 

encéfalo. Estos centros de control integran información sensorial proveniente de los 

sistemas aferentes sensoriales, regulan la actividad de la vía final común y también 

están sujetos a la regulación del último nivel. El tercer nivel incluye a las neuronas de la 

corteza cerebral que envían impulsos nerviosos a las neuronas motoras del primer nivel 

ya sea directamente a través de la vía piramidal o indirectamente mediante los centros 

de control del tronco encefálico. Este nivel abarca tanto a la corteza motora primaria 

(M1, responsable de la ejecución actual del movimiento) como a áreas motoras 

programadoras entre las que están las cortezas somatosensorial primaria y secundaria 

(S1 y S2, respectivamente, responsables de la realización adecuada del movimiento) 
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(García-Porrero & Hurlé, 2015; Hooks, 2017). Sumado a estos tres niveles, existen 

sistemas de regulación del movimiento como el cerebelo, los ganglios basales y el 

tálamo que actúan a nivel del segundo y tercer nivel y están relacionados con otros 

aspectos del movimiento (García-Porrero & Hurlé, 2015) 

 

 

Figura 8. El control motor surge de la interacción bilateral entre diferentes estructuras cerebrales 
organizadas en niveles e incluyendo áreas reguladoras (Modificado de García-Porrero & Hurlé, 2015) 

 

2.7 Corteza Sensoriomotora 

El control motor en los mamíferos requiere que los sistemas motores y sensoriales 

intercambien e integren información para planear y generar movimientos precisos, de 

ahí que la conjunción de ambos sistemas en la corteza se conozca como la corteza 

sensoriomotora (SM) (Young et al., 2012; Moreno-López et al., 2016; Hooks, 2017). 

Ambas pueden ser diferenciadas entre sí mediante su localización en las cortezas 

frontal y parietal, su citoarquitectura y su patrón de conexiones con otras estructuras 

cerebrales (Young et al., 2012; Hooks, 2017). La corteza SM, al formar parte de la 

isocorteza, presenta una estructura en forma de estratos o capas, cada una con sus 

características particulares y numeradas desde la piamadre hasta la sustancia blanca 

(Kandel, 2001; Kirkcaldie, 2012; Fig. 9). En la primera capa (I), o estrato molecular, se 
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localizan los axones que recorren la superficie cortical y las dendritas de neuronas 

piramidales cuyos somas se posicionan en las capas más profundas (Douglas & Martin, 

2004). La capa II, o estrato granuloso externo, contiene pequeñas células esféricas o 

“gránulos”, término del que proviene el nombre de dicha capa (Kandel, 2001). La capa 

III, o estrato piramidal externo, posee neuronas piramidales pequeñas e interneuronas 

como las células en cesto y las células en candelabro (Kandel, 2001; Kirkcaldie, 2012). 

La capa IV, o estrato granuloso interno, también está formada por gránulos, mostrando 

esa similitud con la capa II (Kandel, 2001). En la capa V, o estrato piramidal interno, se 

encuentran neuronas piramidales más grandes que las ubicadas en la capa III y cuyas 

proyecciones inervan tanto a regiones corticales (otras capas) como a estructuras 

subcorticales (cuerpo estriado y médula espinal, entre otras) (Kandel, 2001; Kickcaldie, 

2012). La capa VI, o estrato multiforme, tiene neuronas de morfologías variadas 

(fusiformes) y orientación horizontal (Kirkcaldie, 2012). 

 

 

Figura 9. Las capas de la corteza SM tienen diferentes tipos celulares y puede tanto enviar como recibir 
inervaciones de estructuras subcorticales y de otras cortezas (Modificado de Kandel, 2001). 
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La corteza SM controla la ejecución del movimiento a través de las neuronas de 

proyección que residen en la capa V y que tienen inervaciones hacia estructuras 

subcorticales como la proyección de las neuronas corticoespinales (CSp) para el control 

motor (Oswald et al., 2013; Olivares-Moreno et al., 2017; Welniarz et al., 2017). Los 

axones de estas neuronas forman el tracto CSp que actúa de manera directa sobre las 

motoneuronas del asta ventral (que dirigen la actividad muscular) o indirectamente 

sobre las motoneuronas mediante las interneuronas premotoras (Porter & Lemon, 1993; 

Lemon, 2008; Fig. 10). 

 

 

Figura 10. El tracto corticoespinal lateral se origina de las neuronas piramidales que residen en la capa V 
de la corteza cerebral y decusa a nivel de la unión bulbomedular, continuando su trayecto en la médula 
espinal para inervar tanto motoneuronas como interneuronas (Modififcado de Tortora, 2002) 
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3. Justificación 

 

La enfermedad de Alzheimer es un padecimiento de tipo neurodegenerativo que afecta 

a millones de personas en el mundo y se sabe que la incidencia aumentará de manera 

exponencial en los siguientes años debido al aumento en la esperanza de vida de la 

población. De manera importante, durante el curso de la enfermedad, además del 

deterioro de las funciones cognitivas, también se han reportado alteraciones motoras y, 

dado que el control motor es comandado por las neuronas de proyección corticoespinal 

(CSp) que inervan a la médula espinal y que residen en la capa V de la corteza 

sensoriomotora (SM), es importante caracterizar de manera morfométrica estas 

neuronas de proyección en un modelo transgénico de la EA (3xTg-AD), lo cual podría 

permitir entender mejor el mecanismo por el que se origina este declive en la función 

motora durante la patología. Lo anterior podría proponer el desarrollo de blancos 

terapéuticos durante los periodos críticos de la EA. 

 

4. Hipótesis 

 

Si las neuronas de proyección corticoespinales residentes en la capa V de la corteza 

sensoriomotora se encuentran dañadas, entonces observaremos alteraciones en la 

actividad locomotora espontánea en el modelo transgénico 3xTg-AD. 

 

5. Objetivos 

 

5.1 General 

Caracterizar el estado morfométrico de las neuronas de proyección CSp de la capa V 

de la SM en una etapa (10-11 meses) del progreso de la patología tipo Alzheimer, 

relacionado con la actividad locomotora espontánea en el modelo 3xTg-AD. 
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5.2 Particulares 

 Evaluar la actividad locomotora espontánea mediante la prueba conductual de 

campo abierto en ratones transgénicos 3xTg-AD, machos y hembras de 10-11 meses 

de edad. 

 Analizar el estado morfométrico de las neuronas CSp de la SM por medio de la 

tinción de Nissl fluorescente y el trazador retrógrado Fluorogold en ratones triple 

transgénicos 3xTg-AD, machos y hembras de 10-11 meses de edad. 

 

6. Sujetos, Material y Métodos 

 

6.1 Animales 

Todos los procedimientos se realizaron bajo las normas del Comité de Bioética del 

Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los ratones 

3xTg-AD y no transgénicos (No-Tg) machos y hembras tuvieron acceso ad libitum al 

agua y alimento y fueron mantenidos en condiciones de vivarium. Las edades de los 

ratones se ubicaron dentro de un rango de edades 10-11 meses (n = 8 para 3xTg-AD 

hembras, n = 8 para No-Tg hembras, n = 8 para 3xTg-AD machos, n = 8 para No-Tg 

machos). Se eligió este rango de edad dado que, en equivalencia humana, representan 

a adultos de mediana edad (de 38 a 47 años de edad), etapa en la que puede tener 

comienzo el desarrollo de la EA (Flurkey et al., 2007; Kozlov et al., 2017) 

 

6.2 Estudio conductual 

El campo abierto es una prueba motora que es utilizada para determinar el nivel de 

actividad locomotora espontánea y los hábitos de exploración en modelos de ratones 

(Brooks y Dunnett, 2009). Todos los animales fueron sometidos a la prueba; cada ratón 

se colocó en una arena cuadrangular (con medidas de 42 cm de largo x 42 cm de 

ancho x 31 cm de altura) durante 30 minutos con el experimentador fuera de su punto 

de vista y el movimiento fue capturado con sensores infrarrojos montados tanto a los 

lados como por debajo de la arena (Omnitech Electronics, Inc.). Los datos con el 

seguimiento de la trayectoria de cada animal fueron colectados y trasmitidos al 

ordenador utilizando el programa informático Fusion v5.5 SuperFlex Edition (Omnitech 
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Electronics, Inc.) para ser analizados fuera de línea. Se consideraron como medida de 

la actividad locomotora la distancia total recorrida, el tiempo en reposo, el número de 

episodios de reposo, el número de episodios verticales, el tiempo de movimiento 

vertical, la velocidad promedio y la velocidad máxima. 

 

6.3 Inyección del trazador retrógrado 

Los ratones (n = 3 por cada grupo) fueron inyectados con el trazador retrógrado Fluoro-

Gold (Fluorochrome) en el asta dorsal de los segmentos cervicales C4-C5 de la médula 

espinal (coordenadas respecto a la arteria espinal posterior; Medio-Lateral (ML): 

500µm; Postero-Anterior (PA): 300µm. Para realizar inyecciones precisas de los 

trazadores, se acoplaron micropipetas de vidrio graduado (BLAUBRAND® intraMARK) 

con un diámetro de punta entre 10-25 μm acopladas a una picobomba neumática 

(PV830, WPI). Antes de cada inyección, se midió el diámetro de la punta de la 

micropipeta y se calibró la presión y duración del pulso para ajustar la cantidad 

inyectada (Olivares-Moreno et al., 2017). La incisión se cerró con suturas absorbibles. 

Cinco días después de las inyecciones se procedió con la fijación y procesamiento 

histológico. 

   

6.4 Fijación y procesamiento histológico 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (15 mg/kg de peso corporal) 

para ser perfundidos intracardiacamente con paraformaldehído al 4 %. Los cerebros se 

retiraron del cráneo y se fijaron por inmersión con paraformaldehído al 4 % por 48 horas 

a temperatura ambiente; los hemisferios fueron separados, colocados en sacarosa al 30 

% por una semana y cortados sagitalmente a 50 µm de espesor en un criostato (Leica 

Biosystems CM1510). Para ser procesados con la técnica de Nissl fluorescente con 

tejidos flotantes, se utilizó el protocolo estándar para el Neurotrace 530/615 Red 

Fluorescent Nissl (Thermo Fisher Scientific, 1:100). Dicha técnica se realizó para el 

análisis morfométrico de neuronas CSp en la capa V de la SM (coordenadas respecto a 

la línea media; ML: 1.08 - 2.28 mm; Franklin & Paxinos, 2008). Las medidas 

morfométricas consideradas fueron los diámetros del soma, del núcleo y del nucléolo. 
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6.5 Adquisición de imágenes y análisis morfométrico de neuronas CSp 

Se utilizó un microscopio confocal (Zeiss LSM 780 DUO) acoplado a una cámara digital 

(AxioCam MRm, 1,3 MP) para capturar imágenes en profundidad (Z-stack) de las 

secciones que contenían las células marcadas retrógradamente y utilizando los filtros 

apropiados (Rhodamina: Nissl fluorescente, DAPI: Fluoro-Gold) con un objetivo de 40x 

(Zeiss Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil DIC M27). Los diámetros del soma, núcleo y nucléolo 

fueron medidos utilizando el programa informático ImageJ 1.52n (National Institutes of 

Health) y establecidos como el promedio del alto y ancho (Oswald et al., 2013) y 

considerando como punto característico de un objeto específico (König et al., 1991) al 

nucléolo de la célula en un plano focal medial a éste.  

 

6.6 Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados utilizando los programas STATISTICA 7 (StatSoft, 

Inc.) y GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc.) para la obtención de gráficos y 

aplicación de estadística descriptiva y comparativa. Se obtuvieron los estadísticos 

descriptivos de los datos y se aplicó una prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk.  

Para los datos de morfometría con una distribución paramétrica, se realizó una prueba 

de correlación r de Pearson para saber si existe una relación entre las variables 

medidas; para los datos con una distribución no paramétrica, se realizó una prueba de 

correlación r de Spearman. 

Para el caso de los datos de con una distribución paramétrica, se procedió a realizar 

una prueba T de Student entre muestras independientes para comparar diferentes 

parámetros de locomoción y morfometría entre grupos experimentales o entre sexos. 

Para los datos con una distribución no paramétrica, se procedió con una prueba U de 

Mann Whitney entre muestras independientes. Los datos fueron expresados como la 

media ± error estándar para cada grupo y una p < 0.05 fue considerada 

estadísticamente significativa. 
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7. Resultados 

 

7.1 Estudio conductual entre condiciones 

Para evaluar la actividad locomotora espontánea, se sometió a ratones 3xTg-AD 

(machos y hembras con edades de 10-11 meses) y ratones No-Tg (machos y hembras 

con edades de 10-11 meses) a la prueba de campo abierto (Tabla 1).  

Ambos grupos de hembras 10-11 meses mostraron diferencias significativas entre ellos 

en diferentes parámetros (Tabla 1): distancia total recorrida de 2919.00 ± 549.20 cm 

para los ratones No-Tg y de 5814.00 ± 694.40 cm para los ratones 3xTg-AD (Fig. 11A, p 

= 0.007, U de Mann-Whitney), tiempo en reposo de 531.00 ± 156.40 s para los ratones 

No-Tg y de 253.90 ± 148.30 s para los ratones 3xTg-AD (Fig. 11B, p = 0.104, U de 

Mann-Whitney), número de episodios de reposo de 191.00 ± 58.50 para los ratones No-

Tg y de 62.00 ± 38.33 para los ratones 3xTg-AD (Fig. 11C, p = 0.122, U de Mann-

Whitney), número de episodios verticales de 49.25 ± 11.20 para los ratones No-Tg y de 

51.63 ± 11.90 para los ratones 3xTg-AD (Fig. 11D, p = 0.563, U de Mann-Whitney), 

tiempo de movimiento vertical de 109.60 ± 51.99 s para los ratones No-Tg y de 531.90 ± 

184.00 s para los ratones 3xTg-AD (Fig. 11E, p = 0.037, U de Mann-Whitney), velocidad 

promedio de 7.77 ± 0.81 cm/s para los ratones No-Tg y de 11.23 ± 1.13 cm/s para los 

ratones 3xTg-AD (Fig. 11F, p = 0.028, U de Mann-Whitney) y velocidad máxima de 

23.08 ± 2.49 cm/s para los ratones No-Tg y de 40.91 ± 16.31 cm/s para los ratones 

3xTg-AD (Fig. 11G, p = 0.505, U de Mann-Whitney). 

Por otro lado, los machos 3xTg-AD de 10-11 meses mostraron diferencias significativas 

cuando se compararon con el grupo No-Tg (Tabla 1): distancia total recorrida de 

6376.00 ± 579.00 cm para los ratones No-Tg y de 3580.00 ± 447.50 cm para los ratones 

3xTg-AD (Fig. 12A, p = 0.001, T de Student), tiempo en reposo de 528.20 ± 44.43 s 

para los ratones No-Tg y de 746.40 ± 29.93 s para los ratones 3xTg-AD (Fig. 12B, p = 

0.003, U de Mann-Whitney), número de episodios de reposo de 270.80 ± 14.16 para los 

ratones No-Tg y de 322.90 ± 9.97 para los ratones 3xTg-AD (Fig. 12C, p = 0.009, T de 

Student), número de episodios verticales de 203.50 ± 25.75 para los ratones No-Tg y de 

144.50 ± 19.47 para los ratones 3xTg-AD (Fig. 12D, p = 0.037, U de Mann-Whitney), 

tiempo de movimiento vertical de 430.30 ± 200.00 s para los ratones No-Tg y de 204.30 
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± 144.60 s para los ratones 3xTg-AD (Fig. 12E, p = 0.007, U de Mann-Whitney), 

velocidad promedio de 13.45 ± 0.99 cm/s para los ratones No-Tg y de 12.78 ± 1.67 cm/s 

para los ratones 3xTg-AD (Fig. 12F, p = 0.734, T de Student) y velocidad máxima de 

37.29 ± 3.63 cm/s para los ratones No-Tg y de 33.75 ± 2.95 cm/s para los ratones 3xTg-

AD (Fig. 12G, p = 0.461, T de Student).  

 

 

Distancia 
total 

recorrida 
(cm) 

Tiempo 
en 

reposo 
(s) 

Número 
de 

episodios 
de reposo 

Número 
de 

episodios 
verticales 

Tiempo en 
movimiento 

vertical 
(s) 

Velocidad 
promedio 

(cm/s) 

Velocidad 
máxima 
(cm/s) 

No-Tg 

hembras 

2919.00 

± 

549.2 

531.00 

± 

156.40 

191.00 

± 

58.50 

49.25 

± 

11.20 

109.60 

± 

51.99 

7.77 

± 

0.81 

23.08 

± 

2.49 

No-Tg 

machos 

6376.00 

± 

579.00 

528.20 

± 

44.43 

270.8 

± 

14.16 

203.5 

± 

25.75 

430.30 

± 

200.00 

13.45 

± 

0.99 

37.29 

± 

3.63 

3xTg-AD 

hembras 

5814.00 

± 

694.40 

253.90 

± 

148.30 

62.00 

± 

38.33 

51.63 

± 

11.90 

531.90 

± 

184.00 

11.23 

± 

1.13 

40.91 

± 

16.31 

3xTg-AD 

machos 

3580.00 

± 

447.5 

746.4 

± 

29.93 

322.9 

± 

9.97 

144.5 

± 

19.47 

204.30 

± 

144.60 

12.78 

± 

1.67 

33.75 

± 

2.95 

Estadística A, B, C, D C, D C, D A, C, D A, B, C A, B A 

Tabla 1. Características conductuales de los grupos experimentales sometidos a la prueba de campo 

abierto. Prueba T de Student para datos con distribución paramétrica y prueba U de Mann-Whitney para 
datos con distribución no paramétrica. Media ± Error Estándar. A = No-Tg hembras vs No-Tg machos, B 
= No-Tg hembras vs 3xTg-AD hembras, C = No-Tg Machos vs 3xTg-AD Machos, D = 3xTg-AD hembras 
vs 3xTg-AD machos. 
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Figura 11. Características conductuales de los ratones hembras No-Tg y 3xTg-AD de 10-11 meses 
sometidos a la prueba de campo abierto. Distancia total recorrida (A), tiempo en reposo (B), número de 
episodios de reposo (C), número de episodios verticales (D), tiempo de movimiento vertical (E), velocidad 
promedio (F) y velocidad máxima (G). n = 8 para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, U de Mann-
Whitney). Las barras de error representan el error estándar. 
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Figura 12. Características conductuales de los ratones machos No-Tg y 3xTg-AD de 10-11 meses 
sometidos a la prueba de campo abierto. Distancia total recorrida (A), tiempo en reposo (B), número de 
episodios de reposo (C), número de episodios verticales (D), tiempo de movimiento vertical (E), velocidad 
promedio (F) y velocidad máxima (G). n = 8 para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, T de Student en A, 

C, F y G, U de Mann-Whitney en B, D y E). Las barras de error representan el error estándar. 

 

7.2 Estudio conductual entre sexos 

Ambos grupos de ratones No-Tg de 10-11 meses mostraron diferencias significativas 

entre ellos en diferentes parámetros (Tabla 1): distancia total recorrida de 2919.00 ± 

549.2 cm para los ratones hembras y de 6376.00 ± 579.0 cm para los ratones machos 

(Fig. 13A, p = 0.000, T de Student), tiempo en reposo de 531.00 ± 156.40 s para los 

ratones hembras y de 528.90 ± 44.43 s para los ratones machos (Fig. 13B, p = 0.986, T 

de Student), número de episodios de reposo de 191.00 ± 58.50 para los ratones 

* * * 

* * 
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hembras y de 270.80 ± 14.16 para los ratones machos (Fig. 13C, p = 0.206, T de 

Student), número de episodios verticales de 49.25 ± 11.20 para los ratones hembras y 

de 203.50 ± 25.75 para los ratones machos (Fig. 13D, p = 0.000, T de Student), tiempo 

de movimiento vertical de 109.60 ± 51.99 s para los ratones hembras y de 430.30 ± 

200.00 s para los ratones machos (Fig. 13E, p = 0.045, U de Mann-Whitney), velocidad 

promedio de 7.76 ± 0.81 cm/s para los ratones hembras y de 13.45 ± 0.99 cm/s para los 

ratones machos (Fig. 13F, p = 0.004, U de Mann-Whitney) y velocidad máxima de 23.08 

± 2.49 cm/s para los ratones hembras y de 37.29 ± 3.63 cm/s para los ratones machos 

(Fig. 13G, p = 0.006, T de Student). 

Por otro lado, los animales 3xTg-AD de 10-11 meses mostraron diferencias 

significativas cuando se compararon entre sexos (Tabla 1): distancia total recorrida de 

5814.00 ± 694.40 cm para los ratones hembras y de 3580.00 ± 447.00 cm para los 

ratones machos (Fig. 14A, p = 0.010, U de Mann-Whitney), tiempo en reposo de 253.90 

± 148.30 s para los ratones hembras y de 746.00 ± 29.90 s para los ratones machos 

(Fig. 14B, p = 0.010, U de Mann-Whitney), número de episodios de reposo de 62.00 ± 

38.33 para los ratones hembras y de 323.00 ± 9.97 para los ratones machos (Fig. 14C, 

p = 0.000, U de Mann-Whitney), número de episodios verticales de 51.63 ± 11.90 para 

los ratones hembras y de 144.50 ± 19.47 para los ratones machos (Fig. 14D, p = 0.003, 

U de Mann-Whitney), tiempo de movimiento vertical de 531.9.90 ± 184.00 s para los 

ratones hembras y de 204.30 ± 144.60 s para los ratones machos (Fig. 14E, p = 0.065, 

U de Mann-Whitney), velocidad promedio de 11.23 ± 1.13 cm/s para los ratones 

hembras y de 12.76 ± 1.67 cm/s para los ratones machos (Fig. 14F, p = 0.457, T de 

Student) y velocidad máxima de 40.91 ± 16.31 cm/s para los ratones hembras y de 

33.75 ± 2.95 cm/s para los ratones machos (Fig. 14G, p = 0.194, U de Mann-Whitney).  
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Figura 13. Características conductuales de los ratones hembras y machos No-Tg de 10-11 meses 
sometidos a la prueba de campo abierto. Distancia total recorrida (A), tiempo en reposo (B), número de 
episodios de reposo (C), número de episodios verticales (D), tiempo de movimiento vertical (E), velocidad 
promedio (F) y velocidad máxima (G). n = 8 para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, T de Student en A, 
B, C, D, y G, U de Mann-Whitney en E y F). Las barras de error representan el error estándar. 
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Figura 14. Características conductuales de los ratones hembras y machos 3xTg-AD de 10-11 meses 
sometidos a la prueba de campo abierto. Distancia total recorrida (A), tiempo en reposo (B), número de 
episodios de reposo (C), número de episodios verticales (D), tiempo de movimiento vertical (E), velocidad 
promedio (F) y velocidad máxima (G). n = 8 para cada uno de los grupos meses (* = p ˂ 0.05, T de 
Student en F, U de Mann Whitney en A, B, C, D, E y G). Las barras de error representan el error 
estándar. 

 

7.3 Marcaje fluorescente de neuronas CSp 

Para diferenciar a las neuronas CSp de otros tipos celulares residentes en la capa V de 

la corteza SM, a ratones 3xTg-AD (machos y hembras, edades de 10-11 meses, n = 3 

de cada grupo) y ratones No-Tg (machos y hembras, edades de 10-11 meses, n = 3 de 

cada grupo) les fue inyectado el trazador retrógrado llamado Fluoro-Gold en el asta 

dorsal de los segmentos cervicales C4-C5 de la médula espinal (Fig. 15). 

 

* * * 
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Figura 15. Marcaje de las neuronas corticoespinales en la corteza sensoriomotora. Inyección de Fluoro-
Gold en la asta dorsal de los segmentos cervicales C4-C5 de la médula espinal (A). Corroboración del 
sitio de inyección (B). Microfotografía en mosaico en un corte sagital de 50 µm de grosor de la SM 
contralateral al sitio de inyección (C). Acercamiento de la capa V donde se observa la colocalización de la 
marca del trazador (en verde) y de Nissl fluorescente (en rojo) (D). 

 

7.4 Diámetros del soma, núcleo y nucléolo de las neuronas CSp entre condiciones 

Para saber si había diferencias morfométricas entre las neuronas CSp de ratones No-

Tg y 3xTg-AD, se midió el diámetro del soma, núcleo y nucléolo de dichas células 

(machos y hembras, n = 3 de cada grupo, 60 células de cada individuo; Tabla 2). 

Las hembras No-Tg de 10-11 meses presentaron un diámetro promedio de 16.35 ± 0.13 

μm del soma, 9.73 ± 0.10 μm del núcleo y 3.71 ± 0.03 μm del nucléolo (Tabla 2), 

habiendo una correlación lineal positiva entre cada una de las variables (Fig. 16A, r de 
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Pearson = 0.731, p = 0.000 para la relación soma-núcleo; Fig. 16B, r de Pearson = 

0.392, p = 0.000 para la relación soma-nucléolo; Fig. 16C, r de Pearson = 0.231, p = 

0.001 para la relación núcleo-nucléolo). Por su parte, las hembras 3xTg-AD mostraron 

un diámetro promedio de 15.90 ± 0.14 μm del soma, 9.33 ± 0.10 μm del núcleo y 3.60 ± 

0.02 μm del nucléolo, habiendo una correlación lineal positiva entre cada una de las 

variables (Fig. 16D, r de Pearson = 0.779, p = 0.000 para la relación soma-núcleo; Fig. 

16E, r de Spearman = 0.331, p = 0.000 para la relación soma-nucléolo; Fig. 16F, r de 

Spearman = 0.203, p = 0.006 para la relación núcleo-nucléolo). 

 

 
Diámetro 
del soma 

(μm) 

Diámetro del 
núcleo 
(μm) 

Diámetro del 
nucléolo 

(μm) 

No-Tg hembras 16.35 ± 0.13 9.73 ± 0.10 3.71 ± 0.03 

No-Tg machos 16.29 ± 0.18 9.75 ± 0.11 3.55 ± 0.03 

3xTg-AD hembras 15.90 ± 0.14 9.33 ± 0.10 3.60 ± 0.02 

3xTg-AD machos 17.40 ± 0.15 10.72 ± 0.12 3.45 ± 0.03 

Estadística B, C, D B, C, D A, B, C, D 

Tabla 2. Características morfométricas de las neuronas CSp de los grupos experimentales. Prueba de T 
de Student para datos con distribución paramétrica y prueba U de Mann-Whitney para datos con 
distribución no paramétrica. Media ± Error Estándar. A = No-Tg hembras vs No-Tg machos, B = No-Tg 
hembras vs 3xTg-AD hembras, C = No-Tg Machos vs 3xTg-AD Machos, D = 3xTg-AD hembras vs 3xTg-
AD machos. 
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Figura 16. Correlaciones entre los diámetros de soma, núcleo y nucléolo de hembras No-Tg (Izquierda, 
Azul) y 3xTg-AD (Derecha, Amarillo). Relación Soma-Núcleo (A,D), Soma-Nucléolo (B,E) y Núcleo-
Nucléolo (C,F). n = 3, 60 células CSp de cada individuo para cada uno de los grupos (p ˂ 0.05, r de 
Pearson en A-D, r de Spearman en E-F). 

 

Al comparar los diámetros entre hembras de ambos grupos, se encontró que las 

hembras 3xTg-AD presentan una disminución en el diámetro de las tres estructuras 

medidas cuando se compararon con las hembras No-Tg (Fig. 17A, para el soma, p = 
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0.025, T de Student; Fig. 17B, para el núcleo, p = 0.010, T de Student; Fig. 17C, para el 

nucléolo, p = 0.003, U de Mann-Whitney). 
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Figura 17. Características morfométricas de las neuronas CSp de las hembras No-Tg (en azul) y 3xTg-
AD (en amarilo) de 10-11 meses. Diámetro del soma (A), diámetro del núcleo (B) y diámetro del nucléolo 
(C). n = 3, 60 células CSp de cada individuo para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, T de Student en A 

y B, U de Mann-Whitney en C). Las barras de error representan el error estándar. 

 

Los machos No-Tg de 10-11 meses presentaron un diámetro promedio de 16.29 ± 0.18 

μm del soma, 9.75 ± 0.11 μm del núcleo y 3.55 ± 0.03 μm del nucléolo (Tabla 2), 

habiendo una correlación lineal positiva para la relación soma-núcleo (Fig. 18A, r de 

Spearman = 0.817, p = 0.000 para la relación soma-núcleo; Fig. 18B, r de Spearman = 

0.505, p = 0.000 para la relación soma-nucléolo; Fig. 18C, r de Pearson = 0.429, p = 

0.000 para la relación núcleo-nucléolo). Los machos 3xTg-AD mostraron un diámetro 

promedio de 17.40 ± 0.15 μm del soma, 10.72 ± 0.12 μm del núcleo y 3.45 ± 0.03 μm 

del nucléolo, habiendo una correlación lineal positiva para la relación soma-núcleo (Fig. 

18D, r de Pearson = 0.710, p = 0.000), no correlación en la relación soma-nucléolo (Fig. 

* * 
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18E, r de Spearman = 0.137, p = 0.066) y una correlación lineal negativa para la 

relación núcleo-nucléolo (Fig. 18F, r de Spearman = -0.162, p = 0.029). 
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Figura 18. Correlaciones entre los diámetros de soma, núcleo y nucléolo de machos No-Tg (Izquierda, 

Azul) y 3xTg-AD (Derecha, Amarillo). Relación Soma-Núcleo (A,D), Soma-Nucléolo (B,E) y Núcleo-
Nucléolo (C,F). n = 3, 60 células CSp de cada individuo para cada uno de los grupos (p ˂ 0.05 en A-D y 
F, r de Pearson en C-D, r de Spearman en A-B y E-F). 
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Al comparar los diámetros entre machos de ambos grupos, se encontró que los machos 

3xTg-AD presentan una disminución en el diámetro de las tres estructuras medidas 

cuando se compararon con los machos No-Tg (Fig. 19A, para el soma, p = 0.000, U de 

Mann-Whitney; Fig. 19B, para el núcleo, p = 0.000, T de Student; Fig. 19C, para el 

nucléolo, p = 0.038, T de Student). 
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Figura 19. Características morfométricas de las neuronas CSp de los machos No-Tg (en azul) y 3xTg-AD 
(en amarilo) de 10-11 meses. Diámetro del soma (A), diámetro del núcleo (B) y diámetro del nucléolo (C). 

n = 3, 60 células CSp de cada individuo para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, T de Student en B y C, 
U de Mann-Whitney en A). Las barras de error representan el error estándar. 

 

7.5 Diámetros del soma, núcleo y nucléolo de las neuronas CSp entre sexos 

Al comparar los diámetros entre sexos de los grupos, se encontró que no hay 

diferencias entre el tamaño del soma y el núcleo entre machos y hembras No-Tg (Fig. 

18A, para el soma, p = 0.858, U de Mann-Whitney; Fig. 18B, para el núcleo, p = 0.884, 

T de Student) pero sí en cuanto al tamaño del nucléolo, siendo los machos No-Tg 

quienes presentan un menor diámetro (Fig. 18C, p = 0.003, T de Student). En tanto a 

los ratones 3xTg-AD, los machos presentan un mayor diámetro del soma y núcleo (Fig. 

* 

* * 
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18D, para el soma, p = 0.000, T de Student; Fig. 18E, para el núcleo, p = 0.000, T de 

Student) y un menor diámetro del nucléolo respecto a las hembras (Fig. 18E, p = 0.000, 

U de Mann-Whitney). 
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Figura 20. Comparativa de las características morfométricas de las células CSp entre sexos (ratones No-
Tg en azul, 3xTg-AD en amarillo). Diámetro del soma (A, D), diámetro del núcleo (B, E) y diámetro del 
nucléolo (C, F). n = 3, 60 células CSp de cada individuo para cada uno de los grupos (* = p ˂ 0.05, T de 

Student en B, C, D y E, U de Mann-Whitney en A y F). Las barras de error representan el error estándar. 
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8. Discusión 

 

8.1 Análisis conductual entre condiciones 

Como se mencionó previamente, la EA es el tipo de demencia más común y está 

relacionada con el deterioro de las funciones cognitivas, sin embargo, también ha sido 

relacionada con deficiencias en el ámbito motor tales como una disminución en el nivel 

de actividad (Pettersson et al., 2002), un menor tamaño de la zancada (Maquet et al., 

2010), una reducción en la velocidad de la marcha (Camicioli et al., 1998; Buracchio et 

al., 2010; Maquet et al., 2010) así como un mayor tiempo y número de pasos en realizar 

pruebas motoras (Pettersson et al., 2002). Los modelos animales reproducen ciertas 

características tipo Alzheimer y han sido invaluables para replicar los cambios 

progresivos en las fases sintomáticas de la patología, por lo que en el presente trabajo 

se utilizó un ratón transgénico para la EA denominado 3xTg-AD, el cual presenta placas 

amiloideas y marañas neurofibrilares compuestas por la proteína Tau hiperfosforilada, 

características dependientes de la edad del animal y de estructuras cerebrales 

específicas que son vulnerables a la enfermedad (Oddo et al., 2003). Con el fin de 

evaluar la actividad locomotora espontánea de este modelo, el diseño experimental 

permitió medir parámetros motores a través de la actividad locomotora espontánea en 

ambos sexos, encontrando que, para el caso de las hembras 3xTg-AD, recorren más 

distancia, pasan más tiempo en movimiento vertical y muestran una velocidad promedio 

mayor respecto a las hembras No-Tg (Fig. 11A, E y F), lo cual indica un mayor nivel de 

actividad y exploración. Lo anterior puede ser atribuido al efecto neuroprotector de las 

hormonas sexuales como los estrógenos y la progesterona. Los ratones utilizados en 

este trabajo tenían edades aproximadas entre 10 y 11 meses, lo que en equivalencia 

endócrina con los humanos sería la perimenopausia, es decir, el periodo de transición 

entre la edad reproductiva y la menopausia, etapa en la que aún hay hormonas 

circulantes en la sangre (Nelson et al., 1981; Mobbs et al., 1984; Diaz-Brinton, 2012). 

Utilizando hembras C57BL/6J (cepa que es parte del fondo genético del 3xTg-AD) de 

entre 5.5 - 7.5 y 10 - 12.5 meses de edad, Nelson et al. en 1981 reportaron que, para el 

caso del estradiol, éste mantiene niveles similares entre ambas edades durante el 

proestro y estro pero disminuyen en el metaestro y diestro en la edad de 10 - 12.5 
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meses; en tanto, la progesterona mantiene niveles similares entre ambas edades y en 

las diferentes etapas del ciclo estral.  

Utilizando este mismo modelo transgénico, Carroll et al., 2007 redujeron 

experimentalmente los estrógenos y la progesterona mediante ovariectomías y 

reportaron una exacerbada acumulación de βA intraneuronal e hiperfosforilación de 

Tau, eventos que fueron revertidos de manera significativa cuando las hembras 

ovariectomizadas fueron tratadas con 17β-estradiol y progesterona, lo cual sugiere que 

los estrógenos protegen contra el desarrollo de la patología tipo Alzheimer. Dichos 

efectos neuroprotectores de los estrógenos son mediados por la activación de sus 

receptores RE-α y RE-β, los cuales se distribuyen en diferentes regiones del cerebro en 

humanos, ratas y ratones (Shughrue et al., 1997; Mitra et al., 2003; Gonzáles et al., 

2007; Pike et al., 2009).  

Ambos receptores tienen un rol importante en cuanto a neuroprotección dado que 

pueden regular la degradación de βA por la enzima degradadora de insulina (IDE, por 

sus siglas en inglés) a través de la vía PI3K/AKT (Zhao et al., 2011; Tian et al., 2013) 

además de regular al factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en 

inglés), el cual participa en la supervivencia neuronal, sinaptogénesis y maduración 

sináptica (Lu, 2003; Binder & Scharfman, 2004) o regulando la hiperfosforilación de la 

proteína Tau mediante la vía miR-218/PTPα/GSK3β (Xiong et al., 2015; Muñoz-

Mayorga et al., 2018). También, le han sido atribuidos efectos sobre la locomoción, 

como lo reportó Ogawa et al., 2003, quien encontró diferencias y tendencias en el nivel 

de actividad, distancia total recorrida y tiempo de movimiento de ratones hembras 

knock-out para los receptores RE-α y RE-β (KoRE-α y KoRE-β, respectivamente). Lo 

anterior puede indicar una relación estrogénica de la actividad locomotora mediada por 

los receptores a estrógenos. Es factible que, ante un insulto derivado de la patología en 

la corteza sensoriomotora, como puede ser la acumulación de βA intraneuronal, 

hiperfosforilación de Tau o excitotoxicidad mediada por glutamato (Singer et al., 1996), 

las neuronas y la glía respondan con la síntesis de estradiol, el cual puede proteger a la 

neurona ya sea debido a sus propiedades antioxidantes para suprimir el estrés 

oxidativo (Behl et al., 1995, 1997; Calderon et al., 1999) o mediante la activación de su 

receptor que derive en la activación de cascadas de señalización intraneuronal o 
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transcripción de genes que lleven a la neuroprotección y mantenimiento de la 

homeostasis de estas células (McEwen & Alves, 1999; García-Segura et al., 2000; Zhao 

et al., 2010; Humphreys et al., 2014; Denley et al., 2018). 

En contraposición, los machos 3xTg-AD recorren menos distancia (Fig. 12A), pasan 

más tiempo en reposo (Fig. 12B-C) y menos tiempo en movimiento vertical o 

levantamientos (12D-E), lo cual es un indicio de un menor nivel de actividad y 

exploración (Seibenhener & Wooten, 2015). Lo anterior se corroboró por estudios 

previos en los que reportan una menor distancia recorrida, menor tiempo de exploración 

y menor número de levantamientos en machos 3xTg-AD (Adeosun et al., 2012; Bories 

et al., 2012; Blázquez et al., 2014; Baeta-Corral et al., 2015; Chiquita et al., 2019). Sin 

embargo, los resultados de estos estudios son diferentes de los descritos en otros 

trabajos (Giménez-Llort et al., 2007; Sterniczuk et al., 2010, Filali et al., 2012), lo que 

complica su interpretación dado, en parte, a la variabilidad de los diseños 

experimentales, en donde se emplearon animales de diferente sexo y aparatos de 

distintos tamaños, así como protocolos y los horarios de las pruebas conductuales 

dentro del ciclo luz-oscuridad (Schellinck et al., 2010). 

Una disminución general en la actividad locomotora y un aumento en el tiempo pasado 

en la periferia también pueden ser considerados como parte de un comportamiento de 

tipo ansioso (Liebsch et al., 1998; Sestakova et al., 2013). La ansiedad está 

estrechamente ligada a la EA, siendo que entre el 5 - 21 % de las personas con 

demencia pueden presentar desórdenes de ansiedad (Ferreti et al., 2001; Starckstein et 

al., 2007), además de que la ansiedad es más común en personas con demencia que 

en individuos sin ella (Porter et al., 2003). Se ha propuesto una relación directa entre 

ambos factores que puede ser plausible debido a que la neurodegeneración de la EA 

podría estar alterando áreas límbicas asociadas a la regulación emocional, a la mayor 

incidencia de la ansiedad en personas con demencia y a que los síntomas de ambos 

padecimientos suelen ser similares, al grado de superponerse (American Psychiatric 

Association, 2000; Seignourel et al., 2008). Basándose en lo anterior, nuestros datos 

indicarían un posible comportamiento de tipo ansioso en los machos transgénicos 

comparados con las hembras de la misma condición (Fig. 14), sin embargo, se 

requieren de más pruebas como en el laberinto en cruz elevado, el laberinto cero o la 
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caja de luz-oscuridad (Sestakova et al., 2013) para poder determinar este tipo de 

comportamiento. 

De acuerdo con nuestros resultados, las deficiencias en la actividad motora de los 

ratones 3xTg-AD pueden ser atribuidas, al menos parcialmente, a la presencia de 

neuronas anormales o dañadas en la corteza motora primaria en este mismo modelo, 

acorde a lo reportado por Orta-Salazar et al. en 2017, y por el daño a nivel de la capa V 

de la corteza cerebral descrito en otro modelo de la EA (5XFAD) por Jawhar et al. en 

2012. Tomando en cuenta lo anterior, resultan ser pocos los estudios de la 

neuropatología tipo EA que consideran a la corteza sensoriomotora (Frederick et al., 

2015), a la vía corticoespinal (Yuan et al., 2013) o a la médula espinal (Wirths et al., 

2007; Wirths et al., 2008). Más aún, tales deficiencias no se pueden atribuir a una 

posible alteración en la unión neuromuscular ya que, al utilizar registros isométricos de 

tensión en el músculo sóleo del modelo 5XFAD, O’Leary et al. en 2018 demostraron 

que los nervios motores no presentan alteraciones en cuanto a su capacidad para 

generar una salida de información, lo que permite suponer una alteración a nivel 

cortical. 

 

8.2 Análisis conductual entre sexos 

La prueba de campo abierto, además de incorporar elementos de actividad locomotora, 

también incluye aspectos relacionados a la exploración, exposición y a la novedad 

(Morgan et al., 2004), factores que varían dependiendo de las condiciones de la prueba 

y los grupos experimentales, además del sexo de los animales (Sahgal et al., 1993; 

Schellinck et al., 2010). En general, se acepta que los roedores hembras son más 

activos que los machos (Lightfoot et al., 2004; Lightfoot, 2008), sin embargo, nuestros 

datos indican lo contrario para el caso las hembras No-Tg, siendo que recorren menos 

distancia, tienen menor número de episodios verticales y tiempo de movimiento vertical 

y muestran una velocidad menor (Fig. 13A, D, F y G), lo cual indica un menor nivel de 

actividad y exploración de las hembras No-Tg respecto a los machos No-Tg. Por su 

parte, las hembras 3xTg-AD, éstas recorren más distancia, pasan menos tiempo en 

reposo, tienen menor número de episodios de reposo y menor tiempo en movimiento 

vertical (Fig. 14A-D), lo cual indica un mayor nivel de actividad y exploración de las 
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hembras transgénicas respecto a los machos 3xTg-AD. La variabilidad de los 

resultados entre hembras y machos de ambas condiciones puede ser atribuida al 

impacto de las hormonas sexuales sobre los niveles de actividad de los animales. Por 

ejemplo, dada la amplia distribución de los receptores a estrógenos RE-α y RE-β en el 

cerebro (Shughrue et al., 1997; Mitra et al., 2003; Gonzáles et al., 2007; Pike et al., 

2009), algunas investigaciones apuntan a un efecto del RE-α sobre la actividad 

locomotora (Fahrbach et al., 1985; Ogawa et al., 2003) y a la influencia del RE-β sobre 

los niveles de ansiedad (Krezel et al., 2001). Los efectos de los estrógenos sobre la 

actividad (en hembras) dependen en gran medida del ciclo estral en que se encuentren, 

a pesar de la literatura muestre resultados contrapuestos. Archer (1975) propuso que 

las hembras presentaban un incremento en la actividad motora pero también mayor 

reactividad a estímulos temerosos (un signo que conlleva a una reducción en la 

actividad) durante la fase de estro, sin embargo, otros estudios señalan que son menos 

activas durante el proestro o estro (Diaz-Veliz et al., 1989; Diaz-Veliz et al., 2000). Por 

su parte, la progesterona por sí misma no tiene efecto directo sobre la actividad 

locomotora, no obstante, puede modificarla a través de una interferencia con el efecto 

de los estrógenos (Rodier, 1971; Lightfoot, 2008) mientras que la testosterona puede 

influir sobre regulación de la actividad locomotora mediante su aromatización en 17β-

estradiol, su metabolización a dihidrotestosterona para actuar vía andrógenos o su 

metabolización a 3β-androstaneidol que puede actuar vía RE-β (Roy & Wade, 1975; 

Broida & Svare, 1983; Celotti et al., 1992; Purves-Tyson et al., 2015). Considerando lo 

anterior y la variación de nuestros resultados entre sexos (Fig. 13 y 14), es importante 

considerar que las hormonas sexuales pueden presentar tanto efectos activacionales 

en la adultez de manera fisiológica como efectos neuroprotectores en el desarrollo de la 

EA. 

 

8.3 Análisis morfométrico 

Las neuronas Csp son células de proyección de largo alcance que proveen a la médula 

espinal el flujo de información necesario que determina acciones motoras (Oswald et 

al., 2013; Petrof et al., 2015; Olivares-Moreno et al., 2017). El soma de estas neuronas 

se ubica en la capa Vb de la corteza sensoriomotora y sus axones recorren la cápsula 
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interna y los pedúnculos cerebrales hasta llegar a la unión bulbomedular en donde 

aproximadamente el 80% de los axones decusan de manera contralateral formando el 

tracto corticoespinal lateral mientras que el 20% restante continúa su trayecto de 

manera ipsilateral formando el tracto corticoespinal ventral. Ambos tractos inervan 

directamente a motoneuronas del asta ventral o a interneuronas del asta dorsal que 

modulan a las motoneuronas (Porter & Lemon, 1993; Lemon, 2008). En este estudio se 

analizaron a las neuronas CSp de la corteza sensoriomotora del modelo 3xTg-AD 

(Oddo et al., 2003), con el fin de evaluar el estado morfométrico de estas células 

durante el curso de la patología tipo Alzheimer en este modelo. Los resultados indican 

que, para el caso de los machos 3xTg-AD, éstos poseen neuronas CSp de mayor 

diámetro en cuanto a su soma (Fig. 19A,) además un diámetro de núcleo más grande 

(Fig. 19B,) y nucléolo más pequeño cuando se comparan con su control (Fig. 19C). La 

disminución en el tamaño del nucléolo puede ser atribuida a la longevidad de los 

animales. Se ha reportado que existe una correlación inversa entre el tamaño del 

nucléolo y la expectativa de vida, siendo que mientras más longevo sea un individuo, el 

tamaño del nucléolo será menor (Tiku et al., 2017). Además, la esperanza de vida de 

los ratones 3xTg-AD machos y hembras es menor cuando se comparan con sus 

controles (Brown et al., 2018; Kane et al., 2018), por lo que es factible pensar que, 

debido al envejecimiento acelerado que tienen los ratones transgénicos, éstos 

presenten un diámetro de nucléolo menor cuando se comparan con sus controles. 

En relación al aumento en el tamaño del soma y el núcleo, estos resultados pueden ser 

atribuido a un mecanismo denominado poliploidía neuronal.  La poliploidía puede 

definirse como el incremento del juego cromosómico completo (de 2n a 4n o 6n) en 

células o tejidos de un organismo diploide, incluyendo a murinos y humanos (Mosch et 

al., 2007; Frade & López-Sánchez, 2017). La tetraploidía puede ser observada en la 

capa V de la corteza motora de gatos y en los estratos superficiales y profundos de 

diferentes áreas corticales de murinos como la M1 y la S1 (Herman & Lapham, 1969; 

Frade & López-Sánchez, 2017; Sigl-Glockner & Brecht, 2017).  De manera interesante, 

la tetraploidía neuronal se ha asociado a neuronas de proyección de largo alcance 

(Arlotta et al., 2005; Morillo et al., 2010; López-Sánchez et al., 2011; López-Sánchez & 

Frade, 2013) y se ha demostrado que la amplificación del genoma está acompañada 
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por un incremento en el tamaño celular (Epstein, 1967; Sigl-Glockner & Brecht, 2017). 

Así, el tamaño de éstas es mayor al de las células diploides (Morillo et al., 2010), lo cual 

podría significar que las neuronas se vuelven tetraploides para alcanzar el tamaño 

necesario y así realizar una función concreta, al igual que ocurre en otros tipos 

celulares (Edgar & Orr-Weaver 2001; Umen, 2005; Ullah et al., 2009). Además, este 

fenómeno se ha propuesto como un mecanismo de defensa ante estrés celular, 

estímulos relacionados a apoptosis, mutaciones que pueden originar cáncer y también 

para responder a una alta demanda metabólica (Biesterfeld et al., 1994; Ullah et al., 

2009; Selmecki et al., 2015). El número de estas neuronas está asociado con la edad y 

también con enfermedades neurodegenerativas como la EA (Arendt et al., 2010; Yang 

et al., 2001), en donde ha reportado tanto la presencia de neuronas tetraploides en la 

corteza como como un aumento en su número (Mosch et al., 2007), de manera que los 

cambios funciones en neuronas afectadas derivados de cambios morfológicos, podrían 

participar en la progresión de la patología (Gómez-Jiménez & Frade, 2015). La 

poliploidía neuronal podría explicar que las células CSp de los ratones 3xTg-AD, al 

estar sometidas a un estrés celular constante y a una alta demanda metabólica, 

aumenten el diámetro de su núcleo y, por ende, de su soma para realizar su función 

correctamente, la cual ya estaría comprometida y se vería reflejada en el menor nivel de 

actividad de los machos. En este sentido y dada la relación con este mecanismo 

celular, se requieren de mayores estudios para ahondar en esta hipótesis. 

En relación a las neuronas CSp de las hembras 3xTg-AD, se encontró que poseen 

menor diámetro en cuanto a su soma (Fig. 17A), además un menor diámetro de núcleo 

y nucléolo cuando se comparan con su control (Fig. 17B y C). Considerando el hecho 

de que en este modelo transgénico ya ha sido reportado un ligero retraso en el inicio de 

la patología dado que los machos no exhiben completamente el fenotipo originalmente 

descrito y que las hembras sí demuestran este fenotipo de manera consistente (Belfiore 

et al., 2019), la hipótesis es que las hembras 3xTg-AD se encuentran en una fase más 

avanzada de la patología que los machos, por lo que sus células CSp podrían ya no 

cumplir completamente su función y disminuir su diámetro (Fig. 12) pero que aún 

mantengan la neuroprotección por parte de los estrógenos que se vería reflejada en su 

conducta (Fig. 11; Tabla 3). 
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Hembras Variable Machos 

↑ Nivel de actividad Conducta ↓ Nivel de actividad 

↓ Diámetro del soma y 

núcleo 
Tamaño celular 

↑ Diámetro del soma y 

núcleo 

No, su fenotipo es 

consistente y acorde a la 

EA en pacientes 

Retraso temporal de la 

patología tipo Alzheimer 

Sí, no exhiben 

completamente el fenotipo 

originalmente descrito 

Sí 
Neuroprotección de 

estrógenos 
No 

Sí 
Poliploidía en neuronas 

piramidales de la capa V 
Sí 

Tabla 3. Posible relación entre los datos de conducta y diámetro celular con la neuroprotección de los 

estrógenos y la poliploidía neuronal en cuanto al retraso temporal de la patología tipo Alzheimer en el 
modelo 3xTg-AD. 
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9. Conclusiones y perspectivas 

 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el estado en el que se encuentran las neuronas 

corticoespinales de la corteza sensoriomotora en la enfermedad de Alzheimer mediante 

el análisis morfométrico de las mismas y su relación con la actividad locomotora 

espontánea. Los resultados demostraron alteraciones en ambas características 

evaluadas (morfología celular y conducta motora) en el modelo murino de la 

enfermedad (3xTg-AD), lo cual propone considerar a las neuronas corticoespinales 

como probables partícipes en el deterioro motor visto en pacientes con Alzheimer y, a la 

vez, como potenciales blancos terapéuticos de la patología para así mejorar la calidad 

de vida de millones de personas que la padecen. 
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