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4G8: Anticuerpo anti- Aβ (Clon 4G8) 

5XFAD: Modelo de ratón transgénico con 5 mutaciones de Alzheimer familiar 

8C10: Anticuerpo anti-mCRP (Clon 8C10) 

Aβ: Proteína β-amiloide (β-amyloid peptide)  

ACV: Accidente cerebrovascular 

Actin: Actina 

APOE: Apolipoproteína E 

ADAM10: A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 

APP: Proteína precursora del amiloide (β-amyloid precursor protein) 

AT8: Anticuerpo clon AT8 que se une al epítopo de tau fosforilada (pS199 / pS202 / 

pT205) 

BACE1: β-secretasa 1 (beta-site APP cleaving enzyme 1) 

Bdnf: Factor neurotrófico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor) 

BHE: Barrera hematoencefalica  

BPSD: Síntomas cognitivos y comportamentales de la demencia. Behavioural and 

psychological symptoms of dementia.  

CA1: Cuerno de Amón 1  

CA2: Cuerno de Amón 2 

CA3: Cuerno de Amón 1 

CAA: Angiopatía amiloide 

Ccl3: Quimioquina ligando 3 (Chemokine (C-C motif) ligand 3) 

Chil1: Chitinase 3-like-1 

CRP: Proteína C-reactiva (C-reactive protein) 

CSF: Líquido cefalorraquídeo en inglés (Cerebrospinal fluid) 

CTF: Extremo carboxi-terminal 

DCL: Demecia por cuerpos de Lewy  

DFT Demencia del lóbulo frontotemporal  

DG: Giro dentado 

EA: Enfermedad de Alzheimer  

ECM: Matriz extracelular 

EETs: Ácido epoxieicosatrienoico 

Egr1: Early growth response protein 1 

EP: Enfermedad de Parkinson  
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ERK: Quinasas reguladas por señales extracelulares (Extracellular signal-regulated 

kinases)  

FBS: Suero fetal bovino  

FSC: Flujo sanguíneo cerebral  

GFAP: Proteína ácida fibrilar glial 

Gpx1: Glutatión peroxidasa 1 

HT7: Anticuerpo de la proteína de tau total 

IHC: Análisis inmunohistoquímico  

IL1-B: Interleuquina 1-B 

IL-6: Interleuquina 6 

iNOS: Óxido nítrico sintasa indcible 

LC: Locus coeruleus  

LCR: Líquido cefalorraquídeo 

LTD: Depresión a largo placo (Long term depression) 

LTP: Potenciación a largo placo (Long term potential) 

MAP2: Proteína asociada a microtúbulo 2 (microtubule-associated protein 2) 

mCRP: Proteína C-reactiva monomérica (C-reactive protein) 

MCI: Defecto cognitive leve (Mild Cognitive Impairment) 

MWM: Ensayo del laberinto acuático de Morris (Morris Water Maze test) 

NFkB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NFT: Ovillos neurofibrilares de tau (Neurofibrillary tangles) 

NMDA: N-methyl-D-aspartate 

NORT: Ensayo de reconocimiento de nuevos objetos (Novel Object Recognition test) 

NOS: Óxido nítrico sintasa 

PBS: Tampón fosfato salino (Phoshate buffer saline) 

PHF: Filamentos helicoidales emparejados (Paired helical filaments) 

PSEN1: Presenelinina 1 

PSEN2: Presenilina 2 

OF: Ensayo de campo abierto (Open field test)  

OLT: Ensayo de localicación de nuevos objetos (Object Location test) 

OMS Organización de la mundial de la salud  

p-ERK: ERK fosforilada 

p-tau: Tau fosforilada 

RT-PCR: PCR cuantitativa  
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sEH: Enzima epóxido hidrolasa soluble (Soluble epoxide hydrolase 2)  

sEHi: Inhibidores del enzima epóxido hidrolasa soluble 

Ser396: Serina 396 

Sirt2: Sirtuina 2 

SNC: Sistema nervioso central 

Sod2: Superóxido dismutasa-2 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral α (tumor necrosis factor alpha) 

Trem2: Receptor desencadenante expresado en las células mieloides 2 (Triggering 

receptor expressed on myeloid cells 2)  

T-TBS: Tris con Tween al 0,1% o Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBS-T 

TPPU: Trifluorometoxifenil-3- (1- propionilpiperidin-4-il) urea 

UNV: Unidad neurovascular 

Vegfa: Factor de crecimiento endotelial vascular A (vascular endothelial growth factor A) 

WB: Western Blot 
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DEMENCIA 

1. ¿Qué es la demencia? Definición y características.  

La demencia es un síndrome clínico que se caracteriza por un deterioro progresivo e 

inexorable de la capacidad cognitiva y la capacidad de vivir de forma independiente. 

Por lo tanto, la demencia no es una enfermedad específica, sino una determinada 

sintomatología encontrada en diversas enfermedades 015; Gale et al., 2018; Prince et 

al., 2013; Sousa et al., 2009). Los distintos subtipos de demencia se caracterizan por un 

cuadro clínico con síntomas comunes que difieren en su etiología, edad, forma de 

presentación, curso clínico y trastornos asociados (Garre-Olmo, 2018; Garre-Olmo et 

al., 2009; Sacuiu, 2016).  

 

La sintomatología común de los diferentes tipos de demencia es: la pérdida cognitiva, 

normalmente correlacionada con la pérdida de memoria y la aparición de Síntomas 

conductuales y psicológicos asociados a la demencia o Behavioral and psychological 

symptoms of dementia (BPSD) (Cerejeira, Lagarto, & Mukaetova-Ladinska, 2012; 

Cloak & al Khalili, 2020). A pesar de que cada demencia presenta un tipo de 

neuropatología y etiología diferentes, hay algunos rasgos neuropatológicos que suelen 

ser comunes a todas ellas. Estos serían: Neuroinflamación, gliosis, estrés oxidativo y 

disfunción mitocondrial, pérdida de la neuroplasticidad y neurodegeneración, alteración 

de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica y disfunción cerebrovascular (Raz et 

al., 2016).  

2. Epidemiología y costes socio-sanitarios de la demencia  

Actualmente, la incidencia de la demencia está aumentando exponencialmente, 

convirtiéndose en uno de los principales problemas de salud pública en los últimos 

años. Según el censo de la Organización Mundial de la Salud, en el 2015 había 

alrededor de 50 millones de personas con demencia en el mundo y cada año se registran 

cerca de 8 millones de nuevos casos de demencia, por lo que se estima que, para el año 

2050, la demencia afectará a 150 millones de personas.  

 

La prevalencia global de la demencia es de aproximadamente el 7% de las personas de 

65 años o más, con una prevalencia ligeramente mayor (8-10%) en los países 
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desarrollados, debido a una mayor esperanza de vida in embargo, tal y como se muestra 

en la figura 1, la prevalencia de la demencia está aumentando exponencialmente en los 

países en desarrollo sobre los países con altos ingresos, debido, principalmente, a la 

falta de recursos en sanidad e investigación. Actualmente alrededor del 60% de la 

población con demencia vive en países de ingresos bajos y medios. 

   
Figura 1. El crecimiento en el número de personas con demencia en países de ingresos altos (HIC) y 

países de ingresos bajos y medianos (LMIC) (Prince et al., 2013).  

 

Dentro de los diferentes tipos de demencias, la más prevalente es la EA, constituyendo 

entre un 50% y un 60% de las demencias, y afectando a aproximadamente 800.000 

personas en España en 2019 (Sociedad Española de Neurología, 2019). A la EA le sigue 

la demencia vascular, que representa entre un 5-10% de los casos de demencia. Tras la 

demencia de EA y la demencia vascular, encontraríamos la demencia mixta y otras 

demencias minoritarias como son la enfermedad de Parkinson (EP), la demencia por 

cuerpos de Lewy (DCL) y la demencia frontotemporal (DFT), siendo estas dos últimas 

las que cursan con mayor mortalidad (Gale et al., 2018; Garre-Olmo, 2018; Sacuiu, 

2016).  

 
Figura 2. Prevalencia de los diferentes tipos de demencia. (https://www.alzheimersresearchuk.org/) 
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3. Clasificación y principales tipos de demencias 

Debido a la heterogeneidad de la presentación clínica y la complejidad de la 

neuropatología, las clasificaciones de las demencias siguen siendo controvertidas. 

Algunas de las clasificaciones más comunes son: en función de la etiología (demencias 

primarias y secundarias), según las zonas anatómicas afectadas (demencias corticales o 

subcorticales) o en función de la posibilidad de recuperación (reversibles o 

irreversibles). Estas clasificaciones se pueden solapar entre ellas, donde además se 

deberían incluir las demencias mixtas. Así, mientras que las demencias primarias suelen 

ser degenerativas e irreversibles, las demencias secundarias suelen tener una causa no 

degenerativa y en algunos casos pueden ser reversibles (Ljubenkov & Geschwind, 

2016; Sacuiu, 2016).  

3.1 Demencias degenerativas primarias  

Entre ellas encontramos las corticales y las subcorticales. Entre las corticales se 

encuentran la EA, la DCL y la DFT. Entre los tipos subcorticales, que afectan a los 

ganglios basales, núcleos talámicos y tronco encefálico, encontramos la EP o la 

enfermedad de Huntington (EH) (Raz et al., 2016).  

 

Cabe destacar, que las demencias neurodegenerativas primarias, como la EP, la EA y la 

DFT, se caracterizan por ser agregopatías proteicas. Así, según el tipo de acumulación 

proteica las demencias neurodegenerativas primarias se clasificarían en: taupatías, 

amiloidopatías y sinucleopatías, tal y como se presenta en la Figura 3. 

 
Figura 3. Interrelaciones de sinucleinopatías, tauopatías y amiloidopatías. NFTs: ovillos 

neurofibrilares; PSP: parálisis supranuclear progresiva; CBD: degeneración corticofrontal; PDD: 

demencia por enfermedad de Parkinson; DLB: demencia con cuerpos de Lewy; AD: enfermedad de 

Alzheimer; LB: Cuerpos de Lewy. Adaptada de: (K. A. Jellinger, 2011).  
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Así, demencias como la EA, la DCL o la EP, pueden clasificarse en función del tipo de 

proteinopatía que presenten. Por ejemplo, la EA presentaría tanto taupatía, como 

amiloidopatía. La DCL presentaría amiloidopatía, sinucelopatía y taupatía, mientras que 

la EP se caracterizaría por ser principalmente una sinucleopatía (Raz et al., 2016; 

Tenreiro et al., 2014).  

3.2 Demencias secundarias 

Las más comunes son las de tipo vascular, que pueden clasificarse entre isquémicas 

(cortical y subcortical), las isquémico hipóxicas, la hemorrágicas y las combinadas. 

Otras demencias secundarias de tipo no vascular suelen ser reversibles al ir asociadas a 

otras enfermedades o a factores asociados al estilo de vida.  Entre estas demencias se 

encontrarían: las demencias priónicas, las infecciosas, las tóxicas, las traumáticas, las 

neoplásicas, las metabólicas etc. Finalmente encontraríamos las demencias mixtas, que 

son una combinación de varias demencias, entre ellas, la más común es la demencia 

vascular combinada con la EA (Bello & Schultz, 2011; Iadecola, 2013; Kalaria et al., 

2016).  

3.3 Principales tipos de demencias 

Las demencias más caracterizadas son: La demencia vascular, caracterizada por la 

disfunción endotelial, la aterosclerosis, la afectación de la vasculatura y la presencia de 

isquemia y/o hemorragia. La EA, caracterizada por el depósito de placas seniles y de 

ovillos neurofibrilares de tau (NFTs), la hiperfosforilación de tau y la angiopatía 

amiloide. La DCL, caracerizada por los depósitos de α-sinucleína, la deposición de 

cuerpos de Lewy, angiopatía amiloide y tau hiperfosforilada y en forma de NFTs. Y la 

DFT que se caracteriza principalmente por las inclusiones de tau hiperfosforilada y la 

presencia de TDP-43; proteína 43 de unión a ADN de respuesta transactiva (Raz et al., 

2016).  

4. Síntomas conductuales y psicológicos de demencia (BPSD)  

Durante mucho tiempo, los BPSD se han subestimado, considerándose únicamente 

como síntomas secundarios al deterioro cognitivo en la demencia. Sin embargo, cada 

vez más estudios (Alves et al., 2016; Baeta-Corral et al., 2018; Giménez-Llort et al., 
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2007; Shinosaki et al., 2000; van der Jeugd et al., 2018) han demostrado que los BPSD 

no son meramente secundarios al deterioro de la memoria y la pérdida cognitiva, sino 

que tienen su propia relevancia dentro de la demencia. Los BPSD son un grupo 

heterogéneo de trastornos conductuales, psicológicos y psiquiátricos que ocurren en el 

50% -80% de los pacientes con demencia de cualquier etiología (Vermeiren et al., 

2013). Concretamente en la EA, un estudio mostró que casi todos los pacientes (92%) 

presentaban algún BPSD en el momento de la exploración para el paciente como para 

sus cuidadores (Fernández et al., 2010).  

 

Por lo tanto, abordar el estudio de los BPSD se torna relevante ya que suelen ir 

asociados a un mayor deterioro cognitivo, suponiendo una disminución de la calidad de 

vida tanto para el paciente como para sus cuidadores (Cloak & al Khalili, 2020). La 

aparición de BPSD varía entre pacientes y entre los diferentes tipos de demencia. En 

ellos influyen factores genéticos, fisiopatológicos y ambientales. Un ejemplo de la 

implicación de los factores ambientales en el desarrollo de BPSD, es la influencia de la 

cuarentena realizada durante la pandemia mundial SARS-CoV-2, declarada en marzo de 

2020 por la OMS. Esta supuso un incremento del 60% de aparición de BPSD en los 

pacientes con demencia, probablemente debido al aislamiento y la falta de estimulación 

social de los pacientes (Cagnin et al., 2020; Canevelli et al., 2020; Korczyn, 2020; X. 

Wang et al., 2012) 

 

Los BPSD pueden clasificarse en cinco dominios: cognitivo/perceptual (p.ej.: delirios y 

alucinaciones), motor (falta de coordinación, movimientos repetitivos, disminución del 

equilibrio…), verbal (gritos, habla repetitiva, agresión verbal…), emocional (euforia, 

depresión, apatía, aumento del estrés, ansiedad, irritabilidad...) y vegetativo 

(alteraciones del sueño y del apetito). Los BPSD más frecuentes son la depresión y la 

apatía. El delirio, la agitación y la disfunción motora ocurren en aproximadamente un 

tercio de los pacientes (Cloak & al Khalili, 2020).  

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA) 

1. Definición e historia  

La EA es una enfermedad neurodegenerativa crónica que por lo general comienza 

progresivamente y empeora con el tiempo. Sus principales características sintomáticas 
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son la pérdida cognitiva y de memoria, junto a la alteración conductual. Su principal 

característica neuropatológica es la acumulación de NFTs y de placas amiloides 

(Rezazadeh et al., 2019). 

 

La enfermedad de Alzheimer se describió por primera vez en 1906 cuando el médico 

Aloysius "Alöis" Alzheimer estudió los síntomas de una mujer de 51 años, Auguste 

Deter, uno de sus pacientes en Frankfurt, Alemania. Alzheimer caracterizó los síntomas 

neuropsicológicos de Auguste como los que actualmente definimos en la EA:   

 

“Su memoria está seriamente dañada. Si le muestran objetos, los nombra 

correctamente, pero casi inmediatamente después se olvida de todo. Cuando lee una 

prueba, salta de una línea a otra o lee deletreando las palabras individualmente o sin 

sentido a través de su pronunciación. Al escribir, repite sílabas separadas muchas 

veces, omite otras y rápidamente se descompone por completo. Al hablar, utiliza 

espacios vacíos y algunas expresiones parafraseadas (“vertedor de leche” en lugar de 

taza); a veces es obvio que no puede continuar. Claramente, ella no comprende ciertas 

preguntas. No recuerda el uso de algunos objetos". 

 

Así, cuando ella murió y pudo analizar microscópicamente su cerebro, describió las 

principales señas de identidad que caracterizaban la enfermedad que ahora lleva su 

nombre: En el cerebro de Aguste Deter se encontraron por primera vez: NFTs y placas 

amiloides. Desde entonces, las descripciones de Alzheimer han contribuido y ayudado a 

la comunidad médica a diagnosticar pacientes en todo el mundo (Bondi et al., 2017).  

2. Epidemiología  

La EA es la causa del 60-70% de las demencias. Según las estimaciones actuales, más 

de 24 millones de personas en todo el mundo se ven afectadas por la EA. Asimismo, se 

predice que la prevalencia de la EA se triplique en 2050 (24 millones de casos aprox.)  a 

medida que aumente la esperanza de vida. Tanto en los países desarrollados como en los 

no desarrollados, la EA supone enormes costes y presiones tanto para las personas 

afectadas como para los cuidadores y los sistemas de salud (Rezazadeh et al., 2019).  
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3. Etiología y tipos de EA 

La etiología de la EA sigue siendo controvertida. La EA es un trastorno heterogéneo 

con múltiples patrones de expresión. De acuerdo con su etiología, la enfermedad se ha 

clasificado en dos subtipos: la EA familiar; y la EA esporádica. Aunque ambas tienen 

cursos bioquímicos y patológicos similares, los mecanismos de cómo conducen a una 

única entidad fisiopatológica todavía están por determinar (Karch & Goate, 2015).  

3.1 EA familiar 

La EA familiar es la forma menos frecuente de EA, suponiendo aproximadamente un 

5% de los casos totales, se caracteriza por una aparición temprana de la enfermedad, 

antes de los 60 años. La EA familiar es monogénica, de herencia dominante y se asocia 

con los patrones clásicos de herencia mendeliana con penetrancia dependiente de la 

edad (Sarroca et al., 2016). En las formas familiares de EA monogénica, la mayoría de 

mutaciones están asociadas con una alteración genética de la proteína precursora del β-

amiloide (APP), y de los componentes del complejo de escisión de la APP por γ-

secretasas; que implica a los genes; PSEN1 y PSEN2 (Karch & Goate, 2015) 

• Genes de herencia dominante: APP, PSEN1 y PSEN2.  

La APP es una proteína neuronal transmembrana que en la EA es escindida por la β-

secretasa y la γ-secretasa produciendo el péptido Aβ. El gen de APP se sitúa en el brazo 

largo del cromosoma 21 (21q21.3). Por otra parte, los genes PSEN1 y PSEN2 codifican 

para las presenilinas 1 y 2, respectivamente, que constituyen la subunidad catalítica del 

complejo γ-secretasa, regulando así el procesamiento de APP en la EA. El gen que 

codifica para PSEN1 se sitúa en el brazo largo del cromosoma 14 (14q24.3) y el gen 

que codifica para PSEN2 se sitúa en el brazo largo del cromosoma 1 (1q42.13) 

(Lanoiselée et al., 2017).  

 

De esta forma, las mutaciones que originan la EA familiar, están principalmente 

implicadas en la generación y procesamiento del péptido Aβ, es decir, en la vía 

amiloidogénica (Fanny M. Elahi and Bruce L. Miller, 2017; Rezazadeh et al., 2019). En 

cuanto a la frecuencia de las mutaciones en la EA familiar; PSEN1 es el gen más 

comúnmente involucrado, con 221 mutaciones reportadas como patógenas en la base de 

datos de Alzforum. El segundo gen más comúnmente involucrado es APP, con 32 
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mutaciones patógenas descritas, y, por último, encontramos PSEN2, con 19 mutaciones 

patógenas diferentes (www.alzforum.org/mutations). La mayoría de casos son de 

aparición temprana, aunque algunas mutaciones menos agresivas pueden producir un 

fenotipo tardío (Brouwers et al., 2008) afecta aproximadamente al 50% de las personas 

que tienen 85 años o más. La EA esporádica suele asociarse con la EA de aparición 

tardía, sin embargo, aunque en la mayoría de pacientes se da a partir de los 65 años, no 

siempre es así. La EA esporádica es un trastorno multifactorial que resulta de la 

combinación de genes de riesgo y factores ambientales (Brouwers et al., 2008). Estudios 

previos reportan que el componente ambiental de la EA esporádica puede suponer hasta 

casi el 20% de los casos de EA (Prince et al., 2013). Así los factores que influyen en el 

desarrollo de la EA esporádica son: 

3.1.1 Factores de riesgo de la EA esporádica 

Los factores de riesgo de la EA esporádica pueden clasificarse entre factores de riesgo 

no modificables, como el envejecimiento, el sexo y la genética, y factores de riesgo 

modificables, ligados a otras enfermedades y al estilo de vida. 

3.1.1.1 Factores de riesgo no-modificables 

3.2.1.1.1 Envejecimiento y sexo 

El principal factor de riesgo para sufrir demencia es el envejecimiento. Aunque los 

casos de demencia temprana (Kuruppu & Matthews, 2013)en adultos jóvenes, están 

aumentando, la demencia es una condición que típicamente afecta a las personas 

mayores, entre las cuales es uno de los principales contribuyentes a la discapacidad y la 

dependencia. De esta forma, se produce un incremento exponencial de los casos de 

demencia con la edad a partir de los 65 años (0,97% ente los 65-74 años, 7,7% entre los 

75-84 años y 22,5% para ≥ 85 años). (Prince et al., 2013).  

 

Asimismo, el sexo es otro factor de riesgo para el desarrollo de EA (Hebert et al., 2013; 

Pike, 2017) siendo esta un 5,1%, más prevalente en mujeres que en hombres, aunque la 

mortalidad es más elevada en hombres. Un meta-análisis de ocho estudios poblacionales 

europeos mostró que la prevalencia de la EA en mujeres era del 7,1% frente al 3,3% en 

hombres (Bacigalupo et al., 2018).  
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3.2.1.1.2 Genética    

• APOE 

La apolipoproteína E (APOE) es el factor de riesgo genético más involucrado. Este gen 

se encuentra en el cromosoma 19q13.2 y codifica tres alelos comunes (ε2, ε3, ε4). Un 

alelo APOEε4 aumenta 3 veces el riesgo de la EA y dos alelos APOEε4 aumentan 12 

veces el riesgo de la EA. El alelo APOEε2 se asocia con un menor riesgo de EA y una 

edad de inicio más tardía. El alelo APOE ε3 es el más frecuente en la población 

caucásica. Recientemente, un estudio reportó el hallazgo de una paciente que, incluso 

con la mutación dominante, PSEN1, una gran carga amiloide a nivel cerebral y unos 

niveles limitados de tau, no presentó sintomatología de EA hasta los 70 años, 3 veces 

más tarde de lo esperado. La paciente tenía dos copias de la mutación APOE ε3 

Christchurch (R136S), lo que se hipotetizó que podría suponer un factor preventivo en 

cuanto a la manifestación clínica de la EA (Arboleda-Velasquez et al., 2019). La APOE 

es un regulador del metabolismo de las lipoproteínas que influye principalmente en tres 

funciones importantes en el SNC: transporte de colesterol, neuroplasticidad e 

inflamación. Así, APOE se une a Aβ mediando su agregación y su eliminación. 

Algunos estudios han relacionado el genotipo ε4 con niveles de tau y Aβ42 en líquido 

cefalorraquídeo (LCR) (Day et al., 2019; Morris et al., 2010). Así, la APOE modifica la 

patogénesis de la EA principalmente de forma dependiente de la APP, pero afectando a 

su vez a la patología de tau (Brouwers et al., 2008; Chai, 2007; Fanny M. Elahi and 

Bruce L. Miller, 2017).  

 

• Genes de riesgo 

En los últimos años se han descrito al menos más de 20 genes y loci de riesgo para la 

EA. Estos genes están implicados en tres vías moleculares principales: metabolismo de 

colesterol y lípidos, endocitosis y respuesta inflamatoria e inmunitaria  (Karch & Goate, 

2015).  

 

Así, los genes implicados en el metabolismo del colesterol serían ABCA7, CLU y 

SORL1. Las variantes de genes implicados en la neuroinflamación y la respuesta 

inmune, son los siguientes:  CR1, CD33, MS4A, CLU, ABCA7, EPHA y TREM2 

(Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009).  
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Asimismo, se han identificado mutaciones en genes asociados a otros mecanismos 

alterados en la EA como la endocitosis, fundamental para el procesamiento de la APP, 

la actividad sináptica y la liberación de neurotransmisores. Estos serían: BIN1, 

PICALM, CD2AP, EPHA1, SORL1 (Cruchaga et al., 2013; Harold et al., 2009; 

Hollingworth et al., 2011; Lambert et al., 2013; Naj et al., 2011). Estudios de GWAS 

(Genome-wide association study) y NGS (Next generation sequencing) también han 

descrito genes de riesgo que, o bien encajan en las vías conocidas alteradas en la 

enfermedad, o bien podrían revelar vías adicionales implicadas en ella (Karch & Goate, 

2015).  

 
Figura 4. Imagen de los genes que contribuyen a la enfermedad de EA. Se muestran tanto los genes que 

aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad como los de herencia dominante. Obtenida de (Rouch et 

al., 2015; Sharp et al., 2011).  

3.2.1.2 Factores de riesgo modificables:  

3.2.1.2.1 Factores de riesgo ligados a otras enfermedades:  

Las enfermedades cardiovasculares suponen un factor de riesgo elevado para el 

desarrollo de EA: Entre estas encontraríamos la hipertensión (Rouch et al., 2015; Sharp 

et al., 2011)la diabetes (Biessels et al., 2006; Cheng et al., 2012; Cooper et al., 2015; F. 

P. Lu et al., 2009; Plassman et al., 2010; Profenno et al., 2010)la obesidad (K. J. Anstey 

et al., 2011; Beydoun et al., 2008; Gustafson et al., 2012; Lee et al., 2017; Sellbom & 

Gunstad, 2012) o la hiperlipidemia (Kivipelto & Solomon, 2006; McGuinness et al., 

2009). Todas ellas parecen incrementar tanto la pérdida cognitiva como las 
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probabilidades de sufrir EA y otras demencias. Asimismo, los traumatismos 

craneoencefálicos (Barnes et al., 2014; Gardner & Yaffe, 2014) o la depresión (Diniz et 

al., 2013; Ownby et al., 2006) también parecen afectar directamente al desarrollo de la 

EA. Por otra parte, el hecho de haber sufrido un ictus, tanto isquémico como 

hemorrágico está directamente relacionado con el desarrollo de EA, un tercio de los 

pacientes que han sufrido un ictus desarrollan demencia de tipo EA (di Napoli et al., 

2018; Garcia et al., 2013; Hachinski, 2018; Jacquin et al., 2014; Kalaria et al., 2016; 

Leys & Pasquier, 2012; Mijajlović et al., 2017; Mark Slevin et al., 2017; Spychala et al., 

2017; Winovich et al., 2017; Y. Zhang & Cao, 2020).  

3.2.1.2.2 Factores de riesgo ligados al estilo de vida:  

El tabaquismo (Kaarin J. Anstey et al., 2007; Zhong et al., 2015) y el consumo de 

alcohol (Neafsey & Collins, 2011)están asociados a una mayor probabilidad de sufrir 

EA. Asimismo, se ha demostrado que la actividad cognitiva y social (Corpas, Solana, et 

al., 2019; Garciá-Mesa et al., 2015) (Corpas, Solana, et al., 2019; Garciá-Mesa et al., 

2015), junto con la educación superior (Corpas, Solana, et al., 2019; Garciá-Mesa et al., 

2015) disminuyen el riesgo de deterioro cognitivo y la EA al aumentar la reserva 

cognitiva. Se entiende como reserva cognitiva la capacidad del cerebro para resistir los 

efectos del daño neuropatológico (Lim et al., 2013; Osorio et al., 2015; Potvin et al., 

2012; Sterniczuk et al., 2013; Xu et al., 2019). Aproximadamente el 19% de los casos 

de EA en todo el mundo son potencialmente atribuibles a un bajo nivel educativo 

(Corpas, Solana, et al., 2019; Garciá-Mesa et al., 2015). Además, recientemente se ha 

descubierto que el bilingüismo potencia la reserva cognitiva disminuyendo la 

neurodegeneración (Lim et al., 2013; Osorio et al., 2015; Potvin et al., 2012; Sterniczuk 

et al., 2013; Xu et al., 2019).  Estos estudios sugieren que el bilingüismo puede retrasar 

la aparición de la demencia en aproximadamente 4,5 años al contribuir a la reserva 

cognitiva.  

 

Por otra parte, estudios previos han demostrado que la actividad física (Corpas, Solana, 

et al., 2019; Garciá-Mesa et al., 2015)la dieta mediterránea u otras dietas saludables, y 

una buena calidad de sueño (Lim et al., 2013; Osorio et al., 2015; Potvin et al., 2012; 

Sterniczuk et al., 2013; Xu et al., 2019)también pueden actuar como factores 

preventivos para el desarrollo de la EA. Recientemente se ha demostrado que la 
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disrupción del sueño esta directamente ligado al desarrollo de la EA (Kaneshwaran et 

al., 2019). Así, una prevención basada en evitar estos factores de riesgo, modificables, 

como tener un estilo de vida saludable, que a su vez evite el desarrollo de otras 

enfermedades, fomentar la actividad social e intelectual, hacer ejercicio o seguir una 

dieta saludable ayudarían a reducir los casos de EA. 

4. Áreas cerebrales implicadas en la EA  

La neurodegeneración producida en la EA, se traduce en una pérdida de la masa 

cerebral que, a nivel anatómico, se puede observar como un “encogimiento” del tejido 

cerebral, acompañado de un aumento ventricular, como se observa en la figura 4.  

Así, cuando estos cambios se producen en determinadas áreas del cerebro, la 

funcionalidad de las mismas se ve afectada, traduciéndose, eventualmente, en la 

sintomatología encontrada en la EA.   

 
Figura 5. Diferencia entre un cerebro sano y un cerebro con EA, donde se observa la atrofia cortical y el 

aumento ventricular (https://magazine.medlineplus.gov/pdf/fall_2010.pdf). 
 

Tal y como se describe en la figura 5, las primeras áreas afectadas en la EA son el 

hipocampo y el córtex etorrinal, que están directamente conectados y ampliamente 

implicados en la memoria. Estudios recientes también han reportado la importancia del 

locus coerurelus como posible zona de iniciación de la EA preclínica, previa a la 

afectación del hipocampo (Chalermpalanupap et al., 2017; A. Ghosh et al., 2019). 

Posteriormente, la neurodegeneración se expande a los lóbulos temporales mediales, 

diseminándose gradualmente hasta afectar al córtex temporoparietal y cingulado 

posterior pudiendo llegar al tronco encefálico en las fases más avanzadas de la 

enfermedad.   
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Los diferentes lóbulos corticales desempeñan funciones básicas como son el lenguaje, la 

memoria, la capacidad de planificación, la actividad motora etc. La afectación de los 

lóbulos parietal y temporal en la EA, se asocia con la desorientación y la pérdida del 

lenguaje y la memoria (Cerejeira, Lagarto, & Mukaetova-Ladinska, 2012; Kang et al., 

2019; McDonald & Mott, 2017; Shinosaki et al., 2000). La afectación del sistema 

límbico en la EA, por otra parte, está correlacionada tanto con la pérdida cognitiva 

como con la aparición de BPSD asociados a la emocionalidad (Rolls, 2019; Roxo et al., 

2011). El sistema límbico está constituido por centros importantes como el tálamo, 

hipotálamo, el hipocampo y la amígdala. Este está ampliamente implicado en la 

regulación de las emociones y la memoria, funcionando, a su vez, en constante 

interacción con el córtex.  

 

 
Figura 6: Ilustración de los cambios anatomopatológicos relacionados con la EA (Coughlan et al., 2018).  

4.1 Hipocampo 

El hipocampo es una estructura subcortical que se encuentra situada en la parte media 

del lóbulo temporal.  Este es un componente clave del "circuito emocional", que abarca 

el lóbulo temporal medial (MTL: hipocampo, amígdala y corteza entorrinal), el 

hipotálamo, el septum y el córtex prefrontal. El hipocampo está incluido en la 

formación hipocámpica, en la cual también se incluyen el giro dentado y el subículo  

(Eichenbaum et al., 1992; Moser & Moser, 1998) El hipocampo está formado por tres 

capas celulares: Una capa molecular, que es la zona más superficial del hipocampo, una 

capa piramidal, que conformaría el continuo CA1, CA2 y CA3, y una capa plexiforme, 

ausente de cuerpos celulares (Yassa & Stark, 2011).  
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4.1.1 ¿Cómo está conectado el hipocampo? 

Según el bucle clásico trisináptico: El cortex entorrinal proporciona la principal entrada 

cortical al hipocampo a través de la ruta perforante al giro dentado (DG). El DG se 

proyecta a la región CA3 a través de la vía de la fibra musgosa. CA3 se proyecta a la 

región CA1 a través de la vía Schaffer Colateral. Finalmente, CA1 se proyecta hacia la 

corteza entorrinal, completando el bucle (Knierim, 2015).  

 
Figura 7. Corte coronal del eje transversal de un hipocampo de ratón. Las líneas negras trazan el clásico 

"bucle trisináptico". Las líneas rojas representan otras vías importantes en el hipocampo, incluidas las 

proyecciones directas desde la corteza entorrinal (CE) a los tres campos de CA, la retroalimentación a la 

CE a través del subículo, los circuitos colaterales recurrentes de CA3 y la proyección de 

retroalimentación de CA3 a DG (Knierim, 2015; Yassa & Stark, 2011). 

 

Sin embargo, nuevos estudios han revelado la presencia de una conectividad 

generalizada a lo largo del eje longitudinal y transversal, con múltiples circuitos de 

procesamiento en paralelo y circuitos de retroalimentación. Así, una adición importante 

al circuito trisináptico clásico es que los axones CA3, además de sus proyecciones a 

CA1, hacen sinapsis con otras neuronas CA3. Por otra parte, la corteza entorrinal se 

proyecta no solo al DG, sino también directamente a las regiones CA3 y CA1. CA3 

proporciona una proyección de retroalimentación al DG, a través de las células 

musgosas excitatorias del giro dentado, indicando así, que las conexiones hipocampales 

no son unidireccionales (Knierim, 2015; Yassa & Stark, 2011). Finalmente, estudios 

recientes han demostrado que la región CA2, tradicionalmente considerada una zona de 

transición entre CA1 y CA3, también tiene sus propias funciones, como intervenir en la 

memoria social (Tzakis & Holahan, 2019).  
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4.1.2 Funciones y afectación del hipocampo en la EA.  

El hipocampo está altamente involucrado en el aprendizaje, la memoria declarativa, la 

consolidación de la memoria, y la memoria espacial. Una de las características 

principales del hipocampo es su neurogénesis, directamente implicada en el aprendizaje 

y la memoria, y normalmente disminuida en la EA (Anacker & Hen, 2017; Cameron & 

Glover, 2015; Kempermann et al., 2015; Kuruppu & Matthews, 2013; Toda et al., 

2019). Asimismo, el hipocampo es considerado una de las estructuras primordiales para 

la potenciación a largo plazo (LTP), que consiste en el refuerzo sináptico, como parte de 

consolidación de la memoria y del aprendizaje (Cobar et al., 2017; Pang & Lu, 2004; 

Papaleonidopoulos & Papatheodoropoulos, 2018).  

 

El hipocampo es una de las primeras y principales áreas implicadas en el desarrollo de 

la EA. Así la afectación del hipocampo se asocia con la pérdida de la memoria, el 

aprendizaje y la desorientación (Jaroudi et al., 2017; Moodley & Chan, 2014). De 

hecho, se ha demostrado que la atrofia del hipocampo presente en el defecto cognitivo 

leve o Mild Cognitive Impairment (MCI), típico del envejecimiento, es un predictor de 

la probabilidad de desarrollar EA. Así, a mayor atrofia hipocampal, más probabilidades 

de que el MCI desemboque en el desarrollo de EA (Fernández-Cabello et al., 2020; 

Mueller et al., 2010). Además, diversos estudios basados en modelos animales de EA 

donde el hipocampo aparece afectado, han demostrado su fuerte implicación en la 

memoria espacial, el aprendizaje y la memoria de reconocimiento (Barker & 

Warburton, 2011; Belfiore et al., 2019; Cattaud et al., 2018; Cohen et al., 2013; Cohen 

& Stackman, 2015; Kim et al., 2017; Squire et al., 2015).  

5. Diagnóstico de la EA  

Históricamente, la EA se ha dividido en diferentes fases clínicas según su 

sintomatología. Estas fases serían la fase preclínica, caracterizada por ser la fase 

silenciosa o asintomática de la enfermedad. La fase pródromo de la EA o MCI. Y la EA 

clínica que puede ser temprana o avanzada, según el estado de la enfermedad y que se 

caracteriza por presentar la sintomatología típica de la EA (Benzinger et al., 2013; 

Dubois et al., 2007; Fanny M. Elahi and Bruce L. Miller, 2017; McKhann et al., 2011)A 

pesar de que está clasificación ha sido útil para el diagnóstico clínico de la EA hasta 
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ahora, nuevas propuestas que entienden la enfermedad como un continuo, están 

sustituyendo este tipo de praxis.  

 

Así, actualmente el diagnóstico de la EA se está realizando en base a biomarcadores 

moleculares, analizados a través del LCR y complementados con métodos de 

neuroimagen que analizan las estructuras anatómicas y su funcionalidad y tests 

psicológicos y cognitivos, que evalúan la sintomatología del paciente (Benzinger et al., 

2013; Jack et al., 2010; McKhann et al., 2011; Selkoe & Hardy, 2016). El empleo del 

uso de biomarcadores facilita el diagnóstico de la enfermedad cuando ésta todavía no 

presenta sintomatología, ofreciendo así, la posibilidad de prevenirla en los primeros 

estadios de la misma (Egan et al., 2018). El modelo de la figura 8 representa la 

evolución temporal de cinco biomarcadores de EA bien establecidos y su relación con la 

aparición y progresión de los síntomas clínicos (Benzinger et al., 2013; Fleisher et al., 

2015).  

 
Figura 8. Correlación entre los biomarcadores de la EA y la presentación clínica de la enfermedad (Aisen 

et al., 2017).  

6. Neuropatología de la EA.  

La deposición anormal de proteínas mal plegadas es un signo característico de las 

enfermedades neurodegenerativas. La EA se caracteriza por la deposición extracelular 

de la proteína β amiloide (Aβ) en forma de placas seniles y la agregación intraneuronal 

de la proteína tau en forma de filamentos. A pesar de que las patologías amiloide y tau 

son los rasgos caracteristicos de la EA, se han descrito otros mecanismos altamente 

implicados en el desasrrollo de esta enfermedad. Estos son: la neurodegeneración y la 

pérdida de plasticidad, la neuroinflamación, el estrés oxidativo, la disfunción 

mitocondrial y la alteración cerebrovascular.  
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6.1 Patología amiloide  

Desde 1991, la hipótesis de la cascada de amiloide ha desempeñado un papel destacado 

en la explicación de la patogenia de la EA. Esta hipótesis propone que la deposición de 

Aβ es el evento patológico inicial de la enfermedad que conduce a la formación de 

placas amiloides y a la formación de NFTs, con la consecuente neurodegeneración y el 

desarrollo de la demencia (Hardy & Allsop, 1991). Esta hipótesis ha sido muy discutida 

y se ha ido reformulando a lo largo de los años. Actualmente se propone que la falta de 

homeostasis entre la generación de amiloide y su eliminación causa un incremento de 

oligómeros neurotóxicos de Aβ y peptidos relacionados que descadenarían la cascada 

de efectos patológicos en la EA. En la EA familiar hay un exceso de generación de Aβ, 

al igual que en los modelos animales utilizados para el estudio de terapias 

experimentales. Sin embargo, en la EA esporádica, no se conocen las causas del 

desequilibrio homeostático que induce la acumulación de Aβ (Huang et al., 2019). 

Además, el desarrollo de terapias experimentales contra Aβ no se ha traducido en 

beneficios clínicos hasta el momento. Así, actualmente se propone el estudio de dianas 

iniciales que puedan inducir el desequilibrio homeostático de Aβ y la patología tau 

(Imbimbo et al., 2020).  

6.1.1 Escisión de APP para la formación del péptido Aβ.  

El Aβ es un péptido de 39 a 42 aminoácidos que se origina a partir de la proteína 

transmembrana APP por acción de las secretasas.  

 
Figura 9. A. Vías no-amiloidogénica y amiloidogénica, implicadas en el procesamiento de la APP 

(Zolezzi et al., 2014). B. Detalle de la vía amiloidogénica por la que se procesa el APP para producir Aβ  
(X. Sun et al., 2015).  

 

A Detail of amyloidogenic pathway B 
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Dependiendo de la secretasa que corte la APP, se llevará a cabo la vía amiloidogénica o 

la vía no amiloidogénica. La principal secretasa implicada en la vía no-amiloidogenica, 

y que corta el APP en condiciones normales es ADAM10 (Ray et al., 2020)La principal 

secretasa implicada en la vía amiloidogénica que da lugar a la generación del Aβ es 

BACE1 (Johnson et al., 2020). Las dos isoformas más importantes de Aβ en la EA son 

Aβ40 y Aβ42, denominadas en base al número de aminoácidos. Aβ42 es la isoforma 

más amiloidogénica ya que se agrega más fácilmente, es esta isoforma la que se 

encuentra predominantemente en las placas amiloides (Kellett & Hooper, 2009; 

Nalivaeva & Turner, 2013). 

6.1.1.1 Vía no-amiloidogénica 

La vía no amiloidogénica se da con el procesamiento no patológico de la APP. Es decir, 

en condiciones normales la APP se corta mediante la α-secretasa liberando, en el 

dominio intracelular el fragmento carboxiterminal α-CTF (C83) y una porción soluble 

denominada sAPP α. Así, con el procesamiento posterior de α-CTF mediante la γ-

secretasa, se generan por una parte el dominio intracelular de APP y por otra parte el 

péptido p3 que no contribuyen a la patogenia de la EA (Ray et al., 2020).  

6.1.1.2 Vía amiloidogénica 

En la EA, sin embargo, la APP se procesa mediante la vía amiloidogénica, esto implica 

que la proteína que procesa la APP, es la β-secretasa en vez de la α-secretasa. Esta β-

secretasa libera sAPPβ, por una parte, y un fragmento carboxi-terminal β-CTF (C99), 

que, al ser hidrolizado por la γ-secretasa da lugar a Aβ y a AICD, el dominio amiloide 

intracelular (Johnson et al., 2020).  

6.1.2 Conformaciones amiloideas.  

El agregado amiloide más común aislado del cerebro de los pacientes con EA es fibrilar 

(J. X. Lu et al., 2013)La fibra amiloide está compuesta por una serie de péptidos Aβ, 

que se pliegan sobre sí mismos, dispuestos en forma paralela o antiparalela para formar 

un protofilamento delgado. Cuando estos protofilamentos se envuelven entre sí forman 

una fibrilla de amiloide madura. Las fibras amiloides se agregan formando las placas 

amiloides, observables mediante tinción de tioflavina-S en en tejido humano 

postmortem y en modelos de ratón transgénicos de EA (Oakley et al., 2006).  
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Sin embargo, a pesar de que los agregados fibrilares sean la forma más común, se 

conoce que los oligómeros son la especie amiloide más tóxica, ya que actúan 

provocando el colapso sináptico y la pérdida de las estructuras dendríticas (Koffie et al., 

2009).  

 
Figura 10. Esquema que muestra el mecanismo de formación de las placas amiloides desde el péptido β-

amiloide. (https://www.bocsci.com/a-beta-pathways-plaque-formation-app-metabolism.html) 

 

 

Así, los trímeros tienen una toxicidad 3 veces superior que la de los monómeros y los 

tetrámeros 13 veces mayor que los monómeros (Ono et al., 2009). El orden de toxicidad 

de los oligomeros amiloides relacionado con la estructura es: tetrámeros> trímeros> 

dímeros> fibrillas> monómeros (Campioni et al., 2010). El motivo principal de su 

neurotoxicidad es la exposición de motivos hidrofóbicos y no su tamaño (Campioni et 

al., 2010).  
 

Así, el amiloide en sus diferentes conformaciones, genera neurotoxicidad (Hane et al., 

2011; Sokolov et al., 2006), al aumentar: las especies reactivas del oxígeno, la 

neuroinflamación (Eskici & Axelsen, 2012; Greenough et al., 2013; Mutisya et al., 

1994) la formación de canales iónicos de calcio (LIN et al., 2001), con el subsecuente 

aumento de la permeabilidad de la membrana celular (Hane et al., 2011; Sokolov et al., 

2006), la sobreexcitación de los receptores de NMDA (Roberson et al., 2007), la unión 

competitiva por los receptores de membrana (Q. Wang et al., 2004), y la modificación 

de la estructura del ADN (Geng et al., 2010). Aβ también activa diferentes quinasas que 

favorecen la fosforilación de tau (Cruz & Tsai, 2004; Kitagishi et al., 2014; Noble et al., 

2003; Shukla et al., 2012) otra parte, los procesos implicados en la eliminación de los 

depósitos de Aβ y de los efectos oxidantes causados por este disminuyen con la edad 

(Verdier & Penke, 2005). Así, el problema aparece no solo en la producción de Aβ sino 

también en la eliminación del mismo (Greenough et al., 2013).  
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6.2 Patología de tau 

La patología de tau en la EA depende de la fosforilación y la agregación de tau. Tau, 

una proteína asociada a microtúbulos (MAPT) que polimeriza la tubulina de estos y 

participa en el mantenimiento del citoesqueleto neuronal, particularmente a nivel 

axonal. El gen tau humano está localizado en el cromosoma 17. En el cerebro humano 

adulto se expresan seis isoformas de tau como resultado del empalme alternativo del 

ARNm, con o sin exones 2, 3 y 10. El exón 10 contiene la región de unión a 

microtúbulos. La inserción del exón 10 produce isoformas de tau de 4 repeticiones (4R), 

mientras que las isoformas de tau de 3 repeticiones (3R) se producen sin el exón 10 (M. 

Goedert et al., 1988)El cerebro humano adulto expresa isoformas de tau tanto 3R como 

4R. Estas se expresan con mayor abundancia en los axones neuronales del SNC, aunque 

también pueden encontrarse en el soma y las dendritas, en los oligodendrocitos y en 

tejidos tejidos no neurales (Šimić et al., 2016). La patología de tau en la EA afecta 

directamente a la estabilidad de los microtúbulos, la pérdida sináptica y la atrofia 

neuronal, además de la neurotoxicidad originada por si misma. La importancia de la 

pérdida de funcionalidad de tau en la EA ha llevado a proponer la hipótesis de tau como 

principal causante de la EA (Šimić et al., 2016).  

6.2.1 Hiperfosforilación de tau 

Tau, en su isoforma más larga, contiene 35 residuos de treonina, 45 de serina y 5 de 

tirosina, lo que significa que casi el 20% de la proteína tau es susceptible de ser 

fosforilada. La funcionalidad de tau depende de su fosforilación, así tau es más eficaz 

promoviendo el ensamblaje de los microtúbulos en estados menos fosforilados. En la 

EA, tau se fosforila en sitios "patológicos”, característicos de la enfermedad. En el 

tejido de cerebro humano con EA se observó inmunorreactividad ante los anticuerpos 

que detectan lugares patológicos de hiperfosforilación de tau, como por ejemplo: AT8 

(epítopo pS199 / pS202 / pT205), PHF-1 (epítopo pS396 /pS404) y pS262 (Mondragón-

Rodríguez et al., 2013)En la figura 11 se muestran los aminoácidos que noprmalmente 

se fosrorilan en ausencia de enfermedad y los fosforilados en los casos de EA.  

 

El estado de fosforilación de tau depende del balance de la actividad de las proteínas 

quinasas y fosfatasas. Así, una mayor actividad de las quinasas que actúan sobre tau 

favorecerá su hiperfosforilación, mientras que el estado no fosforilado de tau dependerá 
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de la actividad de las fosfatasas. tau puede fosforilarse in vitro mediante varias proteínas 

quinasas. Entre ellas, las más estudiadas son: la quinasa 5 dependiente de ciclina (Cdk5) 

y la glucógeno sintasa quinasa-3β (GSK-3β) (F. Liu et al., 2002).  
 

In vitro, GSK-3β fosforila tau principalmente a través de la vía PI3K / AKT / GSK-3β  

(Kitagishi et al., 2014). Cdk5, por otra parte, se define como una quinasa neuronal que 

se activa mediante p35 y p39 (Shukla et al., 2012), estas a su vez se activan ante el 

estrés oxidativo, la toxicidad glutamatérgica, la disfunción mitocondrial, la 

sobreactivación de los canales de calcio y la exposición a Aβ (Cruz & Tsai, 2004; Noble 

et al., 2003). Así, el aumento de la entrada de calcio promueve que la calpaína escinda 

p35 y p39 en fragmentos p25 y p29, formando un complejo más estable e hiperactivo de 

Cdk5-p25 y Cdk5-29 (Kumar et al., 2015; Noble et al., 2013). La sobreexpresión de 

estas quinasas (junto a otras), conduce a la hiperfosforilación de tau y la formación de 

filamentos helicoidales emparejados (PHF) o Paired helical filaments. Otras de las 

proteínas quinasas involucradas en la fosforilación de tau serían: quinasas reguladoras 

de afinidad de microtubulos (MARK), proteína quinasa activada por mitógenos 

(MAPK), proteína quinasa II, proteína quinasa A (PKA), proteína quinasa C (PKC), c-

Jun N-terminal quinasa (JNK), proteína quinasa asociada a muerte 1 (DAPK1) y 

proteína quinasa II dependiente de Ca2 + / calmodulina (CaMKII) (Castro-Alvarez et 

al., 2014; Kumar et al., 2015).  

 
Figura 11. Sitios de fosforilación de la proteína tau en condiciones normales y epítopos específicos de los 

principales anticuerpos tau en la EA (Arnaud et al., 2011; R. Liu et al., 2008).   
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Por otra parte, la fosforilación de tau también depende de la actividad de las fosfatasas, 

encargadas de quitar los grupos fosfato. La proteína fosfatasa más estudiada en cuanto a 

la desfosforilación de tau es la fosfatasa 2A (PP2A). PP2A es una serina/treonina 

fosfatasa, compuesta por una subunidad catalítica (PP2Ac) y dos unidades reguladoras 

de las que depende su actividad (Arnaud et al., 2011; R. Liu et al., 2008).  

6.2.2 Conformaciones y propagación de la proteína tau.  

Similar a Aβ, la proteína tau atraviesa una serie de estructuras intermedias antes de 

agregarse en filamentos helicoidales emparejados (PHF) y NFTs. Así, la tau 

hiperfosforilada, se desagrega de los microtúbulos, favoreciendo su inestabilidad, y, o 

bien permacene en forma de oligómeros fosforilados o bien se agrega formando los 

PHF, que a su vez se agregan para formar los NFTs.  

 

 
Figura 12. Representación esquemática de las diferentes conformaciones de la proteína tau en la EA.   

 

Igual que ocurre con Aβ, se ha descubierto que la forma más tóxica de tau es su 

conformación oligomérica (Steinhilb et al., 2007). De esta forma, tau induce la 

neurodegeneración de dos formas: 1. Al estar hiperfosforilada y desprenderse de los 

microtúbulos favoreciendo la inestabilidad del citoesqueleto, la pérdida sináptica y la 

atrofia neuronal (DuBoff et al., 2012; Tenreiro et al., 2014). 2. Al agregarse en 

oligómeros, estructuras PHF y NFTs que resultan neurotóxicas a nivel celular (DuBoff 

et al., 2012; Tenreiro et al., 2014).  

 

Asimismo, estudios in vivo e in vitro (Clavaguera et al., 2009; Michel Goedert & 

Spillantini, 2017; Kametani & Hasegawa, 2018; Nonaka et al., 2010; Steinhilb et al., 

2007) han demostrado que la forma hiperfosfoilada de tau, al entrar en contacto con tau 
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no fosforilada, favorece la fosforilación de esta última, lo que plantea la hipótesis de 

que los agregados de tau se formen en un pequeño número de neuronas, desde donde se 

propagan a las neuronas vecinas (Frost et al., 2009; Iba et al., 2013)Estudios recientes 

(Chalermpalanupap et al., 2017; A. Ghosh et al., 2019) han confirmado la hipótesis de 

(Heiko Braak & del Tredici, 2011), que indica que los cúmulos iniciales de tau 

hiperfosforilada podrían comenzar en las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus 

(LC) de pacientes jóvenes, que no tendrían porque desarrollar EA, pero aumentando sus 

probablidades para desarrollarla. Estos estudios, además han confirmado la correlacion 

entre la hiperfosforilación de tau en el LC, previa a la aparición de sintomatología y 

neuropatología característica de la EA.   

 
Figura 13. Representación esquemática de la propagación interneuronal de tau. (Palop et al., 2006; 

Seeley et al., 2009) 

6.3 ¿Cómo se relacionan Aβ y tau en la progresión de la EA?  

El origen de la deposición de Aβ suele ser en el hipocampo, los lóbulos frontal y 

temporal, y el sistema límbico (Figura 14, b, fila superior). Por otra parte, la 

degeneración causada por tau suele comenzar en el hipocampo y en los lóbulos 

temporales mediales (córtex etorrinal), diseminándose progresivamente a otras áreas del 

neocórtex (Figura 14, b fila inferior). Esto, corrobora el hecho de que las patologías 

neurodegenerativas se diseminan a lo largo de las redes neuronales, conduciendo a la 

atrofia de las mismas (Palop et al., 2006; Seeley et al., 2009). Además, el número de 

NFTs y de placas amiloides, está directamente correlacionado con la gravedad de la EA 

y la aparición de BPSD, tal y como reveló el análisis de cerebros de pacientes de EA 

(Zubenko et al., 1991). Estudios in vivo en modelos de ratón confirmaron esta 
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correlación entre neuropatología de Aβ y tau y la aparición de BPSD (Castillo-

Mariqueo & Giménez-Llort, 2020).  

 

Asimismo, Braak y Braak describieron la estadificación de la proteína tau (H. Braak & 

Braak, 1991) y su importante relación con la manifestación de los síntomas clínicos de 

la enfermedad. Según sus estudios, ésta aparece primero en la región transentorrinal, 

extendiéndose a la región límbica, y áreas neocorticales, correlacionándose con la 

perdida cognitiva y la aparición de BPSD, como han confirmado estudios PET recientes 

(Okamura & Yanai, 2017)Además, un estudio reciente en el que se realizó el análisis 

histológico de cerebros post-morten confirmó que la sintomatología clínica de la EA se 

corresponde con la patología tau, pero no con la de Aβ (Cerejeira, Lagarto, Mukaetova-

Ladinska, et al., 2012). Por otra parte, el análisis de cerebros de pacientes de EA con 

BPSD, mostraron niveles cuatro o cinco veces superiores de tau hiperfosforilada en el 

córtex entorrinal y temporal en comparación con los controles (Cerejeira, Lagarto, 

Mukaetova-Ladinska, et al., 2012). Por lo tanto, estos hallazgos han sugerido que la EA 

sea un trastorno que se desencadena por el deterioro del metabolismo del APP, pero que 

progresa a través de la patología de tau (Snyder & Innis, 1979).  

 
Figura 14. Evolución patológica de la enfermedad de Alzheimer. A. Imágenes de las placas amiloides 

y los NFTs del libro de texto: Spielmeyer "Histopathologie des Nervensystems. B. Propagación de β-

amiloide y NFTs a medida que avanza la enfermedad (Masters et al., 2015).  

6.3 Neurotransmisores alterados en la EA  

Además de las patologías de tau y Aβ, la EA se caracteriza por una alta disfunción del 

sistema de neurotransmisores como consecuencia de la atrofia y la pérdida sináptica de 

determinados grupos neuronales. De hecho, la alteración de los neurotransmisores ha 
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sido uno de los principales focos de tratamientos para la enfermedad. Los sistemas de 

neurotransmisores más afectados en la EA son el sistema colinérgico y glutamatérgico, 

y en menor medida, el gabaérgico (Kandimalla & Reddy, 2017; Snyder & Innis, 1979) 

6.3.1 Sistema colinérgico  

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor esencial para el procesamiento de la 

memoria y el aprendizaje. La ACh también regula la estructura cortical, la dinámica 

sanguínea cerebral, y el ciclo de vigilia-sueño. En pacientes de EA, tanto la 

concentración de Ach como su actividad, se encuentran disminuidas. Así, en la EA se 

produce; la alteración tanto de los niveles como de la actividad de la acetilcolina, la 

alteración de su recaptación, la pérdida de las neuronas colinérgicas y la disminución de 

la actividad de la acetilcolinesterasa (Berger-Sweeney, 2003; H. Ferreira-Vieira et al., 

2016).  

6.3.2 Sistema glutamatérgico  

El glutamato un neurotransmisor excitador y una forma iónica del ácido glutámico. El 

glutamato está ampliamente involucrado en el proceso de aprendizaje y memoria en el 

cortex y en el hipocampo. Este neurotransmisor interviene en la potenciación a largo 

plazo (LTP) y la depresión a largo plazo (LTD) que regulan la consolidación de la 

memoria y el aprendizaje. El glutamato regula la actividad de los receptores NMDA 

presentes en la membrana postsináptica de las neuronas glutamatergicas. En la EA hay 

una mayor liberación presináptica del glutamato, que a su vez va acompañada por una 

menor recaptación del mismo, lo que genera la conocida excitotoxicidad 

glutamatérgica. Así, se produce una activación sostenida de los receptores NMDA que 

perjudica el aprendizaje y la memoria (Do et al., 2013; Gal-Ben-Ari. & Rosenblum, 

2012; Köles et al., 2016).  

6.3.3 Sistema GABAérgico  

GABA es un neurotransmisor inhibidor. Mientras que el papel de la transmisión 

neuronal glutamatérgica y colinérgica ha sido ampliamente investigado en la EA, el 

papel preciso de los neurotransmisores GABA en la EA todavía no está bien 

caracerizado. Sin embargo, está demostrado que el receptor GABA (A) del sistema 

GABAérgico está alterado en el envejecimiento y la EA. Aunque su relevancia en los 
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procesos de pérdida de memoria es menos conocido, en modelos transgénicos de EA, se 

ha visto una menor funcionalidad de este receptor en el sitio de unión a benzodiacepinas 

(Revilla et al., 2014; Rissman et al., 2007). En este sentido, las alteraciones 

GABAérgicas se proponen como asociadas a la presencia de BPSD.   

1.1 6.4 Neurodegeneración y neuroplasticidad 

La EA es una enfermedad caracterizada por la neurodegeneración y la pérdida sináptica 

progresiva (Gómez-Isla et al., 1997). La densidad sináptica esta directamente 

correlacionada con la capacidad cognitiva y la posibilidad de generar LTPs que 

favorezcan la consolidación de la memoria (Wosiski-Kuhn & Stranahan, 2012). Así, a 

medida que evoluciona la enfermedad, la pérdida sináptica aumenta, correlacionándose 

con los déficits cognitivos. 

  
Figura 15. Imágenes representativas de una neurona (izquierda) y una sinapsis (derecha).  

 

A pesar de que inicialmente las investigaciones se centraron en el estudio de Aβ como 

principal inductor de sinaptotoxicidad, se ha demostrado que la pérdida neuronal es 

paralela a la distribución de tau hiperfosforilada y de NFTs en la EA.  De hecho, incluso 

en ausencia de NFTs, los ratones que sobreexpresan tau humana muestran una 

degeneración sináptica significativa, lo que confirma a la tau oligomérica soluble como 

la especie sinaptotóxica importante en el desarrollo de la EA (Gao et al., 2018). Por lo 

tanto, la patología de tau, la pérdida sináptica y la progresión y manifestación clínica de 

la EA están directamente relacionadas (Forner et al., 2017; Overk & Masliah, 2014).  

 

Por otra parte, está ampliamente demostrado que la pérdida sináptica precede a la 

pérdida neuronal (Hoover et al., 2010; Masliah et al., 1991; Scheff et al., 2006, 2011). 
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Así, la afectación axonal y de los extremos presinapticos disminuiría las sinapsis que, 

eventualmente conducirían a la neurodegeneración celular (Overk & Masliah, 2014). 

Esto se confirmó al encontrar alteradas proteínas implicadas en el tráfico de las 

vesículas sinápticas, elementos estructurales de las sinapsis y el reciclaje de 

neurotransmisores (Ferrer et al., 2010).  

6.4 Estrés oxidativo y daño mitocondrial 

El aumento del estrés oxidativo se ha relacionado con el proceso de envejecimiento 

(Venkateshappa et al., 2012). El estrés oxidativo es el estado redox resultante de un 

desequilibrio entre la generación y la eliminación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS). Las ROS son subproductos fisiológicos que actúan como un arma de doble filo 

en el sistema biológico (Nunomura et al., 2001): pueden cumplir funciones cruciales 

como señalizar moléculas en situaciones controladas, pero también pueden producir 

daños biológicos cuando están presentes en cantidades excesivas. Su principal 

característica patológica es la oxidación de biomoléculas principales como los ácidos 

nucleicos (ADN, ARN), las proteínas y los lípidos. El cerebro es altamente susceptible 

al desequilibrio oxidativo debido a su alta demanda de energía, alto consumo de 

oxígeno, abundancia de ácidos grasos poliinsaturados, fácilmente peroxidables, y la 

escasez relativa de moléculas antioxidantes. Así, el estrés oxidativo juega un papel 

crítico en la EA (Swerdlow, 2011).  

 

La principal fuente de generación de ROS es la mitocondria. El deterioro progresivo de 

la función mitocondrial también se ha implicado en el envejecimiento y la EA (Lovell et 

al., 2001; Williams et al., 2006). Las neuronas dependen de las mitocondrias para la 

producción de energía mediante la fosforilación oxidativa. Por lo tanto, la disfunción 

mitocondrial de la EA genera la imposibilidad ejercer su función homeostática en la 

regulación de ROS, así como sus funciones primordiales. Por otra parte, el estrés 

oxidativo y la disfunción mitocondrial probablemente se retroalimenten amplificando la 

patogenia de la EA (Mondragón-Rodríguez et al., 2013) caracterizada a su vez por; la 

peroxidación lipídica (Anderson et al., 1996), la oxidación de proteínas (Anderson et al., 

1996)y la oxidación de acidos nucleicos (ADN / ARN) (Okamoto et al., 2014).  
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Además del aumento generalizado de ROS, la EA se caracteriza por un desequilibrio 

oxidativo que también se traduce en una disminución significativa de los niveles de 

enzimas y proteínas antioxidantes. Así, pacientes con EA muestran disminuidos niveles 

plasmáticos de antioxidantes como la albúmina, la bilirrubina, el ácido úrico, el 

licopeno, la vitamina A, la vitamina C y la vitamina E. Pacientes con EA también 

mostraron una disminución significativa en la actividad de enzimas antioxidantes como 

la superóxido dismutasa, la catalasa, la glutatión peroxidasa 1 y la hemooxigenasa tanto 

en el cortex prefrontal como en el temporal, aunque los niveles de expresión de algunas 

de ellas se encontraron aumentados a modo de respuesta compensatoria con el fin de 

regular el aumento oxidativo de la enfermedad (Cryan & Holmes, 2005).  

6.5 Neuroinflamación   

La neuroinflamación sostenida es un factor de riesgo de enfermedades relacionadas con 

la edad, incluidas las lesiones cerebrovasculares y la EA (Furman et al., 2019; Lénárt et 

al., 2016). Las condiciones inflamatorias sistémicas pueden desencadenar o agravar una 

serie de enfermedades cardiovasculares y metabólicas que también contribuyen a la 

disfunción cerebral y la demencia (Ojala et al., 2009; Song et al., 2015; Williams et al., 

2006). De hecho, los procesos inflamatorios se consideran cada vez más los culpables 

de la fragilidad y las enfermedades asociadas a la edad. Nuevos estudios están 

demostrando que la neuroinflamación no es meramente una consecuencia de la 

neurodegeneración, sino que contribuye directamente a la patogenia de la EA, dándose 

incluso antes que la perdida sináptica (Heneka et al., 2015; Kinney et al., 2018). 

Además, procesos que promuevan la inflamación como un traumatismo 

craneoencefálico, inflamación sistémica o un ictus, favorecerán los procesos pro-

inflamatorios que contribuyan a la neurodegeneración y el desarrollo de demencia. De 

igual forma, la neuropatología y la agregación proteica característica de la EA 

desencadenará procesos inflamatorios que favorecerán la cronicidad de la enfermedad 

inflamatoria.  

6.5.1 Microglía y astrocitos 

Los astrocitos y la microglia son los principales tipos celulares implicados en la 

respuesta inflamatoria en el SNC y la homeostasis del mismo (Bolós et al., 2017). Las 

células microgliales son los macrófagos residentes del SNC; y representan alrededor del 
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10% de la población del SNC. Estas juegan un papel crucial, no sólo en la neurogénesis, 

y plasticidad neuronal, sino también como primera línea de defensa inmune en caso de 

cualquier tipo de lesión cerebral (Calsolaro & Edison, 2016). La actividad microglial 

varía según el área cerebral (Bachiller et al., 2018). Se ha propuesto que los cambios 

tanto funcionales como morfológicos del hipocampo están asociados con cambios en la 

respuesta de las células microgliales durante la progresión de la EA (Henneman et al., 

2009). En la EA, la microglía juega un papel beneficioso en la generación de 

anticuerpos anti-Aß y en la eliminación de las placas amiloides (Cai et al., 2014). Sin 

embargo, por otro lado, favorece la inflamación al liberar mediadores proinflamatorios 

que contribuyen a la producción y acumulación de Aß (Prinz & Priller, 2014). 

Asimismo, la formación de placas amiloides induce la activación microglial a través del 

componente del inflamasoma: NLRP3, que a su vez se correlaciona con una mayor 

expresión del receptor de activación expresado por células mieloides 2 (TREM2) y una 

mayor expresión de APOE observable en la microglía activada (Bachiller et al., 2018).  

 

Diversos estudios también han reportado que la microglía, además de activarse ante la 

tau fosforilada (p-tau) o agregada en forma de PHF o NFTs, favorece la 

hiperfosforilación de la misma. Así, se demostró que TREM 2, un receptor de respuesta 

microglial, agravaba la hiperfosforilación de tau en la EA (Maphis et al., 2015) 

 

Los astrocitos, por otra parte, contribuyen a la homeóstasis y neuroprotección del tejido 

neuronal, así en la EA se produce una marcada astrogliosis que acompaña a la 

activación de la microglía (Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010). Estudios de 

análisis del tejido post-mortem de pacientes con EA (Medeiros & LaFerla, 2013) y 

modelos animales (Olabarria et al., 2010) han reportado una marcada astrogliosis en 

esta enfermedad, que puede ocurrir incluso antes que la deposición de Aβ (Kummer et 

al., 2014).  

6.5.2 Citoquinas y óxido nítrico.  

La activación de la microglía está caracterizada y modulada por citoquinas, 

ampliamente implicadas en los procesos pro- y anti-inflamatorios. Estudios con 

animales transgénicos de Aß revelaron la presencia de citoquinas proinflamatorias como 

TNF-α, IL-6 y IL-1α (Lee et al., 2017; Wood et al., 1993). Asimismo, la exposición de 
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la microglía a Aβ42 aumentó la producción de pro-IL-1 β, IL-6 y TNF-α (Medeiros & 

LaFerla, 2013; Rangaraju et al., 2018)Otros estudios revelaron la correlacion entre p-tau 

y la presencia elevada de citoquinas como IL-β, IL-6, IL-8, IL18, TNF-α, (S. Ghosh et 

al., 2013). La sobreexpresión de IL-1β también provocó la activación de p38 MAPK y 

GSK-3β que a su vez provocaron la hiperfosforilación de tau en ratones 3xTg-AD (K. 

Li et al., 2019).  

 

Además de sus acciones directas a través de receptores de superficie, las citoquinas 

estimulan el enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) tanto en la microglia como 

en la astroglia, produciendo altos niveles de NO (óxido nítrico) que pueden ser tóxicos 

para las neuronas. iNOS está regulado al alza en los cerebros con EA (Vodovotz et al., 

1996) y el knockout genético de iNOS es protector en modelos de ratón con EA (Nathan 

et al., 2005). Por otra parte, el NO se ha relacionado con un marcado deterioro cognitivo 

asociado con la disfunción sináptica y la activación glial. Estudios in vivo han 

demostrado que Aβ40 promueve la activación de iNOS y el factor de necrosis tumoral-α 

(TNF-α) conduciendo a la posterior activación de c-Jun-NH2-quinasa terminal (JNK) y 

el factor nuclear KB (NFKB) y suponiendo un deterioro significativo del aprendizaje y 

la memoria (Marcus et al., 1998; Omar et al., 1999; Venkateshappa et al., 2012).  

6.6 Alteración de la unidad neurovascular y la barrera hematoencefálica.  

La unidad neurovascular (NVU) está constituida por células endoteliales, pericitos, glía 

y neuronas. Su función es controlar la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 

(BHE) y el flujo sanguíneo cerebral (FSC), manteniendo la composición química 

necesaria para el funcionamiento adecuado de los circuitos neuronales. Así, la NVU y la 

BHE regulan la homeostasis cerebral, limitan la entrada de células plasmáticas, glóbulos 

rojos y leucocitos, e impiden la entrada de macromoléculas potencialmente neurotóxicas 

(Guo & Lo, 2009; Moskowitz et al., 2010; Zlokovic, 2008, 2011).  

 

Los trastornos neurodegenerativos como la EA se caracterizan por la afectación de la 

NVU, la BHE y la diminución del FSC. Así, la interrupción del FSC induce la hipoxia y 

la muerte neuronal, mientras que la afectación de la NVU y la BHE, promueven la 

acumulación de especies neurotóxicas y proteínas agregadas que favorecen la 

neurodegeneración y la aparición de patologías concomitantes como la angiopatía 

amiloide (AAC) (Guo & Lo, 2009; Moskowitz et al., 2010; Zlokovic, 2008, 2011).  La 
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AAC consiste en el depósito de Aβ a lo largo de la cerebrovasculatura, favoreciendo la 

disfución de la misma y el agravamiento de la EA. Aproximadamente el 80% de los 

pacientes con EA presentan AAC. De esta forma la alteración de la vasculatura en la 

EA afecta de dos formas principales: 1. El daño cerebrovascular es suficiente para 

iniciar la lesión neuronal y la neurodegeneración. 2. La disfunción de la NVU y la BHE, 

promueven la acumulación de Aβ y tau al afectar a las vías de eliminación del cerebro 

(Gupta & Iadecola, 2015; A. R. Nelson et al., 2016; Zlokovic, 2008, 2011). Esto 

supone, a la vez, la retroalimentación de la patogenia de la EA y la alteración 

cerebrovascular, ya que, si bien la afectación cerebrovascular puede favorecer el 

desarrollo de la EA, la EA agrava la BHE y la NVU cronificando su patogenia.  

MODELOS EXPERIMENTALES IN VIVO Y TERAPIAS DE LA EA  

1. Modelos experimentales in vivo  

El uso de modelos experimentales en la EA es fundamental para una mejor comprensión 

de los mecanismos biopatológicos implicados en la enfermedad y el desarrollo de 

nuevos tratamientos. La mayoría de modelos experimentales utilizados para el estudio 

de la EA han sido modelos in vivo de ratones transgénicos que reproducen, 

principalmente, las mutaciones características de la EA familiar, es decir, las asociadas 

a APP, PSEN1 y PSEN2 (Puzzo et al., 2015; Wisniewski & Goñi, 2015; Wisniewski & 

Sigurdsson, 2010).  dando como resultado el desarrollo de la patología amiloide. Se han 

desarrollado algunos modelos con inducción de patología tau por expresión de 

mutaciones asociadas a taupatías, pero en menor proporción. Esto ha ayudado a 

comprender la patología relacionada sobre todo con la EA familar derivada de 

mutaciones genéticas y con un elevado grado de patología amiloide. Sin embargo, es 

poco representativo en cuanto a la EA esporádica, que es la más prevalente, como 

demuestra la complejidad de la EA humana y el fallo clínico de las terapias beneficiosas 

a nivel experimental. Por ello, el establecimiento de nuevos modelos que reproduzcan 

otras características patológicas de la enfermedad es de suma importancia.  

1.1 Modelos de ratón 

Los modelos de ratón han sido los más empleados para el estudio de la EA. El córtex 

humano es unas 700 veces más grande que el de ratón en cuanto a áreas corticales y 

número neuronal. La arquitectura básica parece estar conservada a pesar de diferencias 
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como la presencia de marcadas circunvoluciones en el cerebro humano, y la ausencia de 

ellas en el cerebro de ratón. Ambos cerebros también presentan diferencias en cuanto a 

la composición celular y molecular, así, moléculas clave en la EA como Aβ, tau y 

APOE son diferentes en sus secuencias, patogenicidad y número de isoformas 

expresadas. Además, el sistema inmune también es distinto en el cerebro de ratón 

respecto al humano, diferenciándose entre la proporción de fenotipos microgliales y el 

patrón de expresión de genes relacionados con la inflamación (Franco Bocanegra et al., 

2018)  
 

Los modelos de ratón utilizados en la actualidad se pueden dividir entre modelos de 

primera y de segunda generación. La diferencia entre ambos tipos de modelo es que los 

modelos de primera generación están basados en la inserción de transgenes externos con 

el fin de expresar proteínas vinculadas a la EA. Los modelos de segunda generación, 

por el contrario, se basan en la realización de mutaciones sin la inserción de transgenes.  

 

Los modelos de primera generación son los más empleados históricamente, 

constituyendo los denominados modelos transgénicos. Los más utilizados son 

transgénicos inducidos a partir de trangenes que sobreexpresan proteínas vinculadas a la 

EA familiar como la APP o las PSEN. Los primeros (hAPP), desarrollados hace más de 

25 años, estaban basados en mutaciones que sobreexpresaban APP. Estos, sin embargo, 

presentaban una muerte temprana además de no reproducir totalmente la patología de la 

EA (Hsiao et al., 1203).  

 
Figura 16. Comparación esquemática entre el cerebro humano y el cerebro de ratón (Atri, 2019).  
Posteriormente se desarrollaron transgénicos de ratón con la proteína APP mutada de 

diferentes formas, dando lugar a los modelos: PDAPP, Tg2576, APP23, APPInd y Tg-

APPArcSwe) que reprodujeron mejor la patología amiloide, presentando neuritas 
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distróficas, pérdida sináptica y cognitiva, microgliosis, inflamación, Aβ neurotóxico y 

generación de placas amiloides (Hsiao et al., 1203; Lord et al., 2006; Mucke et al., 

2000). Los siguientes modelos de ratón transgénicos se basaron en la mutación de las 

PSEN (PS1M146V-KI, PS1M146L) (Morgan et al., 2007) estos presentaban 

excitotoxicidad, degeneración neuronal, alteración del sistema inmune, estrés oxidativo 

etc. Posteriormente, se desarrollaron los modelos con mutaciones tanto de APP como de 

PSEN (PS1APP y PS2APP) (Lamb et al., 1999; Richard et al., 2015) caracterizados por 

presentar; amiloidosis, inflamación, depósitos de Aβ en el cortex e hipocampo etc. Sin 

embargo, estos modelos basados en mutaciones de la EA familiar presentaban 

limitaciones como la aparición de fenotipos adicionales no relacionados con la EA, así 

como una reproducción sesgada de la enfermedad, basada únicamente en la patología 

amiloide. En un esfuerzo por replicar la patología de tau, Oddo et al., 2003 generó un 

modelo triple transgénico, 3xTg-AD. Los 3xTg-AD sobreexpresan APPswe y tauP301L 

con un fondo knock-in PS1M146V. Estos ratones presentan una progresión temporal de 

gran parte de la patología de la EA, incluida la formación de placas amiloides y NFTs, 

pérdida sináptica y déficits cognitivos y comportamentales (Belfiore et al., 2019; 

García-Mesa et al., 2011; Giménez-Llort et al., 2007; Oddo et al., 2003; Torres-Lista et 

al., 2019; van der Jeugd et al., 2018). Otro modelo con varias mutaciones, 5 

concretamente, fueron los ratones 5XFAD generados por (Oakley et al., 2006). Estos 

portan cinco mutaciones de la EA familiar en los transgenes APP y PS1 (APPK670N / 

M671L / I716V / V717I Tg y PSEN1M146L / L286V Tg) impulsadas por el promotor 

Thy-1. Este modelo se caracterizó por una marcada neuroinflamación, gliosis, presencia 

del péptido Aβ42, el más neurotóxico, desde los 2 meses de edad, presentando déficits 

cognitivos progresivos desde los 4-5 meses y placas amiloides observables mediante la 

tinción de tioflavina S (Flanigan et al., 2014; Griñán-Ferré et al., 2016; L. Gu et al., 

2018; Manji et al., 2019; Oakley et al., 2006; Sadleir et al., 2018).  

 

También se han generado modelos que reproducen la patología tau: 1. Mediante la 

mutación de tau (MAPT), que resultó en la aparición de NFTs y pérdida cognitiva o 2. 

De alguna de las quinasas que la fosforilan como GSK3-β, que resultó en tau 

hiperfosofrilada en el hipocampo y córtex, estrés neuronal y astrogliosis reactiva (Lewis 

et al., 2000). Asimismo, modelos de senescencia acelerada como los SAM también han 
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revelado la presencia de tau hiperfosforilada asociada a la pérdida cognitiva 

(Drummond & Wisniewski, 2017) 

 

Como alternativa a los modelos de primera generación y las limitaciones que suponían 

en cuanto a reproducibilidad de la EA y la investigación farmacológica, se han 

desarrollado los modelos de ratón de segunda generación (Saito et al., 2014) estos están 

basados en mutaciones de los genes endógenos sin inserción de transgenes externos. 

Así, en la EA, estos modelos de ratón se basan en métodos knock-in o knock-out de 

mutaciones igualmente asociadas a la EA familiar, por lo que no parecen resolver 

completamente el problema de los transgénicos de primera generación.  Finalmente, se 

está trabajando en modelos inducidos mediante cirugía, infusión de compuestos, 

determinadas dietas etc.  

1.1.1 Modelo 5XFAD 

1.1.1.1 Mutaciones  

Los ratones 5XFAD (Oakley et al., 2006) expresan transgenes de APP y PSEN1 

humanos con un total de cinco mutaciones ligadas a la EA familiar: la mutacion Sueca 

(K670N / M671L), la más empleada, Florida (I716V) y Londres (V717I) en APP; y las 

mutaciones M146L y L286V en PSEN1. La mutación Sueca (APPSwe) promueve un 

mayor aumento de la escisión de APP, produciendo un cambio doble de aminoácidos en 

las posiciones 670/671 cerca del lugar de corte de la β-secretasa. Las mutaciones 

London (V717I) y Florida (I716V) se encuentran en la zona de corte de la γ-secretasa, 

incrementando a su vez la formación de Aβ. Las mutaciones M146L y L286V en 

PSEN1 incrementan la ratio de los niveles de Aβ42/Aβ40. Los ratones 5XFAD se 

crearon originalmente sobre un fondo híbrido B6SJL, aunque la mayoría de 5XFAD 

utilizados son con fondo C57BL/6J.  

1.1.1.2 Neuropatología 

El modelo 5XFAD se caracteriza por una clara patología amiloide de inicio temprano. 

A los 16 días se observa APP de forma intraneuronal en las neuronas subiculares y 

piramidales, que, a las 6 semanas, se traduce en la aparición de Aβ intraneuronal 

(Richard et al., 2015). Asimismo, la deposición de placas amiloides extracelulares 

comienza alrededor de los 2 meses, siendo detectables mediante la tinción de tioflavina 
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S, alrededor de los 2 y 4 meses. Pueden observarse placas amiloides en el córtex 

(Frontal, parietal y etorrinal), el hipocampo (subículo y giro dentado), el tálamo, y la 

médula espinal. Esta clara patología amiloide está asociada a una marcada astrogliosis y 

microgliosis que a su vez se correlaciona con el daño vascular (Giannoni et al., 2016)y 

la pérdida neuronal y sináptica. Así, se observó un 40% de neuritas distróficas 

piramidales tras un año, que se correspondió con la pérdida sináptica (Crowe & Ellis-

Davies, 2014; Jawhar et al., 2012) También se produjo una reducción de la mielina 

asociada a la pérdida axonal de la zona CA1 y el córtex a los 2 meses de edad, 

independientemente de la afectación amiloide (L. Gu et al., 2018). A pesar de la 

ausencia de NFTs en el modelo 5XFAD, algunos estudios han encontrado tau 

significativamente hiperfosoforilada en dominios asociados a la EA, como la Ser396, a 

incluso mucho antes de la aparición de cambios cognitivos y conductuales, 

produciéndose un incremento de su fosforilación con la edad (Griñán-Ferré et al., 2016, 

2020; Kanno et al., 2014; Wirths & Zampar, 2020).  

1.1.1.3 Comportamiento 

El modelo 5XFAD se caracteriza por presentar pérdida cognitiva entre los 3 y 6 meses 

de edad, según lo evaluado mediante el laberinto en Y, y el laberinto elevado, en cruz 

(Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et al., 2008) Otros estudios han reportado la pérdida 

cognitiva en este modelo a partir de un mes, según lo evaluado mediante el Ensayo de 

reconocimiento de nuevos objetos (NORT) (Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et al., 

2008).  y el laberinto acuático de Morris (MWM) (Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et 

al., 2008). Otro estudio, por el contrario, reportó la pérdida de memoria espacial a partir 

de los 7 meses de edad, según lo evaluado en el MWM (“Recent Perspective About the 

Amyloid Cascade Hypothesis and Stem Cell-Based Therapy in the Treatment of 

Alzheimer’s Disease,” 2016)  

 

Por otra parte, este modelo se caracteriza por una disminución de la ansiedad, cuyo 

tiempo de aparición varía según el test que la evalúe, lo que también representa una de 

las limitaciones del empleo de modelos animales para el estudio de patologías 

neurológicas en las que se evalúa el comportamiento y la cognición. Así, según lo 

evaluado mediante el laberinto en cruz elevado, los 5XFAD muestran una disminución 

de la ansiedad entre los 3 y 6 meses. Sin embargo, resultados del Ensayo de campo 
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abierto, indicaron una disminución de la ansiedad entre los 9 y 12 meses de edad 

(Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et al., 2008), contrario a otros estudios que mostraron 

un incremento de la misma (Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et al., 2008).  

 

Por último, ni la actividad motora ni la actividad exploratoria se encontraron alteradas 

en este modelo hasta aproximadamente un año de edad, según lo evaluado en el Ensayo 

de campo abierto (OF). Por el contrario, los reflejos y la capacidad prensil se 

encontraron disminuidas entre los 5 y 9 meses de edad según lo evaluado mediante el 

test sensorimotor y el test de suspensión por la cola (Camus et al., 2015; Heuer et al., 

2012).   

1.2 Otros modelos  

1.2.1 Invertebrados  

Asimismo, se han desarrollado modelos de animales invertebrados debido a sus ventajas 

para analizar características genéticas, su fácil manejo, ciclo de vida corto etc.  En 

Drosophila melanogaster se han desarrollado dos modelos, uno basado en a inserción 

de transgenes APP/BACE1 y otro en la inserción de y mutación de tau  (Griñán-Ferré et 

al., 2018; Pallas et al., 2008),  ambos desarrollaron caraceristias típicas de la EA, lo 

mismo ocurre con Caenorhabditis elegans, en el que también se ha generado un modelo 

mediante la inserción de transgenes relacionados con Aβ, así como con tau, aquí se 

encontró formación de placas amiloides, degeneración axonal etc. Sin embargo, dada la 

la gran distancia que tienen estos modelos de la fisiología humana, su uso es limitado.  

1.2.2 Ratas  

Además de los modelos de ratón, se ha desarrollado un menor número de modelos de 

EA con ratas transgénicas. Estas tienen la ventaja de que son más similares a los 

humanos en sus características fisiológicas, morfológicas y genéticas. Además, 

presentan un fenotipo conductual más rico, lo que hace posible realizar pruebas 

conductuales más complejas (Camus et al., 2015; Heuer et al., 2012). Sin embargo, las 

limitaciones de los modelos de ratas son similares a las de ratones, sólo reproducen la 

EA familiar. Actualmente existen varios modelos bien caracterizados como: hPS1, 

basado en la sobreexpresión de PS1 humano o ratas triple-transgénicas de PS/AP 

(Griñán-Ferré et al., 2018; Pallas et al., 2008), 
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1.1.1 Cerdos 

También se han desarrollado modelos transgénicos en modelos porcinos debido a su 

similaridad con los humanos, más cercana que los modelos murinos y su mayor 

esperanza de vida. Así, actualmente hay modelos porcinos, transgénicos, de varios 

genes que incluyen; APP mutada (APPSw) (Camus et al., 2015; Heuer et al., 2012) 

APP/PS1 (Schmidt et al., 2015; Schütt et al., 2016) y APP/tau/PS1 (Griñán-Ferré et al., 

2018; Pallas et al., 2008).  

1.1.2 Modelos fisiológicos 

Así encontrar un modelo animal que reproduzca la EA de manera natural resulta 

atractivo en cuanto a la investigación de la EA esporádica. 

 

El ratón SAMP8 (Senescence-accelerated mouse prone 8) es un modelo de 

envejecimiento obtenido por selección fenotípica que desarrolla demencia y patología 

de EA más leve que en ratones transgénicos y no foma placas de amiloide ni NFTs. Se 

ha propuesto como modelo de EA esporádica en las fases tempranas, aunque no está 

validado como tal (Camus et al., 2015; Heuer et al., 2012).  

 

Varias especies más cercanas a la humana que los roedores, desarrollan de forma 

natural características neuropatológicas similares a las observadas en la EA. Las más 

conocidas son: 

 

1.1.2.1 Primates no humanos. Desarrollan de manera típica la patología Aβ 

relacionada con la edad, sin embargo, la taupatía es rara y/o limitada y la 

pérdida cognitiva es más típica de la pérdida de memoria relacionada con la 

edad que del deterioro cognitivo encontrado en la EA (Schmidt et al., 2015; 

Schütt et al., 2016).  

 

1.1.2.2 Perros. Son de las especies más caracterizadas en cuanto al desarrollo de la 

EA. Los perros de edad avanzada tienen la misma secuencia Aβ que los 

humanos y desarrollan placas a partir de los 8-9 años de edad. Sin embargo, 

las limitaciones de este modelo incluyen la falta de NFTs, la falta de placas 
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compactas y la variabilidad presentada patológicamente entre los diferentes 

animales (Schmidt et al., 2015; Schütt et al., 2016).  

 
1.1.2.3 Cerdos Octodon degu. Tienen una alta homología de secuencia con el Aβ 

humano, además presentan acumulación intracelular y extracelular de Aβ, 

placas amiloides en edades avanzadas, acumulación de tau intracelular, 

astrocitosis, cambios sinápticos y deterioro de la memoria que se 

correlaciona con elevados niveles de oligómeros. Sin embargo, su patología 

parece ser inconsistente y con alta variabilidad (Steffen et al., 2016).  

En resumen, los modelos fisiológicos representan los mejores modelos disponibles en 

cuanto a las formas esporádicas de la EA. Sin embargo, existen limitaciones científicas 

y prácticas que impiden el uso generalizado de estos modelos. Por ejemplo, los mejores 

modelos tienen una larga vida útil, puede haber muhca variabilidad entre animales 

implicando mayores costes y tiempo del estudio etc. Finalmente, a pesar de una mayor 

homología de secuencia con la tau humana, muy pocos modelos fisiológicos tienen 

evidencia de tauopatía y ninguno tiene una presencia generalizada de NFTs similar a la 

de la EA (Braidy et al., 2015; Drummond & Wisniewski, 2017; Salazar et al., 2016).  

2. Terapias en la EA  

2.1 Tratamientos actuales de la EA 

Actualmente no existe cura para la EA y los medicamentos que están disponibles 

únicamente actúan sobre la sintomatología de la enfermedad, sin alterar la progresión de 

la misma. Su utilidad es mejorar la calidad del paciente y sus cuidadores. Estos, a su 

vez, mejoran la capacidad cognitiva, pero sin mejorar los BPSD presentados por los 

pacientes. Los dos tipos de medicamentos disponibles son: inhibidores de la 

colinesterasa y antagonistas del NMDA. Dentro de los inhibidores de la colinesterasa 

encontramos el donazepil, la galantalamina y la rivastigmina. Los efectos generados por 

los inhibidores colinérgicos son sobre la cognición y son generalmente modestos y 

variables entre pacientes (Grossberg et al., 2013; H. Ferreira-Vieira et al., 2016). En 

cuanto al antagonista del NMDA, la memantina; se ha demostrado que tiene beneficios 

moderados en la EA (Areosa Sastre et al., 2005; Atri et al., 2013; Grossberg et al., 

2013). La adición de memantina a la monoterapia con donepezil, puede ser beneficiosa 

en aquellos con EA en etapa intermedia (Howard et al., 2012). Si bien estos 
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medicamentos representan los mejores tratamientos farmacológicos disponibles 

actualmente en la EA, su efecto es leve y no alteran el curso del proceso 

neurodegenerativo subyacente. Además, los pocos ensayos clínicos que se han realizado 

en la EA en la última década han tenido una tasa de fracaso del 99,6% (Cummings et 

al., 2014).  

2.2 Tratamientos en estudio. 

Los tratamientos actuales farmacológicos en estudio para el tratamiento de la EA son; 

tratamientos antiiinflamatorios, antihipertensivos, inhibidores de las secretasas, 

inmunosupresivos etc. (Atri, 2019; Robinson & Keating, 2006; Yiannopoulou & 

Papageorgiou, 2020). En cuanto a los tratamientos no farmacológicos; se han estudiado 

terapias basadas en la inmunización tanto activa, mediante el desarrollo de una vacuna 

contra Aβ (Rosenberg & Lambracht-Washington, 2020) como pasiva; mediante el uso 

de anticuerpos monoclonales contra Aβ (Bapinezumab, solanezumab y aducanumab) y 

tau (Briggs et al., 2016). Otros tratamientos en estudio son la inyección de células 

madre, el uso de nutriceuticos (Sawikr et al., 2017)como la melatonina (Corpas et al., 

2018), el resveratrol (Corpas, Griñán-Ferré, et al., 2019) la cúrcuma (Tang et al., 2017) 

y el uso de vitaminas (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020) el uso de oscilaciones 

gamma y mediante estimulación de luz y sonido (Adaikkan et al., 2019) para romper las 

placas amiloides, y la reducción sanguínea del amiloide por plasmaferesis (Boada et al., 

2019; Cuberas-Borrós et al., 2018).  

 

Por otra parte, la mayoría de estudios actuales se encuentran focalizados en estrategias 

preventivas de la enfermedad como: 1-Mejorar el diagnóstico de la enfermedad 

mediante neuroimagen y el uso de biomarcadores. 2-Realizar recomendaciones 

dirigidas a la población general y población de riesgo con el fin de controlar y evitar los 

factores de riesgo asociados al estilo de vida que favorecen la aparición de la EA. 3- El 

tratamiento de enfermedades precedentes a la EA (Crous-Bou et al., 2017).  

2.2.1  TPPU 

La neuroinflamación es una de las características fundamentales de la EA y el 

envejecimiento. Así, recientemente están emergiendo nuevas terapias que la aborden 

mediante el uso de compuestos antiinflamatorios.  Entre estos compuestos, se 
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encuentran los inhibidores del enzima epóxido hidrolasa soluble (sEHi). Los sEHi 

tienen un efecto terapéutico debido a que aumentan la disponibilidad del ácido 

epoxieicosatrienoico (EET), permitiendo que sus efectos beneficiosos se prolonguen en 

el tiempo.  

 

El enzima epóxido hidrolasa soluble humana (sEH) se encuentra en múltiples tejidos 

participando en la regulación de la presión arterial, la inflamación, y la función neural 

(Morisseau & Hammock, 2013). El sEH hidroliza los ácidos grasos epoxi (EpFA) como 

los ácidos epoxieicosatrienoicos (EET) en sus correspondientes ácidos 

dihidroxieicosatrienoicos (DHET) (Spector & Norris, 2007). Los eicosanoides (ETTs) 

son moléculas de señalización lipídica derivadas del ácido araquidónico (ARA) por la 

actividad enzimática de ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX) y citocromo P450 

(CYP450). Los principales eicosanoides antiinflamatorios son los ácidos grasos epoxi 

(EpFA), derivados de la actividad del CYP450 sobre ácidos poliinsaturados de cadena 

larga (LC-PUFA). EpFA incluye dos tipos de metabolitos: ácidos 

hidroxieicosatrienoicos (HETE) e isómeros del ácido epoxieicosatrienoico (EET) 

(Wagner et al., 2017). Las principales funciones descritas para los EET son la 

regulación de la vasodilatación y la angiogénesis, sus efectos antiinflamatorios y la 

reducción del estrés oxidativo y el bloqueo de la respuesta al estrés del retículo 

endoplasmático (RE) (Spector & Norris, 2007). Además, recientemente se ha 

demostrado que los EET ejercen funciones en el SNC como la modulación de la 

angiogénesis, la regulación del FSC, median la señalización neuroendocrina y modulan 

procesos neuronales y gliales específicos (Zarriello et al., 2019).  

 

Así, los sEHi, como el 1-trifluorometoxifenil-3- (1- propionilpiperidin-4-il) urea 

(TPPU) suprimen eficazmente la respuesta inflamatoria, regulando el flujo sanguíneo y 

protegiendo a las neuronas de la excitotoxicidad (Zarriello et al., 2019). El TPPU, 

concretamente, es un sEHi comercialmente disponible cuya alta disponibilidad oral 

(Ostermann et al., 2015; L. Zhang et al., 2020) ha sido previamente demostrada. 

Además, estudios recientes han demostrado la eficacia del TPPU en modelos in vivo de 

EA (Griñán-Ferré et al., 2020).  
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CRP y mCRP 

1. CRP 

La proteína C-reactiva (CRP) fue identificada por Tillet y Francis en 1930 en la sangre 

de pacientes con infección neumocócica (Tillett & Francis, 1930). La CRP es conocida 

por ser un marcador de procesos pro-inflamatorios altamente utilizado. La prueba de 

CRP de alta sensibilidad (hsCRP), capaz de detectar valores por debajo de 3 mg/L, es 

una prueba sensible de inflamación de bajo grado; la población normal presenta niveles 

medios de hsCRP de 2 mg / L, a pesar de que los valores deseables son inferiores a 1 

mg/L (Strang et al., 2012). Su síntesis se produce en el hígado y es estimulada por 

citoquinas proinflamatorias, en particular IL-6, IL-1 y TNF-α (Sproston et al., 

2018)durante la fase aguda de la infección (Strang et al., 2012). La expresión crónica 

moderadamente elevada de CRP se asocia con un mayor riesgo de una amplia gama de 

enfermedades (Simats et al., 2016)Además, otros tipos de células, como las neuronas 

del cerebro con EA, pueden producir CRP, aunque en cantidades más bajas que los 

hepatocitos (Yasojima et al., 2000).  

 

La CRP nativa secretada por el hígado consta de cinco subunidades idénticas de 206 

aminoácidos dispuestas en una estrcutura aplanada de anillo de gelatina β característica 

de la superfamilia de proteínas de las pentraxinas. Las pentraxinas son proteínas 

conservadas evolutivamente implicadas en respuestas inmunológicas. Estas subunidades 

de 23 KDa con la misma orientación se ensamblan estrechamente mediante enlaces no 

covalentes para formar un pentámero discoide con un vacío central (Caprio et al., 2018) 

 

Cada subunidad o monómero de CRP contiene un núcleo hidrófobo compuesto por dos 

láminas beta antiparalelas estabilizadas mediante un enlace disulfuro. El pentámero de 

CRP presenta dos caras: la cara A o efectora; que se une a los receptores de la superficie 

celular C1q y Fcγ del complemento en los leucocitos, mediando la respuesta inmune. Y 

la cara B o de unión; que exhibe un sitio de unión por subunidad, asociándose a la 

fosfocolina expuesta en las membranas lipídicas celulares apoptóticas e inflamadas, y 

paredes celulares bacterianas.  La cara B por lo tanto, media la respuesta inflamatoria 

(Caprio et al., 2018).  
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Así, cuando la cara B de la CRP se une a la fosfocolina, la CRP se transforma en la 

proteína C-reactiva pentamérica modificada (pCRP*), que posteriormente se disociará 

en la proteína C-reactiva monomérica (mCRP), es decir, en sus monómeros o 

subunidades. De esta forma, la CRP regula la respuesta inflamatoria dependiendo de su 

conformación. Así, CRP no muestra propiedades proinflamatorias intrínsecas. De 

hecho, la CRP es esencial en la defensa del huésped y la eliminación de las células 

apoptóticas, ejerciendo, según el contexto, propiedades antiinflamatorias. Sin embargo, 

las isoformas estructurales; mCRP y pCRP*, poseen potentes efectos proinflamatorios 

que pueden mediar las respuestas inmunes, inflamatorias, protrombóticas y 

angiogénicas de múltiples enfermedades (Caprio et al., 2018).  

 
Figura 17.  Estructura de CRP. La estructura del pentámero de pCRP con cada monómero individual 

resaltado en un color diferente (púrpura, verde, azul) y fosfocolina (rodeado) ubicada en el lugar de unión 

del ligando (resaltado en un círculo negro) (McFadyen et al., 2018b).  

2. Activación de CRP mediante cambios conformacionales  

Estudios moleclares ex vivo han demostrado que la activación de la CRP se produce en 

los vasos, plaquetas y monocitos activados y tejidos dañados, donde las formas 

proinflamatorias (mCRP y pCRP*), pueden activar las células inmunitarias y las 

reacciones del complemento (Strang et al., 2012). También se ha informado 

recientemente de una fracción libre de mCRP en suero de pacientes con niveles 

elevados de CRP nativa circulante (>100 mg / L; en la respuesta inflamatoria aguda), 

aunque el sitio de origen de la disociación no está claro (Caprio et al., 2018).   

 

La disociación de CRP a mCRP está mediada por la unión de las subunidades de CRP a 

los residuos de fosfocolina de fosfotidilcolinas (PC), expuestos en las membranas 

celulares (Figura 18). Las PCs se generan por la acción de las enzimas fosfolipasa 

proinflamatoria (PLA2) que actúan sobre los fosfolípidos de la superficie celular. Así, 

cuando la CRP se asocia a la PC, sufre un cambio conformacional a un pentámero 
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activado denominado pCRP *. Este resto, aunque todavía pentamérico, existe en una 

forma más abierta, uniéndose a un grupo de cabeza globular del complemento, C1q, que 

se inserta en la cavidad central forzando a las subunidades del pentámero a separarse 

más, lo que finalmente causa la disociación a mCRP (Caprio et al., 2018). La mCRP 

cuya solubilidad acuosa es mucho menor, se asocia con la ECM tisular del tejido 

dañado, de vasculatura inflamada o de componentes inflamatorios activos (Mark Slevin 

et al., 2018). Demostró que el bloqueo de mCRP a la PC puede ser una buena diana en 

cuanto a la inhibición de los efectos patológicos generados por mCRP.   

 
Figura 18. Representación esquemática del mecanismo de modificación de CRP, en la imagen descrita 

como pCRP (proteína C-reactiva pentamérica) a pCRP*, para su posterior disociación a mCRP y detalle 

de sus posteriores funciones  (Caprio et al., 2018). 

3. mCRP  

Por análisis microscópico electrónico, CRP se ve como un disco pentamérico 

estrechamente compacto de cinco subunidades globulares que rodean un vacío anular de 

acuerdo con la estructura de la proteína definida por análisis de cristalización (Figura 

19). La mCRP biológica, sin embargo, existe como agregados de fibras cortas pero 

gruesas que no parecen ser estructuras densas, sino estructuras similares a varillas cortas 

asociadas sueltas (Fig. 1B) (Potempa et al., 1983, 2015a).  

 

Durante mucho tiempo se pensó que CRP era el mediador directo de la inflamación que 

conducía a la regulación positiva de las moléculas de adhesión celular endotelial, la 

activación del sistema del complemento, la fagocitosis y la liberación de una variedad 
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de proteínas de señalización inflamatorias. Sin embargo, estudios recientes han 

demostrado que realmente es la forma monomérica de CRP, la mCRP la que desempeña 

la inflamación comúnmente asociada a CRP. Esta, interactúa con células endoteliales, 

neutrófilos, macrófagos y plaquetas. La mCRP induce una regulación positiva de IL-8, 

MCP-1, E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en las células endoteliales, lo que da como 

resultado una mayor adhesión de neutrófilos mediado por la señalización de p38 MAPK 

(Caprio et al., 2018). Asimismo, la mCRP es fuertemente angiogénica tanto in vitro 

como in vivo y es probable que contribuya a la neovascularización de los tejidos en los 

que se deposita o sintetiza.  

 
Figura 19.  Visualización de (A) pCRP y (B) mCRP biológica. Visualización de las distintas diferencias 

estructurales entre el pCRP pentamérico con forma de disco y la subunidad mCRP con forma fibrosa. 

Todos los aumentos son 50.0009. Se considera que la pCRP (A) existe como discoides pentaméricos 

cíclicos de subunidades muy compactas que rodean un vacío central con un diámetro medio de 10,42 ± 

0,08 nm (n = 200). La mCRP biológica (B) se ve que existe como agregados fibrosos cortos con un 

diámetro promedio de 14,45 ± 0,33 nm (n = 20) (Potempa et al., 2015b).  

 

 

Por otra parte, semejante a la CRP, la mCRP también desempeña una función 

importante en el sistema inmune debido, tanto a la activación de la cascada del 

complemento, como a la regulación del mismo.  Así, mCRP está implicada en la 

regulación de la respuesta inmune innata.  mCRP y la pCRP * se unen fácilmente a Cq1 

conduciendo a la vía clásica del complemento, que finalmente culmina en la formación 

del complejo de ataque a la membrana dañada. Trabajos experimentales recientes han 

demostrado que la cabeza globular de Cq1 sólo puede unirse a mCRP disociado o pCRP 

* pero no a CRP, lo que confirma la asociación estructural de CRP con sus diferentes 

funciones.  mCRP también induce la activación plaquetaria, otro de los grandes 

implicados en las respuestas inmunitarias e inflamatorias (Caprio et al., 2018) 
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Finalmente, un estudio reciente demostró la asociación entre cada isoforma de CRP y 

un perfil distinto de respuestas de NO en monocitos. Aquí, CRP produjo la inhibición 

de la producción de NO/iNOS, mientras que mCRP indujo la producción de NO/iNOS 

en los monocitos. Esto respalda la evidencia de que mCRP es la responsable de la 

respuesta inflamatoria de CRP (Sproston & Ashworth, 2018).  

4. Implicación de mCRP y CRP en el desarrollo de la EA.  

La deposición de mCRP se ha demostrado en un gran número de enfermedades con 

componente inflamatorio. Así, un estudio reciente reveló la deposición de mCRP en el 

cerebro de áreas infartadas de pacientes con EA (Strang et al., 2012) y en regiones con 

carga amiloide (Strang et al., 2012), en la retina dañada en la degeneración macular 

relacionada con la edad (Molins et al., 2018), en placas ateroscleróticas en 

enfermedades vasculares y en otros tejidos inflamados. 

 

La proteína mCRP se ha relacionado con la EA de varias formas diferentes:  1. Por 

suponer un nexo entre el ictus y el posterior desarrollo de demencia de tipo EA 2. Por 

sus propiedades neuroinflamatorias que juegan un papel fundamental tanto en el ictus 

como en la EA (di Napoli et al., 2018; M. Slevin et al., 2015; Mark Slevin et al., 2017) 

y 3. Por su implicación directa en la EA asociándose con la patología característica de la 

enfermedad (Aβ y tau) (Strang et al., 2012).  

 

El ictus duplica el riesgo de demencia, predominantemente demencia vascular y EA 

(Vijayan & Reddy, 2016). Así, un tercio de los pacientes que sufren un ictus desarrollan 

demencia (Kalaria et al., 2016)Los mecanismos por los que un accidente 

cerebrovascular (ACV) puede causar el desarrollo de demencia son todavía 

desconocidos (Love & Miners, 2016). Sin embargo, se hipotetiza que están relacionados 

con los factores de riesgo y la neuropatología compartidos entre ambas enfermedades 

(Love & Miners, 2016). Así, algunos de los principales contribuidores al desarrollo de 

demencia después del ictus podrían ser la cronicidad de los procesos pro-inflamatorio 

(Kudo et al., 2000), la afectación de la unidad vascular y de la BHE, normalmente 

alteradas en la EA y la demencia vascular (Love & Miners, 2016). En el ACV previo al 

desarrollo de la EA; el daño inflamatorio se propaga desde los vasos sanguíneos 
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relacionándose con la desregulación de Aβ en las neuronas (Johns et al., 2018)y la 

neurodegeneración y la EA (McFadyen et al., 2020; Mark Slevin et al., 2017; Mark 

Slevin & Molins, 2018).  

 

La mCRP se encontró abundantemente expresada en cerebros de pacientes después de 

sufrir un ictus, tanto isquémico como hemorrágico.  Así, estudios de nuestro grupo han 

demostrado la deposición de mCRP en la ECM del tejido isquémico después del ACV, 

donde se deposita de manera intraneuronal, además de asociarse a la microvascultura, 

donde promueve la angiogénesis aberrante, la acumulación de Aβ y probablemente la 

síntesis de novo de Aβ, (M. Slevin et al., 2015; Mark Slevin et al., 2020)Estos hallazgos 

han sido confirmados mediante el estudio (Mark Slevin et al., 2017)en el que se 

demuestra que la deposición de mCRP es mayor en aquellas regiones afectadas por 

ACV, donde además hubo más interacción y colocalización de mCRP con las 

principales proteínas clásicas de neurodegeneración (Aβ y tau). Cabe destacar, de este 

estudio, que, el depósito de Aβ aumenta de manera independiente en áreas infartadas 

favoreciendo la inflamación después de un ACV, y que una de las consecuencias de 

mCRP excesiva, sería perpetuar esa neuroinflamación de manera crónica favoreciendo 

las consecuencias neurodegenerativas. Por otra parte, se encontró la localización de 

mCRP con p-tau en neuronas al analizar el cerebro de estos pacientes con demencia 

despés de sufrir un ictus. Estudios previos de nuestro grupo demostraron la capacidad 

de mCRP de inducir la fosforilación de tau (Ser 202,396) in vitro (M. Slevin et al., 

2015). A pesar de la colocalización de tau y mCRP de forma intraneuronal, cabe 

destacar que ambas proteínas se encontraban presentes en regiones diferentes de las 

mismas neuronas. (Mark Slevin et al., 2017) 

 

Independientemente de los eventos cerebrovasculares (Strang et al., 2012) demostraron 

la implicación directa de mCRP en la EA. En su estudio presentaron como las placas 

amiloides generadas in vitro eran capaces de disociar CRP en mCRP, produciendo 

mCRP de novo dentro de la ECM cerebral, el análisis de los niveles de CRP y mCRP 

demostró, a su vez, diferencias significativas en los niveles de mCRP que no se 

encontraron al evaluar los niveles de CRP. Por otra parte, el análisis de cerebros de 

pacientes con EA, revelaron que mCRP se depositaba en el córtex de los pacientes con 

EA pero no en el de los pacientes sanos lo que sugiere un papel patológico o regulador 

en el desarrollo de la EA. Estos hallazgos establecen que las placas de Aβ poseen un 
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potencial previamente no reconocido para disociar la CRP pentamérica a la mCRP 

(Strang et al., 2012).  

 

Asimismo, diversos estudios han estudiado la correlación entre los niveles de CRP 

circulante y el desarrollo de la EA y el envejecimiento (Bi et al., 2012a; Gabin et al., 

2018; Locascio et al., 2012; Luan & Yao, 2018; McFadyen et al., 2018a; Song et al., 

2015). Estos parecen variar según la fase del desarrollo de la EA, lo que hace que los 

resultados de los estudios que los han evaluado hasta el momento sean controvertidos 

(Bi et al., 2012b; Lin et al., 2009; Locascio et al., 2012). Algunos estudios apuntan a 

que los niveles de CRP son significativamente más altos en pacientes con EA que en 

controles (Song et al., 2015)  Otros, por el contrario, presentan que elevados niveles de 

CRP podrían tener un papel neuroprotector en pacientes de ≥ 70 años (Gabin et al., 

2018). Curiosamente, otro estudio proporcionó evidencias de la correlación de la edad 

biológica subjetiva y la inflamación sistémica entre los adultos mayores. Así, una 

regresión logística reveló que sentirse menor de la edad de la edad biologíca objetiva se 

asoció con un riesgo reducido de CRP (Stephan et al., 2015).  

 

 Finalmente, en un estudio experimental previo de nuestro grupo de investigación 

demostró que la inyección de mCRP en el hipocampo de ratones inducía la pérdida de 

memoria 4 semanas después del tratamiento. Así como otros rasgos de la EA como 

patología amiloide y la presencia de tau en neuronas del hipocampo y áreas corticales 

(M. Slevin et al., 2015).  

5. Anticuerpos monoclonales como tratamiento contra mCRP 

Dada la patogenia causada por mCRP, nuevos estudios investigan el uso de anticuerpos 

monoclonales con el fin de inhibir o bloquear los efectos proinflamatorios inducidos por 

mCRP. Estos anticuerpos, como el 8C10 y el 3H12 han sido elaborados con el fin de 

unirse de manera específica a la proteína mCRP pero no a CRP. El anticuerpo 8C10 

anti-mCRP ha sido previamente ensayado in vitro demostrando su capacidad de bloqueo 

frente a mCRP (Potempa et al., 2015b; Mark Slevin et al., 2010).  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La hipótesis en que se basa esta tesis es que la mCRP, la forma activada de la CRP, 

contribuye al desarrollo y progresión de la enfermedad de EA (M. Slevin et al., 2015). 

Esta hipótesis se ha formulado a partir del hallazgo de depósitos de proteína mCRP en 

tejido cerebral de enfermos de EA (Griñán-Ferré et al., 2016) y de un estudio 

experimental previo (Griñán-Ferré et al., 2016), en el que demostramos que la mCRP 

inyectada en el hipocampo de ratones induce pérdida de memoria después de 4 

semanas, así como otros rasgos de la EA, como patología amiloide y de tau en neuronas 

del hipocampo y áreas corticales. De esta forma, terapias que aborden el bloqueo de 

mCRP o de sus propiedades pro-inflamatorias, podrían reducir el daño neurológico en 

las zonas donde mCRP se deposita e interacciona con el tejido cerebral, así como el 

deterioro cognitivo que conlleva. Así, en esta tesis se proponen como terapias 

experimentales el uso del anticuerpo monoclonal 8C10 contra mCRP y el uso del agente 

anti-inflamatorio TPPU. Con el fin de probar nuestra hipótesis, esta tesis se ha 

desarrollado en base a los siguientes objetivos: 

 

1. Caracterizar los efectos cognitivos y de BPSD producidos por la inyección de la 

proteína mCRP en el hipocampo de ratones a diferentes tiempos de tratamiento (1 mes, 

3 meses y 6 meses). Comparación cognitiva y de BPSD de este modelo de demencia 

por mCRP, con el modelo de ratón de EA, 5XFAD.  

2. Analizar inmunohistoquímicamente la distribución de mCRP en el tejido tras la 

inyección intrahipocampal, así como los cambios neuropatológicos producidos 

por esta.  

3. Comparar los cambios en la expresión génica y niveles de proteínas inducidos 

por la inyección bilateral de mCRP en el hipocampo de ratones, con los del 

modelo de EA, 5XFAD.  

4. Evaluar, en el modelo de demencia por mCRP, si un anticuerpo monoclonal 

(8C10) contra la proteína mCRP puede bloquear los efectos cognitivos, los 

BPSD y los cambios neuropatológicos inducidos por mCRP. 

5. Evaluar, en el modelo de demencia por mCRP y en la línea celular de microglía 

BV2, la acción neuroprotectora del agente anti-inflamatorio TPPU frente a 

mCRP.  
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AGENTES EXPERIMENTALES 

1. Proteína C-reactiva monomérica (mCRP) 

La proteína mCRP se obtuvo a partir de una fuente comercial de CRP nativa humana 

recombinante (nCRP; YO Proteins, Ronninge, Suecia) utilizando el método Potempa 

(Griñán-Ferré et al., 2016). 1 mL de proteína CRP comercial fue quelado en una 

proporción de 1:1 con tampón EDTA/urea (EDTA 10 mM, urea 8 M). La solución se 

incubó a 37ºC durante 2 h y se dializó adicionalmente (MWCO de 20 kDa) en tampón 

(Tris-HCl 25 mM, NaCl 50 mM; pH 8,3) durante 48 h con el fin de obtener los 

monómeros puros de mCRP.  

2.  Anticuerpo monoclonal de ratón anti-mCRP. Clon 8C10 

El anticuerpo monoclonal de ratón contra el clon 8C10 de mCRP humana se obtuvo del 

Dr. L.A. Potempa mediante tecnología de hibridoma, siendo caracterizado, como se ha 

descrito en trabajos anteriores (Borsini et al., 2002). Se obtuvo 8C10 murino como 

sobrenadante del cultivo de hibridoma no purificado.  

3. Inhibidor soluble de epóxido hidrolasa 1-trifluorometoxifenil-3-(1- 

propionilpiperidin-4-il)-urea (TPPU) 

El inhibidor soluble de epóxido hidrolasa 1-trifluorometoxifenil-3-(1 

propionilpiperidin-4-il)-urea (TPPU) se utilizó como agente antiinflamatorio de 

referencia. Se adquirió TPPU de MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, EE.UU.).  

EXPERIMENTOS IN VIVO 

1. Animales empleados para los estudios in-vivo 

Todos los procedimientos con animales, incluida la cirugía, las pruebas de 

comportamiento y las necropsias, se realizaron en las instalaciones de animales de la 

Universitat de Barcelona (UB), en la Facultad de Psicología. El estudio fue aprobado 

por el Comité Ético de Experimentación Animal de la UB (Comitè Ètic 

d'Experimentació Animal, CEEA-UB) bajo las directrices de la Comisión de 

Experimentación Animal de la Generalitat de Catalunya (Comissió d'Experimentació 

Animal, Generalitat de Catalunya) (Referencias de homologación: DAAM-6991 y 
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DAAM-10921). Todos los trámites se realizaron de acuerdo con la Directiva 214/97 de 

la Generalitat de Catalunya, la legislación española (Real Decreto 1386/2018) y la 

Directiva 2010/63 / UE de la Unión Europea (UE) para la experimentación con 

animales. Todos los animales empleados en el estudio se alojaron individualmente en 

jaulas Makrolon (Techniplast, Buguggiatte, Italia) con libre acceso a comida y agua en 

una habitación con temperatura controlada (22 ± 2 ºC) con un ciclo de 12 h de luz / 12 h 

de oscuridad. Todos los animales se inspeccionaron visualmente y se pesaron de manera 

regular para controlar el estado de salud general.  

1.1 C57BL/6J  

Para esta tesis se utilizaron 240 ratones macho C57BL/6J adultos de 3 meses de edad 

con el fin de evitar los efectos de la senescencia en los experimentos con tratamiento 

crónico.  Los ratones fueron criados por Janvier Labs (Francia) y adquiridos de 

Novaintermed (Pipera, Rumanía). Estos fueron mantenidos para el estudio en la Unidad 

Animal de la Universidad de Barcelona (UB), en las condiciones previamente 

mencionadas. Los animales C57BL/6J se trataron con los diferentes compuestos a 

analizar mediante cirugía estereotáxica en el hipocampo, y mediante la administración 

oral de TPPU como se describe más adelante.  

1.2 Modelo transgénico de Alzheimer 5XFAD 

En este estudio se utilizaron 60 ratones transgénicos 5XFAD y 10 animales wild type 

(WT). Se seleccionó este modelo de EA por caracterizarse por una clara 

neuroinflamación (Griñán-Ferré et al., 2016) y un rápido y agresivo desarrollo de la 

patología amiloide (Borsini et al., 2002).  

 

El bakground genético de estos animales es C57BL/6J. Se adquirieron ratones macho 

5XFAD al Jackson Laboratory (Maine, EE. UU.) y ratones hembra híbridas B6SJLF1/J 

a JANVIER LABS (Le Genest-Saint-Isle, Francia), para mantener la colonia en 

hemicigosis, siguiendo las directices de cría de Jackson Lab. Los animales utilizados en 

nuestros estudios fueron heterocigotos o WT. Siendo los heterocigotos los utilizados 

como modelo de EA y los WT como controles. Los animales empleados para el estudio 

fueron de 3 meses de edad, como los C57BL/6J. La colonia se estableció en la Facultad 
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de Psicología de la Universidad de Barcelona (UB) igual que para los ratones 

C57BL/6J, donde se mantuvieron los animales en las mismas condiciones.  

 

El genotipado de los animales se realizó utilizando el kit comercial REDExtract-N-Amp 

Tissue PCR kit de Sigma (XNAT-1KT). Se partió de una biopsia de la oreja de los 

ratones, se extrajo el ADN y se realizó una PCR con los primers: IMR42, IMR43, 

IMR3610 y IMR3611. En esta reacción, se amplificó un fragmento de 377bp del gen 

APP mutado, presente en los tránsgenicos 5XFAD, y un fragmento de 324bp del gen 

IL-2 como control de los dos grupos de animales. 

 

El ADN amplificado se cargó en un gel de agarosa al 1,5% en TBE 0,5x, con SYBR 

Safe 1: 10.000 (Invitrogen, S33102), donde se realizó la electroforesis a 100V durante 1 

h y 30 mins. Como marcador de peso molecular, se utilizó el 100bp DNA Ladder, de 

Gene Craft (GC-015-004) combinado con Gel Loading Dye Blue 6x (Biolabs, # 

B7021S). Finalmente, las bandas de los genotipos se visualizaron en el transiluminador. 

2. Administración de tratamientos mediante cirugía estereotáxica de forma 

bilateral en la zona CA1 del hipocampo de ratones 

Se anestesiaron ratones C57BL/6J de tres meses de edad con 100 mg / kg de ketamina 

(Ketolar 50 mg / ml, Pfizer) y 10 mg / kg de xilacina (Rompun 2%, Bayer, 

intraperitonealmente (i.p.). Los animales fueron inmovilizados en un aparato 

estereotáxico (David Kopf Instruments) a través de los oídos y la boca. Las soluciones 

de agentes experimentales se infundieron bilateralmente en el área CA1 del hipocampo. 

Las inyecciones se realizaron siguiendo las coordenadas relativas a Bregma de: -2mm 

A/ P, ± 1,3 mm M/L y -1,6 mm V/D. Las coordenadas se seleccionaron en estudios 

preliminares mediante la inyección del colorante Fast Green. Se suministraron dos 

microlitros de cada solución en el punto de inyección mediante una jeringa Neuros serie 

7000 de 2 µL de calibre 25 (Hamilton Central Europe S.R.L., Giarmata, Rumania).  

La jeringa se conectó a una bomba de microinfusión (Bioanalytical Systems Inc., West 

Lafayette, IN, EE.UU.) con el fin de suministrar cada solución a una velocidad 

constante de 5x10-4 ml / min. La jeringa se dejó en la misma posición de infusión 

durante 5 minutos tras la administración de las soluciones con el fin de evitar el reflujo 

de las soluciones administradas. Los compuestos administrados mediante cirugía 
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esterotáxica fueron: CSF (líquido cefalorraquídeo artificial), mCRP y 8C10. Los 

tratamientos administrados para los animales de cada estudio se detallan en el diseño 

experimental (Figura 20) y fueron los siguientes: CSF (NaCl 148 mmol / l, KCl 3 mmol 

/ l, CaCl2 1 mmol / l, MgCl2 0,8 mmol / l, Na2HPO4 0,8 mmol / l, NaH2PO4 0,2 mmol 

/l).  y mCRP para el primer estudio. Y CSF, mCRP, mCRP+8C10 y 8C10 para el 

segundo estudio.  

 
Figura 20. A la izquierda: Imagen de la cirugía estereotáxica realizada para suministrar los compuestos 

de estudio. A la derecha: Zona CA1 del hipocampo donde se realizaron las inyecciones esterotáxicas, 

imagen de: Paxinos, G., & Franklin, K. B. (2004).  

3. Administración oral del agente TPPU.  

El agente TPPU se administró por vía oral comenzando 2 días antes de la inyección 

bilateral de mCRP o CSF. El TPPU se administró durante todo el estudio en el agua de 

bebida, mezclado con ciclodextrina al 3% con el fin de mejorar su solubilidad. El grupo 

control recibió la misma dosis de ciclodextrina en la bebida. El consumo de agua se 

controló cada 3-4 días, en que se renovó el agua de bebida con el tratamiento con el fin 

de asegurar una dosis diaria constante de TPPU de 5 mg/kg de peso corporal. La dosis 

se decidió respecto a estudios previos donde el tratamiento de TPPU había resultado 

neuroprotector para modelos de EA(Borsini et al., 2002).  

4. Pruebas de comportamiento 

Todos los animales fueron evaluados para detectar cambios en el comportamiento 

general y cognitivo. La edad de los animales en el momento de realización de las 

pruebas fue de 4, 6 y 9 meses, equivalentes a 1, 3 y 6 meses de exposición al 

tratamiento en el caso de los animales C57BL/6J. La batería de los diferentes ensayos 

evaluados se llevó a cabo en días consecutivos durante un mes para cada estudio. 
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Después de una habituación al experimentador, los animales fueron analizados en busca 

de cambios sensoriomotores y BPSD como neofobia, apatía a la exploración, ansiedad y 

depresión. El aprendizaje y la memoria se analizaron mediante pruebas centradas en la 

evaluación de la memoria de reconocimiento y la memoria espacial. Todo el material 

utilizado en las diferentes pruebas se limpió con etanol al 10% para eliminar las señales 

olfativas entre los ratones. 

1.2 Handling 

El handling o manipulación previa a los ensayos de comportamiento se realizó para 

minimizar el estrés de los animales, así como su habituación al experimentador y a la 

manipulación.  

 
Figura 21.   Imagen de la manipulación de un animal para entrenar su habituación al experimentador y a 

ser manipulado, previa a la realización de los tests de comportamiento.  

 

En el procedimiento de manipulación, el ratón fue cogido por la cola y sostenido en la 

mano durante 2 minutos. A los ratones se les permitió moverse a lo largo del brazo del 

experimentador antes de ser devueltos a su jaula. Este procedimiento se repitió dos 

veces al día durante 2 minutos, 3 días consecutivos con todos los animales incluidos en 

el estudio. 

1.3 Ensayo sensoriomotor 

El reflejo visual y el reflejo de extensión de las extremidades de los animales se 

midieron sujetando al animal por la cola y bajándolo lentamente hacia una superficie 

negra. La coordinación y el equilibrio motor se evaluaron mediante la distancia 

recorrida y la latencia para caer de una barra de madera (1 cm2) y una barra de metal (1 

cm de diámetro) horizontales y de un metro de longitud.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 88 

 

Cada ensayo se realizó dos veces, durante 20 segundos cada uno, los tres se llevaron a 

cabo de manera consecutiva. La prensilidad y la coordinación motora se evaluaron 

mediante la distancia recorrida en la prueba de suspensión del cable de metal, en la que 

se permitió al animal aferrarse del cable (2 mm de diámetro x 40 cm de longitud) 

durante dos ensayos de 5s y una tercera prueba de 60s. La altura a la que se situaron las 

dos barras y el cable era de 60 cm sobre una superficie acolchada para proteger a los 

animales en su caída. 

  
Figura 22. Imagen representativa de un ratón C57BL/6J realizando las diferentes pruebas del ensayo 

sensorimotor. De izquierda a derecha: Ensayo de la barra de madera, ensayo de la barra de metal y ensayo 

del cable de metal.  

1.4 Ensayo de las esquinas 

La neofobia a una nueva jaula se evaluó introduciendo al animal en el centro de una 

jaula cuadrada estándar (jaula Makrolon 35 × 35 × 25 cm) con viruta nueva.  

 
Figura 23. Ejemplo de un ratón C57BL/6J realizando el ensayo de las esquinas. 

 

Se contaron el número de esquinas visitadas y el número de exploraciones verticales 

(rearings) durante un período de 30s. También se registró la latencia de la primera 

exploración vertical realizada. 

1.5 Ensayo de campo abierto 

En esta prueba se analizó el comportamiento y la actividad general de los animales.  

Así, se midieron parámetros relacionados con la actividad exploratoria y la 

emocionalidad de los animales Los ratones se colocaron en el centro de una caja blanca, 

de madera, con una superficie de 55 x 55 cm y paredes de 25 cm de alto), donde se 
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observaron durante 5 min. La actividad exploratoria se evaluó mediante los patrones de 

actividad locomotora horizontal desde el centro, donde se situaron inicialmente los 

ratones, hacia la periferia de la caja (distancia recorrida y tigmotaxis) y el movimiento 

vertical (número de exploraciones verticales). Como indicadores de la emocionalidad se 

registraron: la inmovilidad inicial o freezing time al situar al animale en el centro de la 

caja, el comportamiento de aseo (grooming activity) y el número de orinas y 

defecaciones realizadas durante el test. Asimismo, además de la evaluación del 

experimentador, se utilizó un sistema de seguimiento computarizado (SMART v3.0, 

Panlab S.A., Barcelona, España) para medir la distancia recorrida y el patrón 

ambulatorio. 

 
Figura 24. A la izquierda: Ejemplo de un ratón C57BL/6J realizando el ensayo de campo abierto. A la 

derecha: track o recorrido realizado por el ratón durante los 5 minutos del ensayo procedente del 

programa SMART v3.0.  

1.6 Ensayo de la tabla de cuatro agujeros de Boissier 

El comportamiento exploratorio también se evaluó durante el ensayo de la tabla de los 

cuatro agujeros de Boissier, donde se presupone la actividad innata de los animales para 

explorar.   

 
Figura 25. Imagen representativa de un ratón realizando el ensayo de la tabla de los 4 agujeros de 

Boissier.  

 

Así, se contabilizó el número de exploraciones en cada agujero, la latencia de la primera 

exploración, la latencia de exploración de los 4 agujeros y el tiempo dedicado a la 
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exploración de cada uno de los agujeros (3 cm de diámetro) igualmente espaciados en la 

tabla (caja blanca de madera de 32 × 32 × 32 cm). El ensayo se realizó durante 5 

minutos para cada animal. 

1.7 Ensayo de caja oscura/ caja iluminada 

El comportamiento de ansiedad se midió en una caja con un compartimento oscuro y 

uno iluminado. El aparato constaba de dos compartimentos (negro: 27 × 18 × 27 cm con 

luz roja; blanco: 27 × 27 × 27 cm con intensidad de luz blanca de 600 lux) conectados 

por una abertura (7 × 7 cm). El compartimento iluminado suponía 2/3 de la caja 

mientras que el compartimento oscuro suponía 1/3 de la caja. Los roedores prefieren las 

áreas más oscuras a las áreas más claras. Sin embargo, cuando se presentan en un 

entorno nuevo, estos tienden a explorar. Estas dos emociones en conflicto conducen a 

síntomas similares a la ansiedad evaluable durante el test. Los ratones suelen pasar más 

tiempo en el compartimento oscuro que en el compartimento iluminado. En ensayos 

previos se ha demostrado que si a los roedores se les inyectan medicamentos 

ansiolíticos, aumentará el porcentaje de tiempo que pasan en el compartimento 

iluminado. Sin embargo, al tratar con fármacos ansiogénicos, los ratones pasaban más 

tiempo en el compartimento oscuro (Gresa-Arribas et al., 2012). Los ratones se 

introdujeron inicialmente en el compartimento oscuro y se observaron durante 5 min. Se 

registró la latencia para entrar en el compartimento iluminado, el tiempo de 

permanencia en el compartimento iluminado, el número de cruces a cada 

compartimento, la actividad vertical, y el número de defecaciones y orinas en cada 

zona. 

 
Figura 26. Imagen de un ratón entrando en la zona iluminada durante el test de la caja oscura/caja 

iluminada.  
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1.8 4.5 Ensayo de suspensión por la cola  

Para evaluar el comportamiento de tipo depresivo los ratones fueron suspendidos por la 

cola a 30 cm de altura. El tiempo que los ratones permanecían inmóviles, sin tratar de 

escapar, se interpretó como un síntoma de depresión.  

 
Figura 27. Imagen de un ratón durante la realización del test de la cola. 

 

La cola se fijó con cinta adhesiva a 1 cm de la punta de los animales, colgando de un 

cordón sujeto a una barra. La duración de la inmovilidad (definida como la ausencia de 

todos los movimientos excepto los necesarios para la respiración) se cronometró sobre 

un período de 6 minutos. 

1.9 Ensayo de reconocimiento de objetos nuevos (NORT) 

Se utilizó el NORT para evaluar la memoria de reconocimiento. Esta prueba se basa en 

la tendencia espontánea de los roedores a dedicar más tiempo a explorar un objeto 

nuevo que uno familiar. Los animales se colocaron en el medio de una caja rectangular 

negra (30 x 40 x 30,5 cm) con una intensidad de iluminación de 100 lux. Los objetos a 

discriminar fueron de plástico (6-10 cm de altura) y de diferentes formas y colores. 

Cada prueba de retención duró 10 minutos. Después de tres días de habituación a la 

caja, sin objetos, los animales se sometieron a una prueba de adquisición (Training o 

primera prueba) durante la cual se colocaron en la caja en presencia de dos objetos 

idénticos (A+A), colocados equidistantes entre sí. 2 horas más tarde (segunda prueba), 

el objeto A de la caja (el explorado durante la adquisición o familiar) fue reemplazado 

por el objeto nuevo, B. 24 h más tarde (tercera prueba), el objeto A de la caja fue 

reemplazado por el objeto nuevo, C. Las pruebas se grabaron usando una cámara 

suspendida sobre la caja donde se realizó el ensayo; posteriormente, se analizó el 

tiempo que el animal exploró el nuevo objeto y el objeto antiguo. Para evitar sesgos de 

preferencia de objetos, la secuencia de presentación de los diferentes objetos fue 
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aleatorizada para cada ratón en todos los grupos experimentales.  La exploración de 

objetos se definió como la orientación de la nariz al objeto a una distancia menor de 2 

cm.  

 
Figura 28. Imagen de un ratón durante la realización del NORT. Se muestra la prueba de adquisición o 

training y las pruebas de retención de memoria 2 horas y 24 horas después de la adquisición.  

 

Se cronometraron los tiempos de exploración y se utilizaron para calcular un índice de 

discriminación [Objeto nuevo (t) − objeto familiar (t)] / [tiempo total (t) explorando el 

objeto nuevo + explorando el objeto familiar] tanto a las 2 horas, como 24 horas 

después de la fase de adquisición. Los índices de discriminación entre el objeto nuevo y 

el familiar indicaron la presencia o ausencia de memoria de los ratones.   

1.10 Ensayo de nueva ubicación de objetos (OLT)  

La memoria espacial se evaluó mediante el OLT. Esta prueba se basa en la capacidad de 

los roedores para reconocer cuándo un objeto se ha movido de su posición inicial, así 

como su tendencia espontánea a pasar más tiempo explorando el objeto reubicado que el 

que se encuentra en una posición familiar.  

 
Figura 29. Imagen de un ratón durante la realización del OLT. Se muestra la prueba de adquisición o 

training y la prueba de retención de memoria espacial 2 horas después de la adquisición.  

 

La prueba se realizó en la misma caja negra que el NORT (30 x 40 x 30,5 cm), donde se 

habituaron los animales durante 5 min el día previo a la prueba, en ausencia de objetos. 

Al día siguiente, se introdujeron dos objetos idénticos en la caja oscura. En la prueba de 
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adquisición, los objetos se colocaron equidistantes entre sí con espacio a su alrededor 

para que los ratones pudieran explorarlos (A + A’). 
 

A cada ratón se le permitió explorar los objetos durante 5 min. La exploración de 

objetos se definió como la orientación de la nariz del ratón al objeto a una distancia 

inferior a 2 cm. La prueba de retención de memoria se realizó 2 h después; el animal 

volvió a encontrarse con los dos objetos, aunque uno de ellos había sido reubicado 

(A+A’). Para cada ratón se cronometró la cantidad de tiempo dedicado a explorar cada 

objeto, los animales fueron grabados por una cámara durante la realización del test 

como en el NORT. La memoria espacial se evaluó mediante el índice de 

discriminación: [objeto reubicado (t) – objeto familiar (t)] / [tiempo total (t) explorando 

el objeto nuevo + tiempo total (t) explorando el objeto familiar]. 

1.11 Ensayo del laberinto acuático de Morris (MWM) 

El MWM se utilizó con el fin de analizar el aprendizaje espacial y la memoria. El 

ensayo consistió en un día de entrenamiento, en el que se dejó nadar a los ratones 

durante 60s en la piscina con el fin de conseguir su habituación al agua y comprobar su 

capacidad de nado.  Se realizaron 6 días de aprendizaje previos a la prueba de retención 

de la memoria y del aprendizaje espacial, donde se entrenó a los ratones para que 

localizaran una plataforma oculta, de 10 cm de diámetro, ubicada a 20 cm de la pared y 

0,5 cm por debajo de la superficie del agua. La plataforma se colocó en una piscina 

circular de 100 cm de diámetro, 40 cm de altura, con agua opaca a 22 - 24 ° C, rodeada 

de cortinas negras para evitar influencias exteriores. Los animales aprendieron a 

encontrar la plataforma usando 4 puntos de referencia distintivos como señales visuales 

adheridos a la pared de la piscina y colocados equidistantes entre sí. La plataforma se 

colocó entre dos de estos puntos de referencia. Durante los 6 días de entrenamiento se 

realizaron cinco ensayos de 60s por día. En cada prueba, el ratón se soltó suavemente 

(de cara a la pared) desde un punto de partida seleccionado al azar (N, S, E o W) y 

dejándolo nadar hasta que encontrara la plataforma de escape.  

 

Los ratones que no pudieron encontrar la plataforma en 60s se colocaron sobre ella 

durante 20s después de cada ensayo. Los ratones que encontraron la plataforma antes de 

los 60s también se dejaron sobre ésta 20s antes de recogerlos.  
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El día 7, se retiró la plataforma y los ratones realizaron la prueba de aprendizaje y de 

memoria durante 60 s con el fin de probar la retención del aprendizaje y la memoria 

espacial. Se utilizó el sistema de seguimiento computarizado (SMART) para medir la 

distancia recorrida durante todas las pruebas, tanto en el entrenamiento como en la 

prueba de retención de memoria. Además de la distancia se analizaron: el tiempo 

empleado en cada cuadrante, la latencia en llegar a la zona de la plataforma, la 

velocidad de nado, el número de veces que los ratones cruzaban la plataforma y el 

porcentaje de tiempo y distancia recorridos en cada cuadrante.    

 
Figura 30. Imagen de un ratón durante la realización del MWM a la izquierda y track obtenido con el 

programa SMART del recorrido de este ratón en la piscina durante la prueba de retención de memoria a la 

derecha.  

5. Procesamiento del tejido cerebral de los animales 

Después de completar las pruebas de comportamiento, uno, tres y seis meses después de 

la inyección, se esperó una semana antes de proceder al sacrificio de los ratones con el 

fin de minimizar la posible variabilidad inducida por las pruebas de comportamiento en 

nuestros resultados. Los animales se sacrificaron de dos maneras diferentes según el 

tipo de análisis neuropatológico a realizar en el tejido cerebral. Así, aproximadamente la 

mitad de los animales (n=130), tanto los inyectados, como los 5XFAD empleados en los 

diferentes estudios se perfundieron con fijador histológico con el fin de realizar el 

análisis inmunohistoquimico del tejido. La otra mitad (n=170) se sacrificó mediante 

dislocación cervical con el fin de analizar la expresión génica y los niveles de proteínas.  

1.12 Perfusión de los animales e inclusión de los cerebros en parafina  

Los animales se anestesiaron con 100 mg/kg de ketamina (Ketolar 50 mg / ml, Pfizer, 

Alcobendas, Madrid, España) y 10 mg/kg de xilacina (Rompun 2%, Bayer, Leverkusen, 
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Alemania) intraperitonealmente (i.p.). Una vez anestesiados los animales se 

perfundieron transcardialmente con NaCl al 0,9% que contenía heparina 0,1 mg/ml 

(Mayne Pharma, España) seguido de paraformaldehído al 4% en tampón fosfato. Los 

cerebros se extrajeron después de la perfusión y fijación del tejido y se sumergieron en 

paraformaldehído frío durante toda la noche, al día siguiente se aclararon con tampón 

fosfato salino o phoshate buffer saline (PBS) frío.  

 

Los cerebros se dividieron en hipocampo, cerebelo y bulbos olfatorios y se incluyeron 

en diferentes casetes utilizados para su procesado hasta su inclusión en bloques de 

parafina. Las diferentes partes del cerebro se deshidrataron en series graduadas de 

etanol, se aclararon en xilol y se incluyeron en parafina para su subsecuente análisis 

inmunohistoquímico.  

1.13 Disecado de cerebros en N2 líquido.   

Los animales utilizados para el análisis de expresión génica y de los niveles de 

proteínas, se dislocaron cervicalmente. Una vez sacrificados se obtuvieron los cerebros 

y se dividieron en bulbos olfatorios, hipocampo, corteza y el resto del cerebro. Todo el 

procedimiento se llevó a cabo sobre hielo.  El tejido se congeló con nitrógeno líquido 

para el posterior estudio de los cambios moleculares mediante RT-PCR y Western-Blot. 

6. Inmunohistoquímica del tejido cerebral de ratones 

Los cerebros incluidos en parafina se cortaron en secciones seriadas a 5μm, y se llevó a 

cabo el análisis inmunohistoquímico (IHC) a intervalos de 1 mm con el fin de 

determinar la expresión y localización de mCRP, así como los cambios producidos por 

esta. Se utilizó doble IHC para evaluar la distribución de mCRP (anticuerpo específico 

de ratón anti-mCRP humana, 8C10), así como la presencia de moléculas relacionadas 

con la inflamación como: el factor de necrosis tumoral (Tnfα), la interleucina Il-1B (Il-

1B) y el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas (NfκB). Además, se analizó β-amiloide, p-tau y p-ERK/ERK. Después de la 

incubación de estos anticuerpos policlonales primarios de conejo durante 1 hora a 

temperatura ambiente (1:100), las secciones se lavaron y se incubaron con los 

anticuerpos secundarios correspondientes (1:50) peroxidasa (HRP), IgG anti-ratón de 

oveja conjugada con isotiocianato de fluoresceína o anti-cabra de conejo conjugado con 
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tetrametilrodaminaisotiocianato. Las imágenes se tomaron con el microscopio digital 

Nikon 80i utilizando el software Nis Elements 3.21 con opción de captura multicanal. 

Se incluyeron portaobjetos de control negativo donde el anticuerpo primario se 

reemplazó por PBS. Se usaron kits Vector ABC para todas las IHC y Vector mouse on 

mouse (M.O.M) al aplicar anticuerpos mCRP primarios de ratón a las secciones de 

cerebro murino con secundario de ratón. 

7.  PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) 

1.14 Extracción de ARNm del tejido hipocampal.  

El ARN total de los hipocampos previamente congelados con nitrígeno líquido se 

extrajo usando el kit de aislamiento de ARN mirVana ™ (Applied Biosystems) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. El rendimiento, la pureza y la calidad del 

ARN se determinaron espectrofotométricamente (NanoDrop, EE. UU.) y mediante 

electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100). Se seleccionaron los ARN con 260/280 entre 

1.8-2.0. La concentración de la muestra de ADN se calcula teniendo en cuenta el valor 

de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260nm. La relación A260/280 es 

muy estable y se considera que un ADN de pureza óptima tiene un valor entre 1.8-2.0. 

Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos una relación A260/280 > 1.6. Un 

valor A260/280 < 1.6 indica una posible contaminación por compuestos aromáticos 

como fenoles y proteínas. Un radio A260/280 > 2.1 podría deberse a la presencia de 

ARN en la muestra. 

1.15 Transcripción inversa de ADNc.  

La transcripción reversa se realizó con el kit de transcripción inversa de ADN 

complementario (ADNc) de alta capacidad (Life Technologies, 4368814). Se calculó el 

volumen necesario por muestra para tener una concentración final de 300 ng de ARN. 

El volumen correspondiente de muestra se transfirió a nuevos eppendorfs y se ajustó 

con agua libre de nucleasas hasta 14,2 μl. Finalmente, se colocaron los tubos en la PCR 

y al finalizar el programa, se diluyeron todas las muestras en una proporción 1:4, 

almacenándose a -20ºC hasta su uso. 
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1.16 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) 

Cada muestra se analizó por duplicado para cada gen en una placa óptica de 96 pocillos. 

Se utilizaron sondas TaqMan (Applied Biosystems) detalladas en la Tabla 1 para 

determinar los niveles de transcripción de genes individuales.  

 
Tabla 1. Lista de sondas TaqMan utilizadas para el análisis de la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real. 

Gen Sonda TaqMan 
Actin Mm01281449_m1 
Bdnf Mm04230607_s1 
Ccl3 Mm00441259_g1 

Chill1 Mm00801477_m1 
Gpx1 Mm00656767_g1 

 

Egr1 Mm00656724_m1 

 

Il1-B Mm00434228_m1 
Il6 Mm00446191_m1 

 

Sirt2 Mm01149204_m1 
Tbp Mm00446971_m1 

TNF-a Mm00443258_m1 
Trem2 Mm00451744_m1 

 

 

Vegfa 

 

Mm02619580_g1 
 

Para cada pocillo, se mezclaron 9 μl de master mix (3,5 μl de H2O + 5 μl de tampón de 

master mix (Biotools) + 0,5 μl de sonda TaqMan) con 1 μl de muestra de ADNc 

previamente diluida 1:4. La reacción se realizó en el sistema de RT- PCR StepOnePlus 

(Applied Biosystems Utilizando el siguiente protocolo: 95 °C 5 min; 40 ciclos a 95oC 

durante 10 min; 60oC 1min. Finalmente, el gen de la proteína de unión a caja TATA 

(Tbp) y la actina (Actb) se utilizaron omo estándar (housekeeping) para normalizar los 

valores obtenidos. Para el análisis de la expresión génica relativa de la RT-PCR se 

eligió el método 2-ΔΔCT32. 

 

8. Inmunodetección de proteínas por Western-Blot 
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1.17 Homogenización del tejido y extracción de proteínas.  

Los hipocampos congelados en nitrógeno líquido se suspendieron en 15 volúmenes de 

tampón RIPA (IGEPAL al 1%, sal sódica del ácido desoxicólico al 0,5%, SDS al 0,1% 

en PBS) suplementado con ortovanadato 1 mM, fluoruro de sodio 5 mM, SDS al 2% y 1 

comprimido Completo de un Cóctel de inhibidor de proteasas /50 ml de solución 

(Roche). Las muestras se sonicaron y, después de centrifugar (13.000 x g, 10 min, 4°C), 

se recogieron los sobrenadantes. La concentración de proteínas de los lisados del tejido, 

se determinó mediante el ensayo de proteínas de Bradford (Bio-Rad). Las absorbancias 

se midieron en el espectrofotómetro de espectro Multiskan (Thermo fisher Scientific) a 

595 nm. 

1.18 Inmunodetección por Western-Blot 

Se preparó una concentración igual de proteínas para todas las muestras (20 μg) con 6x 

DTT y agua destilada hasta llegar a 18 μl.  Las muestras preparadas se centrifugaron, se 

hirvieron durante 5 min y se volvieron a centrifugar. Se cargaron 20 µg de proteína en 

geles de poliacrilamida, al 10% o 15% según el tamaño de las proteínas a analizar, y se 

separaron por electroforesis a 100V durante aproximadamente 2 horas. Finalmente, los 

geles se transfirieron a membranas de PVDF de 0,45 µm (Immobilon-P, Millipore, 

Burlington, MA, EE. UU.) a 180 A durante 1h 30’. Las diferentes membranas fueron 

bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente con tampón solución salina tamponada 

con Tris con Tween al 0,1% o Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBS-T) y 5% de 

bloqueo (nº 170-6404; Bio-Rad). Posteriormente, las membranas se incubaron durante 

la noche a 4°C con anticuerpos primarios.  

 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los descritos en la tabla 2.  Después de 

realizar 3 lavados con T-TBS, se preparó el correspondiente anticuerpo secundario (1: 

2.000) donde se incubaron las membranas durante 1h 30 mins a temperatura ambiente. 

Los anticuerpos secundarios eran conjugados con peroxidasa (GE Healthcare). Todos 

los anticuerpos se diluyeron en West Vision Block y Diluent SP-7000 (Vector Labs 

Inc., Burlingame, CA, EE. UU.). Las proteínas se visualizaron usando el agente de 

detección de quimioluminiscencia mejorada (ECL) (Chemidoc ™ Imaging System, 

Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) Los niveles semicuantitativos de proteínas se 

identificaron usando el software Image Lab (v3.0.1; Bio-Rad). Las proteínas se 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
99 

normalizaron en relación con la actina y la β-tubulina o con la forma total de la proteína 

fosforilada de tau (HT7)   

 
Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios utilizados para el análisis de Western-Blot in vivo.  

Anticuerpo Huesped Dilución Referencia 

APP-CTF Mouse 1:1000 Covance (SIG-39152) 
Actin Rabbit 1:10000 Sigma (A5060) 

BACE1 Rabbit 1:1000 Abcam (ab2077) 

BDNF Rabbit 1:500 Santa Cruz (sc-546) 

GFAP Mouse 1:1000 Sigma (G3893) 

IL-6 Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#12912) 

MAP2  Mouse 1:1000 Sigma (M1406) 

tau clone HT7 Mouse 1:1000 Pierce Endogen (MN1000) 

p-tau clone AT8  Mouse 1:1000 Thermo Fisher (MN1020) 
p-tau (S396) Rabbit 1:1000 Life Technologies (44752G) 

Beta -Tubulin Mouse 1:10000 Abcam (ab21754) 

mCRP clone 8C10 Mouse 1:1000 Potempa Laboratory 

Amyloid beta clone 4G8 Mouse 1:1000 Covance (SIG-39220) 

 

EXPERIMENTOS IN VITRO  

2. Línea celular de microglía murina BV2 

Utilizamos una línea celular de un modelo murino de células microgliales BV2, cuya 

utilidad se ha demostrado en estudios de respuesta inflamatoria y neuroinflamación in 

vitro (Gresa-Arribas et al., 2012).  

 

Esta línea celular se ha obtenido de HyperCLDB (Banca Biologica e Cell Factory, 

ICLC ATL 03001). Las células BV2 se cultivaron en frascos de cultivos T25 (NuncTM, 

ThermoFisher Scientific) con medio de cultivo compuesto por RPMI 1640 con L-

glutamina 2 mM (Gibco BRL Cat no 25030-024), gentamicina 50 µg/ml (Gibco BRL 

cat no 15750-037) y suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) 10%. Las 

condiciones de crecimiento fueron a 37 ° C en una incubadora humidificada con 5% de 

CO2. Las células se cultivaron hasta un 80-90% de confluencia.  
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3. Tratamientos in vitro 

Para los experimentos, las células se sembraron en placas de pocillos a la concentración 

de 3x105 células /ml; 100 µL y 1 ml por pocillo, en placas de 96 y 12 pocillos 

respectivamente. Después de 24 h, el medio se reemplazó con medio de cultivo fresco 

sin FBS o por agentes antiinflamatorios. Los tratamientos antiinflamatorios fueron 

TPPU a 50 µM o 100 µM y anticuerpo monoclonal 8C10 a una dilución 1:20. Se usó 

DMSO al 0,1% como vehículo en los experimentos de tratamiento con TPPU. Después 

de 1 h de incubación, las células se trataron con los productos químicos 

proinflamatorios: lipopolisacárido (LPS; 0,1 µg / ml) o mCRP (100 µg/ml) y se 

incubaron adicionalmente durante 24 h. La nCRP a 100 µg / ml también se ensayó 

como un control adicional en experimentos de mCRP.  

4. Ensayo de actividad epóxido hidrolasa soluble 

La determinación de la actividad inhibidora de sEH del TPPU en células BV-2 se 

realizó con el Kit de ensayo para células; sEH de Cayman (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI, EE. UU.). Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a 3x105 

células/ml. Después de 24 h se trataron con TPPU a diferentes concentraciones (0,1, 1, 

3, 10, 30 y 100 μM) mediante diluciones seriadas. Las células se procesaron siguiendo 

el protocolo del fabricante, ya que esta línea celular necesitaba una incubación adicional 

de tampón de lisis durante la noche para permeabilizar la membrana celular. Se utilizó 

Epoxy Fluor 7, un sustrato fluorescente para sEH, para controlar la actividad 

enzimática. Se utilizó AUDA, un sEHi, como control según lo indicado por el kit; y se 

hizo una curva estándar de 6-metoxi-2-naftaldehído. Las absorbancias se midieron en el 

fluorímetro Spectramax Gemini XS a longitudes de onda de excitación y emisión de 

330 y 465 nm, respectivamente. Se calculó una curva de regresión logarítmica no lineal 

con el fin de determinar la actividad inhibidora de sEH del TPPU.  

5. Ensayo de nitritos en la línea celular microglial BV2 

Analizamos los cambios inflamatorios en un entorno experimental in vitro mediante la 

determinación de la generación de óxido nítrico en la línea celular microglial de ratón 

BV2. Para los experimentos del ensayo de nitritos se sembraron placas de 96 pocillos.  

La generación de óxido nítrico por las BV2 activadas se midió mediante la reacción 

colorimétrica de Griess (Lawrence, 2009) que detecta nitritos (NO2–), un producto de 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
101 

reacción estable del óxido nítrico y el oxígeno molecular.  Así, para evaluar el óxido 

nítrico (NO) liberado de cada muestra, realizamos un ensayo de Griess con el kit de 

reactivos Griess para la determinación de nitritos (Thermo fisher Scientific), que puede 

detectar nitritos formados por oxidación espontánea de NO. El reactivo de Griess se 

preparó mezclando 1:1 solución de Griess A (100 ml de agua mili-Q, sulfanilamida al 

1%, ácido ortofosfórico al 5%) y solución de Griess B (100 ml de agua mili-Q, N- (1-

naftil) etilendiamina dihidrocloruro 0,1%). Las muestras se recogieron en eppendorfs y 

se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min a 4oC. 50 μl /pocillo del estándar. Las 

soluciones y los sobrenadantes se colocaron en una placa de 96 pocillos. Se incubaron 

50 µl de medio acondicionado con 50µl de reactivo de Griess durante 10 min a 

temperatura ambiente. La densidad óptica se midió a 540 nm usando un lector de 

microplacas (iEMS Reader MF; Labsystems). La concentración de nitritos se determinó 

a partir de una curva estándar de nitrito de sodio.  

5. Inmunodetección de proteínas por Western-Blot 

5.1 Lisado celular y extracción de proteínas.  

El lisado celular se realizó después de un tiempo de incubación de 24 horas en placas de 

12 pocillos. Después de la incubación, las células se lisaron con tampón de lisis RIPA 

(Tris-HCl 25 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, desoxicolato de sodio al 1%, dodecilsulfato 

de sodio al 0,1%) (Thermo fisher Scientific) suplementado con SDS al 2%, los 

inhibidores de fosfatasas: ortovanadato 1 mM, fluoruro de sodio 5 mM, un comprimido 

del cóctel inhibidor de proteasas cOmplete (Roche). La concentración de proteínas de 

los lisados celulares se determinó mediante el ensayo de proteínas de Bradford (Bio-

Rad). Las absorbancias se midieron en el espectrofotómetro de espectro Multiskan 

(Thermo Fisher Scientific) a 595 nm. 

5.2 Inmunodetección por Western-Blot 

Se preparó una concentración igual de proteínas para todas las muestras (10 μg) con 6x 

DTT y agua destilada hasta llegar a 18 μl.  Se realizó el mismo protocolo de Westen-

Blot descrito previamente en el apartado 8.2. Los anticuerpos primarios utilizados para 

el análisis fueron los descritos en la tabla 3.  
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Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios utilizados para el análisis de Western-Blot in vitro.  

Anticuerpo Huesped Dilución Referencia 

Actina Rabbit 1:10000 Sigma (A5060) 
IL-1B precursor Hamster 1:500 Santa Cruz (sc-12742) 

IL-1B maduro Rabbit 1:500 Cell Signalling  (#52718) 
iNOS Rabbit 1:500 Cell Signalling (#13120) 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se muestran como media ± SEM. La distribución de los datos se verificó 

con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los datos fueron analizados por ANOVA 

de una o dos vías en función del número de variables a analizar. Los resultados se 

consideraron significativos cuando P <0,05. Se realizó la prueba de LSD de Fisher post-

hoc para comparar las medias entre los grupos. Los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando GraphPad Prism 6.  

DISEÑOS EXPERIMENTALES 

Se detallan en el siguiente apartado los diseños experimentales correspondientes a cada 

capítulo de resultados.  

• Capítulo 1: Caracterización del modelo de demencia por mCRP y 

comparación con el modelo de EA, 5XFAD. 

Se llevaron a cabo tres estudios independientes de iguales características a 1, 3 y 6 

meses de tratamiento. Para cada tiempo de estudio se incluyó el modelo de EA, 5XFAD 

con las edades correspondientes a los animales C57Bl/6J inyectados de cada estudio. Es 

decir; a 4 meses de edad (1 mes de tratamiento para los animales inyectados), 6 meses 

(correspondientes a 3 meses de tratamiento) y 9 meses de edad (6 meses de 

tratamiento). Los animales 5XFAD no recibieron inyección estereotáxica ya que se 

emplearon como control de EA. A los animales C57BL/6J inyectados se les suministró 

1 µl de mCRP a 3,5 µg/µl o CSF. Todos los animales del estudio fueron sometidos a las 

mismas pruebas de comportamiento después de los tiempos de tratamiento 

especificados. El número de animales por condición experimental fue entre 8 y 12. Los 

tests de comportamiento se realizaron 1 mes, 3 meses y 6 meses después de realizar la 

inyección estereotáxica a los ratones con el fin de estudiar las alteraciones inducidas por 

mCRP. 
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Figura 31. Imagen del diseño experimental del capítulo 1 de resultados correspondiente a los estudios 

realizados a 3 tiempos diferentes.  

• Capítulo 2: Neuropatología inducida por la inyección bilateral de mCRP en 

el hipocampo de ratón.  

Con el fin de estudiar la distribución de mCRP y los efectos inducidos por ésta a nivel 

neuropatológico se analizó todo el tejido cerebral de los animales C57BL/6J mediante 

IHC.  

 
Figura 32. Imagen del diseño experimental del capítulo 2 de resultados correspondiente al procesamiento 

y análisis del tejido de los animales empleados en el capítulo 1.  

 

La mitad de los animales empleados en los estudios de comportamiento del capítulo 

anterior (a diferentes tiempos de tratamiento), fueron perfundidos intracardialmente con 

la finalidad de fijar el tejido para su posterior análisis inmunohistoquimico. La n 

mínima experimental fue de 4.  

• Capítulo 3: Comparación de la expresión génica y niveles de proteínas del 

modelo de ratón por mCRP con el modelo de EA, 5XFAD. 

Para este capítulo se emplearon parte de los animales utilizados en el capítulo 1 para el 

análisis comportamental.  
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Se seleccionaron los animales pertenecientes al estudio de 6 meses con el fin de 

observar los cambios producidos en la expresión génica y de proteínas inducidos por el 

tratamiento con mCRP. Se procesaron los hipocampos tanto de los animales C57BL/6J 

como de los 5XFAD. Se compararon molecularmente los cambios inducidos por mCRP 

con los animales inyectados con tratamiento control (CSF) y las alteraciones de los 

animales 5XFAD con los WT correspondientes. 

 

 
Figura 33. Imagen del diseño experimental del capítulo 3 de resultados correspondiente al procesamiento 

y análisis del tejido de los animales empleados en el capítulo 1.  

 

• Capítulo 4: Terapia de un anticuerpo monoclonal anti-mCRP en el modelo 

de demencia por mCRP.  

Se realizaron 3 estudios independientes durante períodos de 1 mes, 3 meses y 6 meses 

respectivamente para probar la neuroprotección del anticuerpo monoclonal 8C10 

respecto a mCRP. Los animales C57BL/6J fueron tratados mediante cirugía 

estereotáxica realizada de manera bilateral en el hipocampo. Se administraron 2 µl de 

tratamiento mediante cirugía estereotáxica, inyectando, de manera bilateral en el 

hipocampo, 1 µl de mCRP a 3,5 µg/µl y / o 1 µl de solución de anticuerpo 8C10. El 

volumen de los ratones a los que se les administró una de las dos soluciones se 

completó hasta 2 µl con 1 µl de solución artificial de CSF. Los ratones del grupo de 

control recibieron una inyección bilateral de 2 µl de CSF. Por lo tanto, para cada estudio 

los grupos experimentales fueron los siguientes: control (CSF), mCRP, más anticuerpo 

anti-mCRP (mCRP+8C10) y anticuerpo anti-mCRP (8C10). El número de animales por 

tratamiento fue entre 8 y 12. Los tests de comportamiento se realizaron 1 mes, 3 meses 

y 6 meses después del tratamiento. Una vez finalizados los tests, los animales se 

sacrificaron por dislocación y los hipocampos de los ratones correspondientes al estudio 
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de 6 meses fueron seleccionados para realizar el análisis de expresión génica y 

proteínas.  

 
Figura 34. Imagen del diseño experimental del capítulo 4 de resultados correspondiente a los estudios 

llevados a cabo a 3 tiempos diferentes.  

Capítulo 5: Evaluación de la acción neuroprotectora del agente anti-inflamatorio 

TPPU como terapia contra mCRP.  

• Diseño experimental in vivo  

Se realizó un estudio adicional durante un periodo de 1 mes con el fin de probar si el 

agente TPPU podía proteger de los efectos inducidos por mCRP. Se emplearon 

animales C57BL/6J de 3 meses de edad, que fueron inyectados con mCRP o CSF 

mediante cirugía estereotáxica de forma bilateral en el hipocampo.  

 
Figura 35. Imagen del diseño experimental del capítulo 5 de resultados correspondiente al estudio 

realizado in vivo.  

 

El agente TPPU se administró por vía oral en el agua de la bebida comenzando 2 días 

antes de la inyección bilateral de mCRP o CSF. El TPPU se administró mezclado con 

ciclodextrina. El grupo control recibió la misma dosis de ciclodextrina en la bebida. Los 
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grupos experimentales fueron: control (CSF), mCRP y mCRP más TPPU (mCRP + 

TPPU). El número de animales por condición experimental fue de 9. Para este estudio 

se realizó el Ensayo de campo abierto, el NORT y el OLT, como pruebas 

comportamentales seleccionadas. Las pruebas de comportamiento se llevaron a cabo 1 

mes después de los tratamientos con el fin de estudiar los efectos inducidos por estos. 

• Diseño experimental in vitro  

Para los experimentos in vitro se utilizó la línea celular BV2 antes descrita sembrada 

siempre a la misma concentración: 3x105 células /ml. Todos los tratamientos se 

incubaron durante un periodo de 24 horas. Los tratamientos estudiados fueron los 

mencionados anteriormente y se sembraron placas de 12 o 96 pocillos para los 

experimentos de Western Blot o de nitritos respectivamente como se muestra en la 

figura 36. En todos los experimentos se utilizaron células de pocillos procedentes de 3 o 

más experimentos independientes y con número de subcultivo distinto.  

 
Figura 36. Imagen del diseño experimental del capitulo 5 de resultados correspondiente a los 

experimentos realizados in vitro.
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1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO DE DEMENCIA POR mCRP Y 
COMPARACION CON EL MODELO DE EA, 5XFAD.  

La finalidad de este capitulo consistió en caracterizar los efectos cognitivos y de BPSD 

inducidos por la inyección estereotáxica de mCRP en el hipocampo de ratones a 1, 3 y 6 

meses de tratamiento, así como la comparación con el modelo de EA, 5XFAD.   

1.1 El tratamiento con mCRP no indujo alteraciones en la salud sistémica de 

los animales. El modelo de EA mostró deterioro en la actividad motora en 

los estudios de 1, 3 y 6 meses de duración.  

El tratamiento intrahipocampal con mCRP no indujo alteraciones graves en la salud 

sistémica de los animales en cuanto a alteraciones del peso (Fig. 37), visión y 

sensibilidad, reflejos, coordinación motora, equilibrio y prensilidad (Fig. 38).  

 
Figura 37. Curva de pesos (Weight control) de los grupos experimentales de ratones CSF, mCRP y 

5XFAD para cada uno de los estudios de 1 mes, 3 meses y 6 meses de duración. Todos los datos se 

muestran como la media ± SEM (n= 8-11).  

 

A diferencia del modelo de EA 5XFAD, que, a pesar de no mostrar alteraciones en 

cuanto al peso, visión, reflejos y sensibilidad, sí que mostró un deterioro de la 
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coordinación motora, el equilibrio y la prensilidad en los estudios de 1 mes, 3 meses y 6 

meses de duración (Fig. 38). Como era de esperar, el peso de los animales incrementó 

significativamente en relación al tiempo de duración de los estudios [ANOVA de dos 

vías; efecto de los meses de duración del estudio; F (1, 48) = 4,636, P = 0,0364; F (3, 

104) = 18,73, P < 0,0001 and F (6, 186) = 31,67, P < 0,0001, para los estudios de 1 mes, 

3 meses y 6 meses de duración respectivamente]. Así, todos los grupos experimentales 

mostraron una curva de peso corporal que incrementaba a lo largo del tiempo. No se 

detectó deterioro visual ni físico inspeccionado cualitativamente durante el ensayo 

sensorimotor, para ninguno de los grupos de ratones utilizados en el estudio.  

 
Figura 38. Ensayo sensorimotor (Sensorimotor test), en el que se muestran las distancias recorridas por 

cada grupo experimental (CSF, mCRP y 5XFAD) en la barra de madrea, la barra de metal y el cable de 

metal a 1, 3 y 6 meses. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11) *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 vs CSF, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs mCRP.  

 

Los animales 5XFAD mostraron una disminución significativa de la coordinación 

motora, el equilibrio y la prensilidad en comparación con los controles y el modelo por 

mCRP, a todas las edades, al andar por la barra de madera [ANOVA de una vía; F (2, 
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23) = 4,754, P = 0,0182; F (2, 26) = 7,540, P = 0,0022 y F (2, 30) = 9,773, P= 0,0005 a 

1 mes, 3 meses y 6 meses respectivamente] al andar por la barra de metal [ANOVA de 

una vía; F (2, 23) = 4,671, P = 0,0194, F (2, 26) = 4,932, P = 0,0141 y F (2, 30) = 4,914, 

P = 0,014, a 1 mes, 3 meses y 6 meses respectivamente] y al sujetarse al hilo de metal 

[ANOVA de una vía; F (2, 23) = 10,72, P = 0,0005; F (2, 26) = 3,596, P = 0,0398;  y F 

(2, 30) = 3,577, P = 0,0404 a 1 mes, 3 meses y 6 meses respectivamente].  

1.2 El tratamiento con mCRP indujo un incremento en el estrés y la ansiedad a 

6 meses de tratamiento, similar al modelo de EA, 5XFAD.  

La inyección intrahipocampal con mCRP indujo BPSD relacionados con la 

emocionalidad produciendo un aumento de la ansiedad (Fig. 42) y el estrés (Fig. 40), a 

los 6 meses de tratamiento. Por el contrario, el tratamiento con mCRP no afectó a la 

neofobia (Fig. 39), a la actividad exploratoria, (Figs. 40 y 41), ni indujo signos de 

depresión en los animales tratados (Fig. 43).  Similar al modelo de EA que mostró 

BPSD relacionados con la emocionalidad en los estudios de 1, 3 y 6 meses de duración 

(Figs. 40 y 42) sin mostrar alteraciones en la actividad exploratoria, la neofobia, ni la 

depresión relacionada con la demencia (Figs. 39, 40, 43).  

 

El análisis estadístico del Ensayo de las esquinas (Corner test), en el que se estudió la 

neofobia de los animales a una nueva caja y la capacidad de explorarla y adaptarse a 

ella; no reveló diferencias significativas para los animales tratados con mCRP ni para 

los ratones 5XFAD respecto a los controles (Fig. 39) a ninguno de los tiempos 

estudiados.  

 
Figura 39. Ensayo de las esquinas (Corner test), en el que se muestra el número de esquinas visitadas 

por cada grupo de animales (CSF, mCRP y 5XFAD) en los estudios de 1 mes, 3 meses y 6 meses de 

duración. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11).  
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De igual manera, tal y como se observa en el Ensayo de campo abierto (Open field test) 

(Fig. 40, B) el tratamiento con mCRP no indujo alteraciones en la actividad exploratoria 

de los animales a ninguno de los tiempos estudiados, tal y como revelan la actividad 

vertical, o número de rearings realizados, la actividad horizontal y la velocidad de los 

animales al explorar el tablero (Fig. 40, A). 

 

 
Figura 40. Ensayo de campo abierto (Open field test) para los estudios de 1, 3 y 6 meses. Se muestran 

los parámetros de actividad vertical, actividad horizontal y velocidad de la actividad horizontal como 

indicadores de la actividad exploratoria (A). Se muestra el tiempo de grooming, el número de orinas y 

defecaciones realizados durante el test como indicadores de emocionalidad (B). Todos los datos se 
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muestran como la media ± SEM (n= 8-11) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs CSF, #p<0.05, ##p<0.01, 

###p<0.001 vs mCRP.   

 

El modelo de EA tampoco mostró alteraciones para estos parámetros referentes a la 

actividad exploratoria (Fig. 40, A).  Por el contrario, el tratamiento con mCRP produjo 

un incremento del estrés reflejado en el aumento significativo del grooming, parámetro 

elevado en casos de estrés, similar al modelo de EA [ANOVA de una vía; F (2, 30) = 

6,259, P = 0,0058]. Los ratones 5XFAD aumentaron significativamente el número de 

defecaciones y orinas (parámetro relacionado con la emocionalidad) respecto a los 

controles y el modelo por mCRP. Mostrando una tendencia en el estudio de 1 mes de 

duración y de manera significativa en los estudios de 3 y 6 meses [Número de orinas: 

ANOVA de una vía; F (2, 26) = 9.473, P = 0.0008 para el estudio de 3 meses y F (2, 27) 

= 5,705, P = 0,0086 para el estudio de 6 meses. Número de defecaciones: ANOVA de 

una vía; F (2, 26) = 14.41, P < 0,0001 a 3 meses y F (2, 27) = 12,52, P = 0,0001 a 6 

meses].  

 
Figura 41. Ensayo de la tabla de cuatro agujeros de Boissier (Boissier’s 4 holes-board test). Los 

parámetros representados para cada grupo para los diferentes estudios (1, 3 y 6 meses) son: la latencia de 

la primera exploración de cualquier agujero, y la latencia de exploración de los 4 agujeros del tablero. 

Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11).  

 

Esta ausencia de alteraciones en la actividad exploratoria de los grupos experimentales 

se confirmó con el Ensayo de la tabla de cuatro agujeros de Boissier (Boissier’s 4 holes-

board) (Fig. 41).  Aquí, el tratamiento con mCRP no indujo diferencias significativas 

respecto a los controles. El modelo de EA mostró una disminución no significativa en la 
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latencia de exploración del primer agujero y un aumento de la latencia de exploración 

de los 4 agujeros, a 3 y 6 meses. Es decir, los ratones 5XFAD iniciaron antes la 

exploración, pero tardaron más en explorar los 4 agujeros.   

 

De manera similar a las alteraciones en la emocionalidad observadas en el Ensayo del 

Campo Abierto, el análisis estadístico del Ensayo de la caja oscura/caja iluminada (Fig. 

42) reveló un incremento significativo de la ansiedad para el modelo de mCRP en el 

estudio de 6 meses. Estos animales tardaron más tiempo en entrar a la zona iluminada 

(latency to light area), similar al modelo de EA, que mostró un aumento de la latencia 

de entrada en la zona iluminada a todos los tiempos [ANOVA de una vía; F (2, 23) = 

4.404, P = 0,0225; F (2, 26) = 4,282, P = 0,0247; F (2, 30) = 5,018, P = 0,0140 a 1, 3 y 

6 meses respectivamente] realizando a su vez, un menor número de entradas en la 

misma [ANOVA de una vía; F (2, 23) = 4,74, P = 0,0184; F (2, 26) = 3,158, P = 0,0592 

y  F (2, 30) = 4,336, P = 0,0233 a 1, 3 y 6 meses respectivamente]. Los ratones tratados 

con mCRP durante 6 meses, realizaron un menor número de entradas en la zona 

iluminada, acercándose a los valores del modelo 5XFAD con el que deja de 

diferenciarse significativamente.   

 
Figura 42. Ensayo de la caja oscura/caja iluminada (Dark and light test). Se muestra la latencia de 

entrada en la zona iluminada para todos los grupos estudiados, así como el número de entradas en la 

misma para cada grupo. Se muestran los datos para los estudios de 1, 3 y 6 meses de duración. Todos los 

datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11) *p<0.05, **p<0.01 vs CSF, #p<0.05, ##p< 0.01 vs 

mCRP. 
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Finalmente, tal y como se observa en el Ensayo de suspensión por la cola, el tratamiento 

con mCRP no generó signos de depresión asociada a la demencia ni a corto ni a largo 

plazo (Fig. 43). El modelo de EA, mostró una tendencia a mantenerse más tiempo 

inmóvil, sin luchar por escapar, a partir del estudio de 3 meses, lo que se considera un 

signo de depresión relacionado con la demencia. Esta tendencia, sin embargo, no fue 

significativa.  

 
Figura 43. Ensayo de suspension por la cola (Tail suspension test) en el que se muestra el porcentaje 

de tiempo que cada grupo permanece inmóvil para los tres tiempos de tratamiento (1, 3 y 6 meses). Todos 

los datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11).  

1.3 El tratamiento con mCRP indujo pérdida de la memoria espacial y de 

reconocimiento en los estudios de 1, 3 y 6 meses de duración, similar al 

modelo de EA.  

La inyección intrahipocampal de mCRP indujo pérdida cognitiva, entendida como la 

memoria espacial y de reconocimiento, 1, 3 y 6 meses después de la inyección bilateral 

en el hipocampo, similar al modelo de EA, 5XFAD (Figs. 44 y 45).   

 

En el Test de Reconocimiento de Objetos Nuevos (NORT), (Fig. 44) se analizó el 

índice de discriminación entre un objeto nuevo y uno familiar.  El modelo de mCRP y 

el modelo de EA mostraron una disminución significativa en la memoria de 

reconocimiento respecto a los controles.  Estos animales no fueron capaces de discernir 

cuando el objeto A (familiar) fue reemplazado por el objeto B (nuevo), dos horas (2h) 

después del entrenamiento (0h) [ANOVA de una vía; F (2, 23) = 8,010, P = 0,0023 a 1 

mes; F (2, 26) = 3,753, P = 0,0370 a 3 meses y F (2, 30) = 10,79, P = 0,0003 a 6 meses] 

y por el C (nuevo), 24 horas más tarde (24h) [ANOVA de una vía; F (2, 23) = 10,68, P 

= 0,0005 a 1 mes, F (2, 26) = 12,49, P = 0,0002 a 3 meses y F (2, 30) = 20,82, P < 
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0,0001 a 6 meses]. Esta falta de memoria de reconocimiento inducida por mCRP se 

mantuvo presente a 1, 3 y 6 meses de tratamiento, igual que en el modelo de EA.  

 
Figura 44. NORT. Ensayo de Reconocimiento de Nuevos Objetos (Novel Object Recognition Test) en 

los que se muestra el índice de discriminación de objetos para los diferentes grupos de animales en las 

diferentes fases del test, entrenamiento (0h), cambio de objeto 2 horas después del entrenamiento y 

cambio de objeto 24 horas después. Los índices de discriminación muestran la capacidad de los ratones 

para discernir entre el objeto con el que se familiarizan durante el entrenamiento y un objeto nuevo 

reemplazado 2 horas y 24 horas después del entrenamiento. Los resultados se muestran para los estudios 

de 1, 3 y 6 meses. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n= 8-11) *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001.  

 

Asimismo, el tratamiento con mCRP indujo la falta de memoria espacial, similar al 

modelo de EA. El Test de Ubicación de Objetos (OLT), figura 45 mostró como el 

modelo por mCRP y el modelo de EA no fueron capaces de discriminar el objeto 

reubicado del que se mantuvo en la misma posición, dos horas después del 

entrenamiento, significativamente diferentes a los controles, que mantuvieron la 

memoria espacial. [ANOVA de una vía; F (2, 23) = 11,07, P = 0,0004 a 1 mes; F (2, 26) 

= 11,44, P = 0,0003 a 3 meses y F (2, 30) = 8,170, P = 0,0016 a 6 meses].  
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Figura 45. OLT. Ensayo de Nueva Ubicación de Objetos (Novel Object Location Test). Se muestra el 

índice de discriminación de la localización de objetos para los diferentes grupos de animales tanto en el 

entrenamiento, donde ambos objetos se sitúan equidistantes, como para el test realizado 2 horas después 

donde uno de los objetos ha sido reubicado. Los índices de discriminación muestran la capacidad de los 

ratones para discernir entre el objeto que se mantiene en la posición inicial y el que cambiamos de 

posición. Se muestran los resultados para los estudios de 1 mes, 3 meses y 6 meses. Todos los datos se 

muestran como la media ± SEM (n= 8-11) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.  
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2. NEUROPATOLOGÍA INDUCIDA POR LA INYECCIÓN BILATERAL 
DE mCRP EN EL HIPOCAMPO DE RATON.  

En este apartado se exponen los resultados obtenidos con el fin de responder al segundo 

objetivo planteado en esta tesis: caracterizar inmunohistoquimicamente, la distribución 

de mCRP tras la inyección intrahipocampal, así como los cambios neuropatológicos 

ligados a mCRP.  

2.1 mCRP quedó depositada en CA1 después de su inyección en el hipocampo, 

diseminándose, en parte, hasta zonas más lejanas del cerebro como el 

hipotálamo.  

Se evaluó la IHC del tejido cerebral de los ratones del estudio de 1 mes para estudiar la 

distribución de mCRP. La detección de mCRP, mediante el anticuerpo 8C10 sintetizado 

dentro del estudio, reveló que mCRP quedaba fuertemente depositada en el hipocampo, 

adyacente a la zona de inyección CA1 (Fig. 46, E). mCRP también se infiltró en la 

microvasculatura cortical como muestra la tinción positiva de mCRP de la imagen 

Figura 46 B; y los recuadros adyacentes, lo que indicó un posible mecanismo de 

diseminación de la proteína a lo largo del córtex y a otras zonas del cerebro.  

 
Figura 46. IHC del patrón de distribución de mCRP en el tejido cerebral de ratones 1 mes tras la 

inyección intrahipocampal.  (A) Hipocampo y (D) córtex de animales controles inyectados con CSF con 

tinción negativa para mCRP. Aumentos: x4 (B) Tinción de mCRP en la microvasculatura cortical y 

detalles de la misma. Aumentos: x10 (C) Tinción positiva de mCRP en el córtex.y detalles de la misma 

(E) Tinción positiva de mCRP en las neuronas piramidales del hipocampo (indicadas con flechas) (F) 

Tinción positiva de mCRP en el hipotálamo donde señalan las flechas. (C, E y F). Aumentos x20. B, C, E 

y F representan imágenes del tejido de animales inyectados con mCRP. 
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Esta diseminación de la proteína se confirmó con la tinción positiva de mCRP en 

neuronas del córtex (Fig. 46, C) llegando hasta zonas distales del hipotálamo, dónde 

mCRP apareció expresada en el citoplasma celular (Fig. 46, F). Asimismo, los ratones 

controles inyectados con líquido cefalorraquídeo, no mostraron tinción positiva para la 

proteína mCRP ni en el hipocampo (Fig. 46, A) ni en la corteza (Fig. 46, D).  

   

  

 
 

Figura 47. IHC y WB de la distribución de mCRP en el hipocampo 6 meses después de su 

administración en CA1. (A y B) Tinción positiva (marcada con flechas) de mCRP en zonas del 

hipocampo adyacentes a los plexos coroideos y al ventrículo lateral. (C y D) Células piramidales teñidas 

positivamente para mCRP en la zona CA1, donde se inyectó la proteína. Todas las imagenes pertenecen 

al tejido hipocampal, Aumentos x10 en A y B. Aumentos x20 en C y D. (E) Niveles de la proteína mCRP 

para los ratones inyectados con mCRP y CSF (Controles) La transferencia representativa de cada grupo 

experimental se muestra en el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en el histograma.  

Los datos se muestran como la media ± SEM (n=4) *p<0.05 respecto al control, CSF.  

A B 

C D 
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Con el fin de evaluar la permanencia de mCRP en la zona de inyección tras conocer su 

distribución a través de la microvasculatura, se analizó el tejido hipocampal 6 meses 

tras la inyección de mCRP. 

 

Aquí el análisis inmunohistoquímico reveló que mCRP quedaba depositada en el tejido 

hipocampal incluso 6 meses después de su administración, como se muestra en la figura 

47, C y D), donde se puede observar una fuerte tinción positiva para mCRP en las 

neuronas piramidales de la zona CA1 del hipocampo. mCRP también apareció 

diseminada en zonas más distales del hipocampo, próximas a los plexos coroideos y al 

ventrículo lateral (A y B). La deposición de mCRP en el tejido hipocampal 6 meses tras 

su administración se confirmó mediante Western-Blot, donde los ratones inyectados con 

mCRP mostraron niveles significativamente más altos de mCRP respecto a los 

controles [Test de Student, t=2,611, df=6, p=0,0400 CSF vs mCRP] (Fig. 47, E). 

2.2 mCRP indujo inflamación en el córtex y en el hipocampo 3 y 6 meses 

después de su administración enCA1.   

  

  
Figura 48. IHC de marcadores de TNFα, IL1-B y NFkB en el córtex e hipocampo de animales 

inyectados con mCRP 3 y 6 meses después de su administración en CA1. (A) Tinción positiva de IL-

1B en el córtex de un animal inyectado con mCRP a 3 meses de tratamiento. (B) Tinción positiva de 

A B 

C D 
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TNFα en el córtex 6 meses tras la administración de mCRP. (C) Tinción postiva de NFkB en el 

hipocampo y (D) en el córtex, 6 meses tras la administración de mCRP. Aumentos: x20 

Se analizó inmunohistoquímicamente si mCRP favorecía el aumento de marcadores 

relacionados con la inflamación 3 y 6 meses después de su administración en CA1. Para 

ello se evaluaron: TNFα, IL-1B, ampliamente implicados en procesos 

neuroinflamatorios observados en EA (Gu et al., 2017), así como NFκB, que trasloca al 

nucleo para regular la transcripción del ADN en casos de inflamación (Lawrence, 

2009). 

 

En los cerebros de animales inyectados con mCRP se observó tinción positiva de la 

interleuquina IL1-B intraneuronalmente en el córtex, 3 meses después de la 

administración de mCRP (Fig. 48, A), como indican las flechas. TNFα también mostró 

tinción positiva en los núcleos de las neuronas del córtex, 6 meses tras la administración 

de mCRP (Fig. 48, B). NFkB se observó tanto en los núcleos neuronales del córtex (Fig. 

48, D) como del hipocampo (Fig. 48, C), 6 meses después de la administración de 

mCRP. 

2.3 mCRP indujo la aparición del péptido Aβ en el cerebro 3 y 6 meses tras su 

administración en CA1.  

Con el fin de estudiar la patología amiloide se evaluaron inmunohistoquímicamente el 

hipocampo y el córtex de ratones 3 y 6 meses después de la inyección estereotáxica de 

mCRP en la zona CA1 del hipocampo.  Los resultados revelaron la tinción positiva del 

Aβ tanto en las neuronas piramidales de CA1 donde la proteína mCRP había sido 

inicialmente administrada (Fig. 49, A) como en el giro dentado (Fig. 49, B), 3 meses 

después de la administración de mCRP. La tinción positiva de Aβ se encontró en el 

citoplasma neuronal, rodeando al núcleo, como indican las flechas. También 

encontramos tinción positiva de Aβ en el córtex 6 meses después de la administración 

de mCRP (Fig. 49, C).  

   

A B C 
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Figura 49.  IHC de la tinción positiva del péptido Aβ en hipocampo y córtex, 3 y 6 meses después 

de la administración de mCRP en el hipocampo. (A) Tinción positiva de Aβ en las neuronas 

piramidales de CA1y (B) en el giro dentado, de un animal inyectado con mCRP a 3 meses de tratamiento. 

(C) Tinción positiva del péptido Aβ en el córtex 6 meses después de administrar mCRP. Aumentos: x2.  

2.4 mCRP indujo la hiperfosforilación de tau en el cerebro de ratones 3 meses 

después de su administración en CA1.  

  

  
Figura 50. IHC de tau hiperfosforilada y proteínas implicadas en la fosforilación en la zona CA1 

del hipocampo. (A) p-tau positiva en la zona de CA1. Aumentos: x10 (B) Tinciónde p-tau positivas en 

las neuronas piramidales del hipocampo. (C y D) La imagen E representa neuronas piramidales de CA1 

teñidas positivamente para ERK, y la imagen F neuronas de la capa piramidal del hipocampo teñidas 

positivamente para p-ERK. Aumentos: x20  

 

La hiperfosforilación de tau y las vías relacionadas con ella se estudiaron 3 meses tras la 

inyección de mCRP en el hipocampo. Se estudió la fosforilación de tau mediante la 

proteína ERK y su forma fosforilada, p-ERK, previamente descrita como inductora de 

la hiperfosforilación de tau en nuestros estudios (M. Slevin et al., 2015) y otros que 

demuestran la fosforilación de tau mediante p-ERK en la Ser396 para la patología de 

EA (Kobayashi et al., 2020; Pourtalebi Jahromi et al., 2018; X. Wang et al., 2012; 

Xiang et al., 2019). Los resultados revelaron la presencia de tau hiperfosforilada en las 

neuronas piramidales de CA1 del hipocampo (Fig. 50, A) así como en las zonas 

adyacentes a CA1 (Fig. 50, B), tiñendo en ambos casos el citoplasma neuronal.  ERK 

A B 

C D 
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(Fig. 50, C) y p-ERK (Fig. 50, D) se observaron positivamente marcadas en las 

neuronas piramidales de la zona CA1 del hipocampo, 3 meses tras la administración de 

mCRP. 
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3. COMPARACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA Y NIVELES DE 
PROTEINAS DEL MODELO DE RATON POR mCRP CON EL 

MODELO DE EA, 5XFAD. 

La finalidad de este capítulo consistió en analizar los efectos en la expresión génica y 

los niveles de proteínas inducidos por mCRP a 6 meses de tratamiento. Se compararon 

las alteraciones de expresión génica y de niveles de proteínas de 5XFAD respecto a los 

WT de esta misma cepa. El análisis se llevó a cabo en el hipocampo de los ratones. La 

obtención y procesamiento del tejido hipocampal se realizó a los 9 meses de edad.  

3.1 El modelo de demencia por mCRP no reprodujo el incremento en la 

inflamación encontrado en el modelo de EA.  

Con el fin de evaluar si el tratamiento con mCRP inducía alteraciones en la expresión de 

genes y niveles de proteínas relacionados con la inflamación se estudiaron: (TNFα), la 

interleucina 6 (Il-6), la interleucina IL-1B (Il1-B) y la quimiocina del ligando 3 (Ccl3). 

Los primeros ampliamente implicados en procesos neuroinflamatorios observados en 

EA (Y. Gu et al., 2017) y Ccl3 por ser un marcador de inflamación y gliosis 

normalmente sobre expresado en modelos de ratones de EA (Gu et al., 2017).  

 

A pesar de haber encontrado marcadores inflamatorios al realizar el análisis histológico 

del hipocampo de los ratones inyectados con mCRP, al realizar el análisis del tejido 

homogenizado del hipocampo completo, no se detectó que mCRP indujera, a 6 meses 

de tratamiento; un incremento en la expresión de estos genes proinflamatorios (Fig x, 

A), ni en los niveles de la proteína IL-6 (Fig. 51, C). Lo que probablemente se deba a 

una menor sensibilidad de las técnicas de RT-PCR y Western-Blot para detectar 

alteraciones producidas a nivel local. A diferencia de lo observado en los ratones 

5XFAD en los que, como era de esperar, se ve incrementada la expresión de genes y 

proteínas pro-inflamatorias en los ratones 5XFAD respecto a los wild type (WT) (Fig. 

51, B). Los ratones 5XFAD mostraron diferencias significativas respecto a los WT para 

TNFα [Test de Student, t=2,963 df=10, p= 0,0142 5XFAD vs WT], IL1-B [Test de 

Student, t=8,266 df=10, p< 0,0001 5XFAD vs WT] y Ccl3 [Test de Student, t=6,382 

df=12, p< 0,0001 5XFAD vs WT], (Fig. 51, B), y para los niveles de la proteía IL-6 

[Test de Student, t=2,598 df=12, p=0,0233 5XFAD vs WT] (Fig. 51, D) 
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Figura 51. Representación gráfica de los niveles de expresión de los genes pro-inflamatorios: Tnfα, 

Il1-B y Ccl3 y de los niveles de la proteína Il-6.  (A) Se muestran los resultados de los niveles de 

expresión de mRNA en el hipocampo de ratones inyectados con CSF o mCRP y (B) para los ratones WT 

y 5XFAD. (C) Niveles de proteínas en el hipocampo de ratones inyectados con CSF y mCRP. (D) 

Niveles de proteínas para los ratones WT y 5XFAD. Las transferencias representativas de cada grupo 

experimental se muestran en el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los 

histogramas. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n=5-11) *p<0.05, ***p<0.001 vs WT. 

 

3.2 El modelo de demencia por mCRP no reprodujo la gliosis encontrada en el 

modelo de EA.  

Con el fin de estudiar si el tratamiento con mCRP inducía gliosis, se cuantificaron por 

RT-PCR los niveles de expresión de los genes: Quitinasa-like 3 (Chil1) un marcador de 

astroglia normalmente sobreexpresado en etapas preclínicas de la EA o tras lesiones 

cerebrales (Querol-Vilaseca et al., 2017). Y del Receptor de activación de células 

mieloides 2 (Trem2) sobreexpresado cerca de las placas amiloides en la EA con el fin de 
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suprimir la inflamación y promover la fagocitosis del péptido Aß (Carmona et al., 2018; 

Jiang et al., 2013). Se analizaron mediante Western-Blot los niveles de GFAP, la 

proteína fibrilar acídica de la glía, una de las proteínas fibrosas que forman los 

filamentos intermedios del citoesqueleto de células gliales, habitualmente 

sobreexpresada en la EA (Kamphuis et al., 2015).  

 
Figura 52.. Representación gráfica de los niveles de expresión de los genes y proteinas implicados 

en la gliosis: Chil1 y Trem2 y GFAP. (A) Se muestran los resultados de los niveles de expresión de 

mRNA en el hipocampo de ratones inyectados con CSF o mCRP y (B) para los ratones WT y 5XFAD. 

(C) Niveles de proteínas en el hipocampo de ratones inyectados con CSF y mCRP. (D) Niveles de 

proteínas para los ratones WT y 5XFAD. Las transferencias representativas de cada grupo experimental 

se muestran en el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los histogramas. Todos los 

datos se muestran como la media ± SEM (n=5-11) ***p<0.001 vs WT. 

 

El tratamiento con mCRP, no alteró de manera significativa los niveles de expresión de 

los genes Chil1 ni Trem2 (Fig. 52, A), ni aumentó de los niveles de la proteína GFAP 

(Fig. 52, C). Por el contrario, los ratones 5XFAD mostraron un aumento significativo en 

los niveles de expresión de los genes Chil 1 [Test de Student, t=4,813 df=18, p= 0,0001 

5XFAD vs WT] y Trem2 [Test de Student, t=4,856 df=18, p= 0,0001 5XFAD vs WT] 

(Fig 52., B). Los niveles de la proteína GFAP también aumentaron significativamente 
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para los ratones 5XFAD respecto a los WT [Test de Student, t=10,98 df=11, 

p=<0,0001] 5XFAD vs WT (Fig 52., D) tal y como se ha descrito en este modelo de EA 

en el que la gliosis comienza alrededor de los 2 meses en paralelo con el deóosito de 

placas amiloide (Oakley et al., 2006).  

3.3 El tratamiento a 6 meses con mCRP no indujo estrés oxidativo, a diferencia 

del modelo de EA donde se vio aumentado.  

Estudiamos si el tratamiento con mCRP inducía estrés oxidativo mediante la 

cuantificación de la expresión génica del glutatión peroxidasa 1 (Gpx1), implicada en 

procesos oxidativos, ya que en la EA suele haber una deficiencia del sistema 

antioxidante (Chen & Zhong, 2014). Gpx1 es una de las enzimas citosólicas 

antioxidantes más comunes a nivel celular que suele aparecer sobreexpresada en el 

modelo 5XFAD como mecanismo compensatorio. El análisis de los niveles de 

expresión génica de Gpx1 reveló que el tratamiento con mCRP no inducía cambios 

significativos respecto a los controles, CSF. (Fig. 53, A). Los niveles de expresión de 

este gen aumentaron significativamente en los ratones 5XFAD respecto a los WT [Test 

de Student, t=2,127 df=18, p= 0,0475 5XFAD vs WT] (Fig. 53, B). 

 
Figura 53. Representación gráfica de los niveles de expresión del  gen implicado en procesos 

oxidativos: Gpx1 (A) Se muestran los resultados de los niveles de expresión de mRNA en el hipocampo 

de ratones inyectados con CSF o mCRP y (B) para los ratones WT y 5XFAD.  Todos los datos se 

muestran como la media ± SEM (n=5-11) *p<0.05 vs WT. 

 

3.4 El tratamiento con mCRP indujo cambios en la neuroplasticidad, similar al 

modelo de EA.  

Para estudiar si el tratamiento a 6 meses con mCRP inducía cambios en procesos 

relacionados con la neuroplasticidad, se estudiaron los niveles de expresión génicos de: 

El factor neurotrófico derivado del cerebro (Bdnf); normalmente disminuido en el 

deterioro cognitivo. Niveles bajos de Bdnf se correlacionan con la aparición de NFTs y 
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las placas amiloides de la EA, ya que actúa regulando la toxicidad inducida por Aß in 

vivo e in vitro (Tanila, 2017).  

 
Figura 54. Representación gráfica de los niveles de expresión de los genes y proteinas implicados en 

procesos relacionados con la neuroplasticidad Bdnf, Egr1, Vegfa,  Sirt2 y MAP2. (A) Se muestran los 

resultados de los niveles de expresión de mRNA en el hipocampo de ratones inyectados con CSF o 

mCRP y (B) para los ratones WT y 5XFAD. (C) Niveles de proteínas en el hipocampo de ratones 

inyectados con CSF y mCRP. (D) Niveles de proteínas para los ratones WT y 5XFAD. Las transferencias 

representativas de cada grupo experimental se muestran en el mismo orden que los valores del análisis 

densitométrico en los histogramas. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n=5-11) *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 vs WT. 

 

La proteína de respuesta de crecimiento temprano 1 (Egr1). Egr1 es un factor de 

transcripción relacionado con la plasticidad sináptica y la actividad neuronal cuya 

disminución, así como su sobreexpresión, se asocia a condiciones patológicas (Duclot & 

Kabbaj, 2017; Hu et al., 2019) 
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El factor de crecimiento endotelial vascular (Vegfa), ampliamente implicado en la 

angiogénesis y los procesos vasculares y normalmente alterado en la EA, ya que protege 

contra el deterioro cognitivo (Mahoney et al., 2019).  

 

La Sirtuina 2 (Sirt2). Sirt2 aparece sobreexpresada en los pacientes con EA co-

relacionándose con la desregulación de la macro-autofagia ya que actúa desacetilando la 

tubulina y aumentando, por lo tanto, la inestabilidad y la disociación de tau de los 

microtúbulos, favoreciendo su posterior hiperfosforilación en la Ser396 (Silva et al., 

2017).  

 

También se evaluaron los niveles de la proteína MAP2, presente en las dendritas 

neuronales, siendo un indicativo de la ramificación y la arborización neuronal. A 

mayores niveles de MAP2, mayor ramificación neuronal.  

 

El análisis del tejido hipocampal reveló que, aunque mCRP no alteraba 

significativamente la expresión de Bdnf, Vegfa, Sirt2 ni MAP2, sí que reducía 

significativamente la expresión de Egr1 respecto a los controles CSF [Test de Student, 

t=3,480 df=7, p= 0,0103 mCRP vs CSF], afectando, por lo tanto, a la plasticidad 

sináptica. (Fig. 54).  Lo mismo ocurrió al evaluar los niveles de expresión de Egr1 para 

los ratones 5XFAD, cuya expresión también se vio significativamente disminuida [Test 

de Student, t=4,112, df=18, p= 0,0007 5XFAD vs WT]. A diferencia de los animales 

tratados con mCRP donde sólo se encontró alterado Egr1, los 5XFAD mostraron 

alterados todos los marcadores utilizados para estudiar la neuroplasticidad. Así, se 

encontró alterada la expresión de Bdnf, [Test de Student, t=2,536 df=14, p= 0,0237 

5XFAD vs WT] Vegfa [Test de Student, t=5,212 df=5, p= 0,0034 5XFAD vs WT] y la 

proteína MAP2 [Test de Student, t=2,607 df=15, p=0,0198 5XFAD vs WT], que se 

vieron disminuidas. Por el contrario, Sirt2, [Test de Student, t=2,189 df=14, p= 0,0460 

5XFAD vs WT] (Fig. 54, B) apreció significativamente sobreexpresada, como era de 

esperar.  
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3.5 El modelo de demencia por mCRP no reprodujo los cambios del modelo de 

EA encontrados para la patología amiloide.  

Con el fin de estudiar si la inyección de mCRP en el hipocampo provocaba, a 6 meses 

de tratamiento, alteraciones de los niveles de proteínas implicadas en la patología 

amiloide, como ocurre en el modelo de EA de 5XFAD.  

Se analizaron los niveles de proteínas de: Aβ (clon 4G8), el péptido APP y su extremo 

C-terminal (CTF), así como de BACE 1. BACE-1 escinde APP en C99, que será 

escindida por la gamma-secretasa, produciendo el péptido Aß. BACE-1 está, por lo 

tanto, implicada en la vía amiloidogénica apareciendo sobreexpresada en modelos de 

EA. Así, APP-CTF es el fragmento que se produce cuando la secretasa procesa la APP. 

 
Figura 55. Representación gráfica de los niveles de proteínas implicadas en la patología amiloide: 

4G8 (Aβ), CTF, APP, ratio CTF/APP y BACE 1. (A) Niveles de proteínas en el hipocampo de ratones 

inyectados con CSF y mCRP. (B) Niveles de proteínas para los ratones WT y 5XFAD. Las transferencias 
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representativas de cada grupo experimental se muestran en el mismo orden que los valores del análisis 

densitométrico en los histogramas. Todos los datos se muestran como la media ± SEM (n=5-11) *p<0.05, 

***p<0.001 vs WT. 

 

A pesar de haber encontrado Aβ en el análisis histológico de los hipocampos de ratones 

inyectados con mCRP, no se detectaron cambios en los niveles de proteínas estudiadas 

para la patología amiloide, al analizar el hipocampo completo por Western-Blot, 

probablemente debido a la sensibilidad de la técnica para detectar cambios locales en el 

tejido. Por el contrario, los ratones 5XFAD mostraron un aumento significativo de los 

niveles de Aß (4G8) [Test de Student, t=2,856 df=18, p= 0,0105 5XFAD vs WT], CTF 

[Test de Student, t=5,410 df=12, p=0,0002 5XFAD vs WT], APP [Test de Student, 

t=6,187 df=12, p< 0,0001 5XFAD vs WT], el ratio CTF/APP [Test de Student, t=2,877 

df=8, p= 0,0206 5XFAD vs WT] y BACE 1 [Test de Student, t=2,805 df=11, p=0,0171 

5XFAD vs WT], respecto a los animales WT, como era de esperar para este modelo de 

EA.  

3.6 El tratamiento con mCRP durante 6 meses, indujo la hiperfosforilacion de 

tau, similar al modelo de EA.  

Finalmente, se analizaron los niveles de la proteína tau hiperfosforilada mediante un 

anticuerpo dirigido a detectar la fosforilación de tau en la serina 396, comúnmente 

fosforilado en taupatías y en la EA (Tenreiro et al., 2014)También se analizaron los 

niveles totales de la proteína tau (HT7). Así, se estudió si la inyección con mCRP a 6 

meses favorecía la hiperfosforilacion de tau, respecto a la tau total del tejido (ratio 

ser396/HT7). Lo mismo se analizó para los ratones 5XFAD. Los resultados obtenidos 

mediante Western-Blot revelaron que la deposición de mCRP en el tejido hipocampal 

durante 6 meses favorecía de manera significativa la hiperfosforilación de tau en el 

epítopo Ser396 [Test de Student, t=2,637 df=9, p=0,0310 mCRP vs CSF], así como un 

aumento del ratio de la tau hiperfosforilada (p-tau Ser396) respecto a los niveles de tau 

total (HT7) [Test de Student, t=2,731 df=6, p=0,0341 mCRP vs CSF]. Esta 

hiperfosforilación de tau también se encontró en los ratones 5XFAD, donde la tau 

fosforilada en la ser396 era significativamente mayor que en los WT [Test de Student, 

t=2,154 df=20, p=0,0436 5XFAD vs WT], así como la ratio entre la tau fosforilada y la 

tau total (ratio ser396/HT/) [Test de Student, t=2,548 df=14, p=0,0232 5XFAD vs WT]. 

La tau total del tejido hipocampal se mantuvo estable tanto para los ratones inyectados 

con mCRP como para los 5XFAD.  
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Figura 56.  Representación gráfica de los procesos de hiperfosorilación producidos en la proteína 

tau. Se muestran los niveles de tau hiperfosforilada en la Ser 396, los niveles de tau total presentes 

en el tejido hipocampal, y la ratio de tau hiperfosroilada respecto a la tau total.  (A) Niveles de 

proteínas en el hipocampo de ratones inyectados con CSF y mCRP. (B) Niveles de proteínas para los 

ratones WT y 5XFAD. Las transferencias representativas de cada grupo experimental se muestran en el 

mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los histogramas. Todos los datos se muestran 

como la media ± SEM (n=5-11) *p<0.05, ***p<0.001 vs WT.
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4. TERAPIA DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-mCRP EN EL 
MODELO DE DEMENCIA POR mCRP.  

La finalidad de este capítulo consistió en evaluar si al inyectar un anticuerpo 

monoclonal (8C10) anti-mCRP, junto con mCRP, se podían bloquear los efectos 

neuropatológicos inducidos por mCRP, protegiendo así contra los BPSD y la pérdida 

cognitiva.  

4.1 La inyección de mCRP y el anticuerpo 8C10 anti-mCRP, no alteraron el 

estado de salud sistémico de los ratones.   

 
Figura 57. Control del peso corporal para los estudios de 1, 3 y 6 meses del tratamiento protector 

con el anticuerpo anti-mCRP, 8C10. Se muestra la progresión del peso corporal para los estudios de 

diferente duración y para los diferentes grupos experimentales utilizados en el estudio (CSF, mCRP; 

mCRP+8C10 y 8C10) Los valores se muestran como las medias ± SEM (n= 8-12). 
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Todos los ratones incluidos en el estudio se inspeccionaron visualmente y se pesaron al 

comienzo y al final del tratamiento con el fin de controlar su estado de salud general.  

La terapia del anticuerpo 8C10 en el modelo de demencia por mCRP no indujo 

alteraciones en el peso de los animales. El peso corporal no cambió significativamente 

para ninguno de los grupos de tratamiento en el estudio de 1 mes, progresando de 

manera similar para todos los grupos de animales en los estudios de 3 y 6 meses de 

tratamiento (Fig. 57) [ANOVA de dos vías: efecto principal del tiempo de estudio; F 

(3,116) = 9,959, P <0,001 y F (6,203) = 17,79, P <0,001 para 3 y 6 meses con mCRP y 

8C10 respectivamente]. 

La coordinación motora, la prensilidad y el equilibrio tampoco se vieron afectadas por 

el tratamiento, tal y como se muestra en el ensayo sensorimotor, donde no se 

encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales 

(Fig.58). 

Figura 58. Habilidad sensoriomotora después de 6 meses de tratamientos con mCRP y 8C10. Se 

muestran las distancias recorridas en las diferentes pruebas del test sensorimotor; en la barra de madera, 

la barra de metal y el cable de metal. Los valores se muestran como las medias ± SEM (n= 8-12). 

4.2 El anticuerpo monoclonal anti-mCRP protegió contra la ansiedad y el 

estrés inducidos por mCRP a 6 meses de tratamiento.  

 

Los tests no-cognitivos realizados para evaluar la protección del anticuerpo monoclonal 

8C10 contra mCRP se presentan únicamente para el estudio 6 meses, tiempo al que se 

observaron BPSD en el modelo por mCRP previamente caracterizado.  

Tal y como se observó al caracterizar el modelo de mCRP, no se detectaron alteraciones 

inducidas por mCRP para la neofobia (Fig. 59, A), la actividad exploratoria (Fig. 59, B) 
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y E), o la depresión (Fig. 59, D). El tratamiento protector con el anticuerpo monoclonal 

8C10 tampoco indujo alteraciones en estos BPSD. La neofobia se evaluó en el Ensayo 

de las esquinas, donde se muestra el numero de esquinas visitadas (Fig. 59, A). La 

actividad exploratoria se analizó mediante el Ensayo de la tabla de cuatro agujeros de 

Boissier (Fig.59, B) donde se muestra la latencia de exploración de los 4 agujeros; y 

mediante el Ensayo de Campo abierto, donde se muestra la actividad vertical y 

horizontal (Fig. 59, E). La depresión se evaluó mediante el Ensayo de suspensión de la 

cola, donde se muestra el porcentaje de tiempo inmóvil (Fig. 59, D).  

 

 

Figura 59. Resultados de evaluación de los BPSD. (A) Se muestra el numero de esquinas visitadas de 

los diferentes grupos experimentales para el ensayo de las esquinas (Corner test), (B) la latencia de 

exploración de los 4 agujeros en el ensayo de la tabla de cuatro agujeros de Boissier (Boissier’s 4 holes 

board),(C) la latencia de entrada en la zona iluminada del Ensayo de la caja oscura/caja iluminada, (D) el 

porcentaje de tiempo inmóvil en el ensayo de suspensión de cola (Tail suspension test) y (E) la actividad 
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horizonal y vertical, la velocidad y el tiempo de grooming del Ensayo de campo abierto (Open field test) 

Los valores se muestran como las medias ± SEM (N = 8-10). Estadísticas: *P <0,05 en comparación con 

el control, CSF.  

Por el contrario, la inyección de mCRP en el hipocampo de ratones indujo síntomas de 

ansiedad y estrés a los 6 meses de tratamiento; observados como un aumento 

significativo de la latencia [ANOVA de una vía; F (3, 40) = 3,349, P = 0,0283] al entrar 

al área iluminada durante el Ensayo de la de caja oscura/caja iluminada (Fig. 59, C) y 

como un aumento significativo del tiempo grooming [F (3, 40) = 3,499, P = 0,0240] en 

el Ensayo del campo abierto (Fig. 59, E). Estos BPSD, relacionados con la ansiedad y el 

estrés no se observaron al realizar la inyección conjunta de mCRP con el anticuerpo 

8C10, lo que indicó un efecto neuroprotector de 8C10 en lo referente a BPSD.  

4.3 El anticuerpo monoclonal anti-mCRP protegió contra la perdida de 

memoria espacial y de reconocimiento inducidas por mCRP a 1, 3 y 6 meses 

de tratamiento.  

La inyección bilateral de mCRP en el hipocampo de ratones indujo la perdida de 

memoria de reconocimiento a 1, 3 y 6 meses de edad, que fue revertida al tratar con el 

anticuerpo 8C10 junto con mCRP (Fig. 60).  Así, en el NORT pudimos observar cómo, 

el grupo de ratones inyectados únicamente con mCRP no fue capaz de diferenciar un 

objeto nuevo frente a uno familiar, 2 horas y 24 horas después del entrenamiento (0h). 

Por el contrario, el grupo experimental tratado con mCRP más 8C10 realizó la prueba 

con índices de discriminación similares al grupo control (similares o superiores a 0,2), 

lo que indicó el reconocimiento de un objeto nuevo frente a uno familiar, 2 y 24 horas 

después del entrenamiento [ANOVA de una vía; Estudio de 1 mes F (3,30) = 5,616, P = 

0,004 y F (3,29) = 4,087, P = 0,016, a las 2 h y 24 h de prueba respectivamente; Estudio 

de 3 meses F (3,44) = 6,009, P = 0,002, F (3,44) = 4,680, P = 0,006, a las 2 h y 24 h; y 

estudio de 6 meses F (3,40) = 8,755, P <0,001, F (3,40) = 10,76, P <0,001, a las 2 h y 24 

h].   

Para el análisis de la memoria espacial de los animales de este estudio se realizaron dos 

tests: El Novel Object Location test (OLT) y el Ensayo del laberinto acuático de Morris 

o Morris Water Maze test (MWM).  
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Aquí, los resultados del OLT mostraron la pérdida de la memoria espacial para los 

ratones inyectados con mCRP, que fue revertida en los ratones tratados con mCRP y el 

anticuerpo 8C10 (Fig. 61). 

Los ratones tratados con mCRP durante 1 mes (Fig. 61) no discernieron entre el objeto 

que se mantuvo en la misma posición y un objeto relocalizado 2 h después del 

entrenamiento (0h) [ANOVA de una vía; F (3, 29) = 4,139, P = 0,015 en el estudio al 

mes; el factor ANOVA de una vía; no fue significativo en los estudios de 3 y 6 meses].   

 

Figura 60. NORT. Ensayo de Reconocimiento de Objetos Nuevos (Novel Object Recognition Test) en 

los que se muestra el índice de discriminación de objetos para los diferentes grupos de animales en las 

diferentes fases del test; entrenamiento (0h), cambio de objeto 2 horas después del entrenamiento y 

cambio de objeto 24 horas después. Los índices de discriminación muestran la capacidad de los ratones 

para discernir entre el objeto con el que se familiarizan durante el entrenamiento y un objeto nuevo 

reemplazado 2 horas y 24 horas después del entrenamiento. Los valores se muestran como las medias ± 

SEM (n= 8-12). Estadísticas: mCRP * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, en comparación con el grupo 

control; mCRP+8C10 #P <0.05, ## P <0.01, ### P <0.001, en comparación con el grupo mCRP.  

Por el contrario, el grupo experimental tratado con mCRP más 8C10 mostró índices de 

discriminación similares a los controles. Se observaron resultados similares después de 
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3 y 6 meses de tratamiento a pesar de la falta de significación. Aquí, los ratones 

inyectados con mCRP más el anticuerpo mostraron índices de discriminación > 0,2, 

similares a los controles, indicando la recuperación de la memoria espacial. Los 

animales tratados únicamente con mCRP mostraron índices de discriminación inferiores 

a 0,2, indicando pérdida de la memoria espacial. (Fig. 61).  

 

Figura 61.  OLT. Ensayo de Nueva Ubicación de Objetos (Novel Object Location Test). Resultados de 

los índices de discriminación durante el entrenamiento y 2 horas después, cuando uno de los objetos fue 

relocalizado. Los índices de discriminación muestran la capacidad de los ratones para discernir entre el 

objeto que se mantiene en la posición inicial y el que cambiamos de posición. Se enseñan los resultados 

para los grupos CSF, mCRP, mCRP+8C10 y 8C10 a 3 y 6 meses de tratamiento. Los valores se muestran 

como las medias ± SEM (n= 8-12). Estadísticas: mCRP * P <0,05 en comparación con el grupo control y 

mCRP+8C10 #P <0.05 en comparación con el grupo mCRP. 

Con el fin de confirmar los efectos protectores de 8C10 para la memoria espacial a los 3 

y 6 meses de tratamiento, se realizó la prueba MWM. Aquí se analizó la memoria 

espacial al quitar la plataforma de escape 6 días después del entrenamiento (Fig. 62), 

con el fin de estudiar si los ratones nadaban más en el cuadrante donde se situaba la 

plataforma. Es decir, si recordaban el cuadrante de escape de la piscina.  

El análisis de las curvas de adquisición (Fig. 62, A), tanto del tiempo de latencia como 

la distancia de nado a la plataforma de escape, no mostró diferencias estadísticas entre 
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los grupos analizados mediante ANOVA de medidas repetidas, revelando cierta 

preservación de la memoria durante el aprendizaje, probablemente debido al 

entrenamiento intenso de 5 ensayos por día durante 6 días.  
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Figura 62. MWM. Resultados del Ensayo del laberinto acuático de Morris (Morris Water Maze 

test) (A) Adquisición de aprendizaje durante los 6 días de entrenamiento en la prueba Morris Water Maze 

después de 3 y 6 meses de tratamientos mCRP y 8C10. ANOVA mostró un efecto del día (P <0,001) para 

todos los parámetros. (B) Se muestran los resultados para cada grupo experimental en la prueba de 

retención de memoria del MWM, en la que los ratones nadan por la piscina en busca de la plataforma de 

escape, tras retirar la plataforma oculta con la que han realizado el entrenamiento los días de adquisición 

del test. Se muestra el porcentaje del tiempo de nado en cada cuadrante para cada grupo experimental. 

Siendo el cuadrante SW en el que se situó la plataforma de escape durante los días de adquisición del 

aprendizaje. (C) Se muestran recorridos de nado representativos para cada grupo de animales durante la 

prueba de retención de memoria, obtenidos mediante programa Panlab Smart 3. Todos los valores se 

muestran como las medias ± SEM (n= 8-12). Estadísticas: + P <0.05, ++ P <0.01, cuadrante plataforma 

comparado con el promedio de los otros cuadrantes.  

Sin embargo, los resultados de la prueba de MWM al retirar la plataforma de escape 

para los estudios de 3 y 6 meses (Fig. 62, B y C), mostraron una pérdida de la memoria 

espacial para el grupo tratado con mCRP. El grupo tratado con mCRP más el anticuerpo 

8C10, por el contrario, mostró una preservación total de la memoria [ANOVA de dos 

vías; efecto del porcentaje de tiempo nadado en cada cuadrante de la piscina durante la 

prueba de la sonda F (3,149) = 3,779 P = 0,0119 y F (3,164) = 9,596, P <0,001 para el 

tratamiento de 3 meses y 6 meses respectivamente]. 

Así, los ratones del grupo de mCRP pasaron un tiempo aleatorio (alrededor del 25%) 

nadando en el cuadrante de la piscina donde se encontraba la plataforma de escape 

durante el entrenamiento de adquisición. Sin embargo, los ratones tratados con 

mCRP+8C10 mostraron una clara preferencia por nadar en el área del cuadrante donde 

se situaba la plataforma escondida durante la adquisición, lo que sugiere una memoria 

espacial preservada después de 24 h de entrenamiento. Finalmente, el grupo tratado sólo 

con 8C10 se comportó de manera similar al grupo de control (CSF) en esta y todas las 

pruebas conductuales y cognitivas anteriores.  

4.4 El anticuerpo monoclonal 8C10 inhibió la hiperfosforilación de tau a los 6 

meses de tratamiento.  

Tras la caracterización molecular del modelo de mCRP, se analizó si el anticuerpo anti-

mCRP inhibía las alteraciones encontradas respecto a la hiperfosforilación de la 

proteína tau y la disminución de la expresión del gen Egr1 en el tejido hipocampal de 6 

meses de tratamiento.  
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El analisis por Western-Blot del tejido hipocampal de los ratones tratados con mCRP 

mostró una hiperfosforilación de tau al analizar dos anticuerpos dirigidos a diferentes 

epítopos de tau asociados a la detección de la proteína tau patológica en la EA.  

Los anticuerpos Ser202 / Thr305 (clon AT8) (Fig. 63, C) y p-tau Ser396 (Fig.63, D) 

mostraron un aumento aproximadamente dos veces superior de p-tau para el tejido 

hipocampal de ratones inyectados con mCRP respecto a la tau total (clon HT7). Por el 

contrario, el hipocampo de los ratones tratados con mCRP y 8C10 mostró niveles de p-

tau y tau total similares a los controles. [ANOVA de una vía; F (3,22) = 3,667, P = 

0,028 y F (3,26) = 4,206, P = 0,015 para las relaciones AT8 / HT7 y S396 / HT7, 

respectivamente]. El tratamiento con el anticuerpo 8C10 no interfirió con los niveles de 

p-tau, similar a los controles.  

 

Figura 63: Análisis de la expresión génica y los niveles de proteínas del tejido hipocampal tratado 

durante 6 meses. (A) Se muestran los resultados de los niveles de proteína mCRP para cada grupo 

experimental. (B) Se muestran los niveles de expresión génica de Egr1 para cada grupo experimental. (C) 

Se muestran las ratios de los niveles de tau hiperfosforilada en la Ser396 y en Ser202 / Thr305 (clon AT8) 

respecto a los niveles de tau total presentes en el tejido hipocampal. Los valores se enseñan como las 

medias ± SEM (N = 5-10). Las transferencias representativas de cada grupo experimental se muestran en 
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el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los histogramas. Estadísticas: mCRP * P 

<0,05, *** P <0,001 en comparación con el grupo de control; mCRP+8C10 #P <0.05, ## P <0.01 

comparado con el grupo mCRP. Los valores son medias ± SEM (n= 5-8). 

Asimismo, los resultados de Western-Blot confirmaron la presencia de mCRP en el 

tejido 6 meses después de la inyección (Fig. 63, A) [ANOVA de una vía; F (3,18) = 

3,288, P = 0,045]. De igual manera, mCRP también se mostró significativamente 

presente en el tejido hipocampal de los animales que habían sido inyectados con mCRP 

+ 8C10 frente a los niveles en el margen de detección de los animales control. Las 

proteínas se desnaturalizaron durante el procedimiento de transferencia Western; por lo 

tanto, se destruyó la unión previa de mCRP con 8C10, lo que permitió la detección de 

anticuerpos contra 8C10 nuevos. 

Finalmente, se confirmó una disminución en la expresión génica de Egr1 (Fig. 63, B) 

para el tratamiento con mCRP [ANOVA de una vía; F (3, 17) = 3,525, P = 0,0376]. Los 

ratones tratados con el anticuerpo monoclonal junto con mCRP mostraron resultados 

similares al grupo control, CSF, indicando una protección parcial respecto a la 

disminución de la expresión de este gen inducida por mCRP
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5. EVALUACIÓN DE LA ACCIÓN NEUROPROTECTORA DEL AGENTE 
ANTI-INFLAMATORIO TPPU COMO TERAPIA CONTRA mCRP 

La finalidad de este capítulo consistió en evaluar, en el modelo in vivo de mCRP y en el 

modelo in vitro de la línea celular murina de microglía BV2, si el agente 

antiinflamatorio TPPU, un inhibidor del enzima epóxido hidrolasa que favorece la 

acumulación de los EETs, podía proteger contra los efectos neuroinflamatorios 

inducidos por mCRP.  

5.1 El tratamiento con TPPU no alteró el estado de salud sistémico ni el 

comportamiento general del modelo in vivo por mCRP.  

Todos los ratones incluidos en el estudio se inspeccionaron visualmente y se pesaron al 

comienzo y al final del tratamiento con el fin de controlar su estado de salud general.  El 

peso corporal de los animales no cambió significativamente para ninguno de los grupos 

de tratamiento en el estudio de 1 mes al evaluar la protección por TPPU (Fig. 64, A). 

Tampoco se observó deterioro físico de los animales.  

Figura 64. Control del peso para los animales empleados en el estudio y resultados del Ensayo de 

Campo Abierto (Open field test) del modelo de mCRP tratado con TPPU durante 1 mes. (A) Se 

muestran los pesos de los animales al principio y al final del estudio. (B) Se muestra la actividad vertical, 

la horizontal y la actividad de grooming para todos los grupos experimentales. Los valores se muestran 

como las medias ± SEM (n = 8-10). Estadísticas: * P <0,05 en comparación con el grupo control; #P 

<0.05 en comparación con el grupo mCRP.  

 

Tal y como revelaron los resultados del Ensayo de campo abierto, el tratamiento con 

mCRP no indujo diferencias significativas en la actividad exploratoria de los animales 

(Vertical and Horizontal activity) (Fig x) ni en el estrés (grooming activity). Por el 

contrario, el los animales tratados con TPPU, a pesar de no mostrar alterada la actividad 

exploratoria sí que mostraron una disminución significativa en la actividad de 
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grooming, realizando un número menor de groomings respecto a los controles y a los 

ratones inyectados con mCRP [ANOVA de una vía: F (2, 24) = 5,095, P= 0,0143 para 

la diferencia entre tratamientos.] 

5.3 El agente TPPU protegió contra la pérdida de memoria espacial y de 

reconocimiento inducidas por mCRP durante 1 mes de tratamiento.   

Con el fin de evaluar si el compuesto TPPU podía inducir una mejora cognitiva 

mediante sus efectos anti-inflamatorios en el modelo previamente caracterizado de 

mCRP, se realizaron los test del NORT y del OLT. Los resultados obtenidos fueron los 

siguientes:  

 
Figura 65. Resultados del Novel Object Recognition test (NORT). Se muestran los índices de 

discriminación del NORT para los ratones controles (CSF), mCRP y mCRP+TPPU durante el 

entrenamiento y al sustituir un objeto familiar por uno nuevo 2 horas y 24 horas después del mismo. Los 

valores se muestran como las medias ± SEM (n = 8-10). Estadísticas: * P <0,05, ** P <0,01, *** P 

<0,001, en comparación con el grupo de control; #P <0.05, ## P <0.01, ### P <0.001 en comparación con 

el grupo mCRP. 

 

El compuesto antiinflamatorio TPPU mostró un efecto protector contra la pérdida de 

memoria de reconocimiento inducida por mCRP analizada mediante el NORT 1 mes 

después del tratamiento (Fig. 65) [ANOVA de una vía; F (2,24) = 16,48, P <0,0001 y F 

(2, 24) = 8,613, P = 0,0015, a las 2 h y 24 h respectivamente]. Así, mientras que los 

ratones inyectados con mCRP no eran capaces de diferenciar un objeto nuevo de uno 

familiar 2 horas después de la primera exploración, ni 24 horas más tarde, los ratones 

tratados con TPPU, diferenciaron significativamente cuáles eran los objetos nuevos que 

habían reemplazado a los que les eran familiares, 2h y 24 horas después del 

entrenamiento.   
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El TPPU protegió contra la pérdida de memoria espacial inducida por mCRP a 1 mes de 

tratamiento como observamos mediante el test OLT (Fig. 66). Así, los ratones 

inyectados con mCRP y tratados con TPPU durante 1 mes, fueron capaces de reconocer 

el objeto reubicado de aquel cuya posición se mantuvo intacta, 2 h después de la 

exploración previa (entrenamiento). El índice de discriminación de los animales 

inyectados con mCRP y tratados oralmente con TPPU fue significativamente mayor que 

el de los animales tratados únicamente con mCRP, que no pudieron discriminar entre el 

objeto reubicado y el que se mantuvo en la misma posición [ANOVA de una vía:  F (2, 

24) = 28,14, P <0,001]. 

 
Figura 66. Resultados del Object Location test (OLT). Se muestran los índices de discriminación del 

OLT para los ratones controles (CSF), mCRP y mCRP+TPPU durante el entrenamiento y al relocalizar 

un objeto del entrenamiento dos horas después del mismo. Los valores se muestran como las medias± 

SEM (n= 8-10). Estadísticas: *** P <0,001, en comparación con el grupo de control; ### P <0.001 en 

comparación con el grupo mCRP.  

5.4 Determinación de la concentración de tratamiento del TPPU en la línea 

celular BV2. 

Con el fin de estudiar la expresión a nivel endógeno de sEH en la línea celular de 

trabajo (células microgliales BV2), se evaluó mediante Western-Blot la presencia de la 

proteína, así como su expresión al tratar con TPPU. La expresión de sEH ya está 

descrita en células gliales, pero principalmente en oligodendrocitos y astrocitos (Sura et 

al., 2008). Nuestros resultados revelaron que la proteína sEH se encontraba de manera 

endógena ela línea celular murina BV2 y que el tratamiento con TPPU no inducía 

cambios significativos en su expresión (Fig 67, A).  
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Figura 67. Niveles de proteína sEH en las células BV2 al tratar con TPPU y acción del TPPU para 

inhibir la actividad del enzima sEH. (A)Se muestran los resultados de los niveles de la proteína sEH en 

la línea celular BV2 al tratar con vehículo y con TPPU. Las transferencias representativas de cada grupo 

experimental se muestran en el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los 

histogramas. (n=4). (B) Se muestran los porcentajes de la actividad de sEH en las células BV2 al tratar 

con TPPU.  

 

Tras probar la expresión de sEH en nuestra línea celular y, por lo tanto, la adecuación 

de esta línea para los tratamientos de nuestro estudio; se evaluó la actividad inhibidora 

de sEH del TPPU. Nuestros resultados revelaron que el agente TPPU inhibió totalmente 

la actividad del enzima sEH a la concentración logarítmica de -4 (Fig. 67, B), es decir a 

concentraciones por debajo de 100 µM. El IC50 (Valor: 14,27 μM, límites de confianza 

(2-101,7) se encontró en el rango entre 1-100 μM, siendo este, el rango de 

concentraciones a utilizar para los tratamientos.  

5.5 El agente TPPU inhibió la actividad inflamatoria inducida por el LPS.  

El agente TPPU inhibió de manera significativa los niveles de óxido nítrico liberado por 

las células microgliales BV2 en respuesta al LPS. También disminuyó 

significativamente los niveles de iNOS (Óxido nítrico sintasa) y de la forma 

proinflamatoria de la interleuina IL-1β, cuyos niveles aumentaron en respuesta al 

tratamiento con LPS.  

 

Se realizó un análisis de la liberación de NO2 mediante el ensayo de Griess, en el que se 

midieron los nitritos resultantes del óxido nítrico liberado por las células BV2. Se 

utilizó LPS como un agente típico para inducir inflamación y así poder evaluar la acción 

antiinflamatoria del TPPU a diferentes concentraciones. Se observó un aumento 

significativo de los nitritos al tratar con LPS 0,1 μg / ml en comparación con los valores 
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basales en las células tratadas con el vehículo. El incremento de nitritos inducido por el 

LPS se redujo significativamente a tratar con TPPU tanto a 50 como a 100 μM 

[ANOVA de dos vías: Efecto del TPPU F (2,87) = 18, 80, P < 0.001, efecto del LPS y 

efecto de la interacción entre los dos factores: P < 0,001] El análisis de nitritos se 

realizó a las 24 horas después del tratamiento. 

 
Figura 67. Análisis de nitritos detectados en las células BV2 tratadas con TPPU a diferentes 

concentraciones después de inducir inflamación con LPS. Los valores se muestran como las medias ± 

SEM (n=22-26). *** p <0,001 en comparación con el control y ### P <0.001 en comparación con LPS 

(+).  

  

Con el fin de elucidar los posibles mecanismos por los que el TPPU ejerza su acción 

antiinflamatoria, se evaluaron los niveles de proteínas de iNOS e IL-1β, al tratar la línea 

celular BV2 con el agente pro-inflamatorio de referencia LPS a 0,1 μg / ml y con TPPU 

a 100 μM. Así, los tratamientos fueron; con (+) y sin (-) LPS y con y sin TPPU.  Todos 

los tratamientos se incubaron durante 24 horas.  

 
Figura 68. Cuantificación del nivel de proteínas relativo de iNOS e IL-1β (maduro y precursor) en 

las células BV2 tratadas con TPPU después de inducir inflamación por LPS. Se aplicaron los 

tratamientos de LPS (0,1 μg / ml) y TPPU (100 μM). Las transferencias representativas de cada grupo 

experimental se muestran en el mismo orden que los valores del análisis densitométrico en los 

histogramas. Los resultados se muestran como las medias ± SEM (n=6-12). Se especifican los efectos de 

los factores de ANOVA (LPS y TPPU) en el gráfico al no encontrar interacción mediante el análisis 

estadístico.  
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Los niveles de proteína iNOS, implicada en la generación de óxido nítrico como 

respuesta de activación microglial, aumentaron significativamente al tratar con LPS, 

(LPS(+)), respecto a la ausencia de tratamiento con LPS (LPS(-)),  tal como 

esperábamos. El TPPU indujo una disminución significativa de los niveles de iNOS en 

el tratamiento LPS (+) [ANOVA de dos vías; Interacción: F (1, 16) = 4,407, P = 0,0520, 

LPS (+/-): F (1, 16) = 102,6, P < 0,0001; Tratamiento TPPU: F (1, 16) = 5,823, P = 

0,0282.  

 

Se evaluaron los niveles de proteínas de la forma precursora y la forma madura de IL-

1β. La forma madura de la interleuquina aparece mediante la escisión de la forma 

precursora por la caspasa citosólica 1, conformando la forma activa y pro-inflamatoria 

de la interleuquina. El tratamiento con LPS indujo de manera significativa un aumento 

en los niveles de ambas formas de la proteína IL-1β [ANOVA de dos vías; LPS (+/-): F 

(1, 16) = 13,05, P = 0,0023 para la forma precursora y LPS (+/-): F (1, 16) = 8,744, P = 

0,0093 para la forma madura]. El tratamiento con TPPU disminuyó de manera casi 

significativa (P= 0,0583) los niveles de IL-1β madura en las células tratadas con LPS 

[ANOVA de dos vías. Interacción: F (1, 16) = 0,1137, P = 0,7404, Tratamiento TPPU: 

F (1, 16) = 4,160, P = 0,0583].  

5.5 mCRP indujo inflamación en las células BV2 que fue inhibida por el TPPU 

mCRP indujo inflamación en la microglía, favoreciendo la liberación de óxido nítrico y 

el aumento de los niveles de las proteínas iNOS e IL-1β. CRP no favoreció la 

inflamación en la línea celular microglial. El agente TPPU, redujo la inflamación 

inducida por mCRP en las células BV2 inhibiendo la generación de óxido nítrico al 

regular la actividad de iNOS.  

 

Estudios previos revelaron la actividad proinflamatoria de mCRP para activar 

monocitos (M. Slevin et al., 2015) Así, evaluamos la capacidad tanto de CRP como de 

mCRP para activar la microglia, con el fin de confirmar que mCRP es la forma activa y 

proinflamatoria de esta proteína y no el pentámero CRP. Se utilizaron diferentes 

concentraciones de mCRP y CRP para los tratamientos (1, 10 y 100 μg/ml). Los nitritos 

se analizaron 24 horas después de tratar.  
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Nuestros resultados revelaron que mCRP aumentaba significativamente los niveles de 

nitritos al tratar a 10 y 100 μg/ml (p<0,0001). CRP no mostró diferencias significativas 

respecto al control a ninguna de las concentraciones estudiadas. La inflamación 

inducida por mCRP también fue atenuada significativamente al tratar con TPPU a 100 

μM en los tratamientos con mCRP tanto a 10 μg/ml, como a mCRP 100 μg/ml, 

restableciendo los niveles de nitritos en mCRP a la concentración de 10 μg / ml), no 

mostrando diferencias significativas respecto al control) y parcialmente en mCRP a la 

concentración de 100 μg/ml [ANOVA de dos vías: (Interacción [F (6,188) = 5,065; p 

<0,0001]; TPPU [F (1,188) = 16,76; p <0,0001]; mCRP / CRP [F (6,188) = 26,48; p 

<0,0001]) (Fig. 68).  

 
Figura 68. Análisis de nitritos mediante el ensayo de Griess para los tratamientos con CRP y mCRP 

a diferentes concentraciones y TPPU en la línea celular BV2. Análisis de nitritos de la respuesta 

inflamatoria de las células BV2. Se agregaron diferentes concentraciones de mCRP (1,10 y 100 μg / ml). 

Todas las condiciones también se trataron con TPPU 100 µM. Los resultados se muestran como las 

medias ± SEM. *** p <0,0001 en comparación con el vehículo (control) y ### p <0,0001 en comparación 

con mCRP.  

 

Con el fin de confirmar la actividad inflamatoria inducida por mCRP, así como las vías 

inflamatorias implicadas, se analizaron los niveles de proteínas iNOS, e IL-1β 

(precursora y madura) al tratar con mCRP. Aquí, mCRP indujo un aumento 

significativo de los niveles de iNOS [Test de Student t=2,206 df=13, p= 0,0460 mCRP 

vs Control] y de los niveles de IL-1β tanto en su forma precursora [Test de Student 

t=2,387 df=24, p= < 0,0001mCRP vs Control] como madura [Test de Student t=6,237 

df=31, p= < 0,0001 mCRP vs Control] (Fig. 69).  
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Figura 69. Cuantificación del nivel de proteínas relativo de iNOS e IL-1β (maduro y precursor) en 

las células BV2 tratadas con mCRP. El tratamiento con mCRP se aplicó a 100 μg/ml durante 24 horas. 

Las transferencias representativas de cada grupo experimental se muestran en el mismo orden que los 

valores del análisis densitométrico en los histogramas. Los resultados se muestran como las medias ± 

SEM (n=6-12). *p <0.05 comparado con el control, # p <0.05 comparado con el control. 

5.6 Comparación de diferentes terapias: mCRP indujo inflamación a diferencia de 

CRP y TPPU inhibió la inflamación inducida por mCRP de manera similar al 

anticuerpo monoclonal 8C10.  

Finalmente, tras probar que el tratamiento con mCRP favorecía la liberación de óxido 

nítrico en la línea celular BV2 y que el TPPU la disminuía; se comparó la generación de 

óxido nítrico en las BV2 para los tratamientos con CRP, mCRP, mCRP+8C10, como 

control de referencia y mCRP+TPPU. En este ensayo, establecimos la concentración de 

100 μg/ml para mCRP y CRP, el anticuerpo 8C10 fue aplicado en relación (1:20) y el 

TPPU se administró a 100 μM. Los nitritos se analizaron 24 horas después de aplicar 

los tratamientos.  

 

El ensayo de nitritos confirmó que mCRP, a diferencia de CRP, produjo efectos pro-

inflamatorios en las células BV2. El tratamiento de mCRP con TPPU disminuyó 

significativamente los niveles de nitritos, similar al tratamiento con mCRP y 8C10 

utilizado como control de referencia para el tratamiento con TPPU (Fig. 70) [ANOVA 

de una vía:  F (4, 35) = 62,62, P <0,001]. Por lo tanto, mCRP mostró definitivamente un 

efecto pro-inflamatorio significativo que fue inhibido tanto por el anticuerpo 

monoclonal 8C10 como por el antiinflamatorio TPPU.  
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Figura 70. Comparación del análisis de nitritos mediante el ensayo de Griess para los tratamientos 

con CRP, mCRP, 8C10 y TPPU en la línea celular BV2. Se muestra el porcentaje de nitritos para cada 

tratamiento: CRP y mCRP, mCRP+8C10, mCRP+TPPU. Los valores son medias ± SEM (N = 6-12). 

Estadísticas: * P <0,05, *** P <0,001 en comparación con el grupo control; ### P <0,001 en comparación 

con el grupo de mCRP.  
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DISCUSIÓN GENERAL 

En esta tesis se confirma la implicación de mCRP en el desarrollo de demencia de tipo 

EA. A lo largo de los diferentes estudios que aquí se muestran, se pone de manifiesto 

cómo una sola inyección de mCRP en el hipocampo de ratones es capaz de inducir 

pérdida de la memoria espacial y de reconocimiento, así como la aparición de BPSD a 

los 6 meses de tratamiento. Tales alteraciones conductuales y cognitivas se 

correlacionaron, además, con la neuropatología característica de la EA; inflamación, 

alteración de la neuroplasticidad, presencia de Aβ, y, en especial con la 

hiperfosforilación de tau; altamente implicada en la evolución y aparición de la pérdida 

cognitiva y los BPSD (Khan et al., 2017; Mondragón-Rodríguez et al., 2013; Pooler et 

al., 2014). Asimismo, el bloqueo de mCRP con un anticuerpo específico, 8C10, 

demostró la recuperación de la pérdida cognitiva originada por mCRP y la 

neuropatología asociada. Por otra parte, el tratamiento con el antiinflamatorio TPPU 

favoreció tanto la recuperación cognitiva, como la inhibición del óxido nítrico inducida 

en la microglía in vitro por mCRP.  Estos hallazgos, cobran especial relevancia por dos 

motivos: Por una parte, vinculan directamente a mCRP con la pérdida cognitiva y la 

patología característica de la EA, especialmente la patología de tau, a la que se asocia el 

desarrollo sintomatológico de la enfermedad. Por otra parte, el hecho de que mCRP, una 

molécula altamente inflamatoria, induzca el desarrollo de demencia, y que los efectos 

de esta sean inhibidos al bloquear la proteína o tratar con antiinflamatorios, pone la 

neuroinflamación en el centro de la patogenia de la EA, demostrando su alta 

implicación en la enfermedad.    

EFECTOS COGNITIVOS Y DE BPSD’S INDUCIDOS POR mCRP 

La inyección de la proteína mCRP en el hipocampo de ratones indujo la pérdida de la 

memoria espacial y de reconocimiento a 1, 3 y 6 meses de tratamiento.  

 

Para evitar los efectos de la senescencia en la caracterización del modelo de demencia 

por mCRP, utilizamos animales jóvenes; sin embargo, podemos especular que la 

demencia inducida por mCRP se mantendrá a medida que avance la edad. El tiempo 

equivalente en humanos significaría que un solo episodio cerebrovascular o la alteración 

de la barrera hematoencefálica encontrada en la EA, que induzca el depósito local de 
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mCRP (Dutta & Sengupta, 2016) causaría lesiones que durarían más de 20 años (Dutta 

& Sengupta, 2016). 

 

La inyección de mCRP se realizó en el hipocampo ya que esta es una de las principales 

áreas implicadas en la memoria, tanto en humanos como en roedores (Eichenbaum et 

al., 1992). Asimismo, es una de las primeras y principales áreas afectadas en la EA, 

cuya pérdida sináptica, atrofia neuronal de disminución de la producción de LTPs se 

correlacionna con la pérdida cognitiva y la memoria (Fjell et al., 2014; Jaroudi et al., 

2017; Moodley & Chan, 2014; Elliott J. Mufson et al., 2008).  

 

La alteración de la memoria inducida por mCRP se encontró al realizar los tests de 

NORT, OLT y MWM. Tanto el NORT como el OLT se basan en la preferencia de los 

roedores para explorar objetos o localizaciones nuevas respecto a otras que les sean 

familiares (Barnhart et al., 2015; Vorhees & Williams, 2006). El MWM, se basa en un 

estimulo externo negativo, como es nadar en el agua, para promover la memoria, 

reforzándola al buscar la plataforma de escape de ese estimulo negativo (Barnhart et al., 

2015; Vorhees & Williams, 2006). Así, estos tres ensayos evalúan las funciones 

hipocampales de diferentes maneras:  

 

En el NORT se estudia la memoria de reconocimiento ligada tanto al hipocampo como 

a otras regiones corticales adyacentes, como el córtex entorrinal, perirrinal y 

parahipocampal (Baxter, 2010)primeras áreas afectadas en la EA, y altamente 

implicadas en la memoria y la consolidación de la misma. Estas estructuras están muy 

integradas, pero mientras que la corteza perirrinal está involucrada en el reconocimiento 

de objetos después de breves intervalos de retención, el hipocampo es responsable del 

reconocimiento de objetos a largo plazo (Reger et al., 2009) tal y como se evalúa en el 

NORT (Antunes & Biala, 2012; Lueptow, 2017). La utilidad del NORT para demostrar 

lesiones intrínsecamente hipocampales es controvertida. Mientras que algunos estudios 

demuestran que una lesión en el hipocampo no es suficiente como para percibir 

alteraciones en la realización del NORT (Barker & Warburton, 2011; Hattiangady et al., 

2014; Oliveira et al., 2010; Vogel-Ciernia & Wood, 2014) otros demuestran lo contrario 

(Cohen et al., 2013; Cohen & Stackman, 2015) 
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Tanto el OLT como el MWM evalúan la memoria espacial asociada intrínsecamente al 

hipocampo. Mientras que el MWM es un potente test en cuanto a la validación de 

modelos animales basados en lesiones hipocampales (Barnhart et al., 2015; Bromley-

Brits et al., 2011; Vorhees & Williams, 2006) el OLT evita la posible variación inducida 

en el hipocampo ventral debido a estímulos de estrés como los presentes en el MWM 

(Denninger et al., 2018)Ya que, mientras que el hipocampo dorsal está implicado 

primordialmente en funciones cognitivas, la afectación del hipocampo ventral se asocia 

a cambios relacionados con la emocionalidad como el estrés que podrían estar inducidos 

durante la realización del MWM (Fanselow & Dong, 2010).  

 

Esto queda confirmado en los resultados observados tanto en el Ensayo de campo 

abierto como en el Ensayo de la caja oscura/caja iluminada, donde se observó que la 

inyección intrahipocampal de mCRP inducía, a 6 meses de tratamiento, estrés y 

ansiedad. Tanto el estrés como la ansiedad forman parte de los BPSD encontrados en 

los enfermos de EA, en las etapas más avanzadas de la enfermedad. Esto se correlaciona 

con las alteraciones encontradas en los ratones tratados, donde la exposición más 

prolongada al tratamiento, 6 meses, pero no 1 ni 3 meses indujo la aparición de estos 

síntomas. Así, la inyección de mCRP podría estar afectando al hipocampo ventral y 

otras zonas del cerebro implicadas en la emocionalidad, induciendo la aparición de 

BPSD.  

 

Los BPSD se asocian a diversas áreas cerebrales debido a su extensa alteración de los 

estados emocionales, generando irritabilidad, estrés, depresión, apatía, alteración de los 

ritmos circadianos etc. Así, algunas de las áreas implicadas en la aparición de BPSD 

suelen ser el córtex, los ganglios basales, el hipocampo, o el hipotálamo (Cerejeira, 

Lagarto, & Mukaetova-Ladinska, 2012; Dufort-Gervais et al., 2019; Kazui et al., 2016; 

Shin, 2005).  

 

De esta forma, tanto la pérdida total de la memoria de reconocimiento y espacial a todos 

los tiempos de tratamiento, como la aparición de estrés y ansiedad a los 6 meses de 

tratamiento, confirman la implicación directa de mCRP en el desarrollo de demencia. 

Validando, a su vez, el modelo generado por la inyección de mCRP en el hipocampo 

como un modelo de demencia posible para estudiar futuras terapias. Por otra parte, los 
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animales inyectados con CSF no mostraron una disminución de sus capacidades 

cognitivas ni la aparición de BPSD.  

 

Esto es de suma importancia teniendo en cuenta la implicación fundamental del 

hipocampo en las primeras etapas de la EA, donde prevenir la alteración de la 

neuroplasticidad y la neurogénesis de este, a diferentes niveles moleculares, puede ser 

determinante para la posterior progresión de la enfermedad (Mark Slevin et al., 2018). 

Asimismo, la aparición de BPSD en etapas más avanzadas de la EA suponen una gran 

pérdida de la calidad de vida de los pacientes, afectando igualmente a los cuidadores y a 

su entorno (Mark Slevin et al., 2018).  

 

En conjunto, terapias que aborden el bloqueo o la inhibición de los efectos inducidos 

por mCRP después de un ACV, donde se ha demostrado su implicación (Mark Slevin et 

al., 2018), en la EA, donde las placas amiloides disocian CRP en mCRP (Baloyannis et 

al., 2015; Dufort-Gervais et al., 2019), o tras algún otro tipo de daño neurológico que 

favorezca su deposito, podría suponer una buena aproximación para reducir los daños 

inducidos por el deposito crónico de mCRP en el área afectada y la neurodegeneración 

que conlleva.  

DISTRIBUCIÓN DE mCRP  

Nuestros resultados revelaron que mCRP quedaba despositada en el hipocampo desde 

un mes tras su administración en el mismo, tal y como muestran los resultados del 

análisis de IHC, hasta 6 meses después de su administración, tal y como revela el 

análisis de proteínas en el hipocampo realizado por WB. En condiciones patológicas, 

mCRP se deposita en la ECM de tejidos dañados a partir de la CRP circulante. Así, 

nuestros resultados confirman la alta capacidad de deposición de mCRP para quedarse 

en la ECM, hasta 6 meses después de su administración. De esta forma, tras un 

accidente que favorezca la neuroinflamación, la alteración de la neurovasculatura o la 

ruptura de la BHE, puede inducir que la CRP circulante llegue al tejido dañado, 

transformándose en pCRP* que activará Cq1 y se unirá a las membranas del tejido 

dañado, favoreciendo su disociación a mCRP, que, gracias a su baja solubilidad quedará 

depositada en la zona afectada (Mark Slevin et al., 2018).  
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Por otra parte, los resultados del análisis de la IHC del tejido cerebral de ratones 

tratados durante 1 mes con mCRP también revelaron la infiltración parcial de mCRP en 

la microvasculatura cortical, indicando un posible mecanismo de diseminación de la 

proteína. Esta diseminación por parte de mCRP se confirmó al encontrar mCRP tanto en 

el córtex como en el hipotálamo de los animales tratados. Estudios previos han 

demostrado la fácil diseminación de mCRP (Baloyannis et al., 2015; Dufort-Gervais et 

al., 2019). Así, en esta tesis se demuestra como mCRP, se infiltra en la microvasculatura 

circundante de las zonas donde se deposita para diseminarse a áreas más distantes del 

lugar de administración.  

 

La deposición de mCRP y la patología inducida por la misma en el hipocampo de 

ratones parece estar directamente relacionada con la pérdida cognitiva, asociada al 

hipocampo dorsal, y la emocionalidad, asociada al hipocampo ventral. Tanto la pérdida 

de la memoria espacial y de reconocimiento, como los BPSD relacionados con la 

emocionalidad fueron encontradas en nuestro modelo de demencia generado por la 

inyección de mCRP en el hipocampo.  

 

Asimismo, la diseminación de mCRP al córtex y al hipotálamo podría estar 

directamente relacionada con la aparición de los BPSD y la pérdida de la memoria de 

reconocimiento (en el caso del córtex), encontrados en nuestro modelo de demencia. 

Esto queda confirmado por un estudio reciente publicado por nuestro grupo de 

investigación, en el que se demuestra como mCRP induce neuroinflamación y 

neurodegeneración en el hipotálamo en pacientes después de sufrir un ictus hemorrágico 

en el córtex (Baloyannis et al., 2015; Dufort-Gervais et al., 2019).  

 

El hipotálamo se ha descrito como una de las zonas afectadas en etapas más avanzadas 

de la EA, tanto en pacientes como en modelos experimentales. Las alteraciones 

neuropatológicas del hipotálamo normalmente están relacionadas con el estrés, el 

apetito, los ritmos circadianos y la homeostasis energética, comúnmente alterados en las 

etapas avanzadas de la EA (Lucassen et al., 2014). Además, el estrés, también 

encontrado en nuestro modelo in vivo mediante el OF, es mediado, en parte, por la 

activación hipotalámica, junto a la amígdala, el hipocampo y otras estructuras, lo que 

resulta en un aumento sustancial de los niveles de glucocorticoides. Normalmente, en 
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los pacientes de EA, los niveles de GC se correlacionan con las tasas de deterioro 

cognitivo y el grado de remodelación neuronal (Lucassen et al., 2014).  

 

También encontramos la diseminación de mCRP hasta zonas del córtex. La EA se 

caracteriza por cambios degenerativos en regiones corticales como los lóbulos temporal 

y parietal y el córtex prefrontal. Tales regiones pueden están involucradas tanto en la 

cognición, como en la emocionalidad, suponiendo su degeneración, afectaciones 

normalmente encontradas en la EA y reproducidas en nuestro modelo po inyección 

intrahipocampal de mCRP (Wenk, 2003).  

 

Así, la baja solubilidad de mCRP, su facilidad para unirse al tejido dañado y 

permanecer de forma crónica en la ECM, así como su capacidad parcial de 

diseminación, hacen de esta proteína un potencial factor a tratar en la EA y otras 

enfermedades neurodegenerativas. Además, mCRP, al permanecer en el tejido de 

manera crónica favorece un ambiente pro-inflamatorio con un subsecuente aumento de 

la neurodegeneración de la zona. Su diseminación parcial, a la vez, demuestra su 

facilidad para inducir la rápida afectación de zonas más distales del cerebro induciendo 

su neuropatología y sintomatologías asociadas. Así, según nuestros resultados, un mes 

es suficiente para detectar la presencia de p-tau en neuronas donde la mCRP inyectada 

se ha depositado.  

 

De esta forma, la deposición de mCRP en el hipocampo, y su distribución a áreas del 

córtex y el hipotálamo, se relacionó con las alteraciones cognitivas y de BPSD 

encontradas en nuestro modelo de demencia. Así, la diseminación de mCRP y su 

asociación con la aparición sintomatológica en nuestro modelo in vivo, recuerda al 

patrón de deposición de de p-tau asociado a la presentación sintomatológica de la EA 

descrito por Braak y Braak. (H. Braak & Braak, 1991; Heiko Braak et al., 2011; Heiko 

Braak & del Tredici, 2011, 2014; K. Jellinger et al., 1991; P. T. Nelson et al., 2012).  

 

Esto es de especial relevancia considerando la posibilidad de analizar el patrón de 

diseminación de mCRP sugerido en nuestros resultados como un patrón no 

unidireccional al propagarse tanto al córtex, como al hipotálamo. Estos hallazgos 

confirman, que el mCRP podría diseminar-se preferencialmente a través de la 

microvasculatura cuando se origine a partir del CRP plasmático. Todo ello cobra 
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especial relevancia en cuanto a estudios futuros que puedan evaluar si mCRP y tau 

siguen patrones de diseminación y distribución parecidos en la EA. Estudios previos 

reportaron que, en cerebros de pacientes con EA; a pesar de la colocalización de tau y 

mCRP de forma intraneuronal, ambas proteínas se encontraban presentes en regiones 

diferentes de las mismas neuronas (Mark Slevin et al., 2017).  

NEUROINFLAMACIÓN 

La neuroinflamación sostenida es un factor de riesgo de enfermedades relacionadas con 

la edad, incluidas las lesiones cerebrovasculares y la enfermedad de Alzheimer (EA) 

(Bolós et al., 2017; Cunningham et al., 2009; Sil & Ghosh, 2016; Singhal et al., 2014; 

Spychala et al., 2017). Las condiciones inflamatorias sistémicas pueden desencadenar o 

agravar una serie de enfermedades cardiovasculares y metabólicas que también 

contribuyen a la disfunción cerebral y la demencia (Furman et al., 2019; Lénárt et al., 

2016). De hecho, los procesos inflamatorios se consideran cada vez más los culpables 

de la fragilidad y la enfermedad en los ancianos. Como resultado, se ha intensificado la 

búsqueda de biomarcadores inflamatorios fiables y objetivos de intervención para 

combatir la demencia y otras enfermedades discapacitantes.  

 

Los mecanismos proinflamatorios de la mCRP no se conocen completamente, pero se 

sabe que causa la activación de plaquetas, leucocitos y células endoteliales y también 

del complemento a través de la unión de C1q (McFadyen et al., 2020) todo lo cual 

puede potencialmente conducir a una cascada de daño inflamatorio en la 

microvasculatura cerebral. Por ejemplo, se han detectado altos niveles de mCRP en la 

microvasculatura de AD positivos para el marcador de neovascularización CD105, lo 

que sugiere activación y posible potencial de angiogénesis aberrante (McFadyen et al., 

2020). Además, la barrera hematoencefálica puede dañarse en las zonas infartadas, 

facilitando la infiltración de leucocitos activados y mCRP y promoviendo así la EA 

después de un ACV. Finalmente, una interacción sostenida entre la patología cerebral 

inducida por mCRP y la patología de la EA en sí misma activaría la neuroinflamación y 

la neurodegeneración asociada (McFadyen et al., 2020).  

 

En la actualidad existe una creciente evidencia de que mCRP favorece la liberación de 

óxido nítrico (NO) y la producción de citocinas, en particular la IL-6 y TNFα (Hoesel & 

Schmid, 2013; Lawrence, 2009; McFadyen et al., 2020). A su vez, la producción 
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hepática de CRP está muy influenciada por IL-6 e IL-1β. IL-6 parece jugar un papel 

más significativo en la regulación de la expresión de CRP, mientras que IL-1β potencia 

los efectos de IL-6 sobre la producción de CRP. La traducción del gen CRP, ubicado en 

el brazo corto del cromosoma 1, está bajo el control de los factores de transcripción 

STAT3, C/EBP y NF-κB (Hoesel & Schmid, 2013; Lawrence, 2009; McFadyen et al., 

2020).  

 

Nuestros resultados revelaron que la inyección de mCRP en el hipocampo de ratones, 

inducía, a 3 y 6 meses de tratamiento la inflamación tanto en la zona donde mCRP fue 

administrada, es decir en el hipocampo, como en las zonas donde se distribuyó de forma 

parcial, en el córtex. Así, el análisis por IHC reveló la presencia de IL-1β y TNFα en el 

córtex de los ratones tratados, 3 y 6 meses respectivamente tras la inyección de mCRP. 

Tanto TNFα como IL-1β son proteínas ampliamente descritas en procesos 

neuroinflamatorios observados en la EA (Hoesel & Schmid, 2013; Lawrence, 2009; 

McFadyen et al., 2020). Asimismo, nuestros resultados del análisis por IHC del tejido 

de los animales inyectados también revelaron la presencia de NFκB tanto en el córtex 

como en el hipocampo. NFκB trasloca al núcleo para regular la transcripción del ADN 

en casos de inflamación, induciendo a su vez la traducción de CRP (Y. Gu et al., 2017; 

Jorda et al., 2019) 

 

De esta forma, podemos hipotetizar que mCRP puede inducir la neuroinflamación 

mediante diferentes mecanismos; mientras que en las neuronas piramidales mCRP 

generó inflamación relacionada con el aumento de NFκB forma intracelular, la mCRP 

diseminada parcialmente al córtex indujo la activación tanto de NFκB como de 

citoquinas proinflamatorias como IL-1β y TNFα que se detectaron también a nivel 

intraneuronal.  

 

Por una parte, el hallazgo de NFκB en las neuronas piramidales del hipocampo de 

ratones confirmó, no solo la capacidad proinflamatoria de mCRP sino su capacidad de 

cronificar la inflamación manteniéndola de manera sostenida en el tiempo, incluso 6 

meses tras su administración. Por otra parte, el hallazgo de estas proteínas en el cortex 3 

y 6 meses tras la administración de mCRP en el hipocampo, no sólo confirma las 

propiedades proinflamatorias de mCRP, sino que además revela su capacidad de 

generar una respuesta inflamatoria crónica tanto en las zonas donde se deposita 
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inicialmente como aquellas a las que se disemina. Así, la capacidad de mCRP para 

generar inflamación sostenida en el tiempo unida a su capacidad para diseminarse 

acentúan la importancia de la implicación de esta proteína en las enfermedades con un 

componente inflamatorio. Tales resultados plantean dos incógnitas en cuanto a la 

manera en que mCRP genera inflamación tanto en las zonas donde se deposita como en 

las áreas hasta las que se disemina. Estas serían; ¿se debe la inflamación encontrada en 

el córtex y en el hipocampo a la diseminación y depósito de mCRP en la ECM cortical, 

hasta 6 meses después de su administración en el hipocampo? O, por el contrario, ¿es 

mCRP capaz de inducir una respuesta inflamatoria a nivel generalizado? 

 

Respondiendo a tales cuestiones, los resultados del análisis de extractos del tejido 

hipocampal completo, a 6 meses de tratamiento, no revelaron alteraciones en los niveles 

de expresión génica de Tnfα, Il-1β, Ccl3 ni en los niveles de la proteína IL-6, 

normalmente sobreexpresadas en la EA y en los modelos experimentales de EA (Y. Gu 

et al., 2017; Jorda et al., 2019). Asimismo, el tratamiento con mCRP durante 6 meses no 

indujo la alteración de los niveles de expresión génica de proteínas relacionadas con la 

gliosis como Trem2, Chil1, ni incrementó significativamente los niveles de GFAP. 

Proteínas normalmente sobreexpresadas en la EA debido a la gliosis comúnmente 

encontrada en el cortex y en el hipocampo, tanto en modelos de EA (Sakakibara et al., 

2019) como en pacientes (Merluzzi et al., 2018). Trem2 se expresa principalmente en 

microglia y ha sido asociado recientemente a la aparición de la fosforilación de tau en la 

EA. Trem2 se une a DAP12 ejerciendo funciones antiinflamatorias. En la EA, Trem2 

incialmente se activa en la microglía como respuesta protectora especialmente cerca de 

las placas amiloides, para disminuir la inflamación y promover la fagocitosis del 

péptido Aß (Carmona et al., 2018; Jiang et al., 2013). Asimismo, las enfermedades 

neurodegenerativas como la EA, se caracterizan por el estado inflamatorio activo de los 

astrocitos, que generalmente se describe como regulación positiva de la proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP) (Siracusa et al., 2019). Por otra parte, Chil1 es un marcador de 

astroglía que generalmente aparece regulado al alza en etapas preclínicas de la EA, 

como la etapa MCI, y se correlaciona con la proteína tau hiperfosforilada. Se expresa en 

astrocitos y microglía después de una lesión cerebral (Querol-Vilaseca et al., 2017).  

 

Nuestros resultados respecto al análisis de los niveles de proteínas proninflamatoaias en 

el hipocampo sugieren, por lo tanto, que mCRP actúa de manera local en los lugares 
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donde se deposita promoviendo un microambiente pro-inflamatorio en las zonas 

adyacentes, pero sin generar alteraciones más generalizadas a nivel hipocampal.  

 

El tratamiento con mCRP a la línea microglial BV2 también indujo el aumento de los 

niveles de la proteína IL-1β tanto en su forma precursora como madura. Que mCRP 

indujera in vitro el incremento de los niveles de la proteína IL-1β, confirma la estrecha 

relación entre mCRP y IL-1β como ha sido anteriormente descrito (Aldana, 2019). De 

esta forma se confirma que mCRP induce tanto los niveles de IL-1β en su forma 

inactiva (IL-1β precursora), como en su forma activa (IL-1β madura). Es decir, 

probablemente mCRP actúe sobre IL-1β aumentando los niveles de la proteína, aunque 

no necesariamente modulando su actividad.  

 

Asimsimo el tratamiento in vitro con mCRP en la línea BV2, reveló que mCRP inducía 

tanto la producción de óxido nítrico como el aumento de los niveles de la proteína 

iNOS, directamente implicada en la producción de óxido nítrico por parte de la 

microglía.  

 

Las células de microglía son la defensa inmune de primera línea en el cerebro y son 

actores clave en los procesos neuroinflamatorios. La microglía activada aumenta su 

actividad fagocítica y libera especies de oxígeno y moléculas inflamatorias, al igual que 

los macrófagos. La activación directa de la microglía por mCRP no había sido 

demostrada previamente. Aunque estudios anteriores demostraron que mCRP puede 

detectarse en células de microglía junto con neuronas en áreas que rodean las regiones 

peri-infartadas del tejido en el ictus isquémico (Aldana, 2019). Aquí demostramos que 

mCRP, pero no CRP, activó la línea de células microgliales de ratón BV2, como se 

muestra por el aumento de la generación de óxido nítrico. También se ha demostrado 

que la mCRP aumenta los niveles de iNOS y la generación de NO en la línea de células 

de tipo macrófago humano U937 (Aldana, 2019). La iNOS sobreactivada está implicada 

en muchas patologías inflamatorias, incluida la EA (Wake & Fields, 2012). Es 

plausible, por lo tanto, que una activación sostenida de la microglía por mCRP pueda 

inducir una espiral de neuroinflamación y neurodegeneración (Aldana, 2019). Además, 

la microglía realiza una amplia gama de funciones fisiológicas en condiciones normales 

que contribuyen a la homeostasis cerebral y la funcionalidad neuronal (Wake & Fields, 

2012). Por lo tanto, podemos especular que la activación de la microglía por mCRP 
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supone una contribución clave a la demencia post ACV y la EA. Así, la ausencia de 

gliosis encontrada en el análisis del tejido hipocampal de los animales tratados con 

mCRP durante 6 meses podría deberse a la actividad local que ejerce mCRP al 

depositarse en el tejido. Futuros estudios podrían elucidar si la activación microglial 

inducida por mCRP encontrada en nuestros estudios in vitro se reproduce de manera 

local en el tejido in vivo con el tratamiento de mCRP.  

NEUROPLASTICIDAD 

Una de las características fundamentales de la EA es la pérdida de la neuroplasticidad, 

así como la alteración de la neurogénesis hipocampal y del conectoma debido a la 

pérdida de sinapsis. La neuroplasticidad implica cambios moleculares en la estructura y 

función sinápticas del sistema nervioso central (SNC) y ha sido descrita incluso como 

precursora a la neurodegeneración encontrada en la EA. La remodelación sináptica 

funciona como mecanismo compensador de la patología de las primeras etapas de la 

EA, en un intento por mantener la función cerebral y la cognición durante la aparición 

de la demencia. El hipocampo, un componente crucial en la formación de la memoria, 

se ve afectado en las primeras fases de la EA, mostrando una remodelación sináptica e 

intraneuronal ante la deposición de Aβ y la formación intraneuronal de NFTs (E. J. 

Mufson et al., 2015). Así, incluso la hiperfosforilación de tau precedente a la formación 

de NFTs afecta a la plasticidad sináptica al promover la inestabilidad de los 

microtúbulos y por lo tanto del citoesqueleto neuronal, provocando neurotrofismo y 

pérdida sináptica. Por otra parte, la pérdida sináptica, y más concretamente la pérdida 

sináptica asociada al hipocampo está ampliamente implicada en la generación de LTP 

que inducen la consolidación de la memoria. La afectación sináptica a nivel 

hipocampal, por lo tanto, parece estar ampliamente implicada en los déficits cognitivos 

de la EA (Jones et al., 2001; Pang & Lu, 2004; Papaleonidopoulos & 

Papatheodoropoulos, 2018).  

 

Con el fin de estudiar si mCRP provocaba cambios en la plasticidad sináptica tras su 

inyección en el hipocampo, se analizó el tejido hipocampal tratado durante 6 meses con 

mCRP mediante RT-PCR y Western-Blot. El análisis de proteínas y expresión génica 

reveló que la inyección de mCRP no afectaba significativamente a la expresión de los 

genes: Bdnf, Vegfa, Sirt2 ni a los niveles de la proteína MAP2.  
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Niveles bajos de Bdnf se correlacionan con los NFTs y las placas amiloides de la EA, 

ya que actúa regulando la toxicidad inducida por Aß in vivo e in vitro (Tanila, 2017). 

Vegfa está ampliamente implicado en la angiogénesis y los procesos vasculares y suele 

encontrarse normalmente alterado en la EA, ya que su actividad neurotrófica protege 

contra el deterioro cognitivo (Mahoney et al., 2019). Sirt2 aparece sobreexpresada en 

los pacientes con EA co-relacionándose con la desregulación de la macro-autofagia ya 

que actúa desacetilando la tubulina y aumentando, por lo tanto, la inestabilidad y la 

disociación de tau de los microtúbulos, favoreciendo su posterior hiperfosforilación en 

la Ser396 (Silva et al., 2017)MAP2, presente en las dendritas neuronales, es un 

indicativo de la ramificación y la arborización neuronal. A mayores niveles de MAP2, 

mayor ramificación neuronal. El tratamiento con mCRP no indujo cambios 

significativos en los niveles de esta proteína.  

 

Sin embargo, nuestros resultados revelaron que el tratamiento con mCRP durante 6 

meses en el hipocampo, disminuía significativamente la expresión del gen Egr1. 

 

Egr1 es un gen de respuesta temprana crítico en la consolidación de la memoria 

(Hendrickx et al., 2014)  EGR1 es un miembro de la familia de factores de transcripción 

de dedos de zinc de respuesta de crecimiento temprano, ampliamente estudiado por su 

papel en la reconsolidación de la memoria y su capacidad para establecer memorias de 

localización espacial a largo plazo. Así, EGR1 se ha descrito como uno de los genes de 

respuesta temprana alterados en la EA (Hendrickx et al., 2014). En ratón, EGR1 es 

necesario para el LTP de fase tardía, participa en la formación de la memoria a largo 

plazo y controla la función neuronal en el hipocampo. El LTP hipocampal se considera 

un sello molecular de la formación de memoria espacial (Hendrickx et al., 2014). EGR1 

se ha descrito como un factor de transcripción implicado en la persistencia del LTP, no 

en su inducción (Jones et al., 2001).  

 

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que mCRP afecta a 

uno de los genes críticos en la consolidación de la memoria, inhibiendo su expresión, lo 

que confirma, a su vez, el vínculo entre mCRP, la neuroplasticidad hipocampal y la 

pérdida cognitiva.  
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PATOLOGÍAS AMILOIDE Y TAU 

El hipocampo es una de las primeras estructuras cerebrales en desarrollar cambios 

neurodegenerativos en la EA, experimentando una acumulación profusa de NFTs y un 

depósito menor de patología amiloide en las primeras etapas de la EA (H. Braak & 

Braak, 1991; Heiko Braak et al., 2011; Heiko Braak & del Tredici, 2011, 2014; K. 

Jellinger et al., 1991; P. T. Nelson et al., 2012), siendo estas, dos de las principales 

características que definen la EA. La patología de tau y la formación de NFTs muestran 

una correlación muy significativa con el deterioro cognitivo en la EA (H. Braak & 

Braak, 1991) y la aparición de BPSD. Esto ha sido ampliamente confirmado en nuestros 

estudios, donde la inyección de mCRP en el hipocampo de ratones indujo una marcada 

hiperfosforilación de tau, detectable en el hipocampo por técnicas de WB, 6 meses tras 

el tratamiento. Y concentramente, de forma intraneuronal mediante IHC. Lo que a su 

vez se correlacionó con la pérdida cognitiva y la aprición de BPSD de los animales 

tratados. Nuestro modelo experimental, por lo tanto, concuerda con la hipótesis de 

Braak y Braak en la que se asocia la patología de tau a la progresión de la 

sintomatología de la EA (H. Braak & Braak, 1991; Heiko Braak et al., 2011; Heiko 

Braak & del Tredici, 2011, 2014; K. Jellinger et al., 1991; P. T. Nelson et al., 2012). 

Tales estudios, además describen la presencia de tau hiperfosforilada en las neuronas 

noaradrenérgicas del LC, durante décadas, antes de que se desarrolle la patología. Tales 

cúmulos pueden desembocar, o no, en el desarrollo de la EA, indicando una posible 

diana terapéutica preventiva.  Por lo tanto, si en esta tesis hemos encontrado una clara 

relación entre mCRP y la hiperfosforilación de tau, tratar mCRP tras eventos 

proinflamatorios que faciliten su deposición y la posterior hiperfosforilacion de tau, por 

ejemplo, en las neuronas del LC, podría suponer una buena diana terapéutica.  

 

Estudios previos de nuestro grupo revelaron un incremento en la inmunotinción de p-tau 

en neuronas del tejido cerebral 4 semanas después de la inyección intrahipocampal de 

mCRP. Curiosamente, las neuronas cultivadas y las células endoteliales aórticas bovinas 

incubadas con mCRP también mostraron niveles aumentados de p-tau (M. Slevin et al., 

2015a), lo que apunta a una implicación directa de mCRP para la hiperfosforilación de 

tau. Nuestros estudios confirmaron esta hipótesis ya que los resultados de la IHC 

revelaron la presencia de p-tau, 3 meses tras el tratamiento con mCRP, que a su vez se 

correlacionó con la presencia de ERK fosforilado. La fosforilación de ERK se ha 
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descrito como una de las vías inductoras de la fosforilación de tau en presencia de 

mCRP (M. Slevin et al., 2015a; Mark Slevin et al., 2010b). Estudios previos también 

han descrito el aumento de la fosforilación patológica de tau al tratar con mCRP, 

mediante la vía p38 MAPK como un efector de citotoxicidad de mCRP, que ha sido 

identificado en células endoteliales de arterias coronarias humanas (Khreiss et al., 2004; 

D. Li & Yu, 2017; Y. Zhang & Cao, 2020) y macrófagos humanos U937 (Sproston et 

al., 2018b). La activación de p38 MAPK está implicada en la fosforilación de tau y en 

los cambios patológicos en la EA (Colié et al., 2017).  

 

Además, nuestros resultados demostraron que el tratamiento con mCRP durante 6 

meses, inducía la fosforilación de tau en la Ser396 y la Ser202/Thr305 (clon AT8), 

epítopos comúnmente fosforilados en la EA (Šimić et al., 2016; Tenreiro et al., 2014).  

Todo ello confirma a mCRP como una molécula inductora de la hiperfosforilación de 

tau en residuos asociados a la EA. 

  

La co-localización y aparición de mCRP en zonas con placas amiloides ha sido 

previamente descrita, así, se demostró como las placas amiloides in vitro disociaban 

CRP a mCRP (Strang et al., 2012). A su vez, los niveles elevados de CRP circulante 

también se asocian con el desarrollo de demencia, el inicio del deterioro cognitivo y el 

desarrollo de otras enfermedades neurodegenerativas (Biffi et al., 2016; Garcia et al., 

2013; Rasmussen et al., 2018; Romero et al., 2017).  

  

Por otra parte, los resultados del análisis inmunohistoquímico de los hipocampos de 

animales tratados con mCRP durante 3 y 6 meses, revelaron que mCRP inducía la 

presencia de Aβ de forma intraneuronal. Lo que reafirma la asociación anteriormente 

descrita (M. Slevin et al., 2015; Mark Slevin et al., 2017, 2020; Strang et al., 2012) 

entre Aβ y mCRP. De esta forma, se confirma que mCRP no solamente afecta a la 

patogenia de la EA en los casos donde se produce un daño cerebrovascular o un evento 

neuroinflamatorio previo, sino que la proteína también puede estar directamente 

implicada en el desarrollo de la EA. Los resultados del análisis de los niveles de 

proteínas obtenidos mediante WB, sin embargo, no revelaron cambios significativos 

entre los animales control y los tratados con mCRP durante 6 meses, al analizar los 

niveles de APP, el extremo C-terminal del APP, el clon 4G8 de Aβ, ni BACE-1, 
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implicada en la vía amiloidogénica en la enfermedad de EA (Devraj et al., 2016; J. Sun 

& Roy, 2018) confirmando los efectos locales generados por mCRP.  

 

En conjunto, nuestros estudios confirmaron que mCRP induce de manera local la 

neuroinflamación y la aparición de Aβ, actuando a nivel tanto local como generalizado 

en la hiperfosforilación de tau y la disminución de la neuroplasticidad.  De esta forma, 

mCRP parece promover varias vías neurotóxicas y neurodegenerativas en nuestro 

modelo de EA. 1. mCRP promueve la fosforilación de tau y la deposición de Aβ, 

ambos, ambas moléculas descritas por su marcada neurotoxicidad frente a sus cúmulos 

de mayor tamaño como son los NFTs y las placas amiloides. 2. mCRP es capaz de 

inducir la inflamación sostenida y local debido a su depósito en la ECM. 3. Tanto el 

incremento de la neuroinflamación como la pérdida de la neuroplasticidad también 

pueden estar asociadas a la desestabilización de los microtúbulos debido a la 

fosforilación de tau inducida por mCRP, y a la neurotoxicidad generada por los 

depósitos de Aβ intraneuronal y p-tau.  

 

Finalmente, debido a la marcada patología de tau, la perdida de la neuroplasticidad, la 

neuroinflamación y la presencia de Aβ encontradas en el cerebro de nuestro modelo de 

ratón; el modelo de demencia generado por la inyección de mCRP en el hipocampo de 

ratones puede ser clasificado como un modelo de demencia de tipo EA.  

COMPARACIÓN DEL MODELO DE DEMENCIA POR mCRP CON EL 
MODELO DE EA, 5XFAD 

La inyección estereotáxica intrahipocampal de mCRP indujo una pérdida total de 

memoria que se detectó hasta los 6 meses después del tratamiento con mCRP. Por lo 

tanto, que la administración de mCRP en el hipocampo de ratones indujera pérdida 

cognitiva a todos los tiempos de estudio, así como BPSD relacionados con la 

emocionalidad a los 6 meses de tratamiento, nos llevó a comparar el modelo de mCRP 

con un modelo establecido de EA. La inyección intrahipocampal de mCRP reprodujo la 

pérdida cognitiva encontrada en los animales 5XFAD (Oakley et al., 2006), y los BPSD 

descritos en este modelo a partir de los 9 meses de edad (Flanigan et al., 2014).  La 

aparición de BPSD relacionados con la emocionalidad y la discapacidad motora, 

encontrados en el modelo de EA, 5XFAD, en nuestros estudios a partir de los 4 meses 

de edad, suponen una novedad en cuanto a estudios previos que reportan controversia 
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en cuanto a la edad de aparición de la discapacidad motora y la alteración de la 

emocionalidad de los animales 5XFAD a diferentes edades (Devi & Ohno, 2010; 

Flanigan et al., 2014). Así, nuestros estudios revelaron que tales cambios pueden 

encontrarse en este modelo a partir de los 4 meses de edad y que los animales 5XFAD 

también pueden mostrar un aumento de BPSD como la ansiedad, contrario a otros 

estudios que desriben la disminución de la ansiedad en este modelo (Jawhar et al., 

2012).  

 

La hiperfosforilación de tau y la disminución de la expresión del gen Egr1 se 

encontraron tanto en el modelo por mCRP como en el modelo de EA, el cual a pesar de 

no ser un modelo que se caracterice por presentar NFTs (Oakley et al., 2006) puede 

mostrar tau hiperfosforilada (Griñán-Ferré et al., 2016; Kanno et al., 2014; Wirths & 

Zampar, 2020).  

 

El modelo de demencia por mCRP se diferenció del modelo de EA al analizar las 

alteraciones en los niveles de proteínas y expresión génica a los 6 meses de tratamiento 

con mCRP, correspondientes a 9 meses de edad en los animales. El modelo de 

demencia por mCRP se diferenció del modelo de EA, en cuanto a la inflamación, la 

gliosis, el estrés oxidativo, algunos marcadores de neuroplasticidad y la aparición de 

Aβ, lo que era de esperar, ya que el modelo 5XFAD desarrolla rápidamente patología 

amiloide grave y una marcada neuroinflamación. Estos ratones acumulan altos niveles 

de Aβ, comenzando alrededor de los 1,5 meses de edad seguido de una rápida 

formación de abundantes placas amiloides en corteza cerebral e hipocampo (Oakley et 

al., 2006). Sin embargo, en base a nuestros resultados, podemos hipotetizar que la 

neuropatología inducida por mCRP, se genera a nivel local donde la proteína se 

deposita, induciendo cambios más localizados. En este sentido hemos detectado 

mediante IHC amilode intraneuronal en neuronas de hipocampo y corteza de estos 

ratones. 

 

Además, las discordancias entre el modelo de ratón 5XFAD y el modelo de demencia 

por mCRP pueden ser causadas por varios factores que deben tenerse en cuenta: 1) 

5XFAD es un modelo bien establecido, ha sido claramente descrito y caracterizado, 

mientras que el modelo de demencia por mCRP es más reciente y por lo tanto nuestros 

estudios abren el camino hacia su caracterización. 2) 5XFAD es un ratón diseñado 
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genéticamente, con cinco mutaciones seleccionadas que aseguran la neurodegeneración 

y confieren al modelo una mayor replicabilidad, estabilidad y confiabilidad; el modelo 

de mCRP desarrolla demencia debido a la inyección intrahipocampal de una proteína y 

por lo tanto puede presentar una mayor variabilidad en cuanto a la neuropatología y la 

alteración cognitiva y comportamental. 3) Como las vías de señalización de mCRP 

todavía están en estudio, nuestro objetivo fue hacer un cribado de varias proteínas y 

genes que pudieran estar implicados, seleccionados a partir de las características de la 

EA, la neuroinflamación, los modelos de EA etc, por lo que podría ser que algunos de 

los genes y proteínas seleccionados no estén contribuyendo directamente al proceso 

patológico, que estén contribuyendo de una manera diferente, o que las vías alteradas 

sean otras todavía por definir 

.  

Los animales 5XFAD fueron elegidos como control de EA por su marcada 

neuroinflamación, previamente descrita (Ardestani et al., 2017; Couturier et al., 2016; 

Griñán-Ferré et al., 2020) con el fin de compararlos con el modelo de mCRP, debido a 

las propiedades pro-inflamatorias de esta molécula (Caprio et al., 2018; Mullane & 

Williams, 2019; Song et al., 2015). Así, era esperable el incremento de la 

neuroinflamación y la gliosis encontrados en este modelo en cuanto al aumento de la 

expresión de los genes de Tnfα, Il-1β, Ccl3 y el aumento de los niveles de la proteína 

IL-6 relacionados con la inflamación. De igual manera, estudios previos han descrito un 

claro aumento de la gliosis en este modelo de EA (Giannoni et al., 2016; Griñán-Ferré 

et al., 2020; Oakley et al., 2006; W. M. Song et al., 2018) lo que concordó con nuestros 

resultados donde se vio aumentada la expresión de los genes Chil-1 y Trem-2 y los 

niveles de la proteína GFAP. Estudios previos han descrito la alteración del estrés 

oxidativo del modelo 5XFAD (Griñán-Ferré et al., 2020), donde, curiosamente, no se 

encontró un aumento significativo de los niveles de la proteína GPX1 en animales 

5XFAD de 8 meses de edad. Sin embargo, nuestros resultados, donde se analizaron los 

hipocampos de ratones 5XFAD de 9 meses de edad, revelaron el aumento de la 

expresión génica de Gpx1. Lo que puede deberse al mes de diferencia de edad de los 

animales entre ambos estudios o a alteraciones ocurridas a nivel transcripcional, que no 

se traducen a proteínas.  

 

Por otra parte, nuestros resultados confirmaron la pérdida de la neuroplasticidad descrita 

previamente en el modelo 5XFAD (Crowe & Ellis-Davies, 2014; L. Gu et al., 2018; 
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Jawhar et al., 2012; Wu et al., 2018). Aportando la alteración de nuevas moleculas que 

no se habían encontrado alteradas previamente en este modelo (Griñán-Ferré et al., 

2020) tales como la disminución de la expresión génica de Vegfa, Bdnf, Sirt2 y Egr1 y 

de los niveles de la proteína MAP2.  

 

Finalmente, los resultados del análisis molecular de la patología amiloide del modelo 

5XFAD, como la relación entre el APP y su extremo C-terminal, el clon 4G8 del 

péptido β-amiloide, y la activación de la vía amiloidogénica BACE-1, apoyaron la clara 

caracterización de este modelo de EA previamente descrita (Griñán-Ferré et al., 2016; 

Oakley et al., 2006).  

TERAPIAS CONTRA mCRP 

Si se considera que mCRP contribuye de manera significativa al desencadenamiento de 

la EA, tanto intrínsecamente como después de un ACV (M. Slevin et al., 2015a; Mark 

Slevin et al., 2017) tratamientos eficaces contra mCRP podrían reducir los casos de EA 

después de accidentes cerebrovasculares o enfermedades que impliquen la activación de 

la CRP. Por ello investigamos los posibles efectos protectores de un anticuerpo 

monoclonal anti-mCRP (8C10) y del antiinflamatorio TPPU. 

 

En esta tesis encontramos que el anticuerpo contra mCRP, 8C10, protegió contra la 

pérdida de memoria inducida por mCRP en los tres períodos de tratamiento hasta un 

máximo de 6 meses de exposición. Tanto la memoria espacial como la memoria de 

reconocimiento fueron preservadas al tratar con 8C10. Así los ratones tratados con 

mCRP y 8C10 mostraron el mismo nivel cognitivo que los ratones control a pesar de la 

administración de mCRP. El anticuerpo monoclonal 8C10 también inhibió la ansiedad y 

el estrés encontrados en los ratones mCRP, lo que indica que 8C10 protegió contra la 

propagación de mCRP desde el hipocampo a las áreas cerebrales conectadas o, que a 

pesar de su diseminación mCRP permaneció bloqueada. De hecho, la proteína mCRP se 

detectó en el hipocampo de los ratones inyectados con mCRP, pero también en los 

inyectados con mCRP y el anticuerpo 8C10. Por lo tanto, es probable que el anticuerpo 

bloquee la región activa de la molécula de mCRP y que esto sea suficiente para proteger 

contra cualquier daño infligido por mCRP. Se sabe que el 8C10 se une a la parte N-

terminal de la mCRP a través de los aa 22-45, y que esto puede evitar que la mCRP se 

una a las membranas del tejido dañado a través de los aa 35-47, evitando así el anclaje 
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de la mCRP a los microdominios lipídicos, considerados su mecanismo de interacción 

celular (Jia et al., 2018; Sproston et al., 2018).  

 

Por otra parte, la patología de tau en el hipocampo de ratones inyectados con mCRP se 

evitó con 8C10. Por lo tanto, esto apoya nuestros resultados in vivo e in vitro previos 

que sugieren que la prevención de la interacción de mCRP con la membrana celular por 

parte del anticuerpo evita la activación posterior de los sistemas de cascada celular que 

conducen a la neurodegeneración reflejada por la patología de tau. La patología tau es 

un sello distintivo de la EA y otros tipos de demencia y su progresión se correlaciona 

con las etapas de la EA y la gravedad de la demencia (Malpas et al., 2020). Así, que el 

uso de este anticuerpo monoclonal pueda inhibirla supone una terapia prometedora 

contra la patología de la EA en presencia de mCRP.  

 

Asimismo, el anticuerpo 8C10 protegió de manera parcial en cuanto a la disminución de 

la expresión génica de Egr1 inducida por mCRP, aumentando la expresión del mismo, 

lo que puede indicar una mejora de la neuroplasticidad disminuida por mCRP.  

 

Además, el anticuerpo 8C10 bloqueó el aumento de óxido nítrico inducido por mCRP 

en la línea celular de microglía BV2, evitando así la activación de la vía inducible de 

óxido nítrico sintasa (iNOS). Esto supone un avance en cuanto al bloqueo de la 

activación microglial inducida por los efectos pro-inflamatorios de mCRP. Así, nuevos 

estudios que evalúen la efectividad del anticuerpo 8C10 in vivo para inhibir la 

activación microglial de mCRP, podrían ser prometedores para el tratamiento de la EA.  

 

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que una posible prevención mediante 

anticuerpos monoclonales de mCRP con las membranas celulares, como ha sido 

previamente sugerido en otros estudios (Mark Slevin et al., 2018) evitaría la activación 

posterior de los sistemas que conducen a la neurodegeneración mediada por mCRP.  

 

Así, en esta tesis queda confirmada la efectividad del uso de anticuerpos monoclonales 

contra los efectos neurodegenerativos inducidos por mCRP. Esto abre la puerta a nuevas 

terapias preventivas que, por una parte, se centren en características patológicas 

diferentes a la acumulación proteica de tau y Aβ. Y, por otra, prueba la posible 

efectividad de terapias basadas en anticuerpos monoclonales más allá de los dirigidos 
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contra Aβ. Esto es de suma importancia teniendo en cuenta la baja efectividad de los 

tratamientos actuales en la EA que se han focalizado únicamente en las patologías 

amiloide y tau y la necesidad de nuevas terapias que aborden, además de la pérdida 

cognitiva, la aparición de BPSD que disminuyen gravemente, la calidad de vida de los 

pacientes, como de sus cuidadores. Por lo tanto, nuevos estudios que investiguen 

posibles vías de administración de anticuerpos monoclonales contra mCRP en las etapas 

tempranas de la EA, y que puedan atravesar la BHE (en el caso de no presentar ya 

aumentada su permeabilidad debido a la patología) bloqueando mCRP o su deposición, 

podrían suponer importantes dianas terapéuticas contra el avance de la demencia.  

 

Estudios previos han demostrado que el agente TPPU actúa como neuroprotector en 

modelos experimentales de hipoperfusión crónica (Aldana, 2019), reperfusión después 

de isquemia focal (Tu et al., 2018) y EA (Griñán-Ferré et al., 2020). 

 

La neuroprotección inducida por TPPU contra la pérdida de memoria encontrada en 

animales inyectados con mCRP confirma la presencia de neuroinflamación y procesos 

neurodegenerativos en el modelo de demencia de ratón por mCRP. Por otra parte, estos 

hallazgos confirman el tratamiento con TPPU como una terapia válida contra los efectos 

neuropatológicos inducidos por mCRP.  

 

La inhibición de sEH con el fin de detener la hidrólisis de los EETs beneficiosos por sus 

metabolitos correspondientes, es un enfoque novedoso contra las patologías 

neuroinflamatorias (Kodani & Morisseau, 2019). El bloqueo de este enzima por otro 

fármaco experimental ha demostrado reducir la activación de la microglía in vivo, 

inducida por lesión cerebral traumática experimental, e in vitro, probado en células BV2 

lesionadas con LPS (Hung & Fu, 2017). De acuerdo con estos hallazgos, en esta tesis 

demostramos que el agente TPPU protege contra el aumento de óxido nítrico inducido 

por el agente inflamatorio LPS en las células microgliales BV2. También demostramos 

que el antiinflamatorio TPPU redujo la activación de la vía proinflamatoria implicada 

en la activación del óxido nítrico inducida tras la incubación de la línea celular de 

microglía BV2 con mCRP. Por lo tanto, el tratamiento con TPPU se sitúa entre una de 

las terapias antiinflamatorias que actualmente están emergiendo con el fin de tratar la 

neuroinflamación encontrada en la EA.  
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Como ventaja respecto al uso de anticuerpos monoclonales, el agente TPPU es un 

inhibidor del enzima epóxido-hidrolasa soluble bien caracterizado, de alta 

disponibilidad, cuya vía de asministración no es invasiva, ya que es oral, y que puede 

cruzar fácilmente la BHE. Todo ello, hace de este sEHi una terapia prometedora contra 

el avance de la EA al actuar sobre la neuroinflamación característica de esta 

enfermedad. Nuevos estudios que investiguen el efecto del TPPU sobre los BPSD 

descritos en la EA además de la cognición, supondrían la posibilidad de investigar el 

tratamiento de afectaciones todavía no resueltas, ni demasiado investigadas en cuanto a 

las terapias actuales de la EA.  

RESUMEN DE LA DISCUSIÓN  

En conclusión, en esta tesis se demuestran los efectos deletéreos inducidos a largo plazo 

por mCRP tras su deposición en el hipocampo de ratones. Confirmamos la implicación 

de la molécula de mCRP en el desarrollo de la demencia con rasgos de EA debido, tanto 

a la pérdida cogntiva, como a la aparición de BPSD relacionados con la emocionalidad 

y a la neuropatología inducida por la proteína. Así, mCRP indujo procesos 

neurodegenerativos característicos de la EA, hasta 6 meses después de su 

administración, como la patología amiloide y la neuroinflamación encontradas de forma 

local in vivo, tanto en las zonas donde la proteína se depositó como en las zonas donde 

se diseminó de forma parcial.  mCRP también indujo procesos caracteristicos de la EA 

como la hiperfosforilación de tau y la disminución de Egr1 de forma marcada y a nivel 

generalizado en el hipocampo. Debido al claro vínculo entre mCRP y su diseminación 

desde el hipocampo hacia el córtex y el hipotálamo, la hiperfosforilación de tau, la 

pérdida sináptica, la correlación con la pérdida cognitiva y la aparición de BPSD, 

podemos hipotetizar que la fosforilación de tau esta ampliamente relacionada con 

mCRP y que la diseminación y depósito de mCRP se correlaciona a su vez con la 

sintomatología observada en nuestro modelo de demencia de tipo EA. Esto constituye 

un evento prometedor en cuanto al estudio de mCRP en la EA con el fin de conocer si 

su distribución está asociada a la patología de tau o viceversa, así como a la afectación 

cognitiva y conductual.  

 

Asimismo, la acción pro-inflamatoria inducida por mCRP se confirmó en nuestros 

estudios in vitro al observar la activación de las células microgliales BV2 en presencia 
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de mCRP, confirmando in vivo su capacidad para sostener de manera crónica la 

inflamación.  

 

En esta tesis, definimos, por lo tanto, el modelo por inyección intrahipocampal de 

mCRP como un modelo de demencia con rasgos de EA, que por otra parte presentó 

diferencias con el modelo transgénico de EA, 5XFAD, cuya patología cerebral amiloide 

y procesos asociados es más marcada. 

  

Finalmente, demostramos que tratamientos que bloqueen directamente a mCRP o su 

actividad proinflamatoria, pueden ser prometedores en el tratamiento de la EA, tanto en 

su sintomatología como en la neuropatología que la induce.  Además, el uso del agente 

TPPU confirmó que las vías proinflamatorias son uno de los principales inductores de la 

neurodegeneración por mCRP. La inducción de la demencia con rasgos de EA por 

mCRP confirma el vínculo entre la lesión cerebrovascular y la EA, que afecta a una 

gran parte de la población anciana, e identifica la mCRP como un objetivo terapéutico y 

un posible biomarcador de demencia en etapas tempranas de la misma o después de 

sufrir un ACV.  

 

Asimismo, futuros estudios que aborden las diferencias sexuales presentadas en cuanto 

a los niveles de mCRP y su implicación en el desarrollo de la EA y el ACV, ambas 

enfermedades más prevalentes en mujeres(Pike, 2017; Spychala et al., 2017), serían de 

gran ayuda, suponiendo un avance tanto para la comunidad científica como a nivel 

social. 
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CONCLUSIONES 

1. El modelo establecido mediante la inyección bilateral de mCRP en el hipocampo de 
ratones es un modelo de demencia a largo plazo, ya que presentó pérdida cognitiva a 
todos los tiempos de tratamiento y BPSD a los 6 meses de tratamiento. 
 

2. El modelo de demencia por mCRP presentó pérdida de la memoria espacial y de 
reconocimiento a todos los tiempos de tratamiento como el modelo de EA, 5XFAD. 
Tanto el modelo de demencia por mCRP como el modelo de EA presentaron BPSD 
relacionados con la emocionalidad. El modelo de demencia por mCRP se diferenció del 
modelo de EA en el tiempo de aparición de BPSD, que aparecieron antes en el modelo 
de EA. 

 
3. mCRP permanece en el lugar de administración, diseminándose, parcialmente, a través 

de la microvasculatura a zonas más distantes del cerebro como el hipotálamo o el 
córtex. 

 
4. El modelo de demencia por mCRP es un modelo de demencia con rasgos de EA ya que 

induce inflamación, incremento del péptido amiloide y de proteína tau hiperfosforilada 
en las neuronas de las zonas cerebrales afectadas por mCRP, en hipocampo y corteza 
cerebral. 

 
5. El modelo de demencia por mCRP mostró una disminución de la neuroplasticidad y una 

marcada hiperfosforilación de tau, similar al modelo de EA, 5XFAD. Mientras que 
mCRP indujo cambios locales que no se detectaron mediante RT-PCR o Western-Blot, 
el modelo 5XFAD mostró un claro incremento de los marcadores de patología amiloide, 
inflamación y estrés oxidativo. 

 
6. El anticuerpo monoclonal 8C10 protegió de la neuropatología inducida por mCRP y de 

las alteraciones cognitivas y comportamentales que conlleva. El uso de anticuerpos que 
bloqueen específicamente la isoforma mCRP puede tener aplicaciones terapeúticas. 

 
7. El agente antiinflamatorio TPPU protegió de la pérdida cognitiva inducida por mCRP a 

1 mes de tratamiento y de la inflamación inducida por mCRP en la línea celular de 
microglía BV2. El uso de inhibidores del enzima epóxido hidrolasa soluble como el 
TPPU representa una terapia prometedora para la demencia con rasgos de EA inducida 
por mCRP. 
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