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1 ABREVIATURAS 
 

15-LOX: araquidonato 15-lipoxigenasa  

3R: isoformas tau de 3 repeticiones  

4R: isoformas tau de 4 repeticiones  

5-LOX: araquidonato 5-lipoxigenasa  

ABCA7: el miembro 7 de la subfamilia de 
cassettes de unión a ATP  

AC: adenilato ciclasa  

Ach: acetilcolina  

AD: Alzheimer's disease 

ADAD: enfermedad de Alzheimer autosómica 
dominante 

AEP: asparagina endopeptidasa  

AICD: dominio intracelular de la APP  

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos  

ALDH: aldehído deshidrogenasa  

AMPc: monofosfato de adenosina cíclico 

AMS: estado mental alterado 

ANOVA: análisis de la varianza 

Aph 1: Anterior Pharynx Defective 1  

APOE: apolipoproteína E 

APOJ: apolipoproteína J  

APP: proteína precursora amiloidea  

ATP: trifosfoato de adenosina  

Aβ: péptido β-amiloide  

BACE-1: β-secretasa 

BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro  

BHE: barrera hematoencefálica  

BNST: núcleo del lecho de la estría terminal 

C: control 

C83: C-terminal de 83 aminoácidos de la APP 

C99: C-terminal de 99 aminoácidos  

CaMKII: proteína quinasa II dependiente de la 
calmodulina  

CD36: clúster de diferenciación 36  

CDK5: quinasa dependiente de ciclina-5  

cDNA: DNA complementario  

CEA: Cover enviromental área o área total 
ocupada 

ChemR32/CMKLR1: receptor tipo quimioquina 
1  

CNS: central nervous system 

COMT: catecol-O-metiltransferasa 

COX2: ciclooxigenasa 2  

CPF: corteza prefrontal 

CREB: proteína de unión al elemento de 
respuesta al AMPc  

CX3CR1: receptor de fractalquina  

DA: dopamina  

DAG: diacilglicerol  

DAM: microglía asociada a daño 

DAMPS: patrón molecular asociado a daño 

DBH: dopamina β-hidroxilasa  

DC: dopamina descarboxilasa  

DCL: deterioro cognitivo leve 

DEPC: dietil-pirocarbonado 

DFT: demencia frontotemporal 

DG: giro dentado  

DHMA: ácido 3, 4-dihidroxi-mandélico  

DHPG: 3,4 dihidroxifenilglicol  

DLFT: demencia Lobar Frontotemporal  

DMT2: diabetes tipo 2  

DNA: ácido desoxirribonucleico  

dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato  

DOPEGAL: 3,4 dihidroxifenilglicolaldehído  

DR: Núcleo dorsal del Rafe 

DREADDs: receptores de diseño activados 
exclusivamente por una droga de diseño  

DS: síndrome de Down 

DSP4: N-(2-cloroetil)-N-etil-2-
bromobencilamina 

DYRK1a: cinasa-1-A regulada por fosforilación 
de tirosina de doble especificidad   

EA: enfermedad de Alzheimer 
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EBs: cuerpos embrionarios  

ELA: esclerosis lateral amiotrófica  

ELISA: ensayo de inmunoadsorción ligado a 
enzimas 

EM: esclerosis múltiple  

EMBO: Organización Europea de Biología 
Molecular  

EMRR: esclerosis múltiple remitente 
recidivante  

EOAD: Early-onset Alzheimer’s Disease 

EP: enfermedad de Parkinson   

ERK: cinasa regulada por señales 
extracelulares  

FAD: enfermedad de Alzheimer familiar 

FBS: suero fetal bovino 

FC: Citometría de flujo  

FDA: Administración de Alimentos y 
Medicamentos de Estados Unidos  

FDG-PET: Tomografía por emisión de 
positrones con 18F-fluorodeoxiglucosa 

FDR: tasa de descubrimiento falso 

FINGER: estudio finlandés de intervención 
geriátrica para prevenir el deterioro cognitivo y 
la discapacidad 

FPR2/ALX: receptor 2 del péptido N-formilo  

GABA: receptor del ácido gamma-
aminobutírico  

gDNA: DNA genómico  

GFAP: proteína ácida fibrilar glial  

Gi: Núcleo gigantocelular 

GPCRs: receptores acoplados a proteínas G  

GPR18/ARV2: receptor 18 acoplado a proteína 
G 

GPR32: receptor 32 acoplado a proteína G  

GSK3β: glucógeno-sintasa-quinasa-3-β  

GWAS: análisis de asociación de todo el 
genoma  

HCC: hipoperfusión cerebral crónica  

HP: hipocampo 

HPLC: cromatografía líquida de alta eficacia  

ICAM-1: molécula de adhesión intercelular-1  

IDE: enzima degradadora de insulina  

IDP: proteína intrínsecamente desordenada  

IFNγ: interferón-γ  

IGF: factor de crecimiento insulínico tipo 1  

IHC: Inmunohistoquímica  

IL: interleuquina 

IMAO: inhibidores de la monoamino oxidasa 

IP3: inositol 1,4,5-trisfosfato  

iPSCs: células madre pluripotenciales 
inducidas  

JNK: c-Jun-N-terminal-quinasa  

LAT: transportador de aminoácidos neutros  

LC: locus coeruleus  

LCR: líquido cefalorraquídeo  

LDL: lipoproteínas de baja densidad  

L-DOPA: ácido L-dihidroxifenilacético  

L-DOPS: L-treo-3,4-dihidrofenilserina  

LOAD: Late-onset Alzheimer’s Disease 

LOX: lipooxigenasas 

LPS: lipopolisacárido  

LTP: potenciación a largo plazo   

LXA4: lipoxina A4  

MAO: monoamino oxidasas  

MAP: proteína que se asocia a los microtúbulos  

MAPK: proteína cinasa activada por mitógenos  

MARCO: receptor de macrófagos con 
estructura colágena 

MARK: microtúbulo-afinidad-quinasa-
reguladora  

MCP-1: proteína 1 quimioatrayente de 
monocitos  

MHPG: metoxihidroxifenilglicol  

MHPG: metoxihidroxifenilglicol  

MOPEGAL: 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicolaldehído  

mPGES1: prostaglandina sintasa-1 
microsomal  

MPs: progenitores microgliales 

MRI: imagen por resonancia magnética 

mRNA: ácido ribonucleico mensajero  

NA: noradrenalina 

NBM: medio neurobasal  
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NbM: núcleo basal de Meynert  

NDRI: inhibidor de la recaptación de 
noradrenalina-dopamina  

NE: norepinefrina  

NET: transportador de NA  

NFTs: ovillos neurofibrilares  

NFκB: factor nuclear κB  

NGF: factor de crecimiento neuronal  

NINCDS–ADRDA: National Institute of 
Neurological and Communicative Disorders and 
Stroke-Alzheimer’s Disease and Related 
Disorders Association  

NM: neuromelanina  

NMDAR: receptores N-metil-D-aspartato 

NO: óxido nítico  

NOS2: óxido nítrico sintasa 2   

NOX2: enzima NADPH oxidasa 2  

NPD1: neuroprotectina D1  

NST: Núcleo del tracto solitario 

OD: otras demencias 

OMS: Organización Mundial de la Salud   

OPC: células progenitoras de oligodendrocitos  

p75NTR: receptor de neurotrofina p75  

PAG: Sustancia gris periacueductal 

PAMPS: patrón molecular asociado a 
patógenos 

PBS: buffer fosfato salino  

PCR: reacción en cadena de la polimerasa  

Pen-2: presenilina 2  

PET: tomografía por emisión de positrones  

PGE2: prostaglandina E2  

PGi: Núcleo paragigantocelular 

PICALM: proteína de ensamblaje de clatrina de 
unión a fosfatidilinositol   

PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato  

PKA: proteína quinasa A  

PKA: proteína quinasa A  

PKC: proteína quinasa C  

PLC: fosfolipasa C  

PPARγ: receptor gamma activado por el 
proliferador de peroxisomas 

Prnp: proteína priónica de ratón  

PrP: proteína priónica celular  

PS: presenilina  

PS1: presenilina 1  

PS2: presenilina 2 

PSD95: proteína 95 de densidad postsináptica 

qPCR: PCR en tiempo real o PCR 
semicuantitativa 

RAGE: receptor de productos finales de 
glicación avanzada  

Rbx: reboxetina 

RM: resonancia magnética  

RMf: resonancia magnética funcional  

RMI: imagen por resonancia magnética 

ROS: especies reactivas de oxígeno  

RT: transcripción reversa 

RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa de transcripción inversa 

RVD1: resolvina D1  

SAMP8: ratón acelerado por la senescencia 8  

SCARA-1: receptor scavenger A-1  

SCARB-1: receptor scavenger B-1  

SCD: deterioro cognitivo subjetivo,  

SDS-PAGE: gel de electroforesis de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico  

SEM: error estándar de la media 

SGZ: zona subgranular  

SN: sustancia nigra  

SNA:  sistema nervioso autónomo  

SNC: sistema nervioso central 

SNS: sistema nervioso simpático  

SORL1: receptor relacionado con la sortilina 1  

SPMs: mediadores especializados en la pro-
resolución 

SVZ: zona subventricular  

TBS: tris buffer salino  

TDAH: Trastorno de déficit de atención e 
hiperactividad  

TDP-43: proteína de unión al DNA de respuesta 
transactiva de 43 kDa  

TGFβ: factor de crecimiento transformante β  
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TH: tirosina hidroxilasa  

TI: índice de transformación  

TNFγ: factor de necrosis tumoral γ  

TREM: receptor desencadenante expresado en 
células mieloides  

TREM2: receptor desencadenante expresado 
por las células mieloides 2  

TrKβ: receptor tirosina quinasa β  

VCAM-1: molécula de adhesión celular 
vascular-1  

Veh: vehículo 

VHS-1: virus del herpes simple tipo 1  

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana  

VLDL: lipoproteínas de muy baja densidad 

VMA: ácido vanililmandélico  

VMAT2: transportador vesicular de 
monoaminas 2  

VN: núcleo vestibular 

WB: Western Blot  

α1-RA: receptores α1 adrenérgicos 

α2-RA: receptores α2 adrenérgicos 

αAPPs: αAPP soluble  

α-syn: alpha-sinucleina 

βAPPs: βAPP soluble 
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2 RESUMEN / ABSTRACT 
 

2.1 RESUMEN 

La enfermedad de Alzheimer (EA) constituye la forma más común de demencia en todo el 

mundo y se prevé que su prevalencia aumente exponencialmente en los próximos años, 

mientras que aún no existen tratamientos eficaces que modifiquen el curso de esta 

enfermedad.  

La EA se caracterizada por la presencia de placas de amiloides, formadas por el péptido β-

amiloide (Aβ), y de ovillos neurofibrilares (NFTs), formados por la proteína tau fosforilada, que 

llevan a la degeneración de las células nerviosas y atrofia cerebral. En los últimos años se ha 

demostrado el papel central de la neuroinflamación y la respuesta celular aberrante, 

particularmente de las células gliales, en la fisiopatología de la EA. Además, diversos estudios 

han demostrado la existencia de una pérdida temprana de neuronas noradrenérgicas en el 

locus coeruleus (LC), principal fuente de noradrenalina (NA) en el sistema nervioso central 

(SNC), y de la inervación noradrenérgica en las diferentes regiones cerebrales en la EA, lo 

que conlleva una compleja desregulación del sistema noradrenérgico en esta enfermedad 

neurodegenerativa.  

Por otro lado, diferentes estudios han señalado el potencial neuroprotector de la NA a través 

de la inhibición de la producción de moléculas proinflamatorias y la inducción de la expresión 

de factores neurotróficos a través del control de las células gliales. En base a esto, se ha 

planteado la hipótesis de que la alteración del sistema noradrenérgico y de los niveles 

cerebrales de NA que tiene lugar en la EA podría contribuir a la neuroinflamación crónica y la 

activación glial aberrante que contribuyen a la patogénesis y progresión de la EA. Por lo tanto, 

el restablecimiento de una adecuada señalización noradrenérgica podría representar una 

potencial estrategia terapéutica para reducir la progresión de esta enfermedad.  

En base a estos antecedentes, en la presente tesis doctoral decidimos profundizar en los 

mecanismos antiinflamatorios y neuroprotectores de la NA, así como estudiar el potencial 

terapéutico de la reboxetina, inhibidor de la recaptación de la NA, en la EA.  

Nuestros datos han demostrado el potencial terapéutico de la reboxetina para reducir la 

neuroinflammación y neurodegeneración en modelos murinos de la EA tales como el modelo 

de amiloidosis 5xFAD y el modelo de taupatía P301S, así como la implicación de la 

quimioquina CCL2 en la neuroinflamación presente en estos modelos animales. Estos datos, 

junto con los realizados por otros grupos de investigación apoyan el potencial de los fármacos 

que actúan sobre el sistema noradrenérgico como moduladores de la EA, pudiendo actuar 

sobre la neuroinflamación y la reactividad glial, así como los propios depósitos de Aβ y tau 

que juegan un papel central en la fisiopatología de la EA. En este sentido, la disponibilidad de 

fármacos clínicamente aprobados que reestablecen la función noradrenérgica central brinda 

una oportunidad única para reorientar su uso con el fin de determinar su potencial como nueva 

estrategia terapéutica modificadora de la EA.  

Sin embargo, los modelos animales tan solo reproducen algunos de los aspectos de la 

patología de la EA lo que presenta una limitación de nuestro estudio. Además, en los últimos 
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años se ha demostrado que las células gliales humanas presentan grandes diferencias en su 

respuesta a la EA en comparación con las células gliales murinas. En este sentido, el ultimo 

bloque de apartados comprende el uso de cultivos de células de microglía derivadas de 

células madre pluripotenciales inducidas (iPSCs) humanas donde se evaluaron los efectos de 

la NA como primer paso para la validación de sus efectos antiinflamatorios previamente 

observados en roedores. Los resultados obtenidos indican que la NA presenta un papel dual 

en el control de la inflamación en las células de microglía humanas, pudiendo inhibir o 

disminuir la respuesta inflamatoria en función del contexto. Estos datos ponen de manifiesto 

la complejidad del sistema noradrenérgico en el control de las células gliales y los procesos 

neuroinflamatorios.  

Por lo tanto, a pesar del potencial terapéutico de la reboxetina en la EA, la complejidad de la 

señalización de la NA y la multiplicidad de efectos de los subtipos de receptores adrenérgicos, 

junto con las limitaciones de los estudios en animales e in vitro, subrayan la existencia de 

diferentes retos a los que debemos enfrentarnos con el fin de esclarecer el potencial 

terapéutico de los fármacos moduladores del sistema noradrenérgico para la EA.   

 

2.2 ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia worldwide and its prevalence 

is expected to increase exponentially in the coming years, while there are still no effective 

treatments to modify the course of this disease.  

AD is characterized by the presence of amyloid plaques, formed by amyloid β peptide (Aβ), 

and neurofibrillary tangles (NFTs), formed by phosphorylated tau protein, leading to nerve cell 

degeneration and brain atrophy. In recent years, the central role of neuroinflammation and 

aberrant cellular response, particularly of glial cells, in the pathophysiology of AD has been 

described. In addition, several studies demonstrate the existence of an early loss of 

noradrenergic neurons in the locus coeruleus (LC), the main source of noradrenaline (NA) in 

the central nervous system (CNS), and of noradrenergic innervation in the different brain 

regions in AD, leading to a complex dysregulation of the LC-NA system in this 

neurodegenerative disease.  

On the other hand, different studies showed the neuroprotective potential of NA due to the 

reduction of proinflammatory molecules and the induction of neurotrophic factors through the 

control of glial cells. Based on this, it has been hypothesized that the disruption of the LC-NA 

system that occurs in AD could contribute to the chronic neuroinflammation and glial 

overactivation that lead to the pathogenesis and progression of AD. Therefore, restoration of 

noradrenergic signaling could represent a potential therapeutic strategy to reduce the 

progression of this disease.  

Based on this, in the present doctoral thesis we decided to delve into the anti-inflammatory 

and neuroprotective mechanisms of NA, as well as to study the therapeutic potential of 

reboxetine, an NA reuptake inhibitor, in AD.  

Our data demonstrate the therapeutic potential of reboxetine to reduce AD progression in 

animal models of AD such as 5xFAD (amyloidosis model) and P301S (tauopathy model), as 

well as the involvement of the chemokine CCL2 in the neuroinflammation present in these 

animal models. These data, together with those generated by other research groups, support 

the potential of NA-related drugs as modulators of AD, due to its ability to reduce 
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neuroinflammation and glial reactivity, as well as the Aβ and tau deposits. In this regard, the 

availability of clinically approved drugs that restore central noradrenergic function provides a 

unique opportunity to repurpose them and to determine their potential as a new AD-modifying 

therapeutic agents.  

However, animal models only recapitulate some of the aspects of AD pathology which presents 

a limitation in our study. In addition, it was recently shown that human glial cells differ in their 

response to AD from murine glial cells. In this sense, the last block of results comprises the 

use of microglial cell cultures derived from human induced pluripotent stem cells (iPSCs) where 

the effects of NA were evaluated as a first step for the validation of its anti-inflammatory effects 

previously observed in rodents. The results obtained indicate that NA has a dual role in the 

control of inflammation in human microglial cells, being able to inhibit or reduce the 

inflammatory response depending on the context. These data highlight the complexity of the 

noradrenergic control of glial cells and neuroinflammatory processes.  

Therefore, despite the therapeutic potential of reboxetine in AD, the complexity of NA signaling 

and the variety of effects of adrenergic receptor subtypes, together with the limitations of 

animal and in vitro studies, underline the existence of different future challenges that we must 

face to clarify the therapeutic potential of NA-related drugs as modifiers of AD. 
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Figura 1. Graphical abstract.  
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3 INTRODUCCIÓN 

 
3.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

3.1.1 Definición 

La demencia es un término general que designa un grupo concreto de síntomas, a saber, 

dificultades en la memoria, el lenguaje, la resolución de problemas y otras habilidades de 

pensamiento. La aparición de estos síntomas puede deberse a diferentes causas y éstas 

reflejan cambios específicos en el sistema nervioso central (SNC) (Alzheimer's disease facts 

and figures, "2022 Alzheimer's disease facts and figures," 2022a).  

La enfermedad de Alzheimer (EA), una enfermedad neurodegenerativa, es una de las causa 

de demencia caracterizada por la acumulación extracelular en el SNC de placas amiloides 

formadas por agregados del péptido β amiloide (Aβ) y acúmulos intraneuronales de la proteína 

tau fosforilada, conocidos como ovillos neurofibrilares (NFTs), así como la degeneración de 

las células nerviosas (Alzheimer's disease facts and figures, "2022 Alzheimer's disease facts 

and figures," 2022a). 

Entre el 60% y el 80% de los casos de demencia se deben a la EA, por lo que esta enfermedad 

constituye la causa más común de demencia en todo el mundo y presenta enormes 

implicaciones para los pacientes y la sociedad (Scheltens et al., 2021). Se espera que su 

prevalencia aumente exponencialmente en los próximos años y aún no existen tratamientos 

eficaces que detengan su progresión (Yu et al., 2021), lo que la convierte en una de las 

enfermedades de las más caras y letales de este siglo. Por ello, la EA está reconocida por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) como una prioridad de salud pública mundial. 

 

3.1.2 Historia 

En 1901, la paciente Auguste Deter (1850-1906) de 51 años fue examinada por el Dr. Alois 

Alzheimer (1864-1915), un psiquiatra y neuropatólogo alemán, en una institución mental de la 

ciudad de Frankfurt (Alemania). A pesar de su joven edad, Auguste presentaba un grave 

deterioro cognitivo: pérdida de la memoria a corto plazo, afasia, apraxia, delirios e 

incompetencia psicosocial. Estos síntomas se habían observado en pacientes de más de 

setenta años, pero no en alguien tan joven como Auguste. El análisis post mortem reveló al 

Dr. Alois Alzheimer y a su equipo la presencia de atrofia cerebral, pérdida neuronal, placas de 

Aβ, NFTs y aterosclerosis. El Dr. Alois Alzheimer también describió la presencia de astrocitos 

y microglía reactivos en las proximidades de las placas de Aβ (Alzheimer et al., 1995; 

Strassnig & Ganguli, 2005). En 1906, publicó este caso de “demencia presenil” (Alzheimer et 

al., 1995). Pero no fue hasta 1910, cuando Emil Kraepelin (1856-1926) la presentaría como 

una nueva enfermedad con el nombre de su colega: enfermedad de Alzheimer (EA).  
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3.1.3 Epidemiología  

Prevalencia e incidencia 

En el año 2022, la Alzheimer's Disease International estimó una prevalencia de la demencia 

de unos 55 millones de personas en todo el mundo. Esta cifra se prevé que se duplique cada 

20 años, alcanzando los 78 millones en 2030 y los 139 millones en 2050 ("2022 Alzheimer's 

disease facts and figures," 2022b; Scheltens et al., 2021). Respecto a la incidencia, la 

Alzheimer's Disease International estima que cada año surgen 10 millones de casos de 

demencia en todo el mundo, lo que supone un nuevo caso cada 3,2 segundos ("2022 

Alzheimer's disease facts and figures," 2022b; Scheltens et al., 2021; World Alzheimer Report 

2019: Attitudes to dementia, 2019). 

Mortalidad 

La supervivencia tras un diagnóstico de EA varía considerablemente y depende de numerosos 

factores (Brodaty et al., 2012). Sin embargo, la supervivencia tras el diagnóstico disminuye 

con la edad y diferentes estudios estiman que las personas de 65 años o más sobreviven una 

media de cuatro a ocho años tras ser diagnosticadas con EA (Ganguli et al., 2005; Tom et al., 

2015; Waring et al., 2005).  

Impacto económico 

La EA representa un coste económico muy elevado para la sociedad. Según una estimación 

de la Alzheimer’s Disease International en 2019, el coste global de la enfermedad en 2015 

ascendía a 818.000 millones de dólares. En 2021, el coste global ascendió a los 1.3 trillones 

de dólares, y se estima que ascienda hasta los 2.8 trillones de dólares en 2030 (Alzheimer’s 

Disease International, World Alzheimer Report 2019: Attitudes to dementia, 2019). 

 

3.1.4 Sintomatología  

Actualmente, se estima que las primeras alteraciones cerebrales que tienen lugar en la EA se 

inician hasta 20 años antes de que los primeros síntomas clínicos aparezcan. Por tanto, la EA 

constituye una enfermedad progresiva comenzando con una fase preclínica (asintomática) y 

terminando con una demencia de Alzheimer grave (Figura 2). La duración de cada una de las 

etapas es variable y se ve influida por distintos factores de riesgo (véase apartado 3.1.5).  

De forma general, los síntomas tempranos incluyen dificultades para recordar conversaciones, 

nombres o acontecimientos, mientras que la apatía y la depresión también suelen estar 

presentes en muchos de los pacientes como síntomas tempranos. Los síntomas tardíos 

incluyen problemas de comunicación, desorientación, confusión, falta de juicio y cambios de 

comportamiento. En casos más avanzados de pacientes con demencia severa debido a la EA 

se observan además dificultad para hablar, tragar y caminar (Alzheimer's disease facts and 

figures, "2022 Alzheimer's disease facts and figures," 2022a). 
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Figura 2. Progresión de la sintomatología en la EA. Figura adaptada de (Alzheimer's disease facts and 
figures, "2022 Alzheimer's disease facts and figures," 2022a). 

 

EA preclínica 

Esta fase se caracteriza por la presencia de alteraciones cerebrales relacionadas con la EA, 

pero sin síntomas evidentes debido a las compensaciones del SNC que permiten a las 

personas desenvolverse con normalidad. Cabe destacar que no todas las personas con estas 

alteraciones cerebrales acaban desarrollando EA (Bennett et al., 2006; Knopman et al., 2003). 

Deterioro cognitivo leve (DCL) 

El DCL se caracteriza por la presencia de alteraciones leves de memoria, lenguaje y 

pensamiento que no interfieren con las actividades de la vida diaria. La aparición de estas 

alteraciones parece deberse a la incapacidad del cerebro de compensar el daño y la muerte 

neuronal. Es importante destacar que, entre las personas con DCL, aproximadamente el 15% 

desarrolla demencia al cabo de dos años (Petersen et al., 2018), dentro de las cuales un tercio 

desarrolla demencia debida a la EA al cabo de cinco años (Ward et al., 2013). 

Demencia debido a la EA  

La demencia debida a la EA se caracteriza por síntomas perceptibles en la memoria, el 

lenguaje, el pensamiento y/o el comportamiento, interfiriendo en las actividades de la vida 

diaria del individuo (Alzheimer's disease facts and figures, "2022 Alzheimer's disease facts 

and figures," 2022a).  

En la demencia leve, los individuos presentan problemas de memoria y otras capacidades 

cognitivas dando lugar a problemas tales como: desorientación, problemas para manejar 

dinero y pagar facturas, repetición constante de las mismas preguntas y cambios de 

personalidad y comportamiento. La demencia moderada suele ser la etapa más larga en la 

que el individuo presenta cada vez mayores problemas de memoria y lenguaje, lo que se 

asocia a una mayor dificultad para reconocer a sus seres queridos y realizar tareas múltiples, 

como bañarse o vestirse. En esta etapa, los pacientes sufren mayores cambios de 

personalidad y comportamiento, tales como: susceptibilidad, agitación e impulsividad. 

Además, pueden tener alucinaciones, delirios y paranoia. Finalmente, los individuos con 

demencia severa presentan grandes dificultades para comunicarse verbalmente. Además, 

presentan disfagia (problemas para comer y tragar) y problemas para caminar, por lo que en 

muchas ocasiones las personas quedan encamadas. 



Introducción 

 

 

18 

3.1.5 Factores de riesgo 

Los factores de riesgo más importantes para el desarrollo de la EA son: la edad, la genética y 

el sexo biológico (Figura 3) (Scheltens et al., 2021). Sin embargo, existen otros factores de 

riesgo modificables tales como la actividad física, el tabaquismo, la educación, la actividad 

social y mental, la presión arterial y la dieta, cuyo abordaje podría evitar o retrasar hasta un 

40% de los casos de demencia debido a la EA (Livingston et al., 2020).  

 

 

Figura 3. Principales factores de riesgo de la EA. 

 

Edad 

La edad es el factor de riesgo más importante en el desarrollo de la EA. El porcentaje de 

personas con EA aumenta drásticamente con la edad: el 5,0% de las personas de 65 a 74 

años, el 13,1% de las personas de 75 a 84 años y el 33,2% de las personas de 85 años o más 

sufren la EA (Alzheimer's disease figures and facts, "2022 Alzheimer's disease facts and 

figures," 2022a). Sin embargo, es importante señalar que la EA no es una parte normal del 

envejecimiento, y por tanto la edad avanzada por sí sola no es suficiente para causar esta 

enfermedad (Nelson et al., 2011).  

Genética 

Uno de los factores genéticos que más aumentan el riesgo de padecer la EA es ser portador 

de al menos un alelo del gen de la apolipoproteína E (APOE) ɛ4 (van der Lee et al., 2018), 

aumentando las probabilidades de desarrollar la EA entre 3-4 veces. APOE ɛ4 es una de las 

tres isoformas de APOE: ɛ2, ɛ3 o ɛ4. La APOE es el principal componente de las lipoproteínas 

de baja densidad (LDL) y de las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), que son 

partículas complejas que permiten que los lípidos circulen por el torrente sanguíneo. APOE 
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ɛ4 se asocia a alteraciones en la homeostasis y el transporte del colesterol en 

oligodendrocitos, dando lugar a disfunciones en la mielinización neuronal (Blanchard et al., 

2022). Alternativamente, heredar la isoforma APOE ɛ2 parece disminuir hasta 2 veces el 

riesgo de desarrollar la EA (Genin et al., 2011). Por otro lado, diferentes estudios de asociación 

de genoma completo han identificado otros alelos de riesgo para el desarrollo de la EA, siendo 

lo más relevantes las variantes en los genes: el receptor desencadenante expresado por las 

células mieloides 2 (TREM2), el miembro 7 de la subfamilia de cassettes de unión a ATP 

(ABCA7) y el receptor relacionado con la sortilina 1 (SORL1) (Jansen et al., 2019; Scheltens 

et al., 2021).  

Sexo biológico 

En cuanto al sexo, las mujeres son más propensas a desarrollar la EA que los hombres, 

especialmente después de los 80 años. Las mujeres también son más propensas a tener una 

mayor carga de tau, a pesar de tener una carga similar de Aβ (Niu et al., 2017; Scheltens et 

al., 2021). 

 

3.1.6 Clasificación  

La EA se divide en función de su heredabilidad en: EA familiar y EA esporádica. Por otro lado, 

según el momento en que se desencadena la enfermedad, la EA puede dividirse en: EA de 

inicio temprano y EA de inicio tardío (Tellechea et al., 2018). 

Enfermedad de Alzheimer familiar 

La EA familiar, también conocida como FAD por sus siglas en inglés (Familiar Alzheimer 

Disease), suele aparecer antes de los 65 años y parece ser responsable de alrededor del 10% 

de los casos de EA (Harman, 2006). La EA familiar se asocia a una de las tres mutaciones 

autosómicas dominantes conocidas en la proteína precursora amiloidea (APP) en el 

cromosoma 21, la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y la presenilina 2 (PS2) en el 

cromosoma 1 (Bird, 2005; Kowalska, 2004).  

Enfermedad de Alzheimer esporádica 

La EA esporádica es la forma más común de la EA y normalmente aparece a partir de los 65 

años, por lo que el envejecimiento parece ser el principal factor de riesgo.  Su causa es 

desconocida, pero se relaciona con la combinación de genes, ambiente y estilo de vida 

(Hebert et al., 1995). 

Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano 

La EA de inicio temprano, conocida como EOAD por sus siglas en inglés (Early-onset 

Alzheimer’s Disease), afecta a personas menores de 65 años. Los primeros síntomas 

aparecen entre finales de los 40 y principios de los 50 años, aunque en algunos casos pueden 

llegar a comenzar a finales de los 20 años. El inicio temprano de la enfermedad es poco 

frecuente y corresponde tan solo al 5% del total los casos de EA (Mendez, 2019). La mayoría 

de los pacientes con EA de inicio temprano suelen presentar de la EA familiar. Los pacientes 

que padecen EA de inicio temprano presentan una mayor densidad de placas de Aβ y una 

mayor atrofia cerebral (Tellechea et al., 2018). 
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Enfermedad de Alzheimer de inicio tardío 

La EA de inicio tardía, conocida como LOAD por sus siglas en inglés (Late-onset Alzheimer’s 

Disease), es el tipo más frecuente, afectando a personas mayores de 65 años. En 

comparación con la EA de inicio temprano, los pacientes con EA de inicio tardío presentan 

una pérdida de memoria más importante y tienen una mayor frecuencia del alelo APOE ε4 

(Tellechea et al., 2018). 

 

3.1.7 Fisiopatología  

La EA es trastorno multifactorial relacionado con diferentes factores de riesgo. El nivel de 

complejidad tanto del cerebro humano como de la propia enfermedad hacen que la 

fisiopatología detallada de la EA siga siendo todavía desconocida. Actualmente, la EA se 

caracteriza por la acumulación de Aβ y NFTs. Estos cambios van acompañados de 

neuroinflamación, daño oxidativo, alteraciones vasculares y, en fases avanzadas, muerte 

neuronal (neurodegeneración) y atrofia cerebral (Hanseeuw et al., 2019). 

Agregados de A 

La principal característica de la EA es la alteración en las vías de procesamiento de APP, 

seguida de la agregación y el depósito de Aβ en las conocidas como placas amiloides o placas 

seniles. Tanto las placas como el propio péptido, así como sus oligómeros presentan un efecto 

neurotóxico contribuyendo a la reactividad glial y muerte neuronal (Reiss et al., 2018). 

La APP es una proteína de membrana que se expresa en diferentes tejidos, pero en especial 

en las sinapsis neuronales, presentando importantes funciones fisiológicas durante el 

desarrollo cerebral y en la plasticidad neuronal, y por tanto en aprendizaje y la memoria (Müller 

et al., 2017). La APP se procesa enzimáticamente a través de las secretasas mediante dos 

vías diferentes: la vía no amiloidogénica y vía amiloidogénica (Figura 4).  

1. Vía no amiloidogénica: la APP es procesada por la α-secretasa liberando el fragmento 

αAPP soluble (αAPPs) a la matriz extracelular y dejando el fragmento α Carboxiterminal, que 

constituye un fragmento C-terminal de 83 aminoácidos de la APP (C83), anclado a la 

membrana. El αAPPs activa las vías de supervivencia celular e inhibe la apoptosis neuronal, 

presentando un efecto neuroprotector y desempeña un papel crucial en la plasticidad 

sináptica, el aprendizaje y la memoria (Müller et al., 2017). A continuación, la γ-secretasa 

procesa el C83 dando lugar al fragmento p3 (3 kDa), que se libera en el espacio extracelular, 

y al dominio intracelular de la APP (AICD). El AICD puede translocarse al núcleo para regular 

la expresión genética de genes apoptóticos (Chen et al., 2017).  

2. Vía amiloidogénica: APP es dividido por la β-secretasa, también conocida como BACE-

1, en dos segmentos: un fragmento C-terminal de 99 aminoácidos (C99) y βAPP soluble 

(βAPPs) liberado de la superficie celular. El C99 es escindido por la γ-secretasa para producir 

péptidos Aβ de diferente longitud, de 37 a 49 aminoácidos. Las formas más comunes son 

Aβ40 y Aβ42. Ambos péptidos son tóxicos, aunque el Aβ42 es insoluble y presenta una mayor 

probabilidad de formar agregados (Chen et al., 2017). Las mutaciones en la APP, implicadas 

en el desarrollo de la EA familiar, favorecen la acción enzimática de la BACE-1 aumentando 

el procesamiento enzimático de la APP a través de la vía amiloidogénica. En los seres 

humanos, la γ-secretasa es un complejo de proteasas intramembrana ensamblado por la 

presenilina (PS), la nicastrina, el potenciador de presenilina 2 (Pen-2) y la Anterior Pharynx 
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Defective 1 (Aph 1) (De Strooper, 2003). La PS es la subunidad catalítica de la γ-secretasa. 

Más de 200 mutaciones en el gen de la PS se han relacionado con la EA familiar (De Strooper 

et al., 2012). En los seres humanos, dos genes codifican dos formas homólogas de la PS (PS1 

y PS2), encontrándose la mayoría de las mutaciones asociadas al desarrollo de la EA familiar 

en el gen de la PS1. 

 

 

Figura 4. Vías proteolíticas del precursor de la proteína precursora amiloide (APP). AICD: dominio 
intracelular de la APP, C83: C-terminal de 83 aminoácidos de la APP, αAPPs: fragmento αAPP soluble, 
APP: precursor de la proteína amiloide, C99: C-terminal de 99 aminoácidos de la APP, βAPPs: βAPP 
soluble, PS: presenilina.  

 

 

Los péptidos de Aβ formados a partir de la vía amiloidogénica pueden agregarse en 

oligómeros y continuar ensamblándose en fibrillas maduras que posteriormente darán lugar a 

placas amiloides, también conocidas como placas seniles, que se encuentran en el cerebro 

de los pacientes con EA. Todas las formas de Aβ desde los monómeros hasta las placas 

amiloides pasando por las fibras parecen presentar cierta toxicidad (Reiss et al., 2018). Sin 

embargo, parece que la investigación ha formado un consenso cada vez más aceptado sobre 

la mayor toxicidad de los oligómeros de Aβ (Cleary et al., 2005; Sakono & Zako, 2010), 

especialmente los oligómeros de bajo peso molecular (Glabe, 2008). Mientras que se postula 

que las formas fibrilares y las placas amiloides pueden actuar como reservorios de los 

oligómeros bioactivos o como mecanismo de secuestro que los hace inertes (Caughey & 

Lansbury, 2003; Shahnawaz & Soto, 2012). 

Según la evidencia científica disponible, los oligómeros Aβ pueden: 1) Provocar la formación 

de poros en la membrana celular: dando lugar a la fuga de iones, la alteración del equilibrio 

del calcio celular y la pérdida del potencial de membrana. El aumento de calcio podría causar 

disfunción mitocondrial, induciendo a su vez una cascada de especies reactivas de oxígeno 
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(ROS), que conduce a la apoptosis neuronal (Reiss et al., 2018; Sakono & Zako, 2010). 2) 

Inducir la apoptosis y muerte neuronal: a través de la unión al receptor del factor de 

crecimiento neuronal (NGF) de baja afinidad [conocido como receptor de neurotrofina p75 

(p75NTR)] (Coulson, 2006). 3) Provocar deterioro y la pérdida sináptica: al actuar como 

ligandos de receptores postsinápticos (Lacor et al., 2007), tales como los receptores de 

glutamato (principalmente receptores N-metil-D-aspartato, NMDAR), receptores α7 

nicotínicos, receptores de acetilcolina, la proteína priónica celular (PrP) y el receptor Wnt 

frizzled (Barry et al., 2011; Magdesian et al., 2008; Oz et al., 2013; Renner et al., 2010). 

Además, los oligómeros Aβ también reducen la densidad de las espinas dendríticas (Gomes 

et al., 2014). De esta manera, los oligómeros de Aβ alteran la plasticidad sináptica e inhiben 

la potenciación a largo plazo (LTP) del hipocampo alterando la memoria (Reiss et al., 2018). 

4) Provocar toxicidad mitocondrial y estrés oxidativo: los oligómeros de Aβ pueden alterar los 

procesos bioenergéticos a través de la interferencia en la cadena de transporte de electrones 

al penetrar en la membrana mitocondrial induciendo la producción de ROS y estrés oxidativo 

(Tillement et al., 2011). Además, se ha observado que el Aβ induce directamente la disfunción 

mitocondrial al interferir con los procesos de fusión y fisión mitocondrial (X. Wang et al., 2009; 

Wang et al., 2008). 

En la Figura 5 se resumen los principales mecanismos de toxicidad de los oligómeros de Aβ. 

  

 

Figura 5. Mecanismos de toxicidad de los oligómeros de Aβ. Figura adaptada (Sakono & Zako, 2010). 
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Sin embargo, cabe destacar que muchos científicos ponen en duda la validez de estos 

mecanismos de acción de los oligómeros de Aβ, pues muchos de los estudios utilizaron 

concentraciones fisiológicamente altas de Aβ o ratones transgénicos que sobreexpresan la 

APP de forma significativa. De modo que los efectos tóxicos derivados de la presencia de 

oligómeros de Aβ pueden deberse a efectos secundarios debidos a la alteración de sus 

funciones fisiológicas (De Strooper & Karran, 2016; Nilsson et al., 2014). 

 

Hipótesis de la cascada amiloide 

Hace más de 20 años, en el año 1992, se propuso por primera vez la hipótesis de la cascada 

amiloide (Figura 6), según la cual la acumulación del péptido Aβ en el SNC es la principal 

causa de la patogénesis de la EA (Hardy & Selkoe, 2002; Hardy & Higgins, 1992). Los 

depósitos de amiloide se deben a un desequilibrio entre la producción y eliminación de Aβ. 

Estos depósitos serían los responsables del proceso de la enfermedad, incluida la formación 

de NFTs y la neurodegeneración presente en los pacientes con la EA. De este modo, esta 

hipótesis asume implícitamente un modelo determinista de causa-efecto (es decir, una cadena 

de acontecimientos que producirán invariablemente el mismo resultado a partir de una 

condición o estado inicial determinado). Esta hipótesis ha sido el modelo dominante de la 

patogénesis de la EA durante más de 30 años y ha condicionado la búsqueda de nuevos 

fármacos para esta patología (Barage & Sonawane, 2015). 

 

 

Figura 6. Hipótesis de la cascada amiloide en la enfermedad de Alzheimer. Figura adaptada (Barage 
& Sonawane, 2015). 
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Sin embargo, aunque este modelo se ajusta a la EA familiar, es menos aplicable a la EA 

esporádica. Además, la causalidad directa que propone la “hipótesis amiloide” es incompatible 

con las observaciones clínicas. Parece entonces que la acumulación de Aβ es necesaria pero 

insuficiente para causar la EA. Esto sumado a los retos que plantea el desarrollo de fármacos 

dirigidos contra el péptido amiloide, está haciendo que la comunidad científica este 

reconsiderando esta hipótesis (De Strooper & Karran, 2016; Kametani & Hasegawa, 2018).   

Agregados de tau  

Tau es una proteína que se asocia a los microtúbulos (MAP), estabilizándolos y promoviendo 

su ensamblaje y polimerización (Samsonov et al., 2004; Weissmann et al., 2009). Por lo tanto, 

está implicada en el mantenimiento de la estructura del citoesqueleto celular, junto con el resto 

de MAPs.  

En humanos, el gen de tau se localiza en el cromosoma 17, y como resultado del empalme 

alternativo del ácido ribonucleico mensajero (mRNA) se expresan seis isoformas, con o sin 

los exones 2, 3 y 10 (Goedert et al., 1989). El exón 10 contiene la región de unión a 

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

que las isoformas tau de 3 repeticiones (3R) se producen sin el exón 10. El cerebro humano 

adulto expresa las isoformas tau 3R y 4R, que se localizan principalmente en los axones de 

las neuronas adultas en condiciones fisiológicas normales. Desempeñando así un papel 

crucial en el mantenimiento estructural de los axones de las neuronas maduras.  

Sin embargo, en condiciones patológicas, las isoformas de tau 3R y 4R pierden su 

funcionalidad al sufrir diversas modificaciones tales como fosforilaciones, glucosilaciones, 

metilaciones, acetilaciones, ubiquitinaciones y oxidaciones (Gong et al., 2005), lo que da lugar 

a las llamadas tauopatías. En la EA, tau se hiperfosforila debido a la acción de diferentes 

quinasas y fosfatasas, tales como: glucógeno-sintasa-quinasa-3-β (GSK3β), microtúbulo-

afinidad-quinasa-reguladora (MARK), proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK), c-Jun-

N-terminal-quinasa (JNK),  la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK), proteína 

quinasa A (PKA), cinasa-1-A regulada por fosforilación de tirosina de doble especificidad 

(DYRK1a), caseína-cinasa-I y quinasa dependiente de ciclina-5 (CDK5) (Gong & Iqbal, 2008). 

Las alteraciones de la actividad de estas enzimas pueden dar lugar a un aumento de la 

patología de tau. Además, la O-glicosilación puede regular negativamente la fosforilación de 

tau (Liu et al., 2004).  

La fosforilación de tau conduce a su disociación de los microtúbulos neuronales, 

desestabilizándolos y provocando el deterioro axonal (Goedert, 1993; Goedert et al., 1996). 

La proteína tau disociada de los microtúbulos forma agregados y se acumula en el 

compartimento somatodendrítico de las neuronas en forma de agregados insolubles 

conocidos como ovillos neurofibrilares (NFTs) (Figura 7). La combinación de microtúbulos 

dañados y de los acúmulos de NFTs perjudica la plasticidad sináptica y la neurotransmisión, 

conduciendo a la neurodegeneración (Frandemiche et al., 2014; Zempel & Mandelkow, 2014). 

Los NFTs actúan como agentes tóxicos promoviendo la disfunción sináptica a través de la 

alteración de diferentes procesos, a saber: la disminución de los niveles de los receptores 

glutamatérgicos y de la movilidad y la liberación de vesículas sinápticas, la alteración de la 

maduración de las espinas dendríticas y del transporte y la función mitocondrial a nivel 

sináptico y el incremento de la fagocitosis de las sinapsis por parte de la microglía (revisado 

en Wu et al., 2021). 
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Figura 7. Agregados de tau en la enfermedad de Alzheimer (EA). 

 

 

Los NFTs se inician en lugares determinados del cerebro y progresan durante años de 

acuerdo con una secuencia predecible, hasta que cruzan un umbral de disfunción 

clínicamente reconocible (Alafuzoff et al., 2008; Braak et al., 2006; Braak & Braak, 1991b, 

1997; Thal et al., 2002; Thal et al., 2000). Atendiendo a esta progresión, la EA puede 

clasificarse según los estadios de Braak (Figura 8). La clasificación de Braak divide la 

progresión de la EA en seis estadios, siendo cada estadio más grave que el anterior (Braak & 

Braak, 1991a; Braak et al., 2011): 

• Estadios I-II de Braak: Los NFTs aparecen en la región transentorrinal del cerebro. 

Mientras que los depósitos de Aβ comienzan a aparecer en la isocorteza (lóbulo 

frontal, temporal y occipital). 

• Estadios III-IV de Braak: Los NFTs invaden completamente las regiones límbicas como 

el hipocampo y los depósitos de Aβ aumentan alrededor de la isocorteza, excepto en 

la corteza sensorial y motora. 

• Estadios V-VI de Braak: Los NFTs y los depósitos de Aβ se encuentran ampliamente 

en la isocorteza. Todas las áreas isocorticales están invadidas con un patrón de 

distribución constante de placas Aβ de alta densidad. Incluso algunas estructuras 

subcorticales, como el hipocampo, el tálamo y el hipotálamo muestran placas 

dispersas. 

Estudios realizados por Braak y su equipo en el año 2011 han determinado la presencia de 

NFTs en adultos jóvenes en las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus (LC). De este 
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modo, Braak y su equipo describieron los estadios a-c de Braak, los cuales constituirían un 

estadio previo al estadio I de Braak (Braak et al., 2011). 

 

 

Figura 8. Estadio de Braak de la enfermedad de Alzheimer (EA). Figura adaptada (Goedert, 2015). 

 

 

Hipótesis de tau 

La hipótesis de tau postula que los NFTs constituyen la principal lesión neuropatológica en la 

EA. En 2009, se propuso esta hipótesis que explica cómo la proteína tau mal plegada podía 

propagarse por las células del mismo modo que los priones (Clavaguera et al., 2009; Frost et 

al., 2009). Aunque el mecanismo de transmisión de los agregados de tau de célula a célula 

aún no está claro, su distribución puede correlacionarse con los estadios clínicos de la EA 

(Braak & Braak, 1991b) y se considera que la patología tau se correlaciona mejor con las 

características clínicas de la EA que la patología de Aβ (Bejanin et al., 2017; Frontzkowski et 

al., 2022; Okamura & Yanai, 2017).  

 

Otros agregados proteicos  

La concomitancia de diferentes proteinopatías en las enfermedades neurodegenerativas es 

un evento frecuente en la mayoría de los pacientes y que ha sido poco estudiado por la 

comunidad científica. Aunque los agregados de Aβ y tau constituyen los rasgos 

neuropatológicos distintivos de la EA, un gran porcentaje de pacientes presentan además 

otros agregados proteicos (Robinson et al., 2018).   

La proteína de unión al ácido desoxirribonucleico (DNA) de respuesta transactiva de 43 kDa 

(TDP-43) es una proteína intranuclear codificada por el gen TARDBP. El TDP-43 se sintetiza 

en el citoplasma y se traslada al núcleo, donde reside principalmente para realizar sus 

funciones fisiológicas. TDP-43 interviene en el empalme, el tráfico y la estabilización del RNA 

y, por tanto, en la regulación de la expresión génica. Las formas fosforiladas y truncadas de 

TDP-43 abandonan el núcleo celular y conforman cuerpos de inclusión citoplasmáticos 
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característicos en los pacientes con esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y con demencia Lobar 

Frontotemporal (DLFT). Sin embargo, la patología TDP-43 se detecta el 57% de los casos de 

EA (Meneses et al., 2021), donde se ha asociado con una mayor atrofia cerebral y una mayor 

pérdida de memoria (Josephs et al., 2014). Además, TDP-43 colocaliza con las placas 

amiloides y NFTs, lo que sugiere la existencia de una interacción directa entre TDP-43, Aβ y 

tau (revisado en Meneses et al., 2021).  

La alpha-sinucleina (α-syn) es una proteína intrínsecamente desordenada (IDP), y se han 

descrito varios tipos de conformaciones estructurales, dependiendo de factores ambientales. 

La α-syn se considera el principal componente proteico fisiopatológico de los cuerpos de Lewy 

en las sinucleinopatías, y constituye el rasgo neuropatológico distintivo de la enfermedad de 

Parkinson (EP). Debido a las diferentes conformaciones que puede presentar, la α-syn puede 

desempeñar diferentes funciones e interactuar con varias proteínas, incluyendo Aβ y tau. 

Diferentes estudios mostraron que más del 50% de los pacientes con EA presentaban 

agregados de α-syn además de Aβ y tau (revisado en Shim et al., 2022). Al igual que TDP-

43, la α-syn interacciona directamente con Aβ y tau promoviendo la agregación mutua y 

agravando el deterioro cognitivo e incrementando la tasa de mortalidad en los pacientes con 

EA. La α-syn se encuentra presente en el centro de las placas amiloides, sugiriendo su 

contribución a la formación de estas (Masliah et al., 1996). Además, los oligómeros de α-syn 

pueden inducir la formación de oligómeros de Aβ (Atsmon-Raz & Miller, 2016). Por otro lado, 

los cuerpos de Lewy colocalizan con los NFTs, sugiriendo la influencia de la agregación de 

tau en la formación de estos agregados de α-syn debido a las propiedades priónicas de ambas 

proteínas (Arai et al., 2001).  

Neuroinflamación  

A pesar de considerarse actualmente los agregados de Aβ y tau como los desencadenantes 

de la EA, una parte de los individuos con una alta carga de placas amiloides y NFTs en el 

cerebro no desarrollan esta enfermedad (Corrada et al., 2012; Riley et al., 2005; Schneider et 

al., 2009). Las razones de esta resiliencia cerebral siguen siendo desconocidas. Sin embargo, 

la falta de neuroinflamación podría ser una de las causas.   

La neuroinflamación es la respuesta inflamatoria que tiene lugar en el SNC y puede estar 

causada por diversas agresiones patológicas, tales como infecciones, traumatismos, isquemia 

y toxinas. El proceso se caracteriza por la producción de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, 

IL-6 y TNFα), quimioquinas (CCL2, CCL3, CCL2, CXCL1), segundos mensajeros como 

prostaglandinas, óxido nítrico (NO) y ROS por parte de las células inmunitarias innatas del 

SNC (DiSabato et al., 2016). Las células inmunitarias innatas implicadas en este proceso son 

principalmente células gliales como las células de microglía y los astrocitos, pero las células 

endoteliales capilares y las células sanguíneas infiltradas también contribuyen a la 

neuroinflamación, especialmente cuando la barrera hematoencefálica (BHE) sufre daños 

bioquímicos o mecánicos (DiSabato et al., 2016; Heneka et al., 2014). 

La respuesta inflamatoria es un mecanismo defensivo fundamental conservado a lo largo de 

la evolución para restablecer la homeostasis y recuperar el tejido dañado. Sin embargo, una 

resolución inadecuada y su acción prolongada en el tiempo y descontrolada presenta efectos 

citotóxicos contribuyendo a la progresión de múltiples patologías. Esta neuroinflamación con 

carácter patológico se asocia a la activación glial con una sobreproducción de citocinas y 

quimiocinas, infiltración de células inmunitarias periféricas, edema, aumento de la 
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permeabilidad y ruptura de la BHE (DiSabato et al., 2016). La sobreproducción de moléculas 

proinflamatorias y la reactividad glial parecen ser típicas sólo de los cerebros con EA, pero no 

de los cerebros resilientes (revisado en Gomez-Isla & Frosch, 2022; Heneka & O'Banion, 

2007).  

Diversos estudios han evaluado los niveles de diferentes citoquinas, tales como 

interleuquinas (IL1β, IL2, IL6, IL8, IL10, IL12, IL18), interferón-γ (IFNγ), factor de necrosis 

tumoral γ (TNFγ) y factor de crecimiento transformante β (TGFβ), en el plasma y el líquido 

cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con EA. Un análisis conjunto halló elevaciones globales 

en los niveles de IL1β, IL6, IL12, IL18, TNFγ y TGFβ en pacientes con EA en comparación 

con los controles sanos (Swardfager et al., 2010). Los niveles de las quimioquinas y de sus 

receptores también se encuentran elevados en el plasma, LCR y SNC de pacientes con la EA 

(revisado en Zuena et al., 2019). Los estudios realizados por Skolova y su equipo, indican que 

la quimioquina CCL2 desempeña un papel dominante en la propagación de la 

neuroinflamación en la EA (Sokolova et al., 2009), y sus niveles se correlacionan con la 

progresión de la enfermedad y el deterioro cognitivo (Kimura et al., 2018; Lee et al., 2018). La 

contribución de esta quimioquina a la fisiopatología de la EA se describirá más detalladamente 

en el apartado 3.5. 

Por otro lado, los niveles de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2), responsable de la síntesis 

de las prostaglandinas en el SNC, se encuentran elevados en el córtex frontal y el hipocampo 

de los pacientes con EA (Ho et al., 1999; Pasinetti & Aisen, 1998). Además de su contribución 

a la neuroinflamación, la sobreexpresión de esta enzima está relacionada con la síntesis de 

Aβ y su agregación, la formación de NFTs, el estrés oxidativo, la plasticidad sináptica, la 

muerte neuronal, la autofagia y la apoptosis; contribuyendo al deterioro cognitivo (revisado en 

Guan & Wang, 2019). 

La óxido nítrico sintasa 2 (NOS2) es responsable de la síntesis de NO, el cual se encuentra 

incrementado en los pacientes con EA (revisado en Balez & Ooi, 2016). Sin embargo, la 

deficiencia de NO en las células endoteliales parece contribuir a la patología de la EA (Austin 

et al., 2013). 

Finalmente, los mediadores especializados en la pro-resolución (SPMs) constituyen 

mediadores lipídicos endógenos producidos durante la fase de resolución de la inflamación 

(Headland & Norling, 2015; Serhan, 2014). Tras la activación de la respuesta inflamatoria, las 

lipooxigenasas (12-LOX, 15-LOX y 5-LOX) generan los SPMs a partir de los ácidos grasos 

poliinsaturados omega-3 y del ácido araquidónico. Este grupo de lípidos actúan sobre 

diferentes receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) estimulando múltiples vías de 

señalización implicadas en la fase de resolución. Los principales receptores sobre los cuales 

actúan son: receptor 2 del péptido N-formilo (FPR2/ALX), receptor tipo quimioquina 1 

(ChemR32/CMKLR1), receptor 32 acoplado a proteína G (GPR32) y receptor 18 acoplado a 

proteína G (GPR18/ARV2) (Chiang & Serhan, 2017). Los SPMs se han visto implicados en 

diferentes enfermedades neurodegenerativas (Schwartz & Baruch, 2014), siendo la EA donde 

más se ha estudiado su implicación (Whittington et al., 2017). En pacientes de EA se ha 

descrito una disminución de los niveles de la neuroprotectina D1 (NPD1), lipoxina A4 (LXA4) 

y de la resolvina D1 (RVD1) en LCR e hipocampo lo que se correlaciona con un mayor 

deterioro cognitivo (revisado en Serhan, 2014).  
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Hipótesis inflamatoria 

Desde finales de los años 80, diferentes estudios han sugerido la relación entre el sistema 

inmunitario y la EA (Rogers et al., 1988). La hipótesis inflamatoria sugiere que el aumento de 

la producción de moléculas proinflamatorias exacerba las patologías tanto de Aβ como de tau 

(revisado en Heneka & O'Banion, 2007). Por otro lado, la edad predispone a procesos 

inflamatorios, lo que podría explicar por qué la edad es el mayor factor de riesgo de la EA 

(Cribbs et al., 2012). Mientras que otros factores de riesgo para la EA tales como la 

hipercolesterolemia, la diabetes, la obesidad y la hipertensión comparten en su fisiopatología 

la presencia de una inflamación crónica (Amor et al., 2014). Por otro lado, se ha documentado 

que el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) disminuye el riesgo de desarrollar EA 

y retrasa la aparición de la enfermedad (revisado en Heneka & O'Banion, 2007). Sin embargo, 

la eficacia de los AINEs en la EA sigue siendo objeto de debate (Etminan et al., 2003). Esta 

falta de eficacia puede deberse a la gran complejidad de la respuesta inmunitaria en la EA, la 

cual depende de las diversas funciones de las células gliales.  

 

Recientemente, la identificación de genes de riesgo para la EA mediante el análisis de 

asociación de todo el genoma (GWAS), determinó que la mayoría de los genes implicados 

están asociados a funciones inmunitarias y muchos de ellos son específicos de las células de 

microglía, tales como: APOE, TREM2, BIN1, CD33, INPP5D, CTSB, CTSD y PICALM 

(Lambert et al., 2013). Estos datos sugieren que la respuesta celular aberrante durante el 

proceso inflamatoria tiene un papel clave en la patogénesis de la EA (Figura 9). 
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Figura 9. Fase bioquímica, celular y clínica de la EA. Figura adaptada (De Strooper & Karran, 2016). 
En esta figura se indica la transición desde la fase bioquímica a la fase clínica de la EA pasando por la 
fase celular. Las diferentes funciones celulares alteradas se indican en diferentes colores, este código 
de colores se utiliza para describir la función de los genes de riesgo de la EA implicados en la transición 
hacía la fase celular y clínica. APP: proteína precursora amiloidea, Aβ: péptido β-amiloide, BHE: barrera 
hematoencefálica, LCR: líquido cefalorraquídeo. 

 

 

Según la hipótesis defendida por De Strooper y Barran, los agregados de Aβ y tau constituirían 

factores de riesgo para el desarrollo de la EA en lugar de desencadenantes de esta. Esta 

visión se caracteriza por la presencia de una primera fase bioquímica determinada por la 

presencia de estos agregados proteicos que pueden verse incrementados debido a 

alteraciones en el aclaramiento celular y la proteostasis, debidos a la edad y factores de riesgo 

genéticos. Durante esta fase, tendríamos una respuesta inflamatoria benigna destinada a 

mantener la homeostasis cerebral. Sin embargo, sería la respuesta celular aberrante de las 

células gliales y neuronales, resultante de la neuroinflamación crónica y la presencia de 

diferentes factores de riesgo genéticos, la responsable del desarrollo de la EA. De este modo, 

la fase clínica de la enfermedad tan solo se manifiesta cuando la respuesta celular es incapaz 

de mantener la homeostasis cerebral (De Strooper & Karran, 2016).  

Las células de microglía son las células inmunitarias residentes del SNC, que se originan a 

partir de progenitores mieloides del saco vitelino fetal durante la embriogénesis temprana 

(Ginhoux et al., 2010). Durante el desarrollo y la neurogénesis, la microglía interacciona 
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estrechamente con las neuronas ayudando a conformar los patrones finales de los circuitos 

neuronales a través de la formación y poda sináptica. En el cerebro maduro, la microglía 

puede responder a cambios en la actividad sensorial e influir en la actividad neuronal (Wake 

et al., 2011). Las células de microglía se encuentran en constante movimiento, extendiendo y 

retrayendo sus ramificaciones, con el fin de vigilar activamente el parénquima cerebral. De 

esta manera, responden rápidamente a las agresiones patológicas (F. Leng & P. Edison, 

2021).  

Durante la respuesta inflamatoria, se induce la respuesta microglial. La microglía reactiva 

retrae sus procesos y migra hacia la zona de daño donde internaliza los elementos patógenos 

mediante pinocitosis, fagocitosis o endocitosis mediada por receptores, para su degradación. 

Por otro lado, liberan diversas moléculas tales como ROS, citoquinas como IL1β, IL6, TNFα y 

quimioquinas, que constituyen componentes principales del proceso neuroinflamatorio (F. 

Leng & P. Edison, 2021). Lue y colaboradores, en su estudio publicado en 1996, fueron los 

primeros en reportar niveles más bajos de activación microglial en los cerebros de individuos 

resilientes en comparación con individuos con EA. Además, describieron que la reactividad 

microglial se correlacionaba más estrechamente con la pérdida de sinapsis que con los niveles 

de placas amiloides y NFTs (Lue et al., 1996). Durante la EA, las células de microglía migran 

hacia las zonas donde se deposita el Aβ, el cual es reconocido por múltiples receptores 

desencadenando la reactividad microglial (Yu & Ye, 2015). Los principales receptores a los 

que se une el Aβ son: 1) Receptores scavengers: receptor scavenger A-1 (SCARA-1), receptor 

de macrófagos con estructura colágena (MARCO), receptor scavenger B-1 (SCARB-1), 

receptor de productos finales de glicación avanzada (RAGE) y cluster de diferenciación 36 

(CD36); 2) GPCRs: FPR2 y CMKLR1; 3) Receptores tipo Toll (TLR): TLR2, TLR4, TLR6, TLR9 

y CD14; 4) Receptor desencadenante expresado en células mieloides (TREM): TREM2. La 

activación principalmente de los TLR activa la expresión de citoquinas proinflamatorias y la 

activación del inflamasoma, en concreto el NLRP3, el cual juega un papel importante en la 

liberación de la IL1β y en la fisiopatología de la EA (Heneka et al., 2013; Ravichandran & 

Heneka, 2021). Por otro lado, el receptor TREM2 se considera un transductor de los efectos 

fisiológicos y patológicos de Aβ en la EA (Carmona et al., 2018). Las mutaciones en TREM2 

reducen su afinidad por Aβ y se han relacionado con un mayor riesgo de desarrollar la EA 

(revisado en Carmona et al., 2018).  

Normalmente, la activación microglial suele resolverse una vez eliminado el estímulo 

inmunitario. Sin embargo, la microglía en los cerebros envejecidos presenta deficiencias 

funcionales que pueden promover su reactividad sostenida. Por otro lado, múltiples factores 

de riesgo genético para la EA se relacionan con alteraciones funcionales de las células de 

microglía. La respuesta aberrante de la microglía durante la respuesta celular de la EA puede 

contribuir a la patogénesis de esta enfermedad (De Strooper & Karran, 2016).  

Los astrocitos son el tipo de célula glial más abundante en el SNC (del 20% al 40% de todas 

las células gliales). Sus funciones principales son las de servir de soporte a la BHE y controlar 

su permeabilidad, mantener la homeostasis iónica en el SNC, proporcionar nutrientes a las 

neuronas, remodelar las sinapsis, regular el estrés oxidativo, secretar factores de crecimiento 

y reparar el tejido neuronal (Sofroniew, 2020). Los astrocitos desempeñan un papel activo en 

la formación de las sinapsis y en la sincronización e integración de los numerosos procesos 

sinápticos. Responden a la liberación de neurotransmisores y segregan activamente 

gliotransmisores tales como trifosfoato de adenosina (ATP), glutamato y D-serina modulando 
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la actividad neuronal (Allen, 2014). De hecho, los astrocitos participan en la ''sinapsis 

tripartita'', proporcionando un tercer componente al clásico flujo ''bipartito'' entre neuronas pre 

y postsinápticas (Allen, 2014; Gittis & Brasier, 2015). También desempeñan un papel crucial 

durante la respuesta inflamatoria (Colombo & Farina, 2016; Sofroniew, 2020). 

Durante la respuesta inflamatoria en la EA, la presencia de depósitos de Aβ y NFTs promueve 

la astrogliosis reactiva. La astrogliosis reactiva es una respuesta compleja y dinámica al daño 

cerebral (Burda & Sofroniew, 2014) caracterizada por hipertrofia de los astrocitos 

(engrosamiento de los procesos y el soma), su proliferación y el aumento de la expresión de 

los filamentos intermedios tales como la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), la vimentina y la 

nestina. Este es un fenómeno temprano en la EA que aparece con anterioridad a los depósitos 

de Aβ, tanto en los modelos murinos de la EA (Heneka et al., 2005) como en los pacientes 

con EA (Carter et al., 2012). Los astrocitos producen una multitud de señales moleculares que 

pueden influir en muchos tipos diferentes de células neurales y no neurales, incluidas las 

células implicadas en las respuestas inmunitarias innatas, tales como ROS, citoquinas como 

IL1β, IL6, TNFα y quimioquinas como CCL2 (Sofroniew, 2020).  

Estrés oxidativo y disfunción mitocondrial 

El estrés oxidativo está causado por un desequilibrio entre la producción y la acumulación de 

ROS. Aunque actúan como agentes de señalización, en cantidades excesivas actúan como 

agentes citotóxicos debido a su capacidad de oxidar las principales biomoléculas, tales como 

los ácidos nucleicos (DNA y RNA), las proteínas y los lípidos (Misrani et al., 2021). En los 

pacientes con EA, diferentes estudios han descrito la presencia de un desequilibrio oxidativo 

y un aumento de ROS y sus subproductos (revisado en Butterfield & Halliwell, 2019). En 

concreto, la peroxidación lipídica se encuentra incrementada en los pacientes con EA. Los 

niveles de los productos de peroxidación lipídica tales como los aldehídos reactivos se han 

encontrado incrementados el hipocampo, el córtex piriforme y los eritrocitos de pacientes con 

la EA (revisado en Misrani et al., 2021).  

Por otro lado, el estrés oxidativo contribuye a la disfunción mitocondrial (Swerdlow, 2011). 

Diversos estudios han documentado la disfunción mitocondrial a través del procesamiento 

anormal de ROS como un factor esencial en la patogénesis de la EA (revisado en Tobore, 

2019), contribuyendo a las primeras etapas de la enfermedad y de los primeros síntomas 

clínicos. La disfunción mitocondrial presente en los pacientes con la EA incluye alteraciones 

en la biogénesis, los procesos de fisión y fusión mitocondrial, el transporte mitocondrial y la 

mitofagia (revisado en Misrani et al., 2021).  

 

Hipótesis de la cascada mitocondrial 

La hipótesis de la cascada mitocondrial fue propuesta por primera vez en el año 2004 por 

Swerdlow y Khan (Swerdlow et al., 2014; Swerdlow & Khan, 2004). Según esta hipótesis la 

pérdida de la función mitocondrial asociada a la edad y factores genéticos y ambientales 

afectan a la expresión y el procesamiento de APP iniciando la acumulación de Aβ, y 

promoviendo el desarrollo de la EA. 
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Disfunción del metabolismo de la glucosa 

Los pacientes con DCL y con la EA presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa, 

principal fuente de energía del SNC (revisado en Butterfield & Halliwell, 2019). Diversos 

estudios identifican que el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial constituyen las 

principales causas de las alteraciones en el metabolismo de la glucosa (revisado en Butterfield 

& Halliwell, 2019). Por otro lado, la utilización celular de la glucosa está mediada por la 

señalización de la insulina, y los pacientes con DCL y EA presentan resistencia a la insulina 

(Arnold et al., 2018). De hecho, la diabetes tipo 2 (DMT2), uno de cuyos componentes clave 

es la resistencia a la insulina, es un importante factor de riesgo para el desarrollo de la EA 

(Arnold et al., 2018). Por este motivo, algunos autores han designado la EA como diabetes de 

tipo 3 (Kroner, 2009).  

Las alteraciones del metabolismo de la glucosa están implicadas en la neurodegeneración 

mediada principalmente a través del aumento del ATP extracelular. El déficit energético celular 

altera la capacidad del retículo endoplásmico de evitar la agregación proteica, a través de la 

ubiquitinización y degradación proteica, promoviendo los depósitos de Aβ y tau. De este modo, 

el metabolismo de la glucosa es un mediador clave que promueve una disfunción metabólica, 

conduciendo a la agregación proteica, y, en consecuencia, la neurodegeneración (revisado 

en González et al., 2022).  

Infección y alteración de la microbiota intestinal 

Diferentes estudios han demostrado la presencia de diferentes componentes infecciosos tales 

como bacterias, hongos, protozoos y virus en muestras de pacientes con EA, así como una 

fuerte asociación positiva entre la infección y la EA (revisado en Ashraf et al., 2019). Los 

principales patógenos incluyen bacterias tales como Chlamydophila pneumoniae, Borrelia 

burgdorferi, Treponema pallidum, Helycobacter pylori; virus, principalmente el virus del herpes 

simple tipo 1 (VHS-1) y hongos tales como Alternaria, Botrytis, Candida, Cladosporium y 

Malassezia (revisado en Ashraf et al., 2019). 

Por otro lado, varios estudios han establecido una correlación positiva entre la EA y las 

alteraciones en la microbiota intestinal (revisado en Kowalski & Mulak, 2019). Existe una 

comunicación bidireccional entre el SNC y el intestino a través del eje intestino-cerebro, de 

modo que los agentes citotóxicos producidos como consecuencia de la alteración de la 

microflora intestinal pueden atravesar la BHE y depositarse en el SNC, provocando la 

generación de ROS, neuroinflamación y neurodegeneración (MahmoudianDehkordi et al., 

2019). Por otra parte, la disbiosis del microbioma intestinal provoca inflamación sistémica, 

neuroinflamación y resistencia a la insulina, que contribuyen a la patogénesis de la EA (Zhang 

et al., 2018). Estudios recientes donde se comparó la composición de la microbiota intestinal 

de pacientes con EA y controles sanos, se detectó una menor abundancia de Firmicutes y 

Bifidobacterium, y una mayor abundancia de Bacteroidetes en los pacientes con EA en 

comparación con los controles sanos (Vogt et al., 2017). Además, la abundancia bacteriana 

relativa se correlacionó con el aumento de Aβ y tau en el LCR de pacientes con la EA (Vogt 

et al., 2017). 
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Hipótesis infecciosa 

La hipótesis infecciosa de la EA considera que esta enfermedad es causada o exacerbada 

por infecciones o microbios comensales, siendo responsables de la activación de la respuesta 

inflamatoria y la agregación de Aβ y tau. Esta hipótesis se basa en la función del Aβ como 

péptido antimicrobiano y se sustenta en la presencia de ciertos agentes infecciosos en el SNC 

de pacientes con la EA, así como en las alteraciones de la microbiota intestinal en estos 

pacientes  (Seaks & Wilcock, 2020; Vojtechova et al., 2022; Whitson et al., 2022).  

 

Alteraciones neurovasculares 

La presencia de alteraciones neurovasculares constituye otra de las características 

fisiopatológicas presentes en los pacientes con la EA (Zlokovic, 2011). Los ratones que 

expresan el principal factor de riesgo genético de la EA, la APOE ε4 humana, presentan 

alteraciones en la BHE que también se observa en humanos portadores de APOE ε4 (Bell et 

al., 2012). Por otro lado, la degeneración de pericitos o células musculares lisas vasculares 

bajo estrés hipóxico conducen a la neurodegeneración y a problemas en la eliminación de Aβ 

(Winkler et al., 2014), lo que sugiere que la aterosclerosis y la hipoperfusión del cerebro 

podrían ser una causa previa en un subgrupo de pacientes con EA. Además, los factores de 

riesgo genéticos de la EA tales como APOE ε4, proteína de ensamblaje de clatrina de unión 

a fosfatidilinositol (PICALM) y la apolipoproteína J (APOJ) afectan a la capacidad de 

aclaramiento de Aβ en humanos (Verghese et al., 2013; Zhao et al., 2015), debido a 

alteraciones en el flujo de la circulación perivascular y del sistema linfático del cerebro 

(Tarasoff-Conway et al., 2015). 

 

Hipótesis vascular  

La hipótesis vascular propone que el daño vascular inicial juega un papel clave en el desarrollo 

de la EA (Scheffer et al., 2021). Los factores de riesgo vasculares, tales como la hipertensión 

y la diabetes causan hipoperfusión cerebral crónica (HCC), isquemia y/o hipoxia, promoviendo 

el estrés oxidativo y neuroinflamación, que de forma crónica favorecen la deposición de Aβ y 

tau. Además, la ruptura de la integridad de la unidad neurovascular da lugar a la acumulación 

cerebral de proteínas séricas neurotóxicas, inflamación y disfunción vascular y sináptica que 

contribuyen a defectos en el metabolismo y la eliminación de Aβ y tau (Zlokovic, 2011). A su 

vez, Aβ y tau se depositan en los vasos sanguíneos y en el espacio perivascular (Merlini, 

2017), conduciendo a cambios morfológicos y a la disfunción vascular (Greenberg et al., 

2004). De este modo, la coexistencia de la EA y la patología vascular aumenta 

considerablemente el riesgo de demencia (Attems & Jellinger, 2014). 

 

Disfunción sináptica 

La disfunción y pérdida sináptica constituye otra de las características fisiopatológicas de la 

EA (revisado en Arendt, 2009; Tzioras et al., 2023). La pérdida sináptica está estrechamente 

relacionada con el deterioro cognitivo tanto en humanos como en modelos animales de EA 

(revisado en Tzioras et al., 2023). Diversos estudios demuestran que el deterioro cognitivo 
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presente en los pacientes con EA se correlaciona mejor con las alteraciones sinápticas que 

con el número de placas amiloides y NFTs, el grado de pérdida neuronal o la reactividad glial 

(Masliah, 1995; Terry et al., 1991). Además, diferentes líneas de evidencia sitúan las 

alteraciones de la función sináptica y su degeneración en las fases más tempranas de la EA, 

antes de la acumulación de agregados de Aβ y tau y de la pérdida neuronal (Lleó et al., 2019; 

Masliah et al., 2001; Selkoe, 2002). La evidencia científica sitúa a las formas solubles de Aβ 

y tau como los principales agentes tóxicos responsables de las alteraciones sinápticas 

presentes en los pacientes con EA (revisado en Arendt, 2009; Tzioras et al., 2023). Por otro 

lado, el fenotipo alterado en las células gliales podría estar también implicado en la pérdida 

sináptica como consecuencia de una fagocitosis excesiva de las mismas (revisado en Tzioras 

et al., 2023).  

Las anomalías sinápticas pueden alterar el equilibrio entre excitación e inhibición en circuitos 

vulnerables a la patología de la EA dando lugar a la hiperexcitabilidad y crisis epilépticas y al 

deterioro cognitivo presente en estos pacientes (Bi et al., 2020; Scaduto et al., 2022). Los 

estudios realizados por Palop y Mucke demostraron cómo el estrés provocado por los 

oligómeros de Aβ es en parte responsable de la hiperexcitabilidad neuronal (Palop & Mucke, 

2010). Mientras que, el aumento de la actividad neuronal puede incrementar la producción de 

Aβ y tau acelerando así la progresión de la patología (Cirrito et al., 2005; Yamada et al., 2014), 

convirtiéndose en un círculo vicioso.  

Neurodegeneración y atrofia cerebral 

Otras de las principales características fisiopatológicas de la EA son la presencia de 

neurodegeneración y atrofia celular. Las principales regiones que sufren pérdida neuronal en 

la EA son: el hipocampo, la corteza entorrinal, el núcleo basal de Meynert (NbM) y el locus 

coeruleus (LC) (Arendt et al., 2015). Además, también se ha descrito daño neuronal en otras 

regiones cerebrales tales como la amígdala, la sustancia negra (SN), el bulbo olfatorio anterior 

y los núcleos del rafe.  Hasta la fecha, se creía que la corteza transentorrinal y entorrinal eran 

las primeras áreas en sufrir neurodegeneración y desde donde la patología se extendía hacía 

otras áreas cerebrales. Sin embargo, este concepto ha sido cuestionado recientemente 

sugiriendo un posible origen de la neurodegeneración en los núcleos subcorticales no 

talámicos que dan lugar a inervación cortical, como NbM y el LC (revisado en Arendt et al., 

2015).  

El NbM es la principal fuente de neuronas colinérgicas que inervan la corteza cerebral. La 

pérdida neuronal de este núcleo parece afectar a la concentración del neurotransmisor 

acetilcolina (ACh). Las funciones del sistema colinérgico incluyen la atención, el aprendizaje, 

la memoria, la respuesta al estrés, el ciclo vigilia/sueño y la información sensorial. Estas tareas 

se ven afectadas en la EA, en parte, debido a la alteración colinérgica (Zarow et al., 2003). En 

la EA, el transporte de colina, la liberación de ACh y la expresión de los receptores nicotínicos 

y muscarínicos se encuentran alterados. El déficit de inervación colinérgica podría estar 

causado por la presencia de NFTs (Mesulam, 2013), y por agregados de Aβ (Beach et al., 

2000; Potter et al., 2011) en el NbM.  Mientras que la deficiencia de ACh se correlaciona con 

los acúmulos de Aβ, la hiperfosforilación de tau y la disfunción cognitiva en la EA (Ferreira-

Vieira et al., 2016). De este modo, la alteración del sistema colinérgico parece ser clave en la 

patología de la EA. 
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Hipótesis colinérgica 

La hipótesis colinérgica se describió por primera vez hace más de 20 años y sugiere que una 

disfunción de las neuronas colinérgicas contribuye sustancialmente al deterioro cognitivo 

observado en las personas de edad avanzada y en la EA (Francis et al., 1999). Esta premisa 

ha servido de base para el desarrollo de fármacos para la EA hasta la fecha (Ferreira-Vieira 

et al., 2016). Sin embargo, estudios recientes no han reportado cambios o incluso incrementos 

en la actividad de la colina acetiltransferasa y/o la acetilcolinesterasa en cerebros de pacientes 

con EA en fases iniciales, lo que ha llevado a cuestionar la validez de la hipótesis, así como 

la justificación del uso de colinomiméticos para tratar el trastorno, sobre todo en las fases 

iniciales (revisado en Terry & Buccafusco, 2003). 

 

Por otro lado, desde los años 80 la evidencia anatómica de la reducción de las neuronas del 

LC en los pacientes con EA se ha asociado con una alteración de los niveles de noradrenalina 

(NA), lo que parece contribuir a la fisiopatología de la EA (revisado en Beardmore et al., 2021). 

Sin embargo, la neurodegeneración del LC ha sido un rasgo característico de la EA 

infravalorado. Hoy en día, la comprensión de la degeneración del LC se está volviendo crucial 

a medida que aumentan las evidencias que relacionan la degeneración noradrenérgica con la 

EA como profundizaremos en el apartado 3.4.  

 

Hipótesis noradrenérgica 

En 1987 se relacionó por primera vez la hipótesis noradrenérgica con la EA (Bondareff et al., 

1987). Según esta hipótesis la degeneración del LC exacerba la respuesta inflamatoria que 

provoca la liberación de citoquinas y activación glial e induce la acumulación de Aβ y tau (Ross 

et al., 2015). Esta hipótesis no sería excluyente sino complementaria a las hipótesis 

mencionadas con anterioridad. La disfunción del sistema noradrenérgico representaría un 

papel central, contribuyendo a la neuroinflamación crónica y a la respuesta celular aberrante 

y pérdida de homeostasia cerebral, promoviendo la progresión hacia la EA. 

 

Por otro lado, la atrofia cerebral, disminución del peso y volumen cerebral, ocurre como 

consecuencia de la esta pérdida celular, y se acompaña de un ensanchamiento de los surcos, 

la reducción de los giros y el agrandamiento de los ventrículos. Las regiones cerebrales 

mayormente afectadas en la EA son: el neocórtex, el hipocampo y el sistema límbico (revisado 

en Pini et al., 2016). Recientemente, los estudios neuropatológicos y de neuroimagen han 

identificado sistemáticamente 4 subtipos de EA basados en la atrofia cerebral regional y la 

distribución de la patología de tau: la EA típica, la EA con predominio límbico, la EA con 

preservación del hipocampo y la EA de atrofia mínima (Figura 10) (Ferreira et al., 2020).  
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Figura 10. Subtipos de la enfermedad de Alzheimer (EA). Figura adaptada (Ferreira et al., 2020). LCR: 
líquido cefalorraquídeo. 

 

 

3.1.8 Diagnóstico y tratamiento  

Diagnóstico y biomarcadores 

En el año 1984, el National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-

Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS–ADRDA) definió los 

criterios para el diagnóstico clínico de la EA (McKhann et al., 1984). En los criterios NINCDS–

ADRDA el diagnóstico de la EA se limitaba a un diagnóstico clínico donde se evaluaba el 

estadio de demencia. Definen la EA como un síndrome clínico caracterizado por un deterioro 

cognitivo progresivo sustancial, que afecta a varios dominios, o síntomas neuroconductuales 

lo suficientemente graves como para interferir en las actividades de la vida cotidiana, 

conllevando la pérdida de la independencia del individuo. El diagnóstico definitivo de EA tan 

solo se establecía tras la confirmación histopatológica post mortem del diagnóstico clínico.  

Desde la publicación de los criterios NINCDS-ADRDA, se han realizado grandes progresos 

en la identificación de los cambios estructurales y moleculares asociados a la EA en el 

cerebro, así como sus huellas bioquímicas. Grupos pertenecientes al National Institute on 

Aging y la Alzheimer’s Association revisaron los criterios de la NINCDS–ADRDA con el fin de 

incluir biomarcadores biológicos en el diagnóstico de la EA (Dubois et al., 2010; Dubois et al., 

2007; McKhann et al., 2011).  
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En la actualidad, el diagnóstico de la EA depende principalmente de la determinación de 

biomarcadores biológicos a través del uso de la tomografía por emisión de positrones (PET) 

de moléculas trazadoras y del análisis de las proteínas del LCR (Scheltens et al., 2021). Jack 

y colaboradores agruparon los biomarcadores en: A (Aβ), T (tau fosforilada) y N 

(neurodegeneración), conocido como el marco ATN (Jack et al., 2018). Los biomarcadores A 

constituyen la unión del ligando PET de amiloide cortical o unos niveles bajos de Aβ42 en el 

LCR. Los biomarcadores T constituyen la elevación de tau fosforilada en LCR y la unión del 

ligando PET de tau cortical. Finalmente, los biomarcadores N incluyen los niveles de tau total 

en el LCR, el hipometabolismo cerebral medido mediante PET con 18F-fluorodeoxiglucosa 

(FDG-PET) y la atrofia cerebral medida mediante resonancia magnética (RM) (revisado en 

Jack et al., 2018). 

Tratamientos no farmacológicos 

Los cambios en el estilo de vida pueden reducir hasta un 40% el desarrollo de la EA. Hasta la 

fecha se han completado tres grandes ensayos de intervención multidominio en los estilos de 

vida de pacientes con EA (FINGER, MAPT y PreDIVA) (Kivipelto et al., 2018). El estudio 

finlandés de intervención geriátrica para prevenir el deterioro cognitivo y la discapacidad, 

conocido como modelo FINGER, combinó nutrición, ejercicio físico, entrenamiento cognitivo 

y actividades sociales, así como la gestión del riesgo vascular y metabólico. Este ensayo 

mostró beneficios sobre la cognición, incluso en personas con susceptibilidad genética a la 

EA (Ngandu et al., 2015). En el año 2019, la OMS publicó las primeras directrices para la 

reducción del riesgo de deterioro cognitivo y demencia (Risk Reduction of Cognitive Decline 

and Dementia: WHO Guidelines, "WHO Guidelines Approved by the Guidelines Review 

Committee," 2019). En 2020, más de 25 países se unieron a la red mundial FINGERS, cuyo 

objetivo es adaptar, probar y optimizar el modelo FINGER en distintas zonas geográficas 

(revisado en Scheltens et al., 2021). 

Tratamientos farmacológicos 

En la actualidad, la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) 

ha aprobado seis fármacos para el tratamiento de la EA (Tabla 1). Cinco de estos fármacos, 

a saber, donepezilo, rivastigmina, galantamina, memantina y memantina combinada con 

donepezilo, tratan temporalmente los síntomas de la EA, pero no modifican los cambios 

cerebrales subyacentes de la enfermedad ni el curso de esta. El sexto fármaco, el 

aducanumab, fue aprobado por la FDA en junio de 2021 y es el primer medicamento aprobado 

cuyo mecanismo de acción aborda la fisiopatología subyacente de la EA en lugar de los 

síntomas.  
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Tabla 1. Fármacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 

Fármaco Mecanismo de acción Efecto 

Donecepilo 
Inhibidor de la colinesterasa Aumento de la acetilcolina 

Rivastigmina 
Inhibidor de la colinesterasa Aumento de la acetilcolina 

Galantamina 
Inhibidor de la colinesterasa Aumento de la acetilcolina 

Memantina 
Agonista no competitivo de 

los NMDAR 
Disminución de las acciones 

del glutamato 

Memantina + Donecepilo 
Inhibidor de la colinesterasa 
+ Agonista no competitivo 

de los NMDAR 

Aumento de la acetilcolina + 
disminución de las acciones 

del glutamato 

Aducanumab 
Anticuerpo monoclonal anti-

amiloide 
Disminución de los 

depósitos de amiloide 

 

 

El aducanumab actúa reduciendo las placas de Aβ en el SNC, pero no constituye una cura 

para la EA, ni es adecuado para todos los pacientes. El fármaco se estudió en personas con 

DCL o demencia leve debida a la EA con acumulación de Aβ en el SNC. A diferencia de los 

otros fármacos aprobados, el aducanumab se asocia con un mayor riesgo de sufrir afecciones 

graves tales como edemas y hemorragias, que puede ser un indicador de neuroinflamación, 

por lo que presenta unos mayores efectos secundarios. Por otro lado, es importante señalar 

que el aducanumab se aprobó mediante un proceso denominado vía de aprobación 

acelerada, que se emplea en fármacos destinados a tratar patologías graves para las que no 

existe tratamiento. Esta vía exige que se verifique el beneficio clínico del medicamento en un 

ensayo posterior a la aprobación, por lo que el beneficio clínico del aducanumab todavía no 

está del todo descrito. Por ello, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) no ha admitido 

todavía este fármaco en Europa.  

Ensayos clínicos 

En el año 2022, se registraron 143 compuestos clínicos en 172 ensayos clínicos para la EA 

(registrados en clinicaltrials.gov a fecha de 25 de junio de 2022). La Figura 11 agrupa los 

compuestos clínicos según su acción (potenciadores cognitivos, tratamiento de los síntomas 

neuropsiquiátricos o modificadores de la enfermedad), fase del ensayo clínico y mecanismo 

de acción. Del total de los compuestos en ensayos clínicos, 31 fármacos se encuentran en 47 

ensayos clínicos de fase 3, 82 fármacos en 94 ensayos clínicos de fase 2 y 30 fármacos en 

31 ensayos clínicos de fase 1 (revisado en Cummings et al., 2022). Los compuestos 

modificadores la enfermedad actúan sobre la fisiopatología de la EA tratando de ofrecer un 

efecto neuroprotector y constituyen el 68% del total de los fármacos en fase clínica 3. Dentro 

de estos, el 29% actúan sobre Aβ, el 19% sobre la plasticidad sináptica/neuroprotección, el 

14% sobre el estrés oxidativo y otro 14% sobre el metabolismo/bioenergética. El resto de los 

mecanismos de acción, tales como inflamación/inmunidad, tau, vasculatura, eje intestino-
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cerebro y la proteostasis/proteinopatías constituyen un 5% cada uno del total de los fármacos 

en fase 3 (Figura 12).  

 

 

Figura 11. Compuestos en ensayos clínicos para la enfermedad de Alzheimer (registrados en 
clinicaltrials.gov a fecha de 25 de junio de 2022). Figura adaptada de (Cummings et al., 2022). El 
nombre de los compuestos aparece en lengua inglesa.   
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Figura 12. Mecanismos de acción de los compuestos clínicos en fase 3 para el tratamiento de la EA. 
Figura adaptada de (Cummings et al., 2022).  

 

 

Debido a la neurodegeneración temprana del LC, principal fuente de noradrenalina (NA) en el 

SNC, que tiene lugar en la EA, se han empezado a considerar como agentes clínicos fármacos 

que actúan sobre el sistema noradrenérgico (véase apartado 3.4). Estos fármacos se utilizan 

para el tratamiento de otras enfermedades mentales y pueden actuar como potenciadores 

cognitivos, tratar algunos de los síntomas neuropsiquiátricos y, además, podrían actuar como 

modificadores de la enfermedad como consecuencia de los efectos de la NA en el SNC 

(revisado en David & Malhotra, 2022)
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3.2 NORADRENALINA 

La noradrenalina (NA), también conocida como norepinefrina (NE), es una molécula 

endógena perteneciente al grupo de las catecolaminas junto con la adrenalina y la dopamina. 

Su estructura química consiste en un benceno con dos hidroxilos (que forman un grupo 

catecol) y una amina en la cadena lateral (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Estructura química de la noradrenalina (NA). 

 

 

3.2.1 Historia 

Fue el fisiólogo y farmacólogo sueco Ulf Svante von Euler quién demostró en el año 1945 que 

el neurotransmisor llamado hasta entonces "simpatina" era un derivado no metilado de la 

adrenalina (V. Euler, 1945). Tras su descubrimiento, Ulf von Euler centró el resto de sus años 

en el estudio de esta molécula.  Estudió su papel como neurotransmisor (Von Euler, 1946), su 

almacenamiento en las vesículas sinápticas de las terminales nerviosas, su distribución, su 

excreción y su concentración en condiciones fisiológicas y patológicas. En 1948 fue capaz de 

aislarla (Von Euler, 1948) y tres años más tarde, en 1951, describió el sistema noradrenérgico 

(Von Euler, 1951). Publicó que la NA es liberada por los nervios simpáticos inervando 

diferentes tejidos y el cerebro, siendo el principal mediador nervioso adrenérgico en los 

mamíferos (Von Euler, 1951). En 1954, se encontró NA en el SNC (Vogt, 1954) y las 

investigaciones sobre el papel de este neurotransmisor continúan en la actualidad. 

 

3.2.2 Sistema Noradrenérgico 

La NA puede ser liberada tanto a nivel periférico, donde actúa como una hormona, como a 

nivel central, actuando como un neurotransmisor y neuromodulador del SNC. Es por ello, por 

lo que la NA juega un papel muy importante en el mantenimiento de múltiples funciones en el 

organismo (véase apartado 3.2.3).  

Sistema noradrenérgico periférico 

El sistema nervioso simpático (SNS) y las células cromafines neuroendocrinas, situadas en la 

médula adrenal o suprarrenal, son los principales responsables de la síntesis y liberación de 

la NA y otras catecolaminas a la circulación sanguínea, actuando como hormonas (Figura 14). 
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Además, ciertas células del sistema inmune también presentan la capacidad de sintetizar y 

liberar NA (Scanzano & Cosentino, 2015). 

Las glándulas suprarrenales están situadas encima de cada riñón, y presentan dos áreas 

especializadas: la corteza suprarrenal es la responsable de la síntesis de mineralocorticoides, 

glucocorticoides y andrógenos; mientras que la médula suprarrenal, perteneciente al sistema 

nervioso autónomo (SNA), conforma la parte interna de estas glándulas y es responsable de 

la liberación de adrenalina (80%), NA (20%) y dopamina (<1%). El SNS, a través de las fibras 

preganglionares, estimula las células cromafines de la médula suprarrenal induciendo la 

liberación de NA.  

 

 

Figura 14. Sistema noradrenérgico periférico. El sistema nervioso simpático sintetiza y libera la NA a 
través de las fibras postganglionares y de la médula adrenal o suprarrenal. La NA actúa como hormona 
actuando sobre diversos órganos efectores.  

 

 

Sistema noradrenérgico central 

El sistema noradrenérgico central está compuesto por varios cuerpos celulares pequeños que 

se encuentran en el tronco cerebral y por proyecciones neuronales en todo el SNC. Las 

neuronas noradrenérgicas están organizadas en el SNC en siete grupos celulares etiquetados 

de A1 a A7. Los grupos A1, A2, A3, A5 y A7 conforman los grupos medulares y pontinos 

(Dahlström & Fuxe, 1964), mientras que el grupo A6 representa el Locus Coeruleus (LC), 

situado en la protuberancia rostral bajo el cuarto ventrículo.  

El LC es el principal núcleo noradrenérgico, ya que contiene casi el 50% de las neuronas 

noradrenérgicas. El nombre LC significa mancha azul en latín debido a su aspecto azulado, 

por lo que puede verse sin necesidad de una tinción específica. Este color se debe a la 

acumulación de neuromelanina (NM) en los cuerpos de las células nerviosas noradrenérgicas. 

Dentro del LC se distinguen dos tipos celulares: células multipolares grandes en el LC ventral, 

y células fusiformes más pequeñas en el LC dorsal. La localización de las neuronas dentro 

del LC varía en función de hacia dónde se extienden sus proyecciones (Loughlin et al., 1986). 
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Las proyecciones eferentes del sistema noradrenérgico se dividen en dos grupos: 

- La vía noradrenérgica dorsal. Las neuronas del LC inervan principalmente el hipotálamo, el 

septo, varios núcleos del cerebro medio, el tálamo, el hipotálamo, la amígdala, el hipocampo 

y el neocórtex. El LC también se proyecta al cerebelo y a algunos núcleos del tronco cerebral 

y de la médula espinal. La mayor densidad de terminales nerviosas noradrenérgicas se da en 

la corteza cerebral, concretamente en el neocórtex, donde los axones noradrenérgicos se 

distribuyen por todas las regiones y capas (Figura 15).  

 

 

Figura 15. Proyecciones de la vía noradrenérgica dorsal.  

 

 

- La vía noradrenérgica ventral. Las proyecciones axonales noradrenérgicas de esta vía se 

originan en los grupos medulares (A1 y A2), y pontinos (A5 y A7). Estas neuronas inervan el 

cerebro medio, en particular el hipotálamo y la amígdala, el hipocampo y el neocórtex. Las 

fibras descendientes llegan a los centros medulares y a varios núcleos de la médula espinal. 

Las proyecciones aferentes del LC provienen de diferentes localizaciones, recibiendo 

diferentes tipos de información (Uematsu et al., 2015). El LC recibe información visceral y 

simpática, información emocional, homeostática y cognitiva, e información neuromoduladora 

(Figura 16).  
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Figura 16. Proyecciones aferentes del Locus coeruleus (LC) en el cerebro de ratón. Figura adaptada 
de (Uematsu et al., 2015). BNST: núcleo del lecho de la estría terminal, CPF: corteza prefrontal, DR: 
Núcleo dorsal del Rafe, Gi: Núcleo gigantocelular, NST: Núcleo del tracto solitario, PAG: Sustancia gris 
periacueductal, PGi: Núcleo paragigantocelular, VN: Núcleo vestibular.  

 

 

Biosíntesis de la noradrenalina  

Los neurotransmisores pertenecientes al grupo de las catecolaminas derivan del aminoácido 

L-tirosina. La L-tirosina es transportada a través de la BHE por el transportador de 

aminoácidos neutros (LAT) al espacio extracelular del SNC. A continuación, este aminoácido 

es captado por las células que necesitan sintetizar NA mediante un transportador de tirosina 

especializado en el citosol. En primer lugar, la L-tirosina se transforma en ácido L-

dihidroxifenilacético (L-DOPA) mediante la tirosina hidroxilasa (TH). La TH es una enzima 

citosólica cuya actividad es inhibida por una concentración excesiva de catecolaminas, de 

modo que es la etapa limitante de la reacción (Daubner et al., 2011). En segundo lugar, la L-

DOPA se descarboxila en dopamina (DA) a través de la dopamina descarboxilasa (DC). Una 

vez sintetizada la DA en el citosol, es transportada a las vesículas sinápticas de los terminales 

nerviosos a través del transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2), un transportador 

específico de aminas (Eiden et al., 2004). Las neuronas noradrenérgicas expresan la enzima 

dopamina β-hidroxilasa (DBH), que hidroxila la DA formando la NA dentro de las vesículas 

secretoras que se encuentran unidas a la membrana (Goldstein et al., 1972). La NA puede 

transformarse en su forma metilada, la adrenalina, a través de la acción de la feniletanolamina 

N-metiltransferasa. Esta enzima se encuentra principalmente en las neuronas adrenérgicas 

de la médula suprarrenal (Goldstein et al., 1972). Sin embargo, en el SNC sólo se encuentra 

en grupos muy pequeños de células, por lo que la adrenalina es poco abundante (Kitahama 

et al., 1985). En la Figura 17 se resume la ruta de biosíntesis de la NA. 
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Figura 17. Biosíntesis de la noradrenalina (NA). 

 

 

Liberación de la noradrenalina  

Las neuronas noradrenérgicas presentan dos modos de liberación de la NA. Esta puede 

liberarse en la hendidura sináptica actuando como neurotransmisor o de manera 

extrasináptica a través de las varicosidades, actuando como neuromodulador (Figura 18). 

Estas varicosidades son ampliaciones en el extremo de las fibras nerviosas que funcionan 

como terminales presinápticas (Geffen & Livett, 1971). La liberación de la NA a través de las 

varicosidades permite su liberación al espacio extracelular difundiéndose a los receptores 

cercanos. Este proceso de transmisión por volumen permite la activación de los receptores 

en un campo amplio, promoviendo respuestas coordinadas de muchas células dentro de una 
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zona de difusión determinada (Agnati et al., 1995). La liberación extrasináptica de la NA media 

efectos paracrinos en neuronas, células gliales (microglía, astrocitos y oligodendrocitos) y 

microvasculatura cerebral, controlando de este modo el comportamiento de estas células. 

Como resultado, la señalización noradrenérgica actúa como un regulador global de la 

actividad cerebral (O'Donnell et al., 2012).   

 

 

Figura 18. Modos de liberación de la noradrenalina en el sistema nervioso central (SNC).  

 

 

Por otro lado, las neuronas noradrenérgicas pueden liberar cotransmisores que modulan las 

acciones de la NA, tales como ATP, el neuropéptido Y, el glutamato, la encefalina y la galanina 

(Svensson et al., 2018).  
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Receptores Adrenérgicos 

Una vez liberada, la NA ejerce sus acciones a través de la unión a sus receptores adrenérgicos 

o adrenoreceptores. Los receptores adrenérgicos son proteínas con siete dominios 

transmembrana α-helicoidales, un extremo N extracelular y un extremo C intracelular, 

pertenecientes a la familia de los GPCRs (Strosberg, 1993). Existen tres tipos principales de 

receptores adrenérgicos: α1, α2 y β. A su vez, los receptores α1 adrenérgicos incluyen los 

subtipos α1A, α1B y α1D, los receptores α2 adrenérgicos comprenden los subtipos α2A, α2B 

y α2C. Finalmente, los receptores β adrenérgicos constan de los subtipos β1, β2 y β3.  

Los receptores α1 adrenérgicos, se encuentran generalmente acoplados a la proteína Gq. De 

modo que, la activación de este tipo de receptor conduce a la activación de la fosfolipasa C 

(PLC), que cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), aumentando la 

formación de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Como resultado, se 

movilizan las reservas intracelulares de Ca+2, lo que conduce a la activación de la proteína 

quinasa C (PKC). La PKC participa en una amplia variedad de cascadas de transducción de 

señales intracelulares a través de la fosforilación de diferentes proteínas. La estimulación de 

los receptores α1 adrenérgicos conduce a una respuesta excitatoria postsináptica.  

Los receptores α2 adrenérgicos activan las proteínas Gi/o que inhiben la adenilato ciclasa 

(AC) y estimulan la fosfolipasa A2, disminuyendo el AMPc (monofosfato de adenosina cíclico) 

y activando los canales iónicos de K+. La entrada de K+ al interior celular lleva a una 

despolarización de la membrana y a la inhibición del potencial de acción en la neurona 

postsináptica. Además, los receptores α2 adrenérgicos también se localizan a nivel 

presináptico donde inhiben la liberación de la NA debido a la disminución de los niveles de 

Ca+2 intracelular, y son responsables de modular la recaptación de la NA desde la hendidura 

sináptica.  

Los receptores β adrenérgicos, estimulan a las proteínas Gs que activan la AC, generando 

AMPc como segundo mensajero, lo que activa la proteína quinasa A (PKA). La PKA está 

implicada en la activación de diferentes rutas celulares a través de la fosforilación de 

proteínas. Una de las más relevantes es la proteína de unión al elemento de respuesta al 

AMPc (CREB). La PKA fosforila la CREB a dando lugar a su forma activa, p-CREB, la cual se 

traslada al núcleo, donde regula los genes relacionados con el crecimiento, la supervivencia, 

la plasticidad sináptica y la neuroprotección. La PKA también fosforila a diferentes enzimas 

que juegan un papel importante en el metabolismo celular, como la acetil-CoA carboxilasa, la 

glucógeno fosforilasa (inhibiendo la glucogenolisis) y la glucógeno sintasa (inhibiendo la 

glucogénesis), entre otras proteínas. 

En la Figura 19 se resumen las vías de señalización de los receptores adrenérgicos.  
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Figura 19. Vías de señalización de los receptores adrenérgicos. α1-RA: receptores α1 adrenérgicos, 
α1-RA: receptores α1 adrenérgicos, β-RA: receptores β adrenérgicos.  

 

 

En el SNC, los receptores α1 y β adrenérgicos se localizan principalmente a nivel 

postsináptico, donde generalmente ejercen una acción excitadora, mientras que los 

receptores α2 adrenérgicos existen tanto pre como postsinápticos, donde comúnmente tienen 

efectos inhibitorios. Estos receptores también son expresados en el SNC por células no-

neuronales tales como células gliales y las células endoteliales en los vasos sanguíneos. Por 

otro lado, los receptores adrenérgicos tienen diferentes afinidades por la NA, siendo esta de 

mayor a menor: α2 (∼50 nM), α1 (∼300 nM), y β1-3 (∼800 nM), lo que sugiere que las células 

muestran diferentes respuestas dependiendo de la concentración local de NA a la que están 

expuestas, en combinación con los receptores adrenérgicos expresados (Atzori et al., 2016; 

Ramos & Arnsten, 2007). 

Degradación y recaptación de la noradrenalina 

Una vez la NA ha sido liberada y ha ejercido su acción tras la unión a sus receptores, la 

degradación y la recaptación de NA son indispensables para la finalización de la señal (Figura 

20).  

La degradación está regulada por las enzimas monoamino oxidasas (MAO), localizadas en la 

membrana interior de las mitocondrias localizadas en los terminales nerviosos simpáticos, y 

la catecol-O-metiltransferasa (COMT), ampliamente presente en los tejidos, las células gliales 

y las neuronas postsinápticas en el SNC. En primer lugar, la NA es transformada en 3,4 

dihidroxifenilglicolaldehído (DOPEGAL) por la acción de la MAO. Posteriormente, la aldehído 
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deshidrogenasa (ALDH) convierte el DOPEGAL en el metabolito ácido 3, 4-dihidroxi-

mandélico (DHMA). El DHMA estimula una aldosa reductasa en las neuronas simpáticas, que 

convierte el DOPEGAL en 3,4 dihidroxifenilglicol (DHPG), siendo este el principal metabolito 

de la NA. A continuación, la COMT transforma el DHPG en 3-metoxi,4-hidroxifenilglicol 

(MHPG) en el tejido extraneuronal, seguido de una oxidación que favorece la formación de 3-

metoxi-4-hidroxifenilglicolaldehído (MOPEGAL), un intermediario de corta duración, por la 

acción de la enzima alcohol deshidrogenasa. Por último, este intermediario es modificado por 

la ALDH en ácido vanililmandélico (VMA) en el hígado, que es el producto final de la 

degradación de la NA. La NA también puede sufrir una vía metabólica de degradación 

alternativa donde es convertida en normetanadrenalina por la COMT, y posteriormente la 

MAO la metaboliza en MOPEGAL (Wehrwein et al., 2016). 

Parte de la NA, en lugar de ser degradada, es recaptada por la neurona presináptica 

principalmente por el transportador de NA (NET). Una vez en el citosol, la NA puede ser 

degradada o almacenada de nuevo a través del transportador VMAT2 localizado en las 

vesículas para estar disponible de nuevo para su liberación (Wehrwein et al., 2016). 

 

 

Figura 20. Síntesis, liberación y recaptación/degradación de la noradrenalina. MAO: 
monoaminooxidasa, NA: noradrenalina, NET: transportador de noradrenalina, α-RA: receptor α 
adrenérgico, β-RA: receptor β adrenérgico.  

 

 

3.2.3 Funciones de la noradrenalina 

El sistema noradrenérgico desempeña diversas funciones tanto a nivel periférico como 

central. Los efectos de la NA dependen del patrón espaciotemporal de su liberación, del tipo 

celular y del receptor adrenérgico activado. 
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Respuesta de “lucha o huida” 

Los desafíos físicos, la excitación emocional, el aumento de la actividad física o los cambios 

en el entorno pueden evocar estrés y la consiguiente liberación de NA. A nivel periférico, estas 

situaciones activan el SNS y la liberación de NA junto con la adrenalina provocando 

alteraciones en la función de diversos órganos y tejidos, tales como la dilatación de las pupilas 

y los bronquiolos, el aumento de la frecuencia cardiaca y la constricción de los vasos 

sanguíneos, el aumento de la secreción de renina por los riñones, la inhibición del 

peristaltismo, la midriasis y cambios metabólicos que aumentan los niveles de glucosa en 

sangre y ácidos grasos libres. Esta respuesta corporal constituye una de sus funciones 

principales y es comúnmente conocida como la respuesta de “lucha o huida” (revisado en 

Tank & Lee Wong, 2015).  

Funciones cognitivas 

A nivel central, la NA liberada actúa como neurotransmisor y como neuromodulador en el SNC 

regulando de múltiples maneras la actividad de las células neuronales y no neuronales 

(revisado en O'Donnell et al., 2012). El sistema noradrenérgico central forma parte de los 

sistemas neuromoduladores del tronco cerebral junto con el sistema dopaminérgico, 

colinérgico y serotoninérgico. Estos actúan modulando y regulando los niveles de actividad de 

otros sistemas del SNC (revisado en Sara & Bouret, 2012).  

Clásicamente, la NA está implicada en la regulación del estado de alerta, manteniendo el 

estado de alerta y promoviendo la vigilia, y controlando el ciclo sueño-vigilia; así como en la 

excitación y facilitación de la detección de señales sensoriales (revisado en Samuels & 

Szabadi, 2008). Sin embargo, otros estudios han demostrado que también puede influir en 

algunas áreas de la cognición y el comportamiento, tales como la atención localizada, la 

consolidación de la memoria, el aprendizaje y la flexibilidad conductual principalmente 

(revisado en Sara & Bouret, 2012).  

Regulación de las células gliales 

A nivel celular, la NA produce efectos tanto en neuronas como en las células gliales. Las 

células gliales expresan los receptores adrenérgicos y la NA modula la actividad metabólica, 

la liberación del glutamato y el K+ y la actividad inflamatoria entre otras, alterando la 

comunicación celular (Figura 21) (O'Donnell et al., 2012).  

Los astrocitos expresan los receptores α1, α2 y β1 adrenérgicos. La acción de la NA sobre la 

captación de glutamato, el metabolismo del glucógeno y la producción de lactato y glutamina 

se encuentra particularmente bien documentada. La NA aumenta los niveles de calcio 

intracelular y la captación de glutamato a través de los receptores α1 adrenérgicos y aumenta 

la producción del glucógeno a través de los receptores α2 adrenérgicos (Hertz et al., 2010). 

Mientras que la acción de la NA a través de los receptores β1 adrenérgicos promueve la 

degradación del glucógeno y el aclaramiento de K+ durante el aumento de la actividad 

neuronal (Hajek et al., 1996; Quach et al., 1988). 

Las células de microglía expresan principalmente los receptores β1 y β2 adrenérgicos. Los 

receptores β2 adrenérgicos se encuentran densamente expresados en las células de 

microglía en comparación con otros tipos celulares del SNC, y la mayoría de los efectos de la 

NA están mediados por la activación de este receptor (Tanaka et al., 2002). La activación de 
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los receptores β2 adrenérgicos promueve la migración de la microglía hacia las zonas de daño 

(Heneka et al., 2010) y la fagocitosis de restos celulares y moléculas nocivas tales como las 

placas de Aβ (Heneka et al., 2010; Kong et al., 2010). Sin embargo, la NA suprime la 

proliferación de la microglía a través de estos receptores (Fujita et al., 1998). 

 

 

Figura 21. Efectos de la noradrenalina sobre las células gliales. α1-RA: receptores α1 adrenérgicos, 
α1-RA: receptores α1 adrenérgicos, β1-RA: receptores β1 adrenérgicos, β2-RA: receptores β2 
adrenérgicos. 

 

 

Función neuroprotectora 

Por otro lado, la NA presenta un importante papel neuroprotector a través de la inducción de 

la producción de factores neurotróficos y la inhibición de la transcripción de genes 

inflamatorios (Figura 22) (Feinstein et al., 2002; Marien et al., 2004).  

La NA aumenta la producción de factores neurotróficos, principalmente el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF) (Zafra et al., 1992), que desempeña un papel importante en la 

supervivencia neuronal, la neuroplasticidad y la neurogénesis (Binder & Scharfman, 2004). La 

NA induce la expresión de BDNF en cultivos de astrocitos a través de la activación de los 

receptores α1, β1 y β2 adrenérgicos (Juric et al., 2008). En cultivos neuronales, la NA induce 

la expresión de BDNF y del factor de crecimiento neuronal (NGF), protegiendo frente a la 

toxicidad de Aβ (Counts & Mufson, 2010). Por otro lado, la NA presenta un efecto 

neuroprotector mediante la disminución de la liberación astroglial de glutamato. Este efecto 

parece estar mediado a través de la activación del receptor β2 adrenérgico y la producción de 

CCL2 (Madrigal et al., 2009). 
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La acción antiinflamatoria de la NA se describió por primera vez cuando se demostró que las 

células gliales expresaban el complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) en 

cultivo y que esta expresión disminuía tras la activación de los receptores β2 adrenérgicos 

tras añadir NA (Frohman et al., 1988). Estudios posteriores describieron otros efectos 

antiinflamatorios de la NA, tales como la inhibición de la expresión de iNOS (Farber et al., 

2005), de citocinas proinflamatorias (Dello Russo et al., 2004; Feinstein et al., 2002), tales 

como IL1β, IL6 y TNFα (Hetier et al., 1991; Liu et al., 2016) y de diferentes quimioquinas, tales 

como CX3CL1, CCL2, CCL7, CCL12 y CXCL16 (Hinojosa et al., 2013). Estas acciones 

antiinflamatorias de la NA parecen estar mediadas a través de los receptores β2 adrenérgicos 

y el aumento de AMPc que inhibe la traslocación al núcleo del factor nuclear κB (NFκB) y del 

aumento de la expresión del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas 

(PPARγ) (Feinstein et al., 2002).  Por otro lado, el propio BDNF actúa sobre el receptor tirosina 

quinasa β (TrKβ) que lleva a la activación de vías de señalización que favorecen una menor 

expresión de moléculas proinflamatorias (Binder & Scharfman, 2004), por lo que la inducción 

de BDNF por la NA podría ser otro de los mecanismos moleculares a través de los cuales 

ejerce su acción antiinflamatoria. Finalmente, parte de los efectos antiinflamatorios de la NA 

podrían ser independientes de su acción sobre los receptores adrenérgicos, pudiendo estar 

mediadas por su acción directa a través del receptor TrKβ (Liu et al., 2015). La NA podría 

incrementar la señalización de TrKβ mediante su fosforilación e incluso actuando directamente 

sobre este receptor como consecuencia de la homología estructural que comparte su anillo 

catecol con alguno de los agonistas de TrKβ. 

 

 

Figura 22. Efectos neuroprotectores de la noradrenalina (NA). 1) La NA actúa reduciendo la expresión 
de moléculas proinflamatorias tales como citoquinas y quimioquinas, así como la síntesis y liberación 
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de óxido nítrico (NO). 2) La NA induce la expresión y síntesis de factores neurotróficos tales como el 
factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento neuronal (NGF). β-RA: 
receptor β adrenérgico. SNC: sistema nervioso central.  

 

 

Estudios in vitro, realizados por el grupo de investigación donde se realizó esta tesis doctoral, 

determinaron que la NA ejerce una acción neuroprotectora contra la excitotoxicidad a través 

de la producción astrocítica de la quimioquina CCL2 (Madrigal et al., 2009). Sin embargo, la 

quimioquina CCL2 parece jugar un papel dual, siendo neuroprotectora a bajas 

concentraciones, pero considerándose un mediador de la inflamación a altas concentraciones 

(Sokolova et al., 2009). Así, el bloqueo de sus acciones, mediante el uso de alteraciones 

genéticas u otros medios, han demostrado reducir el daño neuronal producido por diferentes 

causas (B. D. Semple, T. Kossmann, et al., 2010). Sin embargo, debido a sus efectos 

neuroprotectores, la supresión completa de la actividad de CCL2 puede tener consecuencias 

deletéreas. Esto se debe posiblemente a su relevante papel como mediador de un proceso 

crítico como es la respuesta inmune y también a su implicación otros procesos en distintas 

partes del organismo (Deshmane et al., 2009).  Por tanto, según la información existente, el 

mantenimiento de unas concentraciones de CCL2 adecuadas parece ser necesario para el 

control de una respuesta inflamatoria adecuada y el mantenimiento de la homeostasis tisular. 

En este sentido, estudios in vitro realizados por el grupo de investigación donde se realizó 

esta tesis doctoral determinaron que la NA disminuye la liberación masiva de CCL2 resultante 

de la exposición astroglial a un estímulo proinflamatorio (Hinojosa et al., 2013).
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3.3 QUIMIOQUINAS 

Las quimioquinas son un tipo de citoquinas, concretamente citoquinas quimiotácticas, que 

conforman una familia de pequeñas proteínas (60-100 aminoácidos) de bajo peso molecular 

(8-15 KDa) (Hughes & Nibbs, 2018). La mayoría de las quimioquinas son secretadas y actúan 

principalmente a través de su unión a GPCRs localizados en la superficie de las células diana 

(Hughes & Nibbs, 2018). Muchas de las quimioquinas se unen a más de un receptor, 

normalmente compartido por diferentes quimioquinas. La activación de estos receptores 

provoca el movimiento de las células hacia las zonas donde se acumulan sus ligandos, 

actuando de este modo como señales químicas de atracción (Rossi & Zlotnik, 2000).  

 

3.3.1 Clasificación y nomenclatura 

Las quimioquinas comparten su estructura tridimensional, la cual está formada por tres 

dominios: un bucle de tres láminas β-plegadas antiparalelas, una α-hélice en el C-terminal y, 

por último, un N-terminal flexible con dos cisteínas unidas por enlaces disulfuro. Sin embargo, 

el dominio N-terminal, a través del cual las quimioquinas se unen a su receptor, difiere entre 

las diferentes quimioquinas en la ubicación de las dos primeras cisteínas. Atendido a esto, las 

quimioquinas se clasifican estructuralmente de la siguiente manera (Laing & Secombes, 2004; 

Luster, 1998) (Figura 23):  

• Familia XC: tiene una sola cisteína junto a la N-terminal. 

• Familia CC: tiene dos cisteínas adyacentes. 

• Familia CXC: tiene un aminoácido entre las cisteínas. 

• Familia CX3C: tiene tres aminoácidos entre las cisteínas. 

 

 

Figura 23. Clasificación estructural de las quimioquinas. 
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La "C" representa la cisteína y la "X" los aminoácidos, siendo el número después de la X el 

número de aminoácidos entre dos cisteínas. De este modo, la actual nomenclatura de las 

citoquinas se realiza en base a la familia a la que pertenecen seguido de una “L" que significa 

ligando y un número basado en el orden de descubrimiento. Los receptores reciben la misma 

nomenclatura, pero el nombre de la familia se sigue de una “R” haciendo referencia a receptor.   

Además de esta nomenclatura, las citoquinas conservan un segundo nombre, previo a la 

creación de esta nomenclatura, en base a su función (homeostática, proinflamatoria, asociada 

a las plaquetas y/o asociada al plasma), la primera célula descubierta para producirlas o 

asignado arbitrariamente (Bacon et al., 2002). 

Las quimioquinas también pueden clasificarse según su función y expresión en dos grupos: 

• Quimioquinas inflamatorias o inducibles: este tipo de quimioquinas son producidas en 

respuesta a señales microbiológicas, inmunitarias o inflamatorias por células activadas 

con el fin de reclutar células al lugar de lesión. 

• Quimioquinas homeostáticas o constitutivas: liberadas constitutivamente para lograr el 

tráfico celular durante la embriogénesis, la hematopoyesis o la vigilancia inmunitaria.  

Sin embargo, aunque esta clasificación se sigue utilizando actualmente, muchas quimioquinas 

constitutivas también se inducen en determinadas condiciones inflamatorias, mientras que 

algunas quimioquinas inducibles se expresan y regulan constitutivamente en diferentes 

tejidos. 

 

3.3.2 Funciones de las quimioquinas 

Las quimioquinas son agentes clave en múltiples procesos en los que interviene la migración 

celular. En el SNC presentan importantes funciones fisiológicas durante el desarrollo cerebral, 

regulando la proliferación y migración celular, el mantenimiento de la homeostasis cerebral, 

participando en los procesos de neurotransmisión y comunicación celular, así como en el 

manteniendo de la supervivencia celular (Ambrosini & Aloisi, 2004; Williams et al., 2014). Sin 

embargo, las funciones de las quimioquinas durante la respuesta inflamatoria constituyen uno 

de los procesos más estudiados. La expresión y síntesis de ciertas quimioquinas se regula a 

través de procesos infecciosos o neuroinflamatorios para estimular la quimiotaxis de las 

células gliales como astrocitos y microglía, así como de células inmunitarias no residentes del 

SNC a través de la BHE (Ambrosini & Aloisi, 2004). Las quimioquinas presentan un papel 

fundamental en el reclutamiento de leucocitos hacia el SNC. Estos leucocitos pueden producir 

otras quimioquinas facilitando la respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Williams et al., 

2014). 

En la Figura 24 se muestran las principales funciones en las que están involucradas las 

quimioquinas en el SNC. 
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Figura 24. Funciones de las quimioquinas. Figura adaptada de (Ambrosini & Aloisi, 2004). 

 

 

3.3.3 Quimioquina CCL2  

CCL2 también conocida como proteína 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) es una 

quimioquina perteneciente a la familia tipo CC compuesta por cinco miembros (MCP-1/CCL2, 

MCP-2/CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL13 y MCP-5/CCL12). CCL2 fue la primera 

quimioquina humana de este tipo descubierta, su gen se localiza en el cromosoma 17 y la 

proteína está formada por 76 aminoácidos, con un peso molecular de 13 KDa (Bacon et al., 

2002).  

Su función mejor conocida es la de regular la migración de diferentes tipos celulares que 

expresan su receptor, CCR2, tales como células del sistema inmunitario hacia la zona 

lesionada, participando en la respuesta inflamatoria (Deshmane et al., 2009). Según su grado 

de O-glicosilación, encontramos diferentes isoformas de CCL2 con variaciones en la masa 

molecular, lo cual puede interferir en su acción quimioatrayente (Jiang et al., 1991; Proost et 

al., 1998). Por otro lado, CCR2 también tiene dos isoformas que varían en el C-terminal, 

CCR2A y CCR2B, siendo esta última la más abundante con una expresión del 90% (Markx et 

al., 2019). Cada isoforma puede activar diferentes vías de señalización, ejerciendo así 

diferentes acciones. 

Mecanismo de señalización de CCL2 

El receptor CCR2 es un GPCR acoplado a la proteína Gq. Por tanto, la unión de CCL2 a su 

receptor resulta en la inhibición de la enzima adenilato ciclasa (AC) y la activación de PLC, 

que produce DAG e IP3. A continuación, el calcio del retículo endoplásmico activa la PKC y 

la proteína quinasa II dependiente de la calmodulina (CaMKII). También tiene lugar la 

activación de la PI3K y Akt dando lugar a la translocación de NFκB al núcleo celular. Además, 

CCL2 induce la fosforilación de las MAPKs (ERK, JNK, p38), lo que conduce a la translocación 

de la proteína activadora 1 (AP-1) (Bose & Cho, 2013). En última instancia, estas vías de 
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señalización intervienen en la proliferación, migración y supervivencia celular (Fei et al., 2021) 

(Figura 25). 

 

 

Figura 25. Vías de señalización de la quimioquina CCL2. Figura adaptada de (Fei et al., 2021). 

 

 

Expresión de CCL2 y su receptor CCR2 en el SNC 

CCL2 se produce tanto de forma constitutiva como inducida, por diferentes poblaciones 

celulares. En el SNC se expresa de forma constitutiva por parte de las neuronas y de las 

células gliales (Banisadr, Gosselin, Mechighel, Rostène, et al., 2005; Banisadr et al., 2002; 

Berman et al., 1996; Glabinski & Ransohoff, 1999), pero sólo se induce su expresión en 

microglía y astrocitos, siendo los astrocitos su fuente de producción más significativa 

(Glabinski et al., 1996). Su receptor CCR2 se expresa en neuronas y astrocitos en diferentes 

áreas cerebrales (Banisadr, Gosselin, Mechighel, Rostène, et al., 2005; Banisadr et al., 2002) 

y en células progenitoras de oligodendrocitos (OPC) preferentemente en la médula espinal 
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(Marques et al., 2018). Mientras que sigue siendo objeto de debate si CCR2 se expresa en 

las células de microglía (Biber & Boddeke, 2014).  

En cuanto a las regiones cerebrales, CCL2 se expresa en niveles elevados en la corteza, 

hipocampo, locus coeruleus (LC) y cerebelo. Mientras que su expresión constitutiva está 

restringida a algunas áreas cerebrales, como el cerebelo o el LC (Banisadr, Gosselin, 

Mechighel, Kitabgi, et al., 2005; Banisadr, Gosselin, Mechighel, Rostène, et al., 2005; Banisadr 

et al., 2002).  

Funciones de CCL2 en el SNC 

Durante el desarrollo del cerebro, las quimiocinas representan moléculas de señalización que 

impulsan la correcta migración y la orientación axonal de las células progenitoras neuronales 

(Tran et al., 2004). CCL2, al igual que otras quimioquinas, puede actuar localmente como 

quimioatrayente durante la formación de diversas estructuras cerebrales (Katsumoto et al., 

2014; Tran et al., 2004). Las células progenitoras neuronales de la zona subventricular (SVZ) 

expresan CCR2 y migran en respuesta a un gradiente de CCL2 (Widera et al., 2004). CCL2 

también actúa como quimioatrayente de progenitores neuronales que expresan el receptor 

CCR2 hacia las zonas lesionadas (Belmadani et al., 2006; Widera et al., 2004) y participa en 

la diferenciación neuronal (Liu et al., 2007). En 2006 Belmadani et al. demostraron que la 

migración de los precursores neuronales injertados en secciones de hipocampo hacia la zona 

de inflamación/lesión dependía de la señalización de CCL2 (Belmadani et al., 2006). En un 

modelo de isquemia cerebral de ratón, la expresión de CCL2 aumentó en las células gliales, 

y esta se correlacionó con la migración de los progrenitores neuronales hacia la zona 

isquémica (Yan et al., 2007). Por otro lado, CCL2 aumenta la diferenciación neuronal de los 

progrenitores neuronales sin alterar su proliferación neuronal (Liu et al., 2007). En 

consecuencia, la deficiencia de CCL2 reduce la neurogénesis y la diferenciación de los 

progenitores neuronales (Kiyota et al., 2013). En un modelo de ratón de la EA, la deficiencia 

de CCL2 redujo la neurogénesis y la diferenciación en la zona subgranular (SGZ) del giro 

dentado del hipocampo (Kiyota et al., 2013). 

Por otro lado, CCL2 puede actuar como neuromodulador en el SNC. CCL2 actúa 

intensificando la excitabilidad neuronal y la transmisión sináptica en las neuronas del 

hipocampo, participando en la regulación de la sinapsis neuronal (Mélik-Parsadaniantz & 

Rostène, 2008; Zhou et al., 2011). En las neuronas dopaminérgicas y colinérgicas, la 

expresión de CCR2 colocaliza con neurotransmisores, lo que indica que CCL2 podría estar 

implicado en la comunicación neuronal y relacionada con enfermedades que presentan 

alteraciones dopaminérgicas o colinérgicas (Conductier et al., 2010; Guyon et al., 2009). 

CCL2, al igual que otras quimioquinas, se mantiene en vesículas hasta que una corriente de 

despolarización dependiente del calcio, procedente de las neuronas de los ganglios dorsales, 

la libera (Jung et al., 2008) en la médula espinal donde puede reclutar células que expresan 

CCR2 (Van Steenwinckel et al., 2011). Además, en estudios de nocicepción en neuronas de 

la médula espinal, CCL2 bloquea la señal inhibidora del receptor del ácido gamma-

aminobutírico (GABA) a través de su acción sobre el receptor CCR2, influyendo en la actividad 

eléctrica neuronal y generando hiperalgesia (Biber & Boddeke, 2014).  

La liberación de CCL2 por parte de los astrocitos se asocia con efectos neuroprotectores. 

CCL2 ha demostrado promover la neuroprotección (Bruno et al., 2000) y reducir la muerte 

celular apoptótica (Eugenin et al., 2003), debido a la toxicidad del NMDA, al disminuir la 
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liberación neuronal de glutamato, que aumenta en ciertas enfermedades neurodegenerativas 

como la EA. Este efecto neuroprotector de CCL2 solo se detectó cuando se añadía antes del 

agente tóxico, lo que sugiere que el CCL2 se utiliza como una señal temprana de las neuronas 

y/o los astrocitos. La liberación de CCL2 por parte de los astrocitos promueve la liberación de 

citoquinas antiinflamatorias protegiendo a las neuronas contra toxinas como el metilmercurio 

(Godefroy et al., 2012) y la endotoxemia (Zisman et al., 1997).  

CCL2 se eleva durante la inflamación y desempeña un papel esencial en la neuroinflamación 

crónica (Gerard & Rollins, 2001), siendo responsable de la estimulación del TNFα además 

de alterar la permeabilidad de la BHE (Guo et al., 2020), ya que las células endoteliales 

microvasculares cerebrales responden a CCL2 (Roblek et al., 2019; Song & Pachter, 2004), 

para permitir la transmigración de leucocitos (Cédile et al., 2017; Dzenko et al., 2005; Ge et 

al., 2008) y la infiltración de monocitos desde la periferia hasta el cerebro. En consecuencia, 

los niveles de CCL2 aumentan en enfermedades que cursan con neuroinflamación, como en 

EA (Sokolova et al., 2009), enfermedad de Parkinson (EP) (Reale et al., 2009), demencia 

asociada al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Kelder et al., 1998), isquemia (B. D. 

Semple, N. Bye, et al., 2010), esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Baron et al., 2005; Gupta 

et al., 2011) y esclerosis múltiple (EM) (Mahad & Ransohoff, 2003). Por ello, se ha sugerido 

su bloqueo como diana en el tratamiento de varias de estas enfermedades (Deshmane et al., 

2009)
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3.4 NORADRENALINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

En los últimos años, varias son las revisiones científicas que se han publicado en las que se 

recapitula la evidencia disponible hasta la fecha sobre el papel del sistema noradrenérgico en 

las enfermedades neurodegenerativas, especialmente en la EA (Behl et al., 2022; T. 

Chalermpalanupap et al., 2013; Chen et al., 2022; David & Malhotra, 2022; Gutierrez et al., 

2022; Malatt & Tagliati, 2022; Matchett et al., 2021; Mercan & Heneka, 2022; Phillips et al., 

2016; Slater & Wang, 2021).  

El papel del LC y la NA en la EA se basa en las siguientes observaciones: 

• La respuesta celular aberrante, particularmente de las células gliales, durante el 

proceso inflamatorio juega un papel central en la fisiopatología de la EA (apartado 

3.1.7). 

• La NA presenta un importante papel regulador de la actividad glial, así como un efecto 

neuroprotector a través de la regulación de la expresión y síntesis de moléculas 

inflamatorias y factores neurotróficos (apartado 3.2.3). 

• El sistema noradrenérgico sufre diferentes alteraciones en la EA (apartado 3.4.1). 

• Las alteraciones del sistema noradrenérgico se asocian con la gran parte de la 

sintomatología de la EA (apartado 3.4.2). 

• La disfunción del sistema noradrenérgico exacerba la patología de modelos preclínicos 

de la EA (apartado 3.4.5) 

• Algunas estrategias farmacológicas que afectan a la transmisión noradrenérgica 

reducen la fisiopatología de la EA (apartado 3.4.6) 

 

3.4.1 Alteración del sistema noradrenérgico en la enfermedad de Alzheimer 

Diversos estudios han demostrado la existencia de una pérdida temprana de neuronas 

noradrenérgicas en el LC y de la inervación noradrenérgica en las diferentes regiones 

cerebrales en la EA, lo que conlleva una compleja desregulación del sistema noradrenérgico 

central. De este modo, la alteración de este sistema podría contribuir al establecimiento y 

progresión de la EA (Figura 26). Por tanto, el restablecimiento de una adecuada señalización 

noradrenérgica podría representar una potencial estrategia terapéutica para reducir la 

progresión de esta devastadora enfermedad (Chen et al., 2022).  
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Figura 26. Hipótesis acerca de la implicación de las alteraciones del sistema noradrenérgico en la 
enfermedad de Alzheimer (EA). Aβ: péptido β amiloide, LC: Locus coeruleus, NA: noradrenalina, NFTs: 
ovillos neurofibrilares de tau.  

 

 

Neurodegeneración del Locus coeruleus  

A principios de los años 80, se describió por primera vez la existencia de una degeneración 

temprana del LC en pacientes de EA, la cual parece producirse mucho antes de que aparezca 

cualquier otra característica patológica (Bondareff et al., 1981; Iversen et al., 1983; Mann et 

al., 1984; Tomlinson et al., 1981). Además, antes de que se produzca la muerte neuronal tiene 

lugar una disminución de las neuronas pigmentadas del LC debido a la contracción celular y 

a la pérdida del fenotipo (Hoogendijk et al., 1995). La pérdida neuronal del LC, además de 

tratarse de un evento temprano de la enfermedad, parece correlacionarse mejor con la 

gravedad y duración de la EA que la pérdida neuronal en el núcleo basal de Meynert (NbM) 

tal y como se había descrito tradicionalmente (Zarow et al., 2003).  
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En el año 2011, Braak y sus colegas caracterizaron en una cohorte de individuos el LC como 

el primer sitio donde comenzaban a acumularse NFTs (Braak et al., 2011). Sin embargo, 

estudios de muestras post mortem demostraron que el LC es una de las últimas regiones 

cerebrales donde se deposita Aβ (Thal et al., 2002).  

La llegada de las técnicas de neuroimagen, como la Resonancia Magnética (RM) y la 

Tomografía por Emisión de Positrones (PET), permitió el estudio in vivo del LC en el cerebro 

humano. Las imágenes basadas en la RM pueden proporcionar información tanto estructural 

como funcional sobre el LC con una alta resolución espacial y una buena fiabilidad de forma 

segura y no invasiva. Aprovechando las propiedades paramagnéticas de las neuronas ricas 

en neuromelanina (NM) del LC, varios estudios de RM estructural permitieron cuantificar tanto 

el tamaño del LC como su contenido de NM, lo que se considera una medida de la integridad 

del LC. Por otro lado, las imágenes PET se basan en el uso de un radiotrazador específico, 

proporcionando información sobre el metabolismo cerebral, la aparición de neuroinflamación 

y el depósito de agregados típicos de la EA, tales como los depósitos de Aβ y tau. 

Estudios de RM determinaron que el tamaño del LC es un indicador de la reserva cognitiva 

relacionándose su tamaño con el rendimiento cognitivo (Plini et al., 2021). El uso de esta 

técnica de neuroimagen permitió detectar una disminución en el tamaño del LC tanto en 

pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL), como con EA (Dutt et al., 2020). Además, la 

atrofia del LC se correlaciona con los niveles de Aβ en el LCR (Betts et al., 2019) y con la 

gravedad de los síntomas neuropsiquiátricos (Cassidy et al., 2022) en pacientes con EA. 

Sorprendentemente, una reducción del volumen del LC en controles sanos, inicialmente 

asintomáticos, se asoció con el desarrollo de la EA en dos años (Dutt et al., 2020). 

Recientemente, un nuevo estudio encontró que aquellos sujetos con DCL que evolucionaron 

a demencia por EA, presentaban un menor volumen del LC en comparación con individuos 

sanos, mientras que esta reducción no se detectó en los individuos con DCL que 

permanecieron estables durante el seguimiento (Galgani et al., 2022). Estos datos destacan 

el potencial papel de la RM para predecir la progresión clínica en el DCL, y apoyan el papel 

clave de la degeneración del LC en la progresión hacia la EA. 

Por otro lado, estudios de resonancia magnética funcional (RMf) demostraron que individuos 

con antecedentes maternos o paternos de EA presentan una reducción de la conectividad 

funcional del LC con varias regiones cerebrales. Este hallazgo estaba estrechamente 

relacionado con el deterioro de la capacidad de memoria, demostrando así que el LC es una 

región crucial para la vulnerabilidad a la EA en esta población de riesgo (Del Cerro et al., 

2020). 

El uso de PET mediante un trazador capaz de medir la capacidad de síntesis de catecolaminas 

demostró que la disminución en producción de catecolaminas del LC se asociaba a una 

reducción del rendimiento de la memoria en adultos sanos (Ciampa et al., 2022). El PET 

también se ha utilizado en asociación con la RM, demostrando la relación entre el deterioro 

del LC y el depósito de Aβ y tau en pacientes con EA (M. J. Dahl et al., 2022; Jacobs et al., 

2021), así como en sujetos asintomáticos que desarrollaron DCL a lo largo del tiempo 

(Prokopiou et al., 2022). 

El conjunto de los estudios análisis de tejido cerebral post mortem, así como de los estudios 

in vivo mediante el uso de técnicas de neuroimagen se recapitulan en la Tabla 2. Estos 

estudios nos demuestran que la pérdida neuronal en el LC parece constituir una de las 
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características fisiopatológicas fundamentales de la EA.  Por lo tanto, la degeneración del LC 

podría representar un potencial biomarcador temprano para el diagnóstico de la EA y la 

monitorización de la progresión de esta enfermedad, así como un biomarcador de cribado 

para la selección de candidatos para ser sometidos a ensayos clínicos. Además, podría 

ayudar al desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas basadas en el uso de fármacos 

moduladores de la NA en un momento en el que el daño neurológico no llegue a ser 

demasiado incapacitante (T. Chalermpalanupap et al., 2013).  

 

Tabla 2. Degeneración del Locus coeruleus en la Enfermedad de Alzheimer.  

Referencia Cohorte 
Tipo de 

estudio 
Resultados principales del estudio 

(Galgani et 

al., 2022) 

C (n=53) 

RM 
Menor volumen del LC en sujetos con DCL que 

evolucionaron a EA 
DCL (n=73) 

EA (n=34) 

(Cassidy et 

al., 2022) 

C (n = 118) 

RM 

La pérdida de la señal de NM en el LC predice 

los síntomas neurosicológicos 

independientemente de los depósitos de Aβ y 

tau 

DCL (n = 44) 

EA (n = 28) 

(Ciampa et 

al., 2022) 
C (n = 49) PET 

La capacidad de síntesis de catecolaminas del 

LC se asocia con una mejor capacidad de 

memorización 

(M. J. Dahl 

et al., 2022) 
ADAD (n=9) RM y PET  

El tamaño del LC se asocia con los depósitos de 

tau y las alteraciones en la memoria 

(Prokopiou 

et al., 2022) 
C (n=128) RM y PET  

La actividad del LC se asocia con los depósitos 

de Aβ y el deterioro cognitivo 

(Plini et al., 

2021) 

C (n=395) 

RM 
El tamaño del LC predice la capacidad de 

atención en sujetos con EA, DCL y en controles 
DCL (n=156) 

EA (n=135) 

(Jacobs et 

al., 2021) 
EA (n =221) RM y PET  

La acumulación de tau en el LC se asocia a la 

progresión de la EA 

(Dutt et al., 

2020) 

C (n= 814) 

RM Atrofia del LC en pacientes con DCL y EA DCL (n= 542) 

EA (n= 160) 

(Del Cerro et 

al., 2020) 

C (n=28) 
RM 

La reducción de la conectividad funcional del LC 

se correlaciona con el deterioro de la memoria LOAD (n= 31) 

(Betts et al., 

2019) 

C (n=25) 

MRI 

La disminución del volumen del LC se 

correlaciona con los niveles de amiloide en el 

LCR en pacientes con EA 

SCD (n=21) 

DCL (n=16) 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/positron-emission-tomography
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/positron-emission-tomography
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/positron-emission-tomography
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EA (n=11) 

(Pletnikova 

et al., 2018) 

Individuos de 

30 a 65 años 

(n= 431) 

Análisis post 

mortem 

Los acúmulos de tau presentes en el LC 

aumentan con la edad 

(Theofilas et 

al., 2018) 
EA (n=24) 

Análisis post 

mortem 

El acúmulo de NFTs en el LC se asocia con la 

pérdida neuronal 

(Theofilas et 

al., 2017) 
EA (n=68) 

Análisis post 

mortem 

La pérdida neuronal en el LC se correlaciona 

con la progresión de la EA 

(Kelly et al., 

2017) 

C (n=11) 

Análisis post 

mortem 

La pérdida neuronal en el LC se correlaciona 

con la duración de la EA 
DCL (n=10) 

EA (n=8) 

(Braak & Del 

Tredici, 

2011) 

Individuos de 4 

a 29 años 

(n=42) 

Análisis post 

mortem 

Presencia de acúmulos de tau en núcleos 

subcorticales, como en LC, sin presencia de 

acúmulos en regiones corticales 

(Braak et al., 

2011) 

Individuos de 1 

a 100 años 

(n=2332) 

Análisis post 

mortem 
Acumulación temprana de tau en el LC 

(Zarow et 

al., 2003) 
67 estudios Metaanálisis Degeneración del LC en la EA 

(Thal et al., 

2002) 

Individuos de 

42 a 93 años 

(n=51) 

Análisis post 

mortem 

Acumulación de Aβ en el LC durante las últimas 

etapas 

(Hoogendijk 

et al., 1995) 

C (n=5) 

Análisis post 

mortem 

Disminución de las neuronas pigmentadas del 

LC en pacientes con EA debido a la contracción 

celular y a la pérdida del fenotipo 

EA (n=5) 

EP (n=5) 

EM (n=5) 

(German et 

al., 1992) 

C (n=7) 

Análisis post 

mortem 

La pérdida neuronal en el LC se correlaciona 

con la duración de la EA 

EP (n=6) 

EA (n=9) 

DS (n=3) 

(Mann et al., 

1984) 

EA leve a 

severa (n= 22) 

Análisis post 

mortem 
Pérdida neuronal en el LC del 71.2% 

(Iversen et 

al., 1983) 

C (n= 6) Análisis post 

mortem 
Pérdida neuronal en el LC en pacientes con EA 

EA (n= 6) 

(Tomlinson 

et al., 1981) 

C (Edad 

media=47 

años) (n=10) 

Análisis post 

mortem 

Pérdida neuronal en el LC en pacientes con EA 

que se correlaciona con la gravedad de la 

enfermedad 



Introducción 

 

 

66 

C (Edad 

media=76 

años) (n=15) 

EA (Edad 

media=81 

años) (n=15) 

(Bondareff et 

al., 1981) 

C (n=10) Análisis post 

mortem 
Pérdida neuronal en el LC en pacientes con EA 

EA (n= 20) 

ADAD: enfermedad de Alzheimer’s autosómica dominante, C: control, DCL: deterioro cognitivo leve, 
DS: síndrome de Down, EA: enfermedad de Alzheimer, EP: enfermedad de Parkinson, EM: esclerosis 
múltiple, LC: locus coeruleus, LCR: líquido cefalorraquídeo, LOAD: enfermedad de Alzheimer de inicio 
tardío, NA: noradrenalina, PET: tomografía por emisión por positrones, RM: resonancia magnética, RMI: 

imagen por resonancia magnética, SCD: deterioro cognitivo subjetivo. 

 

 

Alteración de los niveles cerebrales de NA  

A pesar de la pérdida de las neuronas noradrenérgicas en el LC, existe evidencia 

contradictoria respecto a los niveles cerebrales de NA (Tabla 3), mientras que algunos 

estudios que muestran una disminución de la NA, otros muestran que los niveles de NA en 

los pacientes con EA permanecen constantes, o incluso elevados.  

Mediante el uso de técnicas como cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) varios grupos 

han encontrado una reducción en los niveles de NA en diferentes regiones del cerebro (Arai 

et al., 1984; Herregodts et al., 1989; Iversen et al., 1983; Martignoni et al., 1992; Matthews et 

al., 2002; Nazarali & Reynolds, 1992; Reinikainen et al., 1988), la cual se correlaciona con el 

deterioro cognitivo (Matthews et al., 2002). Los niveles de NA en plasma se correlacionan con 

la progresión de la EA y podrían usarse también como un biomarcador con el que seguir la 

evolución de la enfermedad (Pillet et al., 2020).  

Sin embargo, la degeneración LC promueve diferentes mecanismos compensatorios para 

paliar la muerte de las neuronas noradrenérgicas por lo que el sistema noradrenérgico sufre 

diferentes cambios a lo largo de la progresión de la EA (Szot et al., 2006).  

En los pacientes de EA con degeneración severa del LC, las neuronas noradrenérgicas 

supervivientes aumentan la expresión de las enzimas implicadas en la síntesis de NA, como 

la tiroxina hidrolasa (TH), mientras que reducen la captación de NA en los terminales 

sinápticos, lo que resulta en un aumento de los niveles de NA en el LCR que se correlaciona 

con la alteración de la función cognitiva (Elrod et al., 1997). Mustapic y colaboradores 

observaron en muestras de plasma que la actividad de la dopamina -hidroxilasa (DH), la 

enzima encargada de producir NA a partir de DA, se encuentra elevada en pacientes con EA 

en las etapas tempranas, mientras que su actividad se encontró incrementada en los 

pacientes con EA en etapas tardías (Mustapic et al., 2013). Además, las neuronas 

supervivientes del LC aumentan el número de conexiones axonales y dendríticas para 

conservar el número de contactos (Gannon & Wang, 2019; Szot et al., 2007). Estos cambios 

en el sistema noradrenérgico parecen mantener una adecuada señalización de NA a pesar 

de la pérdida del LC en las primeras etapas de la EA. De hecho, varios estudios han 
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demostrado que no hay cambios en los niveles cerebrales de NA tanto en los casos de EA 

esporádica como familiar (Sparks et al., 1988; Tohgi et al., 1992). 

 

Tabla 3. Alteraciones en los niveles de noradrenalina en la Enfermedad de Alzheimer.  

Referencia Cohorte Tipo de muestra 
Resultados principales del 

estudio 

(Pillet et al., 

2020) 

C (n=17) 

Plasma ↓ NA en la EA OD (n= 22) 

EA (n= 32) 

(Matthews et 

al., 2002) 

C (n= 33) 
Lóbulo temporal ↓ NA en la EA 

EA (n= 46) 

(Elrod et al., 

1997) 

C (n= 96) 
LCR ↑ NA en la EA 

EA (n= 74) 

(Martignoni 

et al., 1992) 

C (n= 36) 

LCR ↓ NA en la EA 
EP (n= 29) 

AMS (n=15) 

EA (n= 22) 

(Nazarali & 

Reynolds, 

1992) 

C (n= 10) 

Corteza temporal ↓ NA en la EA 
No-EA (n= 

11) 

EA (n= 13) 

(Tohgi et al., 

1992) 

C (n= 15) 
LCR No cambios en NA en la EA 

EA (n= 11) 

(Herregodts 

et al., 1989) 

C (n= 6) 

Giros pre y post centrales, la 

circunvolución cingular, el 

núcleo amigdalino y el núcleo 

anterior del tálamo 

↓ NA en la EA 

EA familiar 

(n= 4) 

EA 

esporádica 

(n= 4) 

(Sparks et 

al., 1988) 

C (n= 18) 
Hipotálamo No cambios en NA en la EA 

EA (n= 10) 

(Reinikainen 

et al., 1988) 

C (n= 14) Corteza frontal, corteza 

temporal, hipocampo y 

putamen 

↓ NA en la EA 
EA (n= 20) 

(Mann et al., 

1984) 

C (n= 9) Giro cingulado, sustancia 

innominada, putamen, 
↓ NA en la EA 

EA (n= 4) 
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Hipotálamo, núcleo medial del 

tálamo y zona del rafe 

(Iversen et 

al., 1983) 

C (n= 6) 
Corteza temporal ↓ NA en la EA 

EA (n= 6) 

C: control, EA: enfermedad de Alzheimer, EP: enfermedad de Parkinson, LCR: líquido cefalorraquídeo, 
NA: noradrenalina, OD: otras demencias, AMS: estado mental alterado.  

 

 

Sin embargo, estos mecanismos compensatorios pueden dar lugar a una hiperactividad 

noradrenérgica y al establecimiento de nuevas conexiones disfuncionales que alteran la 

adecuada señalización noradrenérgica, lo que podría contribuir a la fisiopatología de la EA y 

al establecimiento de los síntomas prodrómicos en las etapas tempranas, tales como las 

alteraciones del sueño y la ansiedad (Weinshenker, 2008). En este sentido, el aumento de los 

niveles cerebrales de NA se correlacionó con la disminución de la función cognitiva (Tohgi et 

al., 1992) y el envejecimiento (Elrod et al., 1997) en pacientes con EA. 

Por tanto, parece que es tan solo cuando las neuronas del LC restantes no pueden compensar 

suficientemente la pérdida neuronal global, cuando se observa una disminución de los niveles 

tisulares de NA en diferentes regiones cerebrales de los pacientes con EA avanzada en 

comparación con controles sanos (Gannon et al., 2015; Gannon & Wang, 2019). De este 

modo, una hipótesis propuesta es que tanto la señalización noradrenérgica hiperactiva o 

aberrante en las etapas más tempranas, como la deficiencia noradrenérgica en las etapas 

más tardías contribuyen a la fisiopatología de la EA (Figura 27) (Weinshenker, 2008). 

 

 

Figura 27. Hipótesis de la alteración de los niveles cerebrales de noradrenalina durante la progresión 
de la EA. 1) En las etapas más tempranas de la EA los ovillos neurofibrilares (NFTs) comienzan a 
acumularse en el interior de las neuronas noradrenérgicas en el LC. 2) En etapas posteriores, la pérdida 
neuronal en el LC promueve una serie de mecanismos compensatorios (aumento de la síntesis de NA 
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y disminución de su recaptación) que dan lugar a un incremento de los niveles cerebrales de la NA y 
una hiperactividad noradrenérgica. 3) Finalmente, en la EA avanzada existe una gran pérdida neuronal 
y una diminución de los niveles cerebrales de NA. 

 

 

Además, la pérdida de las neuronas del LC no solo afecta a la producción y niveles cerebrales 

de la NA. Aparte de la NA, las neuronas del LC sintetizan y liberan otros neuromoduladores 

tales como: ATP, neuropéptido Y, galanina, encefalina, BDNF, y otras neurotrofinas. Por lo 

tanto, la disminución de estos moduladores, debido a sus propiedades neurotróficas y 

neuroprotectoras, podría también contribuir a la neurodegeneración característica de la EA 

(Weinshenker, 2008). 

Alteración de los receptores adrenérgicos  

Además de la pérdida neuronal en el LC y la alteración de los niveles de NA, también la 

expresión y densidad de los receptores adrenérgicos se encuentra alterada en los pacientes 

con EA (Tabla 4).  

El estudio dirigido por Kalaria observó un aumento de la densidad de los receptores β1 y β2 

adrenérgicos en el hipocampo y la corteza frontal de pacientes con EA respecto a individuos 

sanos (Kalaria et al., 1989). Sin embargo, se encontró una disminución en la densidad de los 

receptores β2 adrenérgicos en la microvasculatura cerebral y de los receptores β1 en el 

putamen (Kalaria et al., 1989). Mientras que otro estudio no encontró diferencias en cuanto a 

la densidad de los receptores β1 adrenérgicos en la corteza entre pacientes con EA y controles 

(Lemmer et al., 1993).  

En cuanto a los receptores α adrenérgicos, diferentes estudios han reportado una disminución 

en la densidad de los receptores α1 en el córtex prefrontal, el hipocampo y el cerebelo (Kalaria, 

1989; Shimohama et al., 1986). Estudios posteriores, demostraron una disminución de los 

receptores α1A adrenérgicos en la corteza prefrontal y del receptor α1D adrenérgico en el 

hipocampo de pacientes con EA (Szot et al., 2007). Por otro lado, la densidad de los 

receptores α2 adrenérgicos se encontró incrementada en la corteza, el giro dentado (Ruiz et 

al., 1993; Szot et al., 2006) y en la microvasculatura cerebral (Kalaria et al., 1989), inervada 

por las neuronas noradrenérgicas del LC de los pacientes con EA. Sin embargo, otros estudios 

no encontraron cambios significativos en la densidad de receptores α2 en la corteza, mientras 

que encontraron una disminución de la densidad de los receptores α2 adrenérgicos en el 

hipocampo (Pascual et al., 1992) y el núcleo basal de Meynert (NB) (Shimohama et al., 1986) 

en pacientes con EA. 
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Tabla 4. Alteración de los receptores adrenérgicos en la enfermedad de Alzheimer. 

Referencia Cohorte 
Tipo de 

muestra 
Resultados principales del estudio 

(Szot et al., 

2007) 

C (n= 17) 
CPF e HP 

↓ Receptores α1A α1D adrenérgicos en 

la EA EA (n= 15) 

(Szot et al., 

2006) 

C (n= 17) 
Giro dentado ↑ Receptores α2 adrenérgicos en la EA 

EA (n= 15) 

(Matthews et al., 

2002) 

C (n= 33) 
HP 

No cambios receptores α2A 

adrenérgicos en la EA EA (n= 46) 

(Ruiz et al., 

1993) 

C (n= 9) 
Córtex ↑ Receptores α2 adrenérgicos en la EA 

EA (n= 9) 

(Lemmer et al., 

1993) 

C (n= 9) 
HP y cerebelo 

No cambios receptores β1 adrenérgicos 

en la EA EA (n= 8) 

(Pascual et al., 

1992) 

C (n= 9) 
HP ↓ Receptores α2 adrenérgicos en la EA 

EA (n= 8) 

(Kalaria et al., 

1989) 

C (n= 24) 
CPF y HP 

↑ Receptores β1 y β2 adrenérgicos en la 

EA EA (n= 27) 

(Kalaria et al., 

1989) 

C (n= 24) Putamen y 

microvasculatura 

↓ Receptores β1 y β2 adrenérgicos y ↑ 

receptores α2 adrenérgicos en la EA  EA (n= 27) 

(Kalaria et al., 

1989) 

C (n= 24) CPF, HP, 

putamen y 

cerebelo 

↓ Receptores α1A y α2 adrenérgicos en 

la EA EA (n= 27) 

(Shimohama et 

al., 1986) 

C (n= 7) Cóxtex, HP, 

cerebelo, NbM 

↓ Receptores α1A y α2 adrenérgicos en 

la EA EA (n= 7) 

C: control, CPF: corteza prefrontal, EA: enfermedad de Alzheimer, HP: hipocampo, NbM: núcleo basal 

de Meynert,  

 

 

Estos cambios en los receptores adrenérgicos podrían compensar la pérdida neuronal y los 

cambios en los niveles de NA, pero también podrían contribuir a la carga de Aβ y tau 

favoreciendo la progresión de la EA (Figura 28).  

En un estudio se trató con el agonista β adrenérgico isoproterenol cultivos de células HEK293 

y cultivos primarios de células derivadas de hipocampo observándose un aumento de la 

producción de Aβ y de la actividad γ-secretasa en ambos tipos celulares (Ni et al., 2006). En 

este estudio, también se administró NA a ratas mediante inyecciones 

intracerebroventriculares, provocando un aumento de la actividad γ-secretasa y de la 

producción de Aβ en el hipocampo. De acuerdo con lo anterior, la administración crónica de 
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isoproterenol o clembuterol, un agonista específico de los receptores β2 adrenérgicos, a 

ratones APP/PS1 aumentó la densidad de las placas amiloides, mientras que el tratamiento 

con el antagonista de los receptores β2 adrenérgicos ICI 118.551 tuvo el efecto contrario, 

disminuyendo la densidad de las placas amiloides (Ni et al., 2006). Como complemento a 

estos resultados, el uso del antagonista β adrenérgico propranolol, redujo la acumulación de 

Aβ en cultivos neuronales derivados de los ratones Tg2576 que sobreexpresan APP (Wagner 

et al., 2012). Además, los análisis in vivo realizados en una línea de ratones que muestra un 

fenotipo de envejecimiento acelerado, conocida como ratón acelerado por la senescencia 8 

(SAMP8), demostró que la administración de propranolol durante tres semanas atenúa las 

alteraciones de la memoria cognitiva y reduce la acumulación de Aβ y de tau hiperfosforilado 

(Dobarro, Orejana, Aguirre, & Ramirez, 2013). El tratamiento de ratones Tg2576 con nebovilol, 

un antagonista del receptor adrenérgico β1, redujo la producción de Aβ (Wang et al., 2013). 

Además, diferentes estudios demuestran que el Aβ puede interaccionar directamente con los 

receptores β adrenérgicos (Igbavboa et al., 2006; Wang et al., 2011). La unión de Aβ a los 

receptores β2 adrenérgicos puede causar su desensibilización y posteriormente 

internalización en las neuronas corticales prefrontales (Wang et al., 2011), alterando así la 

señalización noradrenérgica. En su conjunto, estos resultados apoyan la hipótesis de que el 

incremento de la expresión de los receptores β adrenérgicos puede contribuir a la deposición 

de Aβ en la EA, mientras que el Aβ puede a su vez alterar la señalización noradrenérgica. 

Por otro lado, los receptores α adrenérgicos también parecen aumentar la producción de Aβ 

y mediar sus efectos tóxicos. El tratamiento de ratones APP/PS1 con clonidina, un agonista 

α2 adrenérgico, aumenta la deposición de Aβ (Chen et al., 2014). Mientras que, el uso del 

antagonista α2 adrenérgico idazoxan disminuye la carga de Aβ mejorando los déficits 

cognitivos (Chen et al., 2014). Zhang y colaboradores demostraron que los oligómeros de Aβ 

pueden unirse a un sitio alostérico de los receptores α2A adrenérgicos (F. Zhang et al., 2020). 

La unión de los oligómeros amiloides redirige la vía de señalización hacia la activación de 

GSK3β, la principal enzima que fosforila tau, aumentando los niveles de tau fosforilada.  
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Figura 28. Contribución de los receptores adrenérgicos a la acumulación de A y tau fosforilado. Los 

receptores 2 adrenérgicos pueden activar la  secretasa incrementando la producción de A. A actúa 

como un modulador alostérico de los receptores 2 adrenérgicos modulando la vía de señalización 

hacia la activación de la GSK-3 y el incremento en la fosforilación de tau. 

 

 

Así pues, la alteración en la señalización a través de los receptores adrenérgicos, además de 

alterar la propia señalización noradrenérgica, podría contribuir a la deposición de Aβ y tau 

contribuyendo a la progresión de la EA.  

 

3.4.2 Sintomatología de la EA asociada a la disfunción del sistema 

noradrenérgico.  

El sistema noradrenérgico central participa en la modulación de diferentes circuitos corticales 

y en el control de multitud de funciones cognitivas tales como la memoria episódica, la 

atención, la ansiedad, el aprendizaje, el estado de ánimo, el ciclo sueño-vigilia y el dolor. Es 

por ello por lo que, la desregulación que sufre el sistema noradrenérgico a lo largo de la 

progresión de la EA parece contribuir a la sintomatología que presentan estos pacientes.  

Alteraciones de la memoria 

Uno de los síntomas y signos tempranos más importantes de la EA son las  alteraciones de 

la memoria episódica (Gold & Budson, 2008). Debido al importante papel que desempeña el 
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LC en todas las fases de formación y recuperación de la memoria, la degeneración progresiva 

de las neuronas noradrenérgicas en la EA parece contribuir a las tempranas alteraciones en 

la memoria episódica que sufren estos pacientes (James et al., 2021). Un estudio reciente 

demuestra una correlación entre la integridad del LC y el deterioro de la memoria en pacientes 

de EA (Martin J. Dahl et al., 2022). 

Alteraciones de la atención 

La atención parece depender especialmente del sistema noradrenérgico. Mientras que la 

actividad fásica del LC puede promover la atención focalizada o selectiva, la actividad tónica 

puede producir un estado de alta flexibilidad conductual o exploración (Aston-Jones et al., 

1999). Las alteraciones en la atención aparecen de manera muy temprana en la EA (Malhotra, 

2019; Perry & Hodges, 1999). De este modo, algunos síntomas iniciales que aparentemente 

se deben a la pérdida de memoria episódica pueden ser debidos a fallos en los procesos 

atencionales. Estas alteraciones afectan a la capacidad para orientar la atención hacia los 

estímulos destacados presentando importantes repercusiones en el desempeño de la vida 

diaria en los pacientes con EA. En este sentido, los pacientes con EA presentan dificultades 

en situaciones en las que la orientación y el mantenimiento de la atención son vitales, tales 

como la capacidad para conducir en una carretera con mucho tráfico (Mather et al., 2016).  

Síntomas neuropsiquiátricos 

La depresión, la ansiedad y/o la psicosis son algunos de los síntomas neuropsiquiátricos que 

forman parte de la sintomatología en algunos pacientes de EA (Lanctot et al., 2017). Se 

encuentran entre los primeros signos y síntomas del deterioro cognitivo incipiente, pero son 

poco reconocidos y a menudo difíciles de tratar. Los pacientes con antecedentes de depresión 

tienen menos neuronas en el LC (Forstl et al., 1994), y en la demencia existe una correlación 

positiva entre la degeneración del LC y la depresión y el comportamiento agresivo (Matthews 

et al., 2002; Zubenko & Moossy, 1988). La degeneración del LC se cree que contribuye 

directamente a la elevada comorbilidad con la depresión en los pacientes con EA (Chan-Palay 

& Asan, 1989; Morgese & Trabace, 2019).  

Alteraciones del ciclo sueño-vigilia 

La alteración del ciclo sueño-vigilia es bastante frecuente en los pacientes de EA, y en la gran 

mayoría de los casos precede a los síntomas cognitivos. La alteración de este ciclo da lugar 

a despertares frecuentes, vagabundeo nocturno y somnolencia diurna excesiva (Oh et al., 

2019). La acumulación temprana de NFTs en las neuronas del LC parece llevar a una 

disrupción del ciclo sueño-vigilia (Oh et al., 2019). De hecho, estudios de RM han demostrado 

la existencia de una correlación entre los síntomas de los trastornos del sueño y la reducción 

del volumen del LC (Van Egroo et al., 2021).  

Dolor crónico 

El dolor crónico es especialmente frecuente en pacientes con trastornos neurodegenerativos 

como la EA (van Kooten et al., 2016). La disfunción del sistema noradrenérgico promueve la 

neuroinflamación también en las áreas cerebrales que median el componente afectivo del 

dolor y la cognición, las cuales influyen tanto en el dolor crónico como en la EA. Mientras que 

el dolor crónico parece promover la neurodegeneración del LC a través de la reactividad 
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microglial y la neuroinflamación, por lo que podría acelerar la patogénesis de la EA (Cao et 

al., 2019).  

 

3.4.3 Disfunción del sistema noradrenérgico en otras enfermedades 

neurológicas 

La pérdida de neuronas noradrenérgicas y/o alteración del sistema noradrenérgico es común 

en muchas enfermedades neurológicas y contribuye a sus déficits cognitivos y conductuales 

(Holland et al., 2021).  

Demencia frontotemporal (DFT) 

La demencia frontotemporal (DFT) es un término clínico que comprende un grupo de 

enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por déficits progresivos en el 

comportamiento, la función ejecutiva o el lenguaje, siendo una de las causas de demencia 

temprana (Bang et al., 2015). Desde el punto de vista patológico, la DFT puede subdividirse 

en diferentes grupos atendiendo a la patología de tipo proteico, comprendiendo las 

proteinopatías tau y TDP-43 el 85-95% de los casos de DFT. En un estudio reciente, se 

encontró una disminución significativa del LC en aquellas personas con DFT en comparación 

con individuos sanos, siendo esta degeneración del LC más acusada en aquellos casos de 

DFT que cursan con depósitos de tau en comparación con los casos de TDP-43, de tal modo 

que, la degeneración del LC podría llegar a usarse como un marcador de diagnóstico 

diferencial entre estos dos tipos de DFT (Matti et al., 2022).  

Enfermedad de Parkinson (EP) 

La EP es una enfermedad neurodegenerativa progresiva relacionada con la edad. Aunque se 

caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigroestriadas debido principalmente 

a los acúmulos de la proteína -syn, su patología también implica la pérdida de neuronas 

serotoninérgicas y colinérgicas, así como una profunda pérdida de neuronas noradrenérgicas 

en el LC (Paredes-Rodriguez et al., 2020; Rommelfanger & Weinshenker, 2007; Singh, 2020). 

Estudios realizados en el año 1983 en una cohorte de pacientes con EP fueron los primeros 

en demostrar una pérdida neuronal en el LC, concluyendo que la demencia observada en 

algunos pacientes de la EP podría estar relacionada con la degeneración y el fallo de la 

función noradrenérgica (Mann & Yates, 1983). En el año 2003, un estudio comparativo con 

una cohorte de 19 pacientes con EP determinó que la pérdida en las neuronas 

noradrenérgicas del LC era mayor que la encontrada en otras regiones cerebrales tales como 

la sustancia nigra (SN) o el núcleo basal de Meynert (NbM) (Zarow et al., 2003). Estudios más 

recientes observaron que el LC es uno de los lugares donde antes aparecen los acúmulos de 

-syn en la EP (Moussaud et al., 2014). 

Esclerosis múltiple (EM) 

Varios estudios informaron de cambios en los niveles periféricos y cerebrales de NA en 

pacientes con EM (Barkhatova et al., 1998; Cosentino et al., 2002; Rajda et al., 2006). En una 

cohorte de pacientes con esclerosis múltiple remitente recidivante (EMRR), los niveles en el 

LCR del metabolito de la NA metoxihidroxifenilglicol (MHPG) se correlacionaron 

negativamente con la duración de la enfermedad y el número de recaídas (Markianos et al., 
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2009), lo que podría reflejar una disminución de la respuesta del sistema noradrenérgico. Los 

resultados de un estudio publicado en el año 2011 apoyan la hipótesis de que la desregulación 

local del apoyo trófico en la médula espinal en los pacientes con EM resulta en un estrés del 

LC y en la consiguiente disminución de los niveles de NA cerebrales, contribuyendo a una 

mayor inflamación y una menor neuroprotección (Polak et al., 2011).  

Trastorno de déficit de atención e hiperactividad (TDAH) 

El TDAH es un trastorno crónico de inicio en la infancia que se caracteriza por un déficit de 

atención, impulsividad e hiperactividad debido principalmente a una disfunción de la corteza 

prefrontal modulada por la transmisión noradrenérgica (Mueller et al., 2017). Además, la 

alteración de las concentraciones de NA y DA en la corteza prefrontal parece también estar 

implicada en la sintomatología de esta enfermedad (Levy, 2009). La menor disponibilidad del 

transportador de noradrenalina (NET) parece ser la causa de la disminución en los niveles 

cerebrales de NA observados en las personas con TDAH (Ulke et al., 2019). De este modo, 

los tratamientos con agonistas de los receptores α2 adrenérgicos o inhibidores de la 

recaptación de NA, como la atomoxetina, han demostrado ser eficaces en el TDAH, debido 

principalmente a las mejoras en la atención y la memoria, entre otros beneficios cognitivos 

(Chan et al., 2016; Ozgen et al., 2021). 

 

3.4.4 Vulnerabilidad del Locus coeruleus a la neurodegeneración  

La pérdida temprana de las neuronas noradrenérgicas del LC y/o la disfunción del sistema 

noradrenérgico en las enfermedades neurológicas, especialmente en la EA, sugiere su mayor 

vulnerabilidad respecto a otros tipos neuronales a los cambios neuropatológicos. Diferentes 

estudios han descrito que las neuronas noradrenérgicas son especialmente vulnerables a la 

degeneración debido al estrés oxidativo, a la toxicidad de ciertos metabolitos noradrenérgicos 

y a su mayor exposición a las toxinas medioambientales y agentes patógenos (Figura 29) 

(Matchett et al., 2021).  

Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo es uno de los factores que contribuyen a la vulnerabilidad de las neuronas 

noradrenérgicas del LC. Estas neuronas presentan una actividad autónoma acompañada de 

oscilaciones de Ca+2 que elevan el estrés oxidativo mitocondrial contribuyendo a su 

degeneración (Sanchez-Padilla et al., 2014). Además, las neuronas noradrenérgicas del LC 

tienen axones desproporcionadamente largos y delgados (Braak & Braak, 1996). Por lo tanto, 

requieren de un alto coste energético para preservar la eficiencia de la conductancia sináptica 

a lo largo de sus axones, lo que conduce a una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo. Se 

ha demostrado que el mayor estado oxidativo hace que las neuronas del LC sean más 

vulnerables al daño por neuroinflamación crónica a través de la activación de la enzima 

NADPH oxidasa 2 (NOX2) (Wang et al., 2020).  

Toxicidad de los metabolitos noradrenérgicos 

Investigaciones recientes sugieren que los metabolitos noradrenérgicos también pueden 

contribuir a la vulnerabilidad del LC y a la neurodegeneración.  
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El metabolito 3,4-dihidroxifenilglicolaldehído (DOPEGAL) parece resultar tóxico a través de 

su contribución a la agregación de tau en el LC (Kang et al., 2020). Recientemente se ha 

demostrado que el alelo ε4 de la proteína ApoE (ApoE ε4) puede inducir la oxidación de la NA 

en DOPEGAL y desencadenar la subsecuente acumulación de tau (Kang et al., 2021). La 

ApoE ε4 constituye uno de los factores de riesgo más importantes en la EA esporádica. Sin 

embargo, hasta ahora no se ha establecido ninguna relación entre la ApoE ε4 y la 

vulnerabilidad del LC. En este estudio se demostró que la ApoE ε4 se une al VMAT2 

inhibiendo la captación de la NA. La fuga de NA de las vesículas sinápticas conduce a su 

oxidación en el metabolito DOPEGAL. Este metabolito tóxico activa la asparagina 

endopeptidasa (AEP) que escinde la tau y desencadena la neurodegeneración del LC. 

Además, se ha descrito que el DOPEGAL también puede reaccionar directamente con el 

residuo Lys353 de la proteína tau estimulando su agregación y propagación (Kang et al., 

2022).  

Otro de los metabolitos de la NA, es el metoxihidroxifenilglicol (MHPG). Niveles altos de MHPG 

se asociaron a un menor grosor cortical (van Hooren et al., 2021), a unas mayores 

concentraciones en el LCR de tau fosforilado y Aβ y a la progresión de la EA (Riphagen et al., 

2021). Por lo que, aun desconociéndose el mecanismo exacto de acción, parece que este 

metabolito podría contribuir a la neurodegeneración del LC y la fisiopatología de la EA.  

Otra molécula que podría contribuir a la degeneración del LC es la neuromelanina (NM). El 

LC y la sustancia nigra (SN) constituyen las áreas cerebrales con mayor concentración de NM 

(Zecca et al., 2004). En 2015 se describió el mecanismo a través del cual la NA y sus 

metabolitos pueden promover la síntesis de NM (Wakamatsu et al., 2015). Durante el 

envejecimiento cerebral la NM se acumula en el interior de las neuronas actuando como 

quencher de las moléculas tóxicas, pero también parece contribuir a la patogénesis de las 

enfermedades neurodegenerativas (Wakamatsu et al., 2015; Zecca et al., 2004). Esto se debe 

a que, tras la degeneración neuronal, la NM se libera junto con otras moléculas tóxicas 

activando el sistema inmunitario y exacerbando el estrés oxidativo (Moreno-Garcia et al., 

2021).  

Toxinas medioambientales y agentes patógenos 

Las neuronas noradrenérgicas inervan la mayor parte de la microvasculatura del cerebro, y la 

NA liberada por las terminales del LC controla el flujo sanguíneo en el sistema nervioso y 

mantiene la función e integridad de la BHE (Bekar et al., 2012; Raichle et al., 1975).  Por lo 

tanto, la disfunción de la BHE puede aumentar la exposición de los terminales noradrenérgicos 

a las toxinas de la sangre y agentes patógenos (Pamphlett, 2014). Por otro lado, la cercana 

proximidad del LC a la pared del cuarto ventrículo aumenta su exposición a las toxinas del 

LCR y agentes patógenos (Mravec et al., 2014). Finalmente, los axones noradrenérgicos 

están poco o nada mielinizados (Braak & Braak, 1996), lo que contribuye a exponer el axón a 

toxinas y otras moléculas patógenas. Por tanto, la mayor exposición de las neuronas 

noradrenérgicas a toxinas puede contribuir a su disfunción y degeneración. Un ejemplo de ello 

son los metales pesados, para los que se ha descrito su contribución a la fisiopatología de 

diferentes enfermedades neurodegenerativas como la EA. Diferentes estudios han descrito 

que la concentración de metales pesados, como la plata o el mercurio, puede desencadenar 

la acumulación de tau en las neuronas del LC y su posterior neurodegeneración (Pamphlett 

et al., 2018). 
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Figura 29. Vulnerabilidad del Locus coeruleus a la neurodegeneración. La morfología de las neuronas 
noradrenérgicas las hace más vulnerables a diferentes agentes dañinos. 1) Las neuronas 
noradrenérgicas generan oscilaciones de Ca+2 que elevan el estrés oxidativo mitocondrial 
contribuyendo a su degeneración. 2) Los metabolitos de la noradrenalina como DOPEGAL y MHPG 
están implicados en la acumulación de tau y neurodegeneración respectivamente. 3) Las neuronas 
noradrenérgicas inervan la mayor parte de la microvasculatura cerebral, por lo que están más 
expuestas a las toxinas y agentes patógenos de la sangre. 4) La cercana proximidad del LC a la pared 
del cuarto ventrículo aumenta su exposición a las toxinas o agentes patógenos del LCR. LC: locus 
coeruleus, ROS: especies reactivas de oxígeno, DAMPS: patrón molecular asociado a daño, PAMPS: 
patrón molecular asociado a patógenos, LCR: líquido cefalorraquídeo. 

 

 

3.4.5 Degeneración del sistema noradrenérgico en modelos preclínicos de la 

enfermedad de Alzheimer 

La degeneración neuronal noradrenérgica presente en los pacientes con EA también se 

encontró en los modelos murinos utilizados para estudiar esta enfermedad. La degeneración 

del LC en ratones APP/PS1 se correlaciona con la neuroinflamación y la activación de la 

microglía (Cao et al., 2021). Además, en un modelo de rata transgénica de la EA se encontró 

una deposición temprana de tau hiperfosforilado en el LC (Munoz-Moreno et al., 2018). Por 

ello, diversos estudios se han centrado en observar la posible conexión entre el daño del LC 

y la progresión de la EA (Tabla 5).  
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Neurotoxina del LC: DSP4 

La administración del compuesto DSP4 [N-(2-cloroetil)-N-etil-2-bromobencilamina], una 

neurotoxina selectiva del LC en aves y roedores, es una de las estrategias utilizadas para 

reproducir la pérdida de neuronas del LC. Tras su inyección intraperitoneal, el DSP4 atraviesa 

la BHE y se convierte en un derivado que puede ser transportado al interior de los axones 

noradrenérgicos por el transportador de la NA (NET). Una vez dentro de estas neuronas, el 

metabolito de DSP4 provoca la destrucción de los terminales neuronales (Ross & Stenfors, 

2015). Sin embargo, no todas las áreas cerebrales se ven afectadas por igual. El hipotálamo 

y el mesencéfalo muestran una mayor reducción de los niveles de NA que otras áreas como 

la corteza, el hipocampo, el cerebelo o la médula espinal. Además, mientras que la mayoría 

de las neuronas del LC se ven afectadas por el DSP4, las fibras que se originan en los grupos 

celulares A1 y A2 no se modifican (Marien et al., 2004). Como resultado, la producción y 

distribución de la NA se reduce rápidamente. De este modo, la administración de DSP4 puede 

reproducir algunas de las alteraciones resultantes de la degeneración del LC que se sabe que 

ocurren en la EA. 

La inyección de DSP4 en ratas que recibieron inyecciones intracorticales de Aβ incrementó la 

producción de las citoquinas proinflamatorias IL1β y IL6, así como de otros mediadores 

inflamatorios como GFAP, NOS2 y COX2 (Heneka et al., 2002). En particular, en los animales 

tratados con DSP4 se detectó una sobreexpresión de la enzima NOS2 principalmente a nivel 

neuronal, una alteración también observada en el cerebro de pacientes con EA (Heneka et 

al., 2001). La administración de DSP4 a ratones APP23 demostró tener efectos detectables 6 

meses después. Estos incluían no sólo el aumento de la neuroinflamación, sino también la 

acumulación de placas amiloides, la pérdida neuronal y la alteración del metabolismo 

neuronal. También se encontró que los déficits de memoria aumentaban como consecuencia 

del tratamiento con DSP4 (Heneka et al., 2006). Otros estudios demostraron que la 

administración de DSP4 provoca la inhibición de la enzima degradadora de Aβ, la neprilisina, 

en otro modelo murino de EA también basado en la sobreexpresión de APP humano (Kalinin 

et al., 2007). De hecho, los ratones transgénicos con sobreproducción de APP tratados con 

DSP4 muestran mayores acumulaciones de Aβ, lo que parece ser consecuencia también de 

una reducción del reclutamiento de las células de microglía hacia las placas de Aβ y de una 

alteración en la fagocitosis de Aβ (Heneka et al., 2010). Los estudios realizados en ratones 

APP/PS1 también mostraron una mayor neuroinflamación como resultado de la 

administración de DSP4 (Jardanhazi-Kurutz et al., 2010; Jardanhazi-Kurutz et al., 2011; Pugh 

et al., 2007). Recientemente, Flores-Aguilar y colaboradores evaluaron el impacto de la 

administración de DSP4 antes de la aparición de los depósitos de Aβ en ratas APPtg. La 

degeneración temprana del LC, como consecuencia de la administración de la neurotoxina 

DSP4, agravó la neuroinflamación, los déficits colinérgicos y las alteraciones cognitivas, 

además de provocar una desregulación de las neurotrofinas, un grupo de proteínas implicadas 

en la supervivencia neuronal (Flores-Aguilar et al., 2022).   

Los efectos del DSP4 también se han evaluado en el modelo de ratón P301S basado en el 

aumento de la expresión de la proteína tau humana mutante. En este caso, los ratones 

tratados con DSP4 mostraron un aumento de la neuroinflamación, la neurodegeneración y de 

los déficits de memoria, llevando a un aumento de la mortalidad (T. Chalermpalanupap et al., 

2018).  
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Recientemente, Lannitelli y colaboradores han tratado ratones WT con DSP4 y han observado 

que en respuesta a la pérdida de neuronas noradrenérgicas en el LC, se incrementó la 

señalización de la NA lo que se asoció a fenotipos ansiógenos (Iannitelli et al., 2022), 

modelizando a nivel molecular, celular, sistémico y conductual la EA temprana.  

Estos datos confirman que la pérdida de neuronas del LC potencia las alteraciones causadas 

por los dos principales agentes que contribuyen a la progresión de la EA, a saber, el Aβ y los 

NFTs. Sin embargo, el uso de DSP4 tiene ciertas desventajas, ya que suprime no sólo la NA, 

sino también otros neuromoduladores producidos en el LC, como la galanina o el BDNF, que 

también se encuentran implicados en la EA (Counts et al., 2008; L. Gao et al., 2022). Además, 

la lesión de las neuronas causada por el DSP4 podría promover por sí misma respuestas 

inflamatorias (Wang et al., 2021). Por esta razón, el desarrollo de formas alternativas de 

simular la degeneración de las neuronas del LC podría dar resultados más fiables. 

Ratones dopamina β-hidroxilasa (DβH) Knockout 

La DβH, la enzima responsable de la conversión de la dopamina en NA, se localiza en las 

células cromafines de la médula suprarrenal y en las células noradrenérgicas del LC. La 

supresión genética de esta enzima constituye una estrategia interesante, ya que resulta en la 

supresión de la producción de la NA, pero no afecta a otros co-transmisores o a la integridad 

neuronal. Sin embargo, es escasa la literatura existente sobre el papel de la supresión 

genética de la DβH en modelos de la EA. Hasta la fecha, tan solo un estudio evaluó los efectos 

del cruce de ratones APP/PS1 con ratones DβH KO. En este estudio, la ausencia de la enzima 

DβH resultó en un incremento de los déficits de memoria observados en los ratones APP/PS1 

(Hammerschmidt et al., 2013). 

Ratones Ear2 Knockout 

Los ratones que carecen del receptor nuclear Ear2, necesario para el desarrollo de las 

neuronas del LC en ratones, muestran una gran reducción en el número de neuronas 

noradrenérgicas en el LC. De forma consistente, el cruce de ratones Ear2 KO con ratones 

APP/PS1 también demostró que la depleción de las neuronas noradrenérgicas del LC 

potencia los déficits de memoria presentes en los ratones APP/PS1 (Kummer et al., 2014). 

Uso de Β bloqueantes 

Otra alternativa para observar los efectos del déficit de la señalización noradrenérgica es el 

uso de antagonistas de sus receptores. Hay varios antagonistas disponibles para los 

diferentes tipos de receptores adrenérgicos, y los más relevantes por su uso generalizado son 

los comúnmente conocidos como betabloqueantes. Estos fármacos son antagonistas 

específicos de los receptores β adrenérgicos y están indicados para reducir la presión arterial 

y el tratamiento de diferentes enfermedades cardiovasculares. En este sentido, el tratamiento 

de ratones transgénicos para APP con el betabloqueante metoprolol, provocó un aumento de 

la expresión de marcadores inflamatorios, así como un deterioro del comportamiento cognitivo 

(Evans et al., 2020). Sin embargo, debido al papel de estos receptores en la amiloidogénesis, 

así como su desregulación en la EA, su inhibición también presenta efectos beneficiosos. Así, 

el uso clínico de los betabloqueantes se ha asociado con efectos protectores en humanos con 

respecto al desarrollo de la EA (Rosenberg et al., 2008; Wagner et al., 2012), lo que se 

discutirá más a fondo en el siguiente apartado.  
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Tabla 5. Degeneración del LC en modelos preclínicos de la enfermedad de Alzheimer. 

 

 

3.4.6 Farmacología del sistema noradrenérgico: potenciales estrategias 

terapéuticas  

Dado el papel de la NA en la regulación de la neuroinflamación y en la neuroprotección, los 

fármacos reguladores de la NA podrían contribuir al tratamiento de la patogénesis de la EA. 

La existencia de diferentes fármacos que actúan sobre la señalización noradrenérgica (Figura 

30), actualmente aprobados y utilizados para la depresión y otros trastornos neurológicos, 

elimina la necesidad de desarrollar nuevas sustancias, así como el largo y costoso proceso 

necesario para permitir su administración a los pacientes. De este modo, la reutilización de 

Referencia Modelo animal Resultados principales del estudio 

Neurotoxina del LC: DSP-4 

(Iannitelli et al., 2022) Ratones WT Aumento del fenotipo ansioso 

(Flores-Aguilar et al., 2022) Ratas APPtg 
Aumento de la neuroinflamación, los déficits 
colinérgicos y de las alteraciones cognitivas 

(T. Chalermpalanupap et 
al., 2018) 

Ratones 
P301S 

Aumento en los déficits de memoria, la inflamación, 
la neurodegeneración y la mortalidad 

(Jardanhazi-Kurutz et al., 
2011) 

Ratones 
APP/PS1 

Aumento de la inflamación y de las placas 
amiloides 

(Jardanhazi-Kurutz et al., 
2010) 

Ratones 
APP/PS1 

Aumento de las placas amiloides 

(Heneka et al., 2010) 
Ratones APP 

V717F 
Aumento de las placas amiloides y de la activación 

glial 

(Pugh et al., 2007) 
Ratones 
APP/PS1 

Aumento de la inflamación 

(Kalinin et al., 2007) 
Ratones APP 

V717F 
Aumento de las placas amiloides y de la activación 

glial 

(Heneka et al., 2006) 
Ratones 
APP23 

Aumento de la inflamación, las placas amiloides y 
la pérdida neuronal 

(Heneka et al., 2002) 
Ratas 

inyectadas con 
Aβ 

Aumento de la inflamación 

Ratones dopamina β-hidroxilasa (DβH) Knockout 

(Hammerschmidt et al., 
2013) 

Ratones 
APP/PS1 

Aumento de los déficits de memoria 

Ratones Erk2 knockout 

(Kummer et al., 2014) 
Ratones 
APP/PS1 

Aumento de los déficits de memoria 

Uso de β bloqueantes 

(Evans et al., 2020) Ratones APPtg 
Aumento de la inflamación y de los déficits 

cognitivos 
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dichos fármacos podría ser una interesante alternativa o tratamiento coadyuvante a los 

actuales tratamientos farmacológicos para la EA (Appleby et al., 2013; Behl et al., 2022; T. 

Chalermpalanupap et al., 2013; David & Malhotra, 2022). Los datos de los estudios preclínicos 

(Matchett et al., 2021), así como los ensayos clínicos recientes (Levey et al., 2022), muestran 

un papel protector de las terapias con NA (Tabla 6) y confirman los efectos antiinflamatorios 

y neuroprotectores de la NA demostrados previamente por los estudios in vitro. 

 

 

Figura 30. Farmacología del sistema noradrenérgico. Figura modificada del articulo: (Gutierrez et al., 
2022). α1-RA: receptor α1 adrenérgico, α2-RA: receptor α2 adrenérgico, β-RA: receptor β adrenérgico, 
LC: locus coeruleus, MAO: monoamino oxidasa, NA: noradrenalina, NET: transportador específico de 
noradrenalina, TH: tirosina hidroxilasa. 

 

 

Inhibidor de la recaptación de noradrenalina (NET) 

La administración de desipramina y atomoxetina, inhibidores de la recaptación de NA, en ratas 

inyectadas intraperitonealmente con el lipopolisacárido (LPS) redujo la expresión de las 

citoquinas proinflamatorias IL1β y TNFα, así como de la enzima NOS2 y de los marcadores 
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de activación microglial CD11b y CD40 en la corteza cerebral (O'Sullivan et al., 2009). La 

desipramina y la atomoxetina también redujeron la expresión de las quimioquinas CXCL10 y 

CCL5, así como de la molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1) y de la molécula de 

adhesión intercelular-1 (ICAM-1) en corteza e hipocampo (O'Sullivan et al., 2010). Este tipo 

de estrategia farmacológica ha sido una de las primeras en probarse en pacientes con DCL. 

El tratamiento con atomoxetina en estos pacientes redujo los niveles tau fosforilado y 

normalizó los biomarcadores de la función sináptica, el metabolismo cerebral y la inmunidad 

glial en muestras de LCR, además de mejorar la actividad cerebral y el metabolismo en 

circuitos cerebrales claves en la fisiopatología de esta demencia (Levey et al., 2022). Además, 

el metilfenidato, un inhibidor de la recaptación de noradrenalina-dopamina (NDRI), mejora la 

apatía y la atención en los pacientes con EA (Lanctot et al., 2014). 

Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) 

Los IMAO son el tipo más antiguo de antidepresivos y una estrategia alternativa para elevar 

los niveles de NA en el cerebro. Por esta razón, cabe esperar que su administración tenga 

algún efecto sobre la progresión de la EA (Appleby et al., 2013; Kim et al., 2013). Además, la 

activación de la MAO se ha relacionado con la EA y las formas activadas de estas enzimas 

se consideran biomarcadores de esta enfermedad (Kennedy et al., 2003). Tsunekawa y 

colaboradores demostraron que el tratamiento con selegilina a ratones que habían sido 

inyectados con el fragmento 25-35 de A mejoró as alteraciones cognitivas que presentaban 

estos ratones (Tsunekawa et al., 2008). La experiencia acumulada en la prescripción de 

ciertos IMAO para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, facilitó la evaluación de su 

potencial terapéutico en la EA. Sin embargo, un metaanálisis realizado en el año 2002 

concluyó que aunque el tratamiento con selegilina produce una mejora a corto plazo en la 

cognición y las actividades de la vida diaria, la magnitud del efecto no alcanza importancia 

clínica y no hay evidencia de efectos a largo plazo (Wilcock et al., 2002). En el año 2021 se 

realizó un ensaño clínico en una cohorte de 50 pacientes con EA leve y moderada con el fin 

de evaluar los efectos del tratamiento con rasagilina (Matthews et al., 2021). Los resultados 

del estudio demuestran una mejora en el metabolismo cerebral en aquellos pacientes tratados 

con rasagilina en comparación con aquellos tratados con placebo, así como una mejora en la 

calidad de vida y una disminución de los síntomas neuropsiquiátricos (Matthews et al., 2021).  

Antagonistas adrenérgicos α2 

Los receptores adrenérgicos α2 presinápticos median un bucle de retroalimentación negativa 

a través del cual la NA regula su propia secreción. Por lo tanto, la administración de 

antagonistas α2 adrenérgicos aumenta la liberación de NA en el SNC. El tratamiento con el 

antagonista α2 adrenérgico dexefaroxán promueve en ratas la supervivencia a largo plazo de 

las neuronas, reduciendo su apoptosis (Rizk et al., 2006). Se ha propuesto que la inducción 

de la IL10 contribuye a las acciones neuroprotectoras de estos antagonistas α2 adrenérgicos 

(McNamee, Ryan, Griffin, et al., 2010). La administración de fluparoxan a ratones transgénicos 

APP/PS1 redujo los déficits de memoria, a pesar de no detectarse diferencias significativas 

en la acumulación de Aβ ni en la astrgliosis (Scullion et al., 2011). Sin embargo, el tratamiento 

con el antagonista indazoxan, en el mismo tipo de ratones transgénicos, redujo los niveles 

cerebrales de Aβ40 y Aβ42 y los depósitos de amiloide (Chen et al., 2014).  
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L-DOPS 

L-treo-3,4-dihidrofenilserina (L-DOPS) es un precursor de la NA, por lo que su administración 

periférica incrementa los niveles de NA cerebrales (Thomas et al., 1998). La administración 

de este compuesto a ratones transgénicos de APP incrementó la migración microglial hacia 

las placas de Aβ y su fagocitosis (Heneka et al., 2010). Además, el L-DOPS redujo los déficits 

de memoria y la activación de los astrocitos en el modelo de amiloidosis murino 5xFAD e 

indujo la expresión de varios factores neurotróficos y de enzimas implicadas en la degradación 

de Aβ, como la neprilisina y la enzima degradante de la insulina (Kalinin et al., 2012). 

Potenciación de la tirosina hidrolasa (TH) 

El vindeburnol es un derivado semisintético del alcaloide vegetal vincamina que actúa 

aumentando la expresión y actividad de la TH (Garcia et al., 1994), enzima implicada en la 

síntesis de la NA. Curiosamente, el vindeburnol reactiva la expresión de la TH que se pierde 

durante el desarrollo en ciertas neuronas del LC (Bezin et al., 2000). En ratones 5xFAD, el 

tratamiento con vindeburnol redujo la acumulación de placas de Aβ, indujo la expresión de 

BDNF (Braun et al., 2014) y evitó algunas alteraciones conductuales características de estos 

ratones (Braun & Feinstein, 2019). 

Estimulación del LC 

Una forma alternativa de potenciar la actividad de las neuronas del LC es mediante la 

estimulación del nervio vago. Esta técnica utiliza dispositivos que se conectan al nervio vago 

y generan impulsos eléctricos que funcionan como señales transmitidas a través del nervio a 

ciertas áreas cerebrales, incluyendo el LC, constituyendo una terapia alternativa para la EA 

(Vargas-Caballero et al., 2022). En estudios con ratas la estimulación del nervio vago aumentó 

los niveles cerebrales de NA y la expresión de BDNF (Follesa et al., 2007). La estimulación 

del nervio vago ha demostrado su eficacia en otras enfermedades neurológicas como la 

epilepsia, la depresión y algunos tipos de dolor. Por este motivo, se probó en pacientes con 

EA. Los resultados del primer estudio piloto demuestran que la estimulación del nervio vago 

fue bien tolerada por los pacientes, mientras que sus efectos secundarios fueron leves y 

transitorios y, lo que es más interesante, provocó una mejora significativa en diferentes 

pruebas neuropsicológicas (Sjogren et al., 2002) lo cual persistió un año después de la 

estimulación (Merrill et al., 2006). Aunque todavía no se ha probado en humanos, la 

potenciación de la actividad del LC también se ha realizado en ratas mediante la activación 

quimiogenética a través del uso de receptores de diseño activados exclusivamente por un 

fármaco de diseño (DREADDs). Así, las alteraciones del aprendizaje observadas en ratas 

TgF344-AD se redujeron cuando se estimuló el LC a través de DREADDs (Rorabaugh et al., 

2017). 

Betabloqueantes 

Debido al papel que los receptores β adrenérgicos juegan en la acumulación del Aβ, su 

bloqueo podría constituir una interesante diana terapéutica para disminuir los acúmulos de 

amiloide. En este sentido, el tratamiento con nebivolol, un antagonista del receptor β1 

adrenérgico, en ratones Tg2576 con neuropatología amiloide redujo significativamente el 

contenido amiloide del cerebro aunque sin proporcionar ninguna mejora sobre la función 

cognitiva (Wang et al., 2013). El tratamiento con propanolol, antagonista de los receptores β2 
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adrenérgicos y comúnmente utilizado como fármaco antihipertensivo, en ratones SAMP8, que 

presentan altos niveles de Aβ42 en el hipocampo, fosforilación de tau y deterioro cognitivo, 

disminuyó los niveles de Aβ y tau y restauró los déficits cognitivos (Dobarro, Orejana, Aguirre, 

& Ramírez, 2013). 

Además, debido al uso generalizado de los fármacos betabloqueantes para controlar la 

hipertensión, se dispone de una gran cantidad de datos, lo que ha permitido realizar varios 

estudios de base poblacional que reclutan a pacientes tratados durante periodos 

relativamente largos, lo que ha demostrado el potencial de los fármacos betabloqueantes en 

la prevención y reducción de la fisiopatología de la EA (Law & Yeong, 2021; Yu et al., 2011). 

De este modo, el uso de antagonistas del receptor β2 adrenérgico se correlaciona con una 

menor incidencia de la EA entre los pacientes con hipertensión (Hajjar et al., 2005; 

Khachaturian et al., 2006; Rosenberg et al., 2008). Un estudio centrado en el tratamiento con 

betabloqueantes durante tres años antes del desarrollo de la EA, encontró que el tratamiento 

con betabloqueantes se asocia con una reducción de las probabilidades de desarrollar 

demencia (Wagner et al., 2012). Pero además de reducir la incidencia de la EA, diferentes 

estudios han demostrado que los betabloqueantes son efectivos frente al tratamiento de parte 

de la sintomatología de la EA. En este sentido, el tratamiento con propanolol redujo la agresión 

y la agitación en pacientes con demencia senil (Peskind et al., 2005; Shankle et al., 1995; 

Summers, 2006; Weiler et al., 1988).  

Por otro lado, los betabloqueantes incrementan el flujo del LCR lo que podría mejorar el 

aclaramiento cerebral de metabolitos tóxicos que se acumulan en la patología de la EA. En 

este sentido un estudio en una cohorte de más de 69 mil individuos determinó que los 

betabloqueantes altamente permeables a la BHE se asocian con un menor riesgo de EA en 

comparación con los de baja permeabilidad, siendo este efecto específico para el diagnóstico 

de EA y no extendiéndose a la demencia en general (Beaman et al., 2022). Estos hallazgos 

sugieren que el bloqueo de los receptores β adrenérgicos puede disminuir la incidencia de la 

EA, así como tratar parte de su sintomatología. Sin embargo, se ha visto que diferentes 

factores pueden contribuir a la modulación del bloqueo de estos receptores tales como los 

síntomas conductuales, el sexo o los factores genéticos, como las variantes del receptor β 

adrenérgico, la apolipoproteína E y el citocromo P450 y P2D6 (Luong & Nguyen, 2013). Por 

tanto, es necesaria una mejor caracterización de los efectos del uso de los betabloqueantes 

en la EA, con el fin de garantizar su eficacia farmacológica.  
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Tabla 6. Farmacología del sistema noradrenérgico en modelos preclínicos.  

Referencia Modelo animal Resultados principales del estudio 

Inhibidor de la recaptación de noradrenalina (NET) 

(O'Sullivan et al., 
2010) 

Ratas inyectadas con LPS Disminución de la inflamación 

(O'Sullivan et al., 
2009) 

Ratas inyectadas con LPS 
Disminución de la inflamación, activación 

de las células T y de las moléculas de 
adhesión celular 

Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) 

(Tsunekawa et al., 
2008) 

Ratones inyectados con Aβ Mejora de las alteraciones cognitivas 

Antagonistas adrenérgicos α2 

(Chen et al., 2014) Ratones APP/PS1 Disminución de los depósitos de amiloide 

(Scullion et al., 
2011) 

Ratones APP/PS1 
Disminución de los déficits en la memoria 

de trabajo espacial 

(Rizk et al., 2006) Ratas WT Aumento de la supervivencia neuronal 

L-DOPS 

(Kalinin et al., 
2012) 

Ratones 5xFAD 
Aumento de la expresión de factores 

neurotróficas y de las enzimas de 
degradación de Aβ 

(Heneka et al., 
2010) 

Ratones APP V717F 
inyectados con DSP-4 

Recuperación de las funciones de las 
células microgliales 

Potenciación de la tirosina hidrolasa (TH) 

(Braun & Feinstein, 
2019) 

Ratones 5xFAD 
Previene las alteraciones 

comportamentales 

(Braun et al., 2014) Ratones 5xFAD 
Disminución de los depósitos de amiloide y 

aumento de BNDF 

Estimulación del LC 

(Rorabaugh et al., 
2017) 

Ratas TgF344 
Reducción de las alteraciones en el 

aprendizaje 

(Follesa et al., 
2007) 

Ratas WT 
Aumento de los niveles de NA, BDNF y 

bFGF 

Betabloqueantes 

(Wang et al., 2013) Ratones Tg2576 Disminución de los depósitos de amiloide 

(Dobarro, Gerenu, 
et al., 2013) 

Ratones SAMP8 
Disminución de los niveles de Aβ y tau y 

restauración de los déficits cognitivos 

LC : locus coeruleus, LPS : lipopolisacárido.NA : noradrenalina.
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3.5 QUIMIOQUINA CCL2 EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Las quimioquinas pueden regular la migración microglial y el reclutamiento de astrocitos a la 

zona de neuroinflamación, y por lo tanto ser responsables de la extensión de la inflamación 

local. Sin embargo, también se ha descrito un papel antiinflamatorio y neuroprotector de las 

mismas. Es por ello por lo que, su contribución perjudicial o beneficiosa en la fisiopatología de 

la EA sigue siendo objeto de investigación (Azizi et al., 2014).  

En los pacientes con EA, la vía CCL2/CCR2 está relacionada con el desarrollo de la 

neuroinflamación durante la progresión de la enfermedad. Los niveles de CCL2 se encuentran 

aumentados en el tejido cerebral (Sokolova et al., 2009), en el LCR (Nordengen et al., 2019) 

y en el plasma (Lee et al., 2018; Zhang et al., 2013) de pacientes con EA. Aunque varios 

estudios muestran que los niveles de CCL2 no se encuentran aumentados en pacientes con 

EA grave (Galimberti et al., 2006; Nordengen et al., 2019), lo que sugiere que el aumento de 

los niveles de CCL2 podría estar restringido a las primeras etapas de la EA. Por otro lado, 

CCL2 se acumula en las proximidades de las placas de Aβ en cerebros humanos (Ishizuka et 

al., 1997). De este modo, CCL2 podría ayudar a la migración de las células hacia las placas 

de Aβ con el fin de aislarlas y reducir su toxicidad. Sin embargo, la sobreproducción de CCL2, 

como ocurre con otros muchos mediadores inflamatorios, puede convertirse en un factor 

añadido que amplía el daño causado inicialmente por el Aβ (Severini et al., 2014). 

En cultivos celulares el uso del inhibidor de CCL2 Bindarit reduce el daño neuronal producido 

por Aβ en cultivos neuronales primarios mixtos (Severini et al., 2014). En los modelos de ratón 

de la EA, la vía de señalización CCL2/CCR2 parece contribuir a la respuesta inflamatoria. Así, 

la sobreexpresión de CCL2 en modelos de amiloidosis aumenta la concentración y agregación 

de Aβ y acelera el deterioro cognitivo (Kiyota et al., 2009; Yamamoto et al., 2005). Por otro 

lado, CCL2 aumenta los niveles de ApoE, vinculado con el depósito de Aβ, por lo que podría 

participar en la oligomerización de Aβ, la microgliosis y el deterioro cognitivo acelerado de la 

EA (Kiyota et al., 2009). En base a estos datos, CCL2 podría constituir una interesante diana 

terapéutica ya que su inhibición podría disminuir la producción y acumulación de Aβ 

reduciendo el daño asociado a la EA. Sin embargo, CCL2 también es crucial para la migración 

de astrocitos, microglía y otros tipos de células hacia las placas Aβ. Estas células pueden 

reducir el daño neuronal participando en la degradación de las placas de Aβ (Ries & Sastre, 

2016). En este sentido, la deleción genética de CCL2 o de su receptor, CCR2, en ratones 

transgénicos APPS/PS1 (Naert & Rivest, 2011) o APP (Kiyota et al., 2013), provoca el 

agravamiento de la fisiopatología presente en estos ratones.  La deficiencia de señalización 

CCL2/CCR2 resulta en el aumento de las placas Aβ, la disfunción neurocognitiva y la 

reducción de la neurogénesis, ya que impiden la acumulación microglial y la eliminación de 

Aβ (El Khoury et al., 2007; Naert & Rivest, 2011).  
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4 ANTECEDENTES, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
 

4.1 ANTECEDENTES INMEDIATOS 

La alteración del sistema noradrenérgico y de los niveles de NA es un fenómeno asociado a 

múltiples enfermedades neurodegenerativas especialmente la EA (Marien et al., 2004). 

Diferentes estudios han demostrado el potencial neuroprotector de la NA a través de la 

inhibición de la producción de moléculas proinflamatorias y la inducción de la expresión de 

factores neurotróficos (Feinstein et al., 2002; Madrigal et al., 2005; Marien et al., 2004). A su 

vez, varios estudios han determinado que la NA ejerce un importante control en la activación 

de células gliales como la microglía (Dello Russo et al., 2004) y los astrocitos (Braun et al., 

2014), los cuales juegan un importante papel en la fisiopatología de la EA (Kinney et al., 2018). 

La neurodegeneración del LC, así como el bloqueo de las acciones de la NA han demostrado 

incrementar la fisiopatología de modelos de EA a través de un amento de la neuroinflamación 

y reactividad glial (T. Chalermpalanupap et al., 2018; Evans et al., 2020; Heneka et al., 2002; 

Heneka et al., 2006; Jardanhazi-Kurutz et al., 2010; Kalinin et al., 2007; Kummer et al., 2014; 

Pugh et al., 2007). Mientras que el restablecimiento de los niveles homeostáticos de NA a 

través de diversas estrategias terapéuticas ha demostrado poseer una función antinflamatoria 

y neuroprotectora en diferentes modelos de EA (Braun & Feinstein, 2019; Braun et al., 2014; 

T. Chalermpalanupap et al., 2013; Heneka et al., 2010; Kalinin et al., 2012). Sin embargo, la 

mayoría de las terapias con eficacia demostrada en modelos animales de la EA no han llegado 

a proporcionar un beneficio eficaz en pacientes con la EA, quizá debido a que los modelos 

animales tan sólo presentan algunos aspectos de esta patología (Drummond & Wisniewski, 

2017). Por lo tanto, para determinar el posible efecto terapéutico del mantenimiento de los 

niveles fisiológicos de la NA en pacientes, es esencial la confirmación de los hallazgos 

obtenidos en modelos animales en modelos humanos. En este sentido, las células derivadas 

de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) humanas constituyen una excelente 

herramienta para la modelización de los aspectos moleculares y celulares de diferentes 

enfermedades humanas, incluidas las neurodegenerativas y, en concreto, la EA (Abud et al., 

2017; J. Penney et al., 2020). Hasta la fecha, ningún estudio ha evaluado los efectos de la NA 

en células derivadas de iPSCs humanas.  

 

4.2 HIPÓTESIS 

Sobre la base de los antecedentes descritos anteriormente, se propuso la siguiente hipótesis: 

“El mantenimiento de los niveles homeostáticos de la NA en el SNC, debido a sus efectos 

neuroprotectores y antiinflamatorios, disminuye la fisiopatología de la enfermedad de 

Alzheimer (EA), estando parte de estos efectos mediados a través de la regulación de la 

actividad de las células gliales”  

 



Antecedentes, hipótesis y objetivos 

 

 

90 

4.3 OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta la hipótesis de partida mencionada anteriormente, se propusieron los 

siguientes objetivos generales y específicos con el fin de verificar la validez de la hipótesis 

propuesta.  

 

4.3.1 Objetivos generales 

• Analizar los efectos de la inhibición de la recaptación de la NA y de la supresión 

genética de CCL2 en el modelo murino 5xFAD de la EA (modelo de amiloidosis). 

• Analizar los efectos de la quimioquina CCL2 en la resolución de la inflamación en 

cultivos primarios de astrocitos. 

• Analizar los efectos de la inhibición de la recaptación de la NA en el modelo murino 

P301S de la EA (modelo de taupatía). 

• Analizar los efectos de la NA sobre la respuesta inflamatoria y capacidad fagocítica de 

cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas. 

 

4.3.2 Objetivos específicos 

Efecto del tratamiento con reboxetina y de la supresión de CCL2 en el modelo murino 
5xFAD de la enfermedad de Alzheimer  

• Analizar los efectos del tratamiento con reboxetina, inhibidor de la recaptación de NA, 

en ausencia y presencia de CCL2 y de la supresión genética de CCL2 en el modelo 

murino de amiloidosis 5xFAD sobre la: 

o Memoria de trabajo espacial. 

o Expresión y síntesis de marcadores proinflamatorios. 

o Reactividad glial. 

o Acumulación de placas amiloides. 

o Degeneración axonal y muerte celular.  

Efecto de la quimioquina CCL2 en la resolución de la inflamación 

• Analizar los efectos de la quimioquina CCL2 sobre la vía de la resolvina D1 (RvD1) 

implicada en la resolución de la inflamación: 

o Analizar los efectos de la supresión genética de CCL2 en el modelo murino de 

amiloidosis 5xFAD sobre la expresión de las enzimas de síntesis y receptores 

de la RvD1.  

o Analizar el efecto de la quimioquina CCL2 sobre la expresión de las enzimas 

de síntesis y receptores de la RvD1 y de la expresión y síntesis de marcadores 

proinflamatorios en cultivos primarios de astrocitos.  

 

Efecto del tratamiento con reboxetina en el modelo murino P301S de la enfermedad 
de Alzheimer  

• Analizar los efectos del tratamiento con reboxetina en el modelo murino de taupatía 

P301S sobre la: 
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o Memoria de trabajo espacial. 

o Expresión de marcadores proinflamatorios. 

o Reactividad glial. 

o Acumulación de tau fosforilada. 

o Pérdida neuronal.  

Efecto del tratamiento con noradrenalina en células de microglía derivadas de iPSCs 
humanas 

• Analizar los efectos de la noradrenalina sobre la respuesta inflamatoria producida por 

el tratamiento con LPS y ATP en las células de microglía derivadas de iPSCs humanas.  

• Analizar los efectos de la noradrenalina sobre la respuesta fagocítica de células de 

microglía derivadas de iPSCs humanas. 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Con el fin de alcanzar los objetivos anteriormente mencionados se utilizaron los materiales y 

métodos descritos a continuación.  

 

5.1 MODELOS ANIMALES 

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices 

estipuladas por el Comité de Bienestar Animal de la Universidad Complutense de Madrid, 

España (PROEX 174/18 y 052/17), de acuerdo con las leyes de la Unión Europea 

(2010/63/UE). Se hizo todo lo posible para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir 

el número de animales utilizados. 

En el apartad de Anexos se adjuntan los Certificados de los Cursos de Formación realizados 

por la autora de esta tesis doctoral: Cuidado, realización de procedimiento y sacrificio de 

roedores.  

 

5.1.1 Modelos murinos 

Se utilizaron ratones WT, 5xFAD, CCL2 KO y P301S obtenidos de Jackson Laboratory fondo 

C57BL/6, Bar Harbor, ME, USA. Todos los animales se alojaron en jaulas (3-4 ratones) bajo 

condiciones estándar de temperatura y humedad y un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas 

con libre acceso a agua y comida.  

Modelo murino 5xFAD de la enfermedad de Alzheimer (modelo de amiloidosis) 

Los ratones 5xFAD también conocidos como Tg6799, cepa B6;Cg-Tg (APPSwFlLon, 

PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas/Mmjax, se mantuvieron durante más de 10 generaciones en 

estado hemizigótico sobre un fondo C57BL/6.  

Los ratones 5xFAD se han desarrollado basándose en la hipótesis del Aβ y el descubrimiento 

de mutaciones presentes en la EA familiar. Este modelo es un modelo de ratón transgénico 

doble APP/PS1 ya que expresa 5 mutaciones que causan la sobreexpresión tanto de APP 

humana como de la PS1 humana. La expresión de APP humana se debe a tres mutaciones 

presentes en la EA familiar: Sueca (K670N, M671L), Florida (I716V) y London (V717I). La 

sobreexpresión de PS1 en humanos está causada por dos mutaciones presentes en la EA 

familiar: M146L y L286V. La expresión de ambos transgenes está bajo el control del promotor 

murino Thy-1 para impulsar la sobreexpresión en el SNC.  

Debido a la presencia de estas mutaciones, los ratones 5xFAD expresan rasgos acelerados 

de EA como placas Aβ (específicamente se promueve la formación de Aβ42 debido a las 

mutaciones Florida, London, M146L y L286V) y neurodegeneración. Por tanto, los ratones 

5xFAD constituyen un modelo útil para el estudio de la neurodegeneración inducida por Aβ42 

y la formación de placas amiloides. 

Los ratones 5xFAD comienzan a presentar placas amiloides a los dos meses de edad. Esta 

aparición temprana va acompañada de astrogliosis y microgliosis, así como de una 
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degeneración sináptica dependiente de la edad (Oakley et al., 2006). Los ratones 5xFAD 

también presentan deficiencias conductuales como reducción de la memoria de trabajo 

espacial (Oakley et al., 2006), alteraciones en el condicionamiento contextual del miedo, 

escaso reconocimiento de objetos nuevos o una menor interacción social (Kimura & Ohno, 

2009).  

En la Figura 31 se resume la progresión fisiopatológica del modelo murino 5xFAD. 

 

 

 

 

 

Modelo murino CCL2 KO 

Los ratones CCL2 KO, también conocidos como ratones MCP-1-/-, cepa B6.129S4-Ccl2tm1Rol/J, 

tienen un casete neo que sustituye al exón 2 del gen de la quimioquina CCL2. Por lo tanto, la 

proteína CCL2 no es funcional en estos ratones transgénicos. Los ratones 5xFAD 

hemicigóticos (5xFAD+/-) se cruzaron con ratones CCL2 KO homocigóticos (CCL2-/-). Los 

ratones 5xFAD+/-/CCL2+/- resultantes se cruzaron con ratones CCL2 KO para generar ratones 

5xFAD+/-/CCL2 KO. 

 

Figura 31. Progresión de las características fisiopatológicas del modelo murino 5xFAD de la 
enfermedad de Alzheimer (modelo de amiloidosis). 
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Modelo murino P301S de la enfermedad de Alzheimer (modelo de taupatía) 

Los ratones P301S, cepa B6;C3-Tg(Prnp-MAPT*P301S)PS19Vle/J, se mantuvieron durante 

más de 10 generaciones en estado hemicigótico sobre un fondo C57BL/6. Los machos P301S 

se cruzaron con hembras WT con el fin de mantener la línea. Estos ratones no pueden ser 

criados hasta alcanzar homocigosis ya que las hembras homocigóticas no se aparean. 

Este tipo de ratones transgénicos se han desarrollado basándose en las lesiones 

neurofibrilares encontradas en los pacientes con EA y otras taupatías. Los ratones 

transgénicos P301S expresan la forma mutante P301S de la proteína humana tau, bajo la 

dirección del promotor de la proteína priónica de ratón (Prnp). Debido a esta mutación, los 

ratones P301S acumulan con la edad la proteína tau humana mutante hiperfosforilada e 

insoluble en el cerebro causando una disminución de su unión a los microtúbulos y la 

formación de NFTs. Los NFTs detectados en estos ratones son similares a las encontrados 

en pacientes con EA y otras tauopatías. De este modo, estos ratones son útiles para estudiar 

los NFTs, tauopatías neurodegenerativas y la EA. 

Debido a esta mutación, sobre los tres meses de edad, los ratones transgénicos muestran 

una retracción de las extremidades cuando se les levanta la cola, lo que progresa hacia la 

debilidad de las extremidades. El análisis histológico revela una defectuosa translocación de 

las proteínas del retículo endoplásmico en las neuronas a esta edad, como consecuencia de 

la disminución de la unión de tau a los microtúbulos. A los cinco meses, comienzan a 

observarse NFTs en el neocórtex, la amígdala, el hipocampo, el tronco cerebral y la médula 

espinal, acompañado de una neuroinflamación y reactividad glial llevando a una degradación 

de la función sináptica significativa a los seis meses de edad. A los ocho meses, comienza la 

degeneración neuronal en el hipocampo y la atrofia cerebral, debido a la dilatación ventricular, 

y progresa hacia una degeneración neuronal significativa en el hipocampo a los nueve meses 

de edad. A los diez meses de edad, los ratones ya muestran una espalda encorvada y 

parálisis, seguida de incapacidad para alimentarse. La pérdida de neuronas se extiende a la 

amígdala, el neocórtex y el córtex entorrinal a los 12 meses de edad (revisado en Yokoyama 

et al., 2022).  

En la Figura 32 se resume la progresión de las características fisiopatológicas del modelo 

murino P301S.  
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Figura 32. Progresión de las características fisiopatológicas del modelo murino P301S de la 
enfermedad de Alzheimer (modelo de taupatía). 

 

 

5.1.2 Ratas Wistar 

Se han utilizado ratas Wistar (Harlan Iberian) hembras de entre 2 y 3 meses de edad y con 

pesos de 250-350 g embarazadas. Las crías de 1-2 días de edad se han utilizado para la 

obtención de cultivos primarios de células gliales.  

 

5.2 GENOTIPADO 

Para el mantenimiento de las líneas 5xFAD, CCL2 KO y P301S, así como para la 

determinación del genotipo de los ratones obtenidos como resultado del cruce entre ratones 

5xFAD heterocigotos y CCL2 KO homocigotos, se tomaron cortes de la cola de ratón (< 2 mm) 

con el fin de obtener muestras de DNA. Las muestras de cola se homogenizaron mediante 

Tail Buffer [Tris 1M, EDTA 5 mM y Tween 10% en agua más dietil-pirocarbonado, (DEPC) 

libre de DNAsas y RNAsas, de Invitrogen®] a 55 °C durante 18 horas. Posteriormente, tras 10 

minutos en incubación a 100 °C, se centrifugaron a 1300 rpm a temperatura ambiente durante 

10 minutos con el fin de separar los restos celulares de los ácidos nucleicos.  

Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Para ello, se mezclaron 2 μl de sobrenadante con 18 μl de la mezcla de: 

Máster mix (Biotools®, España) que contiene todos los componentes necesarios para llevar 
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a cabo la amplificación [DNA polimerasa, los cuatro desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 

MgCl2, buffer de reacción y Taq polimerasa] junto con los respectivos primers, todo ello diluido 

en agua DEPC. Los ciclos a los cuales se sometieron las muestras de PCR fueron: 3 minutos 

a 95 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 61 °C y 1 minuto a 72 °C. Finalmente 

se someten a un ciclo de 2 minutos a 72 °C. 

A continuación, 10 μl del producto de PCR junto con 1,2 μl del tampón de carga se cargaron 

en un gel de agarosa al 10% al que se le aplicó una corriente eléctrica de 100 V, con el fin de 

observar las bandas correspondientes a los genes amplificados. Se utilizó una solución de 

bromuro de etidio (E1510, Sigma®) para teñir el DNA en los geles al insertarse entre los pares 

de bases de la doble hélice de DNA. Bajo la luz UV de un transiluminador, se identificó la 

existencia o ausencia de bandas de los genes amplificados de cada animal. 

 

Tabla 7. Primers utilizados para el genotipado de los modelos animales. 

5xFAD  

APP 

Primer Secuencia Tipo 

oIMR3610 APP AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG Mutante Forward 

oIMR3611 APP CGG GGG TCT AGT TCT GCA T Mutante Reverse 

oIMR7338 APP cont CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 
Control positivo  

Forward 

oIMR7339 APP cont GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 
Control positivo 

Reverse 

PS1 

Primer Secuencia Tipo 

oIMR1644 PS1 AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA Mutante Forward 

oIMR1645 PS1 GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT Mutante Reverse 

oIMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 
Control positivo 

Forward 

oIMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 
Control positivo 

Reverse 

CCL2 KO 

Primer Secuencia Tipo 

oIMR7415 GCC AGA GGC CAC TTG TGT AG Mutante Forward 

oIMR9219 TGA CAG TCC CCA GAG TCA CA WT Forward 

oIMR9220 TCA TTG GGA TCA TCT TGC TG Común Reverse 

P301S 

Primer Secuencia Tipo 

42640 AAA TTC CTC AGC AAC TGT GGT Mutante Forward 

42639 TTC TTG GAA CAC AAA CCA TTT C WT Forward 

42638 TTG AAG TTG GGT TAT CAA TTT GG Común Reverse 
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5.3 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 

Para estudiar los efectos de la NA en los modelos murinos anteriormente descritos, se decidió 

utilizar el fármaco Reboxetina. Este es un fármaco aprobado por la agencia estatal del 

medicamento para el tratamiento de diferentes enfermedades mentales tales como la 

depresión y el trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH). Su mecanismo de 

acción se basa en la inhibición de los transportadores de noradrenalina (NET) localizados a 

nivel presináptico y extrasináptico en las variocosidades noradrenérgicas (Figura 33). De este 

modo, la reboxetina potencia la acción de la NA sobre los receptores adrenérgicos. 

En cuanto al mecanismo de administración de la reboxetina, se implantaron minibombas 

osmóticas Alzet® (modelo 2004 que suministran 0,25 μl/h durante 28 días) a los ratones 

cargadas con suero salino (vehículo) o con mesilato de reboxetina (ab120157, Abcam®) a una 

concentración de 50 mg/ml en suero salino. Las bombas se mantuvieron sumergidas en 

solución salina isosmolar a 37 °C durante aproximadamente 2 horas antes de implantarlas 

para iniciar un flujo constante suministrando una dosis aproximada de 10 mg/kg de peso 

corporal cada día durante 28 días. En el caso del primer experimento, los ratones WT, 5xFAD, 

CCL2 KO y 5xFAD/CCL2 KO fueron tratados a los 5 meses de edad. Para el experimento en 

el que se utilizaron ratones WT y P301S se inició el tratamiento a los 9 meses de edad. Para 

ello, los ratones fueron anestesiados mediante la inhalación de isofluorano (inducido en una 

cámara al 4% y mantenido al 2% mediante un cono nasal). A continuación, se realizó una 

pequeña incisión detrás del cuello, se implantaron las minibombas por vía subcutánea entre 

las escápulas y se cerró la incisión con suturas. A los 28 días después de la implantación de 

las bombas, se llevó a cabo la recogida de muestras. 

 

 

Figura 33. Vía de administración y mecanismo de acción de la reboxetina.
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5.4 ESTUDIO COMPORTAMENTAL: LABERINTO EN Y 

Se emplea el laberinto en Y como prueba de comportamiento para determinar la memoria 

espacial de trabajo.  

La prueba se produce en un laberinto en forma de Y con tres brazos de plástico opacos grises 

en un ángulo de 120 ° entre sí, 35 cm de largo, 35 cm de ancho y 10 cm de largo (Figura 34). 

Los roedores presentan una disposición a explorar nuevos ambientes, de tal modo que 

prefieren investigar un nuevo brazo del laberinto en lugar de volver a uno que fue visitado con 

anterioridad. De este modo, esta prueba se utiliza para evaluar déficits en la memoria espacial 

de trabajo. Antes y después de la prueba, el laberinto se limpió con etanol al 75% para evitar 

pistas olfativas. El animal se introduce en el centro del laberinto y se le permite explorar 

libremente los tres brazos durante 8 minutos. Se puntuó una entrada en el brazo cuando el 

85% o más del cuerpo del ratón estaba en el brazo. Todos los ensayos fueron grabados en 

vídeo, seguidos y analizados con el software de seguimiento ANY-maze™. Los parámetros 

determinados fueron: distancia total recorrida (m), velocidad (m/s), número de entradas en 

cada uno de los brazos, número de entradas totales, número de secuencias y el porcentaje 

de alternancia. El número de secuencias hace referencia a tríadas que contienen entradas en 

los tres brazos diferentes (A, B y C). El porcentaje de alternancia se determinó de la siguiente 

manera: número de secuencias/máximo de alternancias posibles (número total de brazos 

introducidos/3) × 100. 

 

 

Figura 34. Prueba comportamental del laberinto en Y o Y maze. 
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5.5 CULTIVOS CELULARES 

 

5.5.1 Cultivos primarios de astrocitos 

Reactivos 

Suero fetal bovino (FBS) (<10 EU de endotoxina por ml), medio basal de Eagle, medio 

neurobasal (NBM), DMEM, DMEM-F12 y B27 sin suplementos antioxidantes, obtenidos de 

Life Technologies® (Carlsbad, CA, EE. UU.). Como antibiótico, se utilizó una mezcla de 100 

UI/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina de Sigma® (St. Louis, MO, USA). 

Protocolo  

El protocolo utilizado para la obtención de cultivos primarios de astrocitos corticales de rata 

se divide en los siguientes pasos (Figura 35): 

• Paso 1: Se partió de cortezas cerebrales de ratas Wistar (Harlan Ibérica), de 1 o 2 

días de edad para la obtención de los cultivos. Estas fueron homogeneizadas 

haciéndolas pasar por agujas de 21G, en DMEM/F12 al 10% en FBS y con los 

antibióticos penicilina (100 IU/ml, Sigma®) y estreptomicina (100 mg/ml, Sigma®) y se 

transfirieron a frascos de cultivo T-75 (Falcon® 75).  

• Paso 2: Los frascos de cultivo T-75 se incubaron a 37 °C, en atmósfera humidificada 

(con 5% de CO2).  

• Paso 3: Tras 11-13 días, las células microgliales se separaron de la monocapa de 

astrocitos mediante agitación. 

• Paso 4: Para la preparación de cultivos de astrocitos se llevó a cabo una tripsinización 

suave con Tryple® y se resuspendieron en DMEM/F12 al 10% FBS y con los 

antibióticos penicilina (100 IU/ml, Sigma®) y estreptomicina (100 mg/ml, Sigma®). Se 

sembraron a una concentración de 1x106 células/ml, en placas de 24 pocillos (0,5 

ml/pocillo). La pureza del cultivo de astrocitos, determinada mediante la tinción con 

GFAP, fue del 98%, con menos del 5% de células de microglía, determinadas mediante 

el marcador específico Mac-1.  

 

 

Figura 35. Protocolo gráfico de obtención de cultivos primarios de astrocitos corticales de rata. 
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Tratamientos 

Se hicieron tratamientos con LPS (Sigma®, Ref: L2630, CAS: 93572-42-0) y/o CCL2 

(Peprotech®, ca. no. 400-12). El LPS y CCL2 se disolvieron en agua MiliQ® a una 

concentración de 1 mg/ml y 10 µg/ml respectivamente. Las concentraciones finales utilizadas 

en el tratamiento se obtuvieron a partir de su dilución con medio de cultivo (DMEM/F-12). 

Los cultivos primarios de astrocitos corticales de rata se mantuvieron en condiciones control 

o se trataron con CCL2 (100 ng/ml). Posteriormente, el medio se reemplazó por nuevo medio 

conteniendo LPS (0,1 g/ml) a todos los grupos excepto al grupo control. 

Para el estudio del efecto de la RvD1, los cultivos de astrocitos se incubaron con vehículo 

(EtOH 0,037%), RvD1 (Cayman®, CAS: 10012554 disuelta en EtOH 0,037%) a una 

concentración de 100 nM o RvD1 (100 nM) + CCL2 (100 ng/ml). Posteriormente, se sustituyó 

todo el medio en todos los pocillos, manteniendo RvD1 y CCL2 donde se utilizó para el 

pretratamiento y se añadió LPS (0,1 g/ml) a todos los grupos excepto al grupo control.  

En la Figura 36 se resume de manera gráfica los tratamientos celulares realizados.  
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Figura 36. Protocolo gráfico de los tratamientos realizados a los cultivos primarios de astrocitos 
corticales de rata.  
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5.5.2 Cultivos de microglía derivada de iPSCs humanas 

Los cultivos de microglía derivada de iPSCs humanas se han llevado a cabo en el laboratorio 

del Prof. Mancuso en el Centro Molecular de Neurología (VIB Center of Molecular Neurology) 

perteneciente a la Universidad de Amberes (Bélgica) como parte de la estancia internacional 

realizada mediante una beca otorgada por la Organización Europea de Biología Molecular 

(EMBO). 

Reactivos 

Los medios utilizados han sido: mTeSR1 (STEMCELL Technologies, Ref: 85850), X-VIVO 15 

serum-free hematopoietic cell medium (Lonza, cat. no. BE02-060F) y DMEM/F12 (Thermo 

Fisher Scientific, Ref:10565018).  

Las citoquinas utilizadas para suplementar los medios han sido: BMP4 50 μg (PeproTech, cat. 

no. 125-05), FLT3 50 μg (PeproTech, cat. no. 300-19), GM-CSF 50 μg (Peprotech, cat. no. 

300-03), IL3 50 μg (PeproTech, cat. no. 200-03), M-CSF (CSF1) 50 μg (PeproTech, cat. no. 

300-25), SCF 50 μg (PeproTech, cat. no. 300-07), TPO 50 μg (PeproTech, cat. no. 300-18), 

VEGF165 50 μg (PeproTech, cat. no. 100-20).  

Otros reactivos utilizados en el protocolo han sido: GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, cat. 

no. 35050061), Mercaptoethanol (50 mM; Thermo Fisher Scientific, cat. no. 31350010), 

RevitaCell Supplement (100×) (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A2644501), Rock Inhibitor 

InSolution Y-27632–Calbiochem (Merck, cat. no. 688001), Accutase (Sigma-Aldrich, cat. no. 

A6964), penicilina y estreptomicina de (Sigma-Aldrich).  

Las formulaciones de los medios de cultivo utilizado son las siguientes:  

• mTeSR1 

• mTeSR1 + BVS: Para preparar el medio mTeSR + BVS, se añade 50 ng/ml BMP4 

humana, 50 ng/ml de VEGF humano y 20 ng/ml de SCF humano al medio mTeSR1.  

• Medio de diferenciación + SMIFT: Para preparar el medio de diferenciación se utiliza 

medio X-VIVO 15 al cual se le añade 2 mM de GlutaMAX, una mezcla de 100 UI/ml de 

penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina y 0,055 mM de 2-mercaptoetanol. El medio 

de diferenciación puede prepararse con antelación y conservarse a 4 °C. Para hacer 

medios de diferenciación + SMIFT, se añade 50 ng/ml de SCF humano, 50 ng/ml de 

M-CSF humano, 50 ng/ml de L3 humana, 50 ng/ml de FLT3 humana y 5 ng/ml de TPO 

humana al medio de diferenciación preparado anteriormente.  

• Medio de diferenciación + FMG: Para la preparación del medio de diferenciación + 

FMG, se añade 50 ng/ml de FLT3 humano, 50 ng/ml de M-CSF humano y 25 ng/ml de 

GM-CSF humano al medio de diferenciación preparado anteriormente.  

• Medio TIC: DMEM/F12 al cual se le añade L-glutamina (2mM), N-acetil-L-cisteína (5 

µg/ml), Insulina (2000x), ApoT (100 µg/ml), sodio selenito (100 ng/ml). Las citoquinas 

que incluye el medio TIC son: colesterol (1,5 µg/ml), heparán sulfato (1 µl/ml), M-CSF 

(0,05 µg/ml), IL34 (0,05 µg/ml), TGFβ (0,025 µg/ml) y CX3CL1 (0,01 µg/ml).  
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Protocolo  

Las células de microglía se obtuvieron a partir de células madre pluripotentes inducidas 

(iPSCs Ephitelial-1, Sigma-Aldrich ®. Referencia: IPSC0028-1VL), usando el método de 

diferenciación desarrollado en el laboratorio del Prof. Mancuso (Fattorelli et al., 2021). En 

resumen, el protocolo sigue los siguientes 7 pasos: 

• Paso 1:  las células madre se descongelan y se siembran a una densidad de ~50.000 

células/cm2 para garantizar que crezcan y alcancen la confluencia necesaria para 

iniciar la diferenciación. Normalmente, se parte de un pocillo de una placa de seis 

pocillos con el fondo cubierto con Matrigel® que contiene 70-80% de células madre 

confluentes en el día 0. Hasta alcanzar el día 0 las células se mantienen en medio 

mTeSR1. El primer día el medio se suplementa con RevitaCell para inhibir la apoptosis 

celular, los siguientes días se usa medio mTeSR1 sin RevitaCell.  

• Paso 2: Durante los días 0-3, inducimos la formación de cuerpos embrionarios (EBs) 

sembrando una suspensión celular de células madre en una placa de 96 pocillos de 

baja adherencia en U a una densidad de 10.000-15.000 células/pocillo en medio 

mTeSR1 + BVS. Se cambia el 75% del medio cada día eliminando cuidadosamente 

las células muertas.  

• Paso 3: El día 4, los EBs se transfieren a una placa de seis pocillos con una P1000 y 

puntas de un diámetro mayor en medio de diferenciación + SMIFT. A partir del día 4, 

se realiza un cambio de medio el día 8.  

• Paso 4: El día 11, se cambia el medio por medio de diferenciación + FMG con el fin 

de inducir la formación de progrenitores microgliales (MPs) los cuales se recogerán 

del medio los días 18, 25 y 32.  

• Paso 5: Para la recogida de los MPs, los EBs y el medio que contiene los MPs se 

pasan por un colador celular reversible estéril (37 μm) y se recogen en un tubo de 50 

ml. En este paso sólo los MPs pasarán a través del filtro, mientras que los EBs 

permanecerán en la parte superior del colador. Los EBs se vuelve a recoger en nuevo 

medio de diferenciación + FMG y se transfieren a la placa de 6 pocillos utilizada 

anteriormente.  

• Paso 6: Del medio recogido que contiene los MPs se coge una alíquota para 

determinar el número de MPs, posteriormente se centrifuga a 300 de fuerza centrífuga 

relativa (rcf) durante 5 min, y se resuspende el pellet en medio TIC para obtener la 

concentración celular deseada. A continuación, se siembran en una placa de 96 

pocillos con fondo de cristal a una densidad de 20.000 células/pocillo. Cada dos días 

se realiza un cambio del 50% del medio.  

• Paso 7: Finalmente, pasados 10 días se realizan los diferentes tratamientos (véase 

siguiente apartado) y la toma de muestras.  

En la Figura 37 se resume de manera gráfica el protocolo de diferenciación celular utilizado.  
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Figura 37. Resumen gráfico del protocolo de diferenciación microglial. Se indican las principales 
etapas de la diferenciación (PSC: célula madre pluripotencial, hematopoiesis, obtención de 
progenitores microgliales y diferenciación microglial), junto con el tipo de placas, los medios de cultivo 
y los cócteles de citoquinas que se utilizan en cada paso. Figura adaptada (Fattorelli et al., 2021). 

 

 

Tratamientos 

Los reactivos utilizados en los tratamientos han sido los siguientes: NA (Sigma-Aldrich, Ref: 

A9512-25MG, CAS: 108341-18-0), LPS (Sigma-Aldrich, Ref: L4524, CAS: 93572-42-0), ATP 

(Sigma-Aldrich, CAS: 34369-07-8), Aβ1-42 (HiLyte™ Fluor 488-labeled, Kaneka Eurogentec 

S.A, ca. no. AS-60479-01) y pHrodo (pHrodo™ Deep Red E. coli BioParticles™ conjugate for 

pjhagocytosis, InvitrogenTM, ca. no. P35360).  

 

Inducción de la respuesta inflamatoria 

Las células de microglía derivadas de iPSCs humanas se trataron durante 18 horas con 5% 

de suero fetal bovino (FBS) o se mantuvieron en condiciones estándar. Posteriormente, las 

células se trataron con NA (10, 25 y 50 µM) y/o LPS (200 ng/ml) con o sin 5% de FBS durante 

3 h. Pasado este tiempo, se añadió NA (10, 25 y 50 µM) y/o ATP (5 mM) con o sin 5% de FBS 

durante 1 h. Finalmente se recogió el medio de cultivo para el análisis de proteínas y el lisado 

celular para la extracción de RNA y el análisis de la expresión génica.  

En la Figura 38 se resume de manera gráfica el tratamiento realizado.  
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Figura 38. Inducción de la respuesta inflamatoria en cultivos de microglía derivados de iPSCs humanas. 
FBS: suero fetal bovino, NA: noradrenalina, LPS: lipopolisacárico, 
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Inducción de la capacidad fagocítica 

Las células de microglía derivadas de iPSCs humanas se trataron con NA (10, 25 y 50 µM) 

y/o Aβ1-42 (20 µM) durante 3 horas. Paralelamente, las células se trataron con NA (10, 25 y 

50 µM) y/o pHrodo (50 µg/ml) durante 3 horas. El tratamiento se llevó a cabo en el interior del 

equipo Incucyte® dentro de la cámara de cultivo. Se adquirieron imágenes cada 20 minutos 

durante las 3 horas del tratamiento. Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS con el fin 

de eliminar el exceso de partículas fluorescentes de Aβ1-42 y pHrodo, tras los cuales se 

realizó una última imagen mediante el uso del equipo Incucyte®.  

En la Figura 39 se resume de manera gráfica el protocolo utilizado.  
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Figura 39. Inducción de la actividad fagocítica en cultivos de microglía derivados de iPSCs humanas.
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5.6 RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

 

5.6.1 Modelos murinos 

Se administró a los animales anestesia terminal con pentobarbital sódico (250 mg/kg de 

inyección intraperitoneal de Vetoquinol®, Madrid, España), y posteriormente se sometieron a 

perfusión transcardial con solución salina. A continuación, se extrajeron los cerebros de los 

cuales se aisló la corteza frontal y el hipocampo.  

Procesamiento para el análisis de proteínas mediante WB 

Se diseccionó el hemisferio izquierdo y se aisló la corteza frontal y el hipocampo. Las muestras 

obtenidas se congelaron y se mantuvieron a -80 °C. El tejido cerebral de ratón congelado se 

sometió a sonicación durante 10 segundos (sonicador digital, Branson®) en 350 μl de solución 

de homogeneización con mezcla de inhibidores de proteasa con mezcla completa de 

inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics®, Alemania) a 4 °C. Los homogeneizados se 

centrifugaron a 12.000 × g durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se almacenaron a 

-80 °C para la cuantificación del contenido proteico y para futuros experimentos. 

Para la cuantificación de los niveles de proteínas, se determinó en primer lugar el contenido 

proteico total mediante el método de Bradford®. El método de Bradford® es un ensayo 

espectroscópico basado en un desplazamiento de la absorbancia del colorante Coomassie 

Brilliant Blue G-250. El colorante Coomassie tiene tres formas de coloración: aniónica (azul), 

neutra (verde) y catiónica (roja). Este colorante reacciona con las proteínas estabilizando su 

forma aniónica (azul). Sin embargo, si no hay proteínas en la solución, el colorante permanece 

de color marrón. Las longitudes de onda de absorción del colorante Coomassie van de 465 

nm a 595 nm. La lectura del valor de absorbancia a 595 nm es proporcional a la concentración 

de proteínas en la muestra (Bradford, 1976). 

Como estándar se utilizaron soluciones de proteínas de albúmina de suero bovino (BSA) 

(Sigma®) que contenían de 1 a 100 ng/ml de proteína. Las soluciones de proteínas (tanto la 

muestra como el estándar) se añadieron a la solución de Bradford 1x (1:1). A continuación, se 

determinó la absorbancia con un espectrofotómetro (Synergy 2, Bio Tek, Alemania). La 

concentración de proteína de las muestras se calculó utilizando la curva estándar realizada a 

partir de las densidades ópticas de la proteína estándar. Finalmente, las muestras se llevaron 

a la concentración de 1 µg/µl y se les añadió el tampón Laemmli (BioRad®, EE. UU.) con -

mercaptoetanol al 5% como agente desnaturalizante y se calentaron a 90 °C durante 10 

minutos para la desnaturalización de las proteínas y la adquisición de la carga negativa. Las 

muestras se almacenaron a -80 °C hasta su utilización.  

Extracción de RNA  

Muestras de hipocampo y de la corteza frontal se conservaron en 300 μl de Trizol® 

(Invitrogen®) y se congelaron a -80 °C hasta su uso. Posteriormente, las muestras se 

descongelaron a temperatura ambiente y se homogenizaron mediante sonicación (sonicador 

digital, Branson). A continuación, se añadieron a cada tubo 60 μl de cloroformo (Sigma®) y se 

agitó durante 15 segundos, 3 minutos después se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 minutos 
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a 4 °C. Se descartó la fase orgánica y se añadieron a la fase acuosa 150 μl de 2-propanol 

(Sigma®) y 1 μl de glucógeno. A continuación, se agitó la mezcla en vórtex y se dejó toda la 

noche a 4 °C. Al día siguiente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos 

a 4 °C. Se eliminó el sobrenadante y el pellet se lavó dos veces con 200 μl de etanol al 80% 

en agua DEPC (Invitrogen®). Se dejó evaporar el exceso de etanol y se dejó secar el pellet. 

Finalmente, los pellets obtenidos se resuspendieron en 50 μl de agua DEPC (Invitrogen®) y 

se almacenaron a -80 °C.  

Procesamiento para el análisis inmunohistoquímico 

Un hemisferio se fijó en paraformaldehído al 4% durante 24 horas. Posteriormente, se 

crioprotegió en sacarosa al 30% durante las 24 horas. Finalmente, se realizaron secciones 

coronales de 25 μm de grosor mediante el uso del microtomo Leica SM2000R y se guardaron 

en solución crioprotectora en placas de 24 pocillos a -40 °C hasta su procesamiento. 

Procesamiento para el análisis por citometría de flujo 

Cuando el hemisferio derecho no se utilizó para otra técnica bioquímica, se colocó en un 

medio DMEM/F-12 para la realización del protocolo de citometría de flujo la cual se llevó a 

cabo con el tejido en fresco.  

 

5.6.2 Cultivos Celulares 

Procesamiento para el análisis de proteínas mediante WB 

En el caso de los cultivos primarios de astrocitos corticales de rata, se aspiró el medio de los 

pocillos y se lavaron las células con 500 µl de buffer fosfato salino (PBS) frío y autoclavado 1 

vez. A continuación, se añadieron 200 µl de solución de homogeneización con mezcla de 

inhibidores de proteasa (Complete, Roche Diagnostics®, Alemania) y se dejaron 5 minutos en 

hielo. Las células se rasparon para desprenderlas del fondo de la placa y se homogeneizaron 

mecánicamente mediante puntas de pipeta y se colocaron en tubos de 1,5 ml. Las muestras 

se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante se almacenó a -

80 °C hasta su uso posterior. Para la cuantificación de proteínas se utilizó el método de 

Bradford anteriormente explicado. Tras la medición de los niveles totales de proteína las 

muestras se llevaron a una concentración de 1 µg/µl y se les añadió el tampón Laemmli 

(BioRad®, EE. UU.) con -mercaptoetanol al 5% como agente desnaturalizante y se 

calentaron a 90ºC durante 10 minutos para la desnaturalización de las proteínas y la 

adquisición de la carga negativa. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su utilización. 

Procesamiento del medio de cultivo para el análisis de proteínas mediante ELISA  

Tanto en el caso de los cultivos primarios de astrocitos corticales de rata como de las células 

de microglía derivadas de iPSCs humanas se recogió el medio de cultivo condicionado y se 

almacenó a -80 °C hasta su uso posterior. 

Extracción de RNA 

En el caso de los cultivos primarios de astrocitos corticales de rata, se eliminó el medio de 

cultivo y se añadieron 300 µl de reactivo Trizol® (Thermo Fisher Scientific®) por cada pocillo 
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de la placa de 24 pocillos. A continuación, se rasparon las células y la mezcla se recogió en 

tubos de 1,5 ml y se procesó de inmediato o congeló a -80 °C. Para la extracción del RNA las 

muestras descongelaron a temperatura ambiente. A continuación, se añadieron a cada tubo 

20 μl de cloroformo (Sigma®) por cada 100 μl de reactivo Trizol®, se agitó durante 15 segundos 

y 3 minutos después se centrifugó a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se descartó la 

fase orgánica y se añadieron a la fase acuosa 50 μl de 2-propanol (Sigma®) y 1 μl de 

glucógeno. A continuación, se agitó la mezcla en vórtex y se dejó toda la noche a 4 °C. Al día 

siguiente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se eliminó 

el sobrenadante y el pellet se lavó dos veces con 200 μl de etanol al 80% en agua DEPC 

(Invitrogen®). Se dejó evaporar el exceso de etanol y se dejó secar el pellet. Finalmente, los 

pellets obtenidos se resuspendieron en 50 μl de agua DEPC (Invitrogen®) y se almacenaron 

a -80 °C.  

En el caso de las células de microglía derivadas de iPSCs humanas, se eliminó el medio de 

cultivo y se añadieron 100 µl de buffer RLT (Quiagen®) por cada pocillo de la placa de 96 

pocillos y la mezcla se recogió en placas de 96 pocillos y se congelaron a -80 °C. Para la 

extracción del RNA se utilizó el Kit de extracción RNeasy 96 QIAcube HT (Quiagen®, 

ID: 74171) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

5.7 TÉCNICAS BIOQUÍMICAS 

 

5.7.1 Western Blot (WB) 

Para la realización del WB se cargaron entre 15-25 μl (15-25 μg) de cada muestra en un gel 

de electroforesis de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) al 10% de 1,5 mm 

de espesor. El primer carril se utilizó para el marcador de peso molecular (Precision Plus 

Protein™, BioRad, EE. UU.). La electroforesis se realizó a 120 V hasta la migración completa 

de las proteínas en un sistema Mini-Protean® Tetra Cell (BioRad, España). Los geles se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa Trans-Blot® Midi Nitrocellulose (BioRad®, EE. UU.) 

con un tamaño de poro de 0,2 μm. Se realizó una transferencia semiseca de 10 minutos con 

el sistema Trans-Blot® Turbo™ (BioRad®, España). A continuación, las membranas se 

bloquearon con leche desnatada o albúmina de suero bovino (PanReac, Alemania) al 5% en 

con una solución de Tween® 20 al 1% en tris buffer salino (TBS) durante una hora a 

temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario específico 

durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, tras tres lavados de 10 minutos con una solución 

de Tween® 20 al 1% en TBS, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios 

adecuados durante 1 hora. Finalmente, las membranas se lavaron de nuevo cuatro veces 

durante 5 minutos con TBS-Tween. Las bandas de proteínas reconocidas por los anticuerpos 

se revelaron con un kit de quimioluminiscencia ECL Plus® (Amersham, Suecia) y se 

visualizaron con el detector Odyssey® FC (Licor, Alemania). Las exposiciones se realizaron a 

diferentes tiempos para garantizar la correcta intensidad de las bandas, las cuales se 

cuantificaron por densitometría utilizando el software ImageJ Fiji® (National Institutes of 

Health, Bethesda, MA, USA). Como control de carga se utilizó la cuantificación de la proteína 

β-actina.  

En la Tabla 8 se recogen los anticuerpos y las concentraciones utilizadas.  
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Tabla 8. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en WB. 

Proteína Anticuerpo 1º Dilución Anticuerpo 2º Dilución 

COX2 (75 KDa) 
SantaCruz  

(sc-1747) 

1/1000 + 
2,5% BSA 

Sigma  

(A5420, Anti 
Goat) 

1/10000 

β-amiloide (87 KDa) 
Abcam 

(ab2539) 
1/2000 

SantaCruz  

(sc-2004, Anti 
Rabbit) 

1/2000 

GFAP (50 KDa) 
Abcam 

(ab4678) 
1/2000 

Abcam  

(ab 97135 Anti 
Chiken) 

1/4000 

Anexina V (30 KDa) 
Cell Signallin 

(8555) 
1/1000 

SantaCruz 
(SC2004, Anti 

Rabbit) 
1/2000 

Neurofilamento H no fosforilado 
(180-200 KDa) 

Merk (NE1023) 1/1000 

SantaCruz  

(sc-516102, 
Anti Mouse) 

1/10000 

IL1β (31 KDa) 
Abcam 

(ab9722) 
1/500 + 5% 

BSA 

SantaCruz  

(sc-2357, Anti 
Rabbit) 

1/2000 + 
2% BSA 

NOS2 (130 KDa) 
SantaCruz  

(sc-650) 

1/750 + 2% 
BSA 

SantaCruz  

(sc-2357, Anti 
Rabbit) 

1/2000 + 
2% BSA 

β-actina (42 KDa) Sigma (A5441) 1/15000 

SantaCruz  

(sc-516102, 
Anti Mouse) 

1/10000 

 

 

5.7.2 ELISA 

Los niveles de aquellas proteínas que necesitaban una detección de alta sensibilidad se 

cuantificaron mediante ELISA (ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas). Se utilizaron 

kits comerciales específicos para cada proteína y especie según las instrucciones del 

fabricante. Todas las pruebas se normalizaron con la concentración total de proteínas 

(determinada por el ensayo de Bradford). Los kits utilizados han sido: IL-1 beta Rat ELISA Kit 

(Invitrogen®, cat. no. BMS630), TNF alpha Rat ELISA Kit (Invitrogen®, cat. no. KRC3011), Rat 

MIP-1 alpha ELISA Kit (CCL3) (Abcam®, ab213916), IL-1 beta Human ELISA Kit (Invitrogen®, 

ca. no. KHC0011). La lectura de las absorbancias se realizó con el lector de microplacas 

Synergy 2 (BioTek®, EE. UU.).  

 

 

 



 Técnicas bioquímicas 

 

 

115 

5.7.3 Ensayo de Griess para la determinación de nitritos 

Para la determinación de los nitritos en el medio de cultivo, se siguió el método descrito por 

Peter Griess en 1858 conocido como “ensayo Griess”. En una placa de 96 pocillos se 

realizaron duplicados con 100 l de muestra (medio de cultivo condicionado) o estándar de 

nitrito de sodio para la recta patrón a los que se añadieron 50 ml de N-1-(Naftil)-etil-enediamina 

(Neda) al 0,1% (p/v) y 50 ml de sulfanilamida al 1% (p/v). La lectura se realizó en el lector de 

microplacas Synergy 2 (BioTek®, EE. UU.) a 540 nm y se extrapolaron las concentraciones 

de nitritos según la recta patrón, normalizándolas con la cantidad total de proteína cuantificada 

mediante el método de Bradford. 

 

5.7.4 RT-qPCR 

Para medir la expresión de varios genes se utilizó el procedimiento de la reacción en cadena 

de la polimerasa cuantitativa de transcripción inversa (RT-PCR). Combina la transcripción 

inversa del RNA en DNA complementario (cDNA) y la posterior amplificación de los genes 

objetivo mediante PCR. Esta técnica se lleva a cabo en dos etapas independientes: 

• Transcripción reversa (RT), donde el mRNA se convierte en cDNA. 

• PCR en tiempo real o PCR semicuantitativa (qPCR).  

Transcripción reversa (RT) 

En el caso de las muestras de tejido cerebral y de cultivos primarios de astrocitos corticales 

de rata, se determinó la concentración y la pureza del RNA empleando un espectrofotómetro 

NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc). La pureza del RNA se determinó mediante la 

relación de absorción a 260 nm, 230 nm y 280 nm. Las muestras con un valor 260/280 entre 

1,7 y 2,2 y un valor 260/230 en el rango de 1,8 y 2,2 se consideraron puras. A continuación, 

las muestras se diluyeron con agua DEPC (Invitrogen®) en función de la concentración de 

ARN medida hasta alcanzar una concentración de 1 μg de RNA en un volumen final de 10 μl. 

A estas alícuotas se añadieron 10 µl de la siguiente mezcla de reactivos: Tampón 5x RT 

(Thermo Fisher Scientific®), trifosfatos de desoxinucleótidos (dNTP) (25 mM) (Invitrogen®), 

Cebadores aleatorios (Invitrogen®), Inhibidor de RNAasa (Invitrogen®), agua DEPC 

(Invitrogen®) y superScript® Transcriptasa inversa (Thermo Fisher Scientific®). La mezcla se 

sometió 10 minutos a 25 °C, 30 minutos a 50 °C y 5 minutos a 85 °C utilizando el termociclador 

My CyclerTM (BIO-RAD, EE. UU.). Por último, se añadió agua DEPC (Invitrogen®) y el cDNA 

se almacenó a -80 °C. 

En el caso de las muestras de cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas, 

la RT se realizó inmediatamente después de la extracción de RNA. Para ello, se utilizó el kit 

comercial High capacity cDNA reverse transcription Kit (Applied Biosystems™, cat. no. 

4368814) empleando las instrucciones del fabricante. En resumen, 10 µl 2x RT máster mix 

(10X RT Buffer, 25X dNTP Mix 10mM, 10X RT Random primers, MultiScribeTM Reverse 

transcriptase, RNase Inhibitor, Nuclease-free H2O) se pipetearon en una placa de 96 pocillos. 

A continuación, se añadieron 10 µl de la muestra pipeteando arriba y abajo dos veces para 

mezclar. Las placas se sellaron y centrifugaron brevemente. Finalmente, la mezcla se sometió 

10 minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C y 5 minutos a 85 °C utilizando el termociclador de 

96 pocillos Veriti™ de Applied Biosystems™. 
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qPCR 

En el caso de las muestras de tejido cerebral y de cultivos primarios de astrocitos corticales 

de rata, los niveles de mRNA se estimaron mediante qPCR semicuantitativa a tiempo real en 

un Corbett Rotor Gene 6000 (QIAGEN®). La cuantificación se realiza controlando la reacción 

de amplificación mediante la emisión de fluorescencia del fluoróforo SYBRGreen®. Se 

mezclaron para cada muestra 2 µl del cDNA obtenido de la RT con 18 µl de Quantimix Easy 

Master Mix (Biotools B&M Labs, España), agua DEPC (Invitrogen®) y el par de primers 

específicos de la secuencia a amplificar. Las condiciones de la PCR fueron de al menos 35 

ciclos de amplificación como sigue: desnaturalización del cDNA a 95 °C durante 10 segundos, 

unión de los primers a 60 °C durante 15 segundos, extensión a 72 °C durante 30 segundos, 

seguida de 5 min a 72 °C. Las concentraciones relativas de mRNA se realizaron desde el 

punto de despegue (Ct) de la PCR utilizando el software comercial incorporado y se 

normalizaron con los niveles con GAPDH.  

Los primers se diseñaron mediante el uso del programa Primer3 (Untergasser et al., 2012). 

Se comprobó la especificidad por el gen diana mediante la realización de una PCR in sillico 

disponible en USCS GenomeBrowser y un alineamiento de secuencias Blast (NCBI) frente al 

cDNA y al DNA genómico (gDNA). Los primers seleccionados han sido aquellos capaces de 

hibridar únicamente con la secuencia diana.  

En la Tabla 9 se recogen los primers utilizados. 

 

Tabla 9. Lista de secuencias de primers. 

Primers de ratón 

Gen Forward Reverse 

IL1β TGGAGAGTGTGGATCCCAAGCAAT TGCTTGTGAGGTGCTGATGTACCA 

MIP-1 ACTGACCTGGAACTGAATGCCTGA ATGTGGCTACTTGGCAGCAAACAG 

TNFα CTGGCCAATGGCATGGATCTCAAA AGCCTTGTCCCTTGAAGAGAA CCT 

GFAP AAGGTCTATTCCTGGCTGCACAGT AGCTTGGAGAGCAACAGCTAGTCA 

NOS2 AGCACATTTGGCAATGGAGACTGC AGCAAAGGCACAGAACTGAGG GTA 

COX2 ATGAGTGGTAGCCAGCAAAGCCTA TACTGAGTACCAGGCCAGCACAAA 

mPGES1 CCTAGGCTTCAGCCTCACAC CAGCCTAATGTTCAGCGACA 

CCL2 AGCAGGTGTCCCAAAGAAGCTGTA AAAGGTGCTGAAGACCTTAGGGCA 

FPR2 CTGGGCTCAAACTGATGAAGA CGTAAAGGACGGCTGGAATTA 

15-LOX GGGACAATGGACACCGTTATTA CCAGGTACTGCTGACTACAAAG 

5-LOX CTGGTAGCCCATGTGAGGTT GCACAGGGAGGAATAGGTCA 

BDNF AGTGGAGCCGAACAAACTGA CCGCCTTCATGCAACCGAA 

NGF AGCTTTCTATACTGGCCGCA GCTGTGTCAAGGGAATGCTG 

S100B GAGGACTCCAGCAGCAAAGG CACCACTTCCTGCTCCTTG 

EAAT1 TTGTCGGCCTCCTCATTCAC GTGATGCGTTTGTCCACACC 

EAAT2 ATCACTGCTCTGGGAACTGC ACGAATCTGGTCACACGCTT 

TREM2 ACCAGTGTCAGAGTCTCCGA GAATGGAGGTGGGTGGGAAG 

P2RY12 TCACAGAGGGCTTTGGGAAC GGGGAGAAGGTGGTATTGGC 

TMEM19 GTGTCTAACAGGCCCCAGAA AGCCACGTGGTATCAAGGAG 

CD68   GACTCAGACACCTCAGCTTTAG 
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GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

Primers de rata 

Gen Forward Reverse 

15-LOX CTCCACTACAAGACCGACAAAG GTGCATTAGGAACCCAGTAGAA 

5-LOX CTGGTAGCCCATGTGAGGTT  GCACAGGGAGGAATAGGTCA 

FPR2 CGCTGTCAAGATCCACAGAA CTCCAAACTGGAAGGCAGAG 

GPR32 CCTTTCTGGTTCTCACCTTCTT GTGATGGCCTGTCTCTCTTTC 

GPR18 TTCATCATGATCGGGTGCTA CAGGGGCTGTAGCTGTTCTC 

CMKLR1 ATCACGGCCTGTTACCTCAC AGTCCCAGGCTGAAGACAGA 

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGA GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

 

 

5.7.5 Inmunohistoquímica (IHC) 

Protocolo 

Para el análisis inmunohistoquímico de las muestras de cerebro de los diferentes modelos 

murinos, se lavaron los cortes con PBS+/+ durante 5 minutos y se bloquearon en PBS+/+ con 

un 10% de suero de caballo o de cabra junto con un 0,2% de Triton X-100 a temperatura 

ambiente durante 1 hora. Después, se incubaron con los anticuerpos primarios 

correspondientes a 4 °C durante 18 horas. A continuación, las secciones se lavaron tres veces 

durante 5 minutos con PBS+/+ y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los 

anticuerpos secundarios correspondientes. A continuación, las muestras se lavaron tres 

veces, durante 5 minutos cada una, con PBS+/+. La autofluorescencia se neutralizó con NH4Cl 

en PBS+/+ (50 mM) durante 10 minutos. Finalmente, tras lavar las secciones con PBS+/+ 

durante 3 minutos, se montaron en portaobjetos y se cubrieron con el medio de montaje 

histológico FluoroshiedTM (Sigma®) con DAPI. Alternativamente, se utilizó medio de montaje 

FluoroshiedTM (Sigma®) sin DAPI. En esta ocasión, tras la incubación con NH4Cl y el lavado 

con PBS+/+ se incubó con DAPI (1:1000) durante 4 minutos y posteriormente se realizaron 3 

lavados de 5 minutos con PBS+/+ antes de proceder al montaje de las preparaciones. En el 

caso de la tinción con GFAP (ab7260), los lavados se realizaron con PBS+/+ junto con un 0.1% 

de Triton X-100, y previamente a la incubación con el anticuerpo primario se incubaron los 

cortes durante 5 minutos con PBS+/+ con Triton X-100 al 5%, con el fin de proporcionar una 

mayor permeabilidad del tejido y penetración del anticuerpo en la muestra. Como control 

negativo se realizó el protocolo descrito previamente, pero sin añadir el anticuerpo primario 

durante la incubación.  

En la Tabla 10 se recogen los anticuerpos y las concentraciones utilizadas. 
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Tabla 10. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en IHC. 

Proteína Anticuerpo 1º Dilución Anticuerpo 2º Dilución 

β-amiloide 
Abcam 

(ab2539) 
1/200 

Abcam (ab96898 Goat 
Anti Rabbit Dylight 650) 

1/500 

GFAP 
Abcam 

(ab4674) 
1/1000 

Abcam (ab goat Anti 
Chiken FITC) 

1/500 

GFAP 
Abcam 

(ab7260) 
1/1000 

ThermoFisher (A31572 
Donkey Anti Rabbit 555) 

1/500 

Anexina V 
Cell Signalling  

(8555) 
1/1000 

Abcam (ab96898 Goat 
Anti Rabbit Dylight 650) 

1/500 

NeuN 
Merk 

(ABN78A4 
Alexa 488) 

1/400 - - 

CX3CR1 
R&D System 

(AF5825) 
1/100 

ThermoFisher (A11055 
Donkey Anti Goat 488) 

1/500 

Iba-1 

FUJIFILM 
Wako  

(019-19741) 

1/1000 
ThermoFisher (A21206 

Donkey Anti Rabbit 488) 
1/500 

AT8 
ThermoFisher 

(MN1020) 
1/500 

Abcam (ab97239 Goat 
Anti Mouse 488) 

1/500 

Neurofilamento H no 
fosforilado 

Merk 
(NE1023) 

1/1000 
Abcam (ab97239 Goat 

Anti Mouse 488) 
1/1000 

 

Adquisición y análisis de imágenes 

Para la adquisición de las imágenes de las preparaciones histológicas obtenidas se utilizó un 

microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse Ti-S equipado con una cámara digital y el 

software de imágenes NIS-Elements®. Las imágenes de microscopía confocal se adquirieron 

en el servicio de la Unidad de Citometría y Microscopía de Fluorescencia (CCMF) de la 

Universidad Complutense de Madrid (UCM). Para la tinción de SMI32 se utilizó el sistema 

confocal Olympus FV1200, con tres detectores confocales, dos de ellos espectrales, y con 

uno de luz transmitida, 7 líneas de láser (405, 458, 488, 515, 559, 594, 635). Para las tinciones 

de Iba-1, GFAP, AT8 y NeuN se utilizó el microscopio confocal de barrido láser TCS SP8 con 

sistema de supreresolución hyvolution, equipado con 4 detectores de fluorescencia, dos de 

ellos, detectores HyD de alta sensibilidad, y 4 láseres (405, 488, 552, 638). Para el análisis de 

las imágenes se utilizó el software ImageJ Fiji® (National Institutes of Health, Bethesda, MA, 

EE. UU.).  

Índice de transformación o Tranformation Index (TI) 

Para determinar el índice de transformación (TI) de la microglía, cada célula se trazó utilizando 

el software de análisis ImageJ Fiji® (National Institutes of Health, Bethesda, MA, EE. UU.), y 

se midió el perímetro y el área de cada célula de microglía. El TI se calculó mediante la 

siguiente ecuación: perímetro2/(4π × área2) (Fujita et al., 1996). Se analizaron dos cortes por 

ratón por cada área del hipocampo: CA3, CA1 y giro dentado (DG), y la corteza frontal. En 

cada uno de los cortes/imágenes se analizaron 5 células de microglía. De tal modo que se 
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analizaron 10 células de microglía por región y por animal. Los valores se expresan en valores 

>1, con un valor de TI más cercano a 1 que representa una forma circular, el equivalente a 

una célula de microglía con una morfología más ameboide y con menos ramificaciones. Los 

valores de TI más altos representan formas más complejas con una mayor relación 

perímetro/área, el equivalente a células de microglía con más ramificaciones y más extensas 

y con cuerpos celulares más pequeños. 

 

5.7.6 Citometría de flujo (FC) 

Los ratones fueron perfundidos transcardialmente con NaCl 0,9%, y el hipocampo derecho se 

colocó en 1 ml de medio libre de suero (SFM: DMEM/F12 con 1% de antibióticos). Las 

muestras se picaron con una cuchilla y se transfirieron a un tubo con 1,5 ml de medio de 

disociación enzimática [SFM con colagenasa D (1 mg/ml), dispasa II (10 mg/ml), HEPES (50 

mM) y NaCl (150 mM) y DNAse I (10 U/ml)]. Las muestras se incubaron durante 20 minutos a 

37 °C en un baño de agua, invirtiendo cada tubo cada 5 minutos. Tras la disociación 

enzimática se añadieron 2,5 ml de medio de neutralización [DMEM/F12 con 10% de suero 

fetal bovino (FBS)] a cada muestra para detener la reacción de disociación y se 

homogeneizaron las muestras haciéndolas pasar por sucesivas puntas de pipeta más 

pequeñas hasta alcanzar el tamaño P10.  Tras la homogeneización se centrifugaron durante 

5 minutos a 250 x g a temperatura ambiente. El pellet se resuspendió en 5 ml de DPBS en 

frío y se pasó por un colador (40 μm) a un tubo de 50 ml. La suspensión se centrifugó a 250 

x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se resuspendieron 

en un gradiente de Percoll® (17-0591-01, GE Healthcare) para separar las células de la mielina 

y los restos mediante centrifugación de densidad. Las muestras se resuspendieron en 1,5 ml 

de 35% de SIP (Stock Isotonic Percoll, compuesto por nueve partes de Percoll y una parte de 

DPBS 10x). A continuación, sobre esta capa, se pipetearon lentamente 1,5 ml de DPBS 1x. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 900 × g durante 20 minutos a 18 °C sin freno 

ni aceleración para que los distintos componentes se separaran según su densidad. La mielina 

y los restos permanecen entre la solución de DPBS 1x y las capas de SIP al 37%, mientras 

que las células permanecen bajo la capa de SIP al 37%. De esta manera, la mielina y los 

debrits se eliminaron mediante aspiración. A continuación, cada tubo se llenó hasta 10 ml con 

DPBS 1x y se centrifugó a 900 × g durante 6 minutos a 10 °C. El pellet se resuspendió en 200 

µl de solución de bloqueo [FACS (PBS 1X + 5%BSA) + anticuerpo anti-mouse CD16/32 

(BioLegend®, TruStain FcXTM, ref: 101320)] y se incubó durante 10 minutos a 4 °C. 

Posteriormente, la muestra se dividió en dos tubos (100 µl), añadiendo a uno de los tubos los 

anticuerpos ACSA-2-PE (Miltenyi Biotech®, Ref: 130-123-284 Lot:5220408143) y 

GLAST(ACSA-1)-APC (Miltenyi Biotech®, Ref: 130-123-641 Lot:5220408172), ambos una 

dilución de 1/50. Al otro tubo se le añadieron los anticuerpos CD11b-APC (eBioscienceTM, Ref: 

17-0112-82. Lot: 4339583), CD45-FITC (BioLegend®, Ref: 147709 Lot: B358271) y TREM2-

PE (R&D Systems®, Ref: FAB17291P Lot: AADX0821101) a las diluciones de 1/100, 1/200 y 

1/20 respectivamente. Las muestras se incubaron durante 35 minutos a 4 °C protegidas de la 

luz. Posteriormente, las muestras se lavaron con 3 ml de FACS y se centrifugaron a 900 × g 

durante 6 min a 10 °C. Tras eliminar el sobrenadante, se añadieron 200 μl de FACS y 100 μl 

de DAPI como marcador de muerte celular. Las células se adquirieron en un citómetro de flujo 

CytoFLEX® equipado con 3 láseres de la Unidad Transversal de Citometría de Flujo del 

Instituto de Investigación Sanitaria del Hospital Clínico San Carlos (IdISSC). Se utilizó un panel 
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previamente configurado para asignar un voltaje específico a las poblaciones negativas y 

positivas de cada anticuerpo, así como para evitar la mayor superposición de señales de los 

espectros de emisión. Para ello, analizamos previamente los controles negativos y positivos 

de cada anticuerpo por separado, así como combinados. El solapamiento de señal entre los 

canales de los espectros de emisión se corrigió matemáticamente mediante compensación 

en el software de análisis CytExpert®.  

Los datos obtenidos se analizaron mediante el software de análisis FlowJo®. Para la estrategia 

de gating se representó en primer lugar un dot plot FSC-H (eje x) vs. SSC-H (eje y) donde se 

seleccionó la población celular de interés según el tamaño y la granularidad (complejidad) 

evitando aquellos eventos con un alto valor de SSC-H y bajos valores de FSC-H 

correspondientes a debrits celulares y agregados. De la población seleccionada se representó 

el dot plot de FSC-A (eje x) vs. FSC-H (eje y) para eliminar los dobletes y seleccionar los 

singletes. De los singletes seleccionados se representó un dot plot de SSC-H (eje x) frente a 

DAPI-H (eje y) con el fin de eliminar las células muertas del análisis (DAPI positivas) y evitar 

falsos positivos debido a la unión inespecífica de las células muertas con los anticuerpos. 

Finalmente, de las células vivas se seleccionaron las poblaciones de interés según los 

anticuerpos utilizados para cada caso. En el caso de los astrocitos, se representó un dot plot 

de ACSA-2-H (eje x) frente a SSC-H (eje y). De la población ACSA-2+ se representaron los 

histogramas para ACSA-2-H y se determinaron las medias para cada muestra. Para la 

determinación de la población de microglía se representó el dot plot de CD11b-H (eje x) frente 

a CD45-H (eje y), y se determinó la población de microglía como aquella CD11b+/CD45+. De 

esta población se representó el histograma para TREM2-H y se determinaron las medias para 

cada muestra.  

 

5.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Cada muestra se analizó por duplicado o triplicado, y los resultados obtenidos se han 

expresado como la media ± SEM (error estándar de la media). El programa estadístico 

utilizado en los estudios fue el GraphPad Prism7© (para los resultados de los apartados 6.1 y 

6.2) y GraphPad Prism9© (para los resultados de los apartados 6.3 y 6.4). Previo al análisis 

estadístico, los outliers se identificaron mediante el método de ROUT.  

Para el análisis estadístico de los estudios con más de dos grupos experimentales y de más 

de una variable independiente, se realizó un análisis de la varianza o ANOVA de dos vías, 

tomando como variables independientes el genotipo y el tratamiento, seguido de un post hoc 

de Tukey. En el caso de los estudios con más de un grupo experimental, pero con una sola 

variable, se realizó un análisis de la varianza, ANOVA de una vía, seguido de un post hoc de 

Tukey. Finalmente, en aquellos casos donde se compararon dos grupos experimentales se 

utilizó un análisis de t student. En todos los casos se consideró un valor de p <0,05 

significativo.  
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6 RESULTADOS 
 

6.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON REBOXETINA Y DE LA SUPRESIÓN DE 

CCL2 EN EL MODELO MURINO 5XFAD DE LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER  

Debido al papel antiinflamatorio y neuroprotector que presenta la NA, el uso de fármacos que 

potencien su acción cerebral podría ser una buena estrategia terapéutica con el fin de 

disminuir la patología de la EA. En este primer apartado hemos analizado si la NA ejerce sus 

efectos antiinflamatorios y neuroprotectores en el modelo murino 5xFAD de la EA (modelo de 

amiloidosis) (Figura 31).  

Por otro lado, estudios in vitro realizados por el grupo de investigación donde se realizó esta 

tesis doctoral determinaron que la NA ejerce una acción neuroprotectora contra la 

excitotoxicidad a través de la producción astrocítica de la quimioquina CCL2 (Madrigal et al., 

2009). Sin embargo, la quimioquina CCL2 parece jugar un papel dual, siendo neuroprotectora 

a bajas concentraciones, pero considerándose un mediador de la inflamación a altas 

concentraciones (Sokolova et al., 2009). Así, el bloqueo de sus acciones, mediante el uso de 

alteraciones genéticas u otros medios, han demostrado reducir el daño neuronal producido 

por diferentes causas (B. D. Semple, T. Kossmann, et al., 2010). Sin embargo, debido a sus 

efectos neuroprotectores, la supresión completa de la actividad de CCL2 puede tener 

consecuencias deletéreas. Esto se debe posiblemente a su relevante papel como mediador 

de un proceso crítico como es la respuesta inmune y también a su implicación en otros 

procesos en distintas partes del organismo (Deshmane et al., 2009).  Por tanto, según la 

información existente, el mantenimiento de unas concentraciones de CCL2 homeostáticas 

parece ser necesario para el mantenimiento de una respuesta inflamatoria adecuada y de la 

homeostasis tisular. En este sentido, estudios in vitro realizados por el grupo de investigación 

donde se realizó esta tesis doctoral determinaron que la NA disminuye la liberación masiva 

de CCL2 resultante de la exposición astroglial a un estímulo proinflamatorio (Hinojosa et al., 

2013). 

En base a ello, decidimos cruzar ratones 5xFAD con ratones CCL2KO obteniendo ratones 

5xFAD/CCL2KO, con el fin de determinar el efecto de la supresión de CCL2 en ratones 

5xFAD, así como determinar si el efecto de la reboxetina en ratones 5xFAD se mantiene o 

pierde en ratones 5xFAD/CCL2KO y comprobar la posible implicación de CCL2 en las 

acciones de la NA.  

Para ello, tratamos ratones con el fármaco reboxetina (Rbx), un antidepresivo que actúa como 

inhibidor de la recaptación de NA, potenciando así el efecto de la NA en el SNC. Además, 

dado el doble papel protector/deletéreo que juega CCL2 en el SNC, hemos considerado 

relevante explorar el impacto de la supresión a largo plazo de la actividad de CCL2 en la 

corteza cerebral, analizando ratones CCL2KO envejecidos. 

Antes y después del tratamiento los animales se sometieron a la prueba comportamental del 

laberinto en Y o Y maze con el fin de cuantificar las alteraciones en la memoria de trabajo 

espacial. Tras la última prueba comportamental, se procedió a la recogida de muestras de 
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corteza frontal y el análisis bioquímico de las mismas. En las muestras de corteza frontal se 

analizó: el grado de inflamación, el grado de activación glial, el acúmulo de placas amiloides, 

el daño axonal y la apoptosis celular. En la Figura 40 se muestra el protocolo experimental 

utilizado.  

 

 

Figura 40. Protocolo experimental utilizado. Todos los animales utilizados son machos. Las muestras 

de corteza corresponden a la corteza frontal.  

 

 

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de 

un post hoc de Tukey. En las gráficas se decidió representar exclusivamente los resultados 

estadísticos tras las comparaciones múltiples las cuales son las comentadas en el texto para 

una mejor comprensión e interpretación de los datos obtenidos.  

La eliminación de CCL2 reduce las alteraciones en la memoria de trabajo espacial 
presente en los ratones 5xFAD 

Mediante el uso del laberinto en Y o Y maze se evaluó la memoria de trabajo espacial. Se 

registró el número total de entradas de los ratones en los brazos durante 8 minutos y se calculó 

el porcentaje de alternancia espontánea como se indica en la sección de material y métodos.  



 Efecto del tratamiento con reboxetina y de la supresión de CCL2 en el modelo murino 
5xFAD de la enfermedad de Alzheimer 

 

 

125 

Antes de iniciar el tratamiento, el número total de entradas en los brazos no se diferenció 

significativamente entre los diferentes grupos experimentales (WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2 KO 

y CCL2KO) (Figura 41 B), lo que indica que todos los ratones tuvieron un comportamiento 

exploratorio similar. En lo relativo al porcentaje de alternancia espontánea, se observó una 

reducción significativa en los ratones 5xFAD en comparación con los ratones WT (Figura 41 

A). Mientras que los ratones 5xFAD/CCL2KO lograron mayores valores de alternancia 

espontánea que los ratones 5xFAD que expresaban CCL2, no observándose diferencias 

significativas en los valores de alternancia espontánea entre los ratones 5xFAD/CCL2KO y 

los ratones WT. Lo que nos indica que la supresión genética de CCL2 es capaz de revertir las 

alteraciones de la memoria de trabajo espacial presentes en los ratones 5xFAD. Finalmente, 

tras el tratamiento con reboxetina, no se observaron diferencias significativas entre los 

diferentes grupos (Figura 41 C, D).  

 

 

Figura 41. Prueba comportamental del laberinto en Y: Los déficits de memoria espacial en 5xFAD se 
reducen por la supresión genética de CCL2. A) Determinación del % de alternancia espontánea. B) 
Determinación del número total de entradas en los brazos. Los datos corresponden a las medias ± SEM 
de n ≥ 18 réplicas por grupo en las gráficas A y B. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una 

vía seguido de un post hoc de Tukey. **p < 0,01 vs. WT; p < 0,05 vs. 5xFAD. C) Determinación del % 
de alternancia espontánea evaluada en ratones. D) Determinación del número total de entradas en los 
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brazos. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 9 réplicas por grupo en las gráficas C y D. 
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento). 

 

 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la expresión 
de marcadores proinflamatorios 

Con el fin de determinar el grado de neuroinflamación, se cuantificaron los niveles de mRNA 

de diferentes mediadores de la respuesta inflamatoria mediante RT-PCR. 

El aumento de la expresión de IL1 y MIP-1 en la croteza frontal de ratones 5xFAD en 

comparación con ratones WT confirman la existencia de un estado neuroinflamatorio en estos 

ratones (Figura 42 A, B). El tratamiento con reboxetina en los ratones 5xFAD redujo los niveles 

de expresión de IL1β y MIP-1α, confirmando el efecto antiinflamatorio de la NA. Además, el 

tratamiento con reboxetina también redujo la expresión de MIP-1α en los ratones 

5xFAD/CCL2KO (Figura 42 B). Por lo tanto, podemos concluir que este efecto de la reboxetina 

es independiente, al menos en parte, de la actividad de CCL2. Por otro lado, la supresión 

genética de CCL2 en los ratones 5xFAD (ratones 5xFAD/CCL2KO) redujo la expresión de 

IL1β y MIP-1α en comparación con ratones 5xFAD. Esto indica que CCL2 contribuye al 

mantenimiento de la respuesta inflamatoria cortical característica de los ratones 5xFAD. 

Mientras que los ratones CCL2KO presentan un incremento en la expresión de IL1β 

comparado con los ratones WT, el cual fue evitado por el tratamiento con reboxetina (Figura 

42 A). Finalmente, el análisis de la expresión de CCL2 en las muestras WT y 5xFAD 

demuestra que el tratamiento con reboxetina induce la expresión de CCL2 en los ratones WT, 

sin tener ningún efecto en los ratones 5xFAD (Figura 42 C).  
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Figura 42. Regulación de la expresión de IL1β y MIP-1α por el tratamiento con reboxetina y la supresión 
genética de CCL2. Se analizaron los niveles de mRNA de IL1β, MIP-1α y CCL2 en muestras de corteza 
frontal de ratones WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). 
Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron 
mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey.  ***p < 

0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. WT; p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05 vs. 5xFAD; δδδp < 0,001 vs. 

CCL2KO; p < 0,05 vs. 5xFAD/ CCL2KO. 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la expresión 
de COX2 y mPGES1 

Dado el relevante papel de la COX2 en la progresión de la EA (Woodling et al., 2016), se 

analizó la expresión de COX2 y de la prostaglandina sintasa-1 microsomal (mPGES1). Ambas 

enzimas están implicadas en la biosíntesis de la prostaglandina E2 (PGE2), un lípido implicado 

en la respuesta inflamatoria.  

Los ratones 5xFAD presentan mayores niveles de expresión de COX2 y mPGES1 en la 

corteza frontal en comparación con ratones WT (Figura 43 A, B), mientras que el tratamiento 

con reboxetina eleva la expresión de COX2 en los animales WT, pero la disminuye en los 

ratones 5xFAD confirmando nuevamente su efecto antiinflamatorio(Figura 43 A). Por otro 

lado, la supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD reduce los niveles de expresión de 
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COX2 y mPGES1, mientras que el tratamiento con reboxetina en animales 5xFAD/CCL2KO 

no presentó ningún efecto (Figura 43 A, B).  

Finalmente, el análisis de los niveles proteicos de COX2 mediante el uso de WB no nos 

permitió observar diferencias estadísticamente significativas en contraposición a lo observado 

mediante la técnica de RT-PCR (Figura 43 C).  

 

 

Figura 43. Regulación de la expresión y síntesis de COX2 y mPGES1. Muestras de corteza prefrontal 
de ratones WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). A-B) 
Determinación de los niveles de mRNA de COX2 y de mPGES1. C) Determinación de los niveles de 
proteína de COX2 y β-actina. Los geles mostrados son representativos de tres experimentos 
separados. Análisis densitométrico de las bandas. UA: unidades arbitrarias relativas a WT. Los datos 
corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un 
ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. ***p < 0,001, *p < 0,05 

vs. WT; p < 0,01, p < 0,05 vs. 5xFAD. 

 

 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 no afectan a la 
distribución de las células de microglía 

Dado que la microglía es uno de los principales tipos celulares mediadores de la respuesta 

neuroinflamatoria, analizamos si el tratamiento con reboxetina y la supresión genética de 
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CCL2 tienen algún efecto en cuanto a la distribución de la microglía en la corteza frontal. Para 

ello, utilizamos un anticuerpo dirigido contra CX3CR1, el receptor de fractalquina o CX3CL1, 

que es expresado casi exclusivamente por la microglía dentro del SNC y utilizado como 

marcador de este tipo celular en el parénquima cerebral (Cardona et al., 2006). 

Como se muestra en la Figura 44, los ratones 5xFAD presentan áreas con grupos de células 

CX3CR1-positivas con una morfología más reactiva en comparación con los ratones WT. 

Aunque el tratamiento con reboxetina parece reducir la densidad de la microglía en los ratones 

5xFAD incluso en ausencia de CCL2, no se pudieron detectar diferencias significativas 

mediante la cuantificación del área ocupada por las células CX3CR1-positivas. Por otro lado, 

la supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD no condujo a ningún cambio significativo 

en cuanto a la distribución de la microglía en comparación con los ratones 5xFAD.  

 

 

Figura 44. Distribución de la microglía en la corteza frontal. A) Imágenes representativas de la corteza 
frontal (área somatosensorial primaria) de secciones coronales preparadas a partir de ratones WT, 
5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx) teñidas para CX3CR1 
(rojo). Las barras de escala corresponden a 100 μm. B) Análisis cuantitativo del área ocupada por las 
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células CX3CR1-positivas. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. 
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento).  

 

 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la expresión 
y síntesis de GFAP en astrocitos 

Dado que otro tipo de células gliales que participan en la fisiopatología de la EA son los 

astrocitos (Chun & Lee, 2018), analizamos la expresión y síntesis de GFAP, marcador 

específico de este tipo celular.  

Nuestros resultados confirman el aumento en la expresión y síntesis de GFAP en los ratones 

5xFAD en comparación con los ratones WT (Figura 45). El tratamiento con reboxetina no 

ejerció ningún efecto en los niveles de expresión y síntesis de GFAP medidos mediante RT-

RT-PCR y WB respectivamente. Sin embargo, la supresión genética de CCL2 provocó una 

gran reducción de la expresión (Figura 45 A) y la síntesis de GFAP (Figura 45 B) en los ratones 

5xFAD. Por otro lado, los ratones CCL2KO presentaron una mayor expresión y niveles de 

GFAP evaluados mediante RT-PCR y WB respectivamente en comparación con los ratones 

WT (Figura 45 A, B). 

La presencia de GFAP también se analizó mediante inmunohistoquímica de la corteza frontal. 

Estos estudios nos permitieron confirmar la presencia de astrogliosis en los animales 5xFAD 

en comparación con ratones WT (Figura 45 C, D). En este caso, el tratamiento con reboxetina 

disminuyó el área ocupada por astrocitos (área GFAP+), indicándonos que la reboxetina es 

capaz de disminuir el grado de astrogliosis en los ratones 5xFAD (Figura 45 C, D). La 

supresión de CCL2 en los ratones 5xFAD disminuyó también el área ocupada por células 

GFAP+, en consonancia con el efecto antiinflamatorio de la supresión de CCL2 previamente 

observado (Figura 45 C, D). El tratamiento con reboxetina en animales 5xFAD/CCL2KO no 

permitió observar diferencias en el marcaje de GFAP. Finalmente, los ratones CCL2KO 

presentaron un ligero aumento en la tinción de GFAP, aunque, al contrario de lo observado 

por PCR y WB, las diferencias no fueron estadísticamente significativas.  
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Figura 45. El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la expresión y la 
síntesis de GFAP. Muestras de corteza prefrontal de ratones WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO 
tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). A) Determinación de los niveles de mRNA de GFAP. B) 
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Determinación de los niveles proteicos de GFAP y β-actina. Los geles mostrados son representativos 
de tres experimentos separados. La gráfica representa el análisis densitométrico de las bandas. UA: 
unidades arbitrarias relativas a WT. C) Imágenes representativas de la corteza frontal (área 
somatosensorial primaria) de secciones coronales teñidas para GFAP (verde). La barra de escala 
corresponde a 100 μm. D) Determinación del área GFAP+ en la corteza frontal. Los datos corresponden 
a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos 
vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. En las gráficas se representan las 

comparaciones múltiples entre los diferentes grupos.  ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 vs. WT; p < 
0,001 vs. 5xFAD.  

 

 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la acumulación 
de oligómeros y placas de Aβ 

Se ha demostrado que la NA juega un papel relevante en la acumulación de Aβ, característica 

patológica de la EA (Kalinin et al., 2007), y que CCL2 también parece modular la formación 

de placas de Aβ y la fagocitosis de estos agregados por parte de las células gliales (Naert & 

Rivest, 2013). En base a esto, hemos analizado si el tratamiento con reboxetina y la supresión 

genética de CCL2, además de los efectos antiinflamatorios observados, pueden modificar la 

acumulación de Aβ en ratones 5xFAD.  

La inmunohistoquímica de Aβ muestra la presencia de placas amiloides en ratones 5xFAD 

ausentes en los ratones WT (Figura 46). Los ratones 5xFAD tratados con reboxetina 

presentan una menor densidad de placas amiloides (Figura 46 C). Por otro lado, los ratones 

5xFAD/CCL2KO presentaban un número aún menor de placas, pero el tratamiento con 

reboxetina no afectó a la formación de placas en estos ratones (Figura 46 C). Por lo que este 

efecto podría ser dependiente de la presencia de CCL2 o simplemente no observarse efecto 

al verse ya disminuido el número de placas por la mera ausencia de CCL2. 

Como complemento se utilizó una técnica alternativa, basada en el uso de Fluoro-Jade C 

desarrollada durante la presente tesis doctoral (Gutierrez et al., 2018), como método de tinción 

de las placas de Aβ. El Fluoro-Jade C, al ser una molécula química de menor tamaño que los 

anticuerpos, es capaz de penetrar mejor en las placas proporcionando una mejor tinción de 

estas. De este modo, el Fluoro-Jade C nos permitió detectar con mayor precisión las placas 

amiloides y utilizar un aumento menor del microscopio con el fin de analizar un área mayor. 

Las imágenes obtenidas y el recuento de placas confirmaron los resultados obtenidos por la 

inmunohistoquímica realizada mediante el uso de un anticuerpo anti-β-amiloide (Figura 46 B, 

D, E). 
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Figura 46. Regulación de la acumulación de β amiloide (Aβ). Imágenes representativas de la corteza 
frontal (área somatosensorial primaria) de secciones coronales preparadas a partir de ratones WT, 
5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx) teñidas para a A) Aβ 
(rojo) mediante el uso del anticuerpo anti-β-amiloide y B) Tinción de placas amiloides mediante el uso 
del compuesto Fluoro-Jade C (verde). Las barras de escala corresponden a 100 μm. C) Determinación 
del número de placas Aβ por campo obtenidas mediante el marcaje con el anticuerpo anti-β-amiloide. 
D) Determinación del número de placas Aβ por campo obtenidas mediante el marcaje con Fluoro-Jade 
C. E) Determinación del porcentaje del área total ocupada por placas Aβ teñidas mediante el marcaje 
con Fluoro-Jade C. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos 
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se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de 

Tukey. ***p < 0,001 vs. WT;  p < 0,001 vs. 5xFAD. 

Además, para comparar la concentración de Aβ en los homogeneizados tisulares, se utilizó la 

técnica de WB. El marcaje con un anticuerpo específico dirigido contra los residuos 1-14 de 

Aβ dio lugar a la presencia de diferentes bandas correspondientes a diferentes oligómeros de 

Aβ. Dos de las bandas, de aproximadamente 50 y 60 kDa fueron las de mayor intensidad. La 

banda inferior al peso molecular de 50 kDa presentó una intensidad similar para todas las 

muestras (Figura 47 A). En cambio, se pudieron observar claras diferencias para la banda 

entre 50 y 75 KDa, correspondiente a 60 kDa (Figura 47 B, C). La relevancia de los agregados 

de Aβ de este tamaño en la EA ha sido descrita previamente (Barghorn et al., 2005). La 

comparación de estas bandas revela que el tratamiento con reboxetina no solo afecta al 

número total de placas amiloides, sino que también reduce la acumulación de esta forma de 

agregados de Aβ(Figura 47 B, C). Mientras que la supresión genética de CCL2 en los ratones 

5xFAD no pareció disminuir significativamente la concentración de estos oligómeros. Pero el 

tratamiento con reboxetina provocó una gran reducción de esta forma de Aβ en los ratones 

5xFAD/CCL2KO, sugiriendo que este efecto de la reboxetina es independiente de la presencia 

de CCL2. 

  

 

Figura 47. Regulación de la acumulación de Aβ. Muestras de corteza prefrontal de ratones WT, 5xFAD, 

5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). A) Imagen representativa de toda 
la membrana de WB. B) Determinación de los niveles de Aβ y β-actina. Los geles mostrados son 
representativos de tres experimentos separados. C) Análisis densitométrico de las bandas. UA: 
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unidades arbitrarias relativas a WT.  Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por 
grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de 

un post hoc de Tukey. ***p < 0,001, **p < 0,01 vs. WT; p < 0,001 vs. 5xFAD. 

 

 

El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen el daño axonal  

La inflamación crónica junto con la reactividad de las células gliales, así como la acumulación 

de Aβ se consideran los principales agentes causantes del daño axonal y degeneración 

neuronal en la EA (Craft et al., 2006).  Por lo tanto, se analizó a continuación la presencia de 

daño axonal.  

En primer lugar, se realizaron análisis inmunohistoquímicos para comparar la concentración 

del neurofilamento H no fosforilado (SMI32) en la corteza frontal ya que nos proporciona un 

índice indirecto de daño axonal (Fowler et al., 2003; Gilgun-Sherki et al., 2003; Kalinin et al., 

2006). La intensa tinción de SMI32 en las proyecciones axonales en la corteza cerebral de los 

ratones 5xFAD confirma la presencia de daño axonal en estos ratones (Figura 48 A, B). 

Además, de acuerdo con las observaciones anteriores, la administración de reboxetina 

disminuyó el daño axonal en los ratones 5xFAD. Una protección similar fue proporcionada por 

la eliminación genética de CCL2 en los animales 5xFAD. Mientras que el tratamiento con 

reboxetina en ratones 5xFAD/CCL2KO no ejerció ningún efecto. Lo que nuevamente puede 

sugerir que este efecto sea dependiente de CCL2 o que el propio efecto que presenta la 

supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD no permite detectar el efecto de la 

reboxetina.  

Finalmente, la detección del marcaje de neurofilamento H no fosforilado (SMI32) en 

homogeneizados de la corteza frontal mediante WB confirmó la existencia de las diferencias 

observadas por inmunohistoquímica (Figura 49). 

Ambas técnicas demuestran también un aumento considerable de la señal proporcionada por 

las muestras CCL2KO en comparación con los ratones WT. Indicándonos que la supresión 

de CCL2 en ausencia de otras alteraciones produce daño neuronal. 
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Figura 48. El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen el daño axonal. A) 
Imágenes representativas de la corteza frontal (área somatosensorial primaria) de secciones coronales 
preparadas a partir de ratones WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o 
reboxetina (Rbx) y teñidos con anticuerpo anti-neurofilamento H no fosforilado (SMI32 verde). La barra 
de escala corresponde a 100 μm (panel superior) y 25 μm (panel inferior). B) Análisis cuantitativo del 
% de área positiva para SMI32. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por 
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grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de 

un post hoc de Tukey. ***p < 0,001 vs. WT; p < 0,001 vs. 5xFAD. 

 

 

 

Figura 49. El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen los niveles totales 
del neurofilamento H no fosforilado. A) Determinación de los niveles de proteicos del neurofilamento H 
no fosforilado (marcado con SMI32) y β-actina en muestras de corteza cerebral de ratones WT, 5xFAD, 
5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). Los geles mostrados son 
representativos de tres experimentos separados. B) Análisis densimétrico de las bandas. UA: unidades 
arbitrarias relativas a WT. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los 
datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc 

de Tukey. *p<0,05 vs. WT; p < 0,05 vs. 5xFAD.  
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El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la apoptosis 
celular 

Con el fin de determinar si la neuroinflamación y la acumulación de A observadas se traducen 

en una pérdida de células, analizamos los niveles del marcador de apoptosis anexina V 

mediante estudios de inmunohistoquímica y WB. 

Los ratones 5xFAD presentan mayores niveles de anexina V, indicando un aumento en la 

apoptosis celular en estos ratones en comparación con ratones WT (Figura 50, Figura 51). El 

tratamiento con reboxetina redujo la síntesis de anexina V en ratones 5xFAD, indicando la 

existencia de un menor grado de apoptosis en la corteza cerebral (Figura 50, Figura 51). La 

supresión genética de CCL2 en ratones 5xFAD también condujo a una reducción de anexina 

V en comparación con ratones 5xFAD. Mientras que el tratamiento con reboxetina en estos 

ratones, incrementó los niveles de anexina V, aunque estos datos no se confirman mediante 

WB. Por otro lado, los ratones CCL2KO muestran una mayor síntesis de anexina V en 

comparación a los animales WT indicándonos nuevamente el efecto deletéreo de la supresión 

de CCL2 en ratones WT.  

 

 

Figura 50. El tratamiento con reboxetina y la supresión genética de CCL2 reducen la apoptosis celular 
en la corteza cerebral de 5xFAD. A) Imágenes de microscopía confocal representativas de la corteza 
frontal (área somatosensorial primaria) de secciones coronales preparadas a partir de ratones WT, 
5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx) y teñidos para anexina V 
(rojo). La barra de escala corresponde a 20 μm. B) Determinación del % del área positiva para anexina 
V. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se analizaron 
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mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. ***p < 

0,001, **p < 0,01 vs. WT; p < 0,001 vs. 5xFAD. 

 

 

 

Figura 51. La supresión genética de CCL2 aumenta la apoptosis celular en la corteza cerebral de 
ratones WT. A) Determinación de los niveles proteicos de anexina V y β-actina en muestras de corteza 
cerebral de ratones WT, 5xFAD, 5xFAD/CCL2KO y CCL2KO tratados con vehículo o reboxetina (Rbx). 
Los geles mostrados son representativos de tres experimentos separados. B) Análisis densitométrico 
de las bandas. UA: unidades arbitrarias relativas a WT. Los datos corresponden a las medias ± SEM 
de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x 
tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. ***p < 0,001, **p < 0,01 vs. WT. 

 

 

El paralelismo encontrado entre los niveles de SMI32 y anexina V en los ratones CCL2KO, 

nos sugirió que algunas de las células apoptóticas detectadas podrían ser neuronas. Por lo 

tanto, se realizó una inmunotinción doble en las muestras obtenidas de ratones 5xFAD y 

CCL2KO para la anexina V y NeuN (marcador neuronal específico). La colocalización 

detectada confirmó que las células neuronales estaban incluidas entre las que sufrían 

apoptosis (Figura 52). 
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Figura 52. Identificación de células dañadas con un marcador neuronal. Imágenes representativas de 
la corteza frontal (área somatosensorial primaria) de secciones coronales preparadas a partir de ratones 
5xFAD y CCL2KO tratados con vehículo y teñidos para anexina V (rojo), NeuN (verde) y DAPI (azul). 
Las imágenes mostradas son representativas de tres experimentos separados.
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6.2 EFECTO DE LA QUIMIOQUINA CCL2 EN LA RESOLUCIÓN DE LA 

INFLAMACIÓN 

La falta de control adecuado de las respuestas inflamatorias dentro del SNC contribuye en 

gran medida al daño característico de muchas enfermedades neurodegenerativas como la EA 

(Kinney et al., 2018). Entre los diferentes mediadores responsables de la propagación de las 

señales inflamatorias, las quimioquinas constituyen uno de los grupos más relevantes. 

Múltiples estudios indican que la sobreexpresión de CCL2 contribuye a la progresión de los 

procesos inflamatorios y a la neurodegeneración asociada a ellos (Madrigal & Caso, 2014). 

De acuerdo con esto, tras haber observado cómo la supresión genética de CCL2 en ratones 

5xFAD presentó un efecto protector disminuyendo la inflamación y reactividad astrocítica, así 

como el acúmulo de placas amiloides, el daño axonal y la apoptosis celular, hipotetizamos 

que la quimioquina CCL2, presente en animales 5xFAD, podría estar favoreciendo la 

cronificación de la inflamación y por este motivo su deleción genética en ratones 5xFAD 

presenta el efecto antiinflamatorio y neuroprotector observado. Sin embargo, otros estudios 

han demostrado que la deleción genética del receptor de CCL2, CCR2, facilita la progresión 

de la neurodegeneración en diferentes modelos de ratón de la EA (El Khoury et al., 2007; 

Naert & Rivest, 2011). Por lo tanto, la regulación por CCL2 de la neuroinflamación en el SNC 

parece ser un proceso complejo.  

En base a esto, decidimos analizar si la acumulación de CCL2 modifica los procesos 

implicados en la resolución de la inflamación en las células gliales, que parecen jugar un papel 

clave en la progresión de la EA (Whittington et al., 2017), favoreciendo así la cronificación de 

la inflamación. Para ello, nos centramos en el estudio de la regulación por parte de CCL2 de 

la vía de la resolvina D1 (RvD1) (Figura 53), que se sabe que desempeña un papel clave en 

la resolución de la inflamación dentro del SNC y en la progresión de los trastornos 

neurodegenerativos, principalmente la EA (Miyazawa et al., 2020). 

 



Resultados 

 

 

142 

 

Figura 53. Vía de la resolvina D1 (RvD1). 

 

La eliminación de CCL2 aumenta la expresión de FPR2, 15-LOX y 5-LOX en ratones 
5xFAD 

Los estudios de expresión genética nos permitieron cuantificar la expresión del receptor FPR2, 

principal receptor de la RvD1 (Schmitz Nunes et al., 2020), en muestras de corteza frontal. 

Mientras que el homólogo del gen GPR32 humano se encontró en rata, este solo está 

presente en ratón como un pseudogen, lo que explica que no se haya determinado su 

expresión en estas muestras. 

En cuanto a la expresión de FPR2, no encontramos diferencias entre ratones WT y 5xFAD. 

Sin embargo, la expresión de FPR2 aumentó en los ratones CCL2KO y 5xFAD/CCL2KO 

(Figura 54 A).  

Además de FPR2, también analizamos la expresión de araquidonato 15-lipoxigenasa (15-

LOX) y araquidonato 5-lipoxigenasa (5-LOX), enzimas responsables de la producción de 

metabolitos lipídicos, entre los que se encuentra la RvD1 (Li et al., 2020). De este modo, 

observamos que la supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD aumenta la expresión 

de 15-LOX y 5-LOX (Figura 54 B, C). Sin embargo, la expresión de estas enzimas no aumentó 

en los ratones CCL2KO. Por lo tanto, la posible regulación de la expresión de 15-LOX y 5-

LOX por parte de CCL2 puede que solo tenga lugar en presencia de estímulos inflamatorios 

como los presentes en los cerebros de los ratones 5xFAD. 
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Figura 54. La supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD aumenta la expresión del receptor y 
enzimas de síntesis de la RvD1. Se analizó los niveles de mRNA de FPR2, 15-LOX y 5-LOX en 
muestras de corteza frontal de ratones WT, 5xFAD, CCL2-KO y 5xFAD/CCL2-KO. Los datos 
corresponden a las medias SEM de n <3 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un 
ANOVA de una vía seguido de un post hoc de Tukey. *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs. WT. 

 

 

CCL2 previene la expresión de enzimas y receptores de la resolvina D1 (RvD1) 

La mayor expresión del receptor, FPR2, y enzimas de síntesis, 15-LOX y 5-LOX, de la RvD1 

observada en la corteza frontal de los ratones 5xFAD/CCL2KO indica que la actividad de la 

quimioquina CCL2 puede inhibir su producción. Para confirmar el efecto regulador de CCL2 

sobre la expresión de FPR2, 15-LOX y 5-LOX, analizamos la expresión de estas proteínas in 

vitro. Para estos estudios, decidimos utilizar astrocitos ya que, aunque diferentes tipos de 

células participan en la respuesta inflamatoria dentro de la corteza cerebral, los astrocitos son 

la principal fuente de CCL2 en el cerebro (Glabinski et al., 1996) y sobre los que hemos 

observado que la supresión genética de CCL2 ejerce un mayor efecto (Figura 45). Esto nos 

permitió analizar cómo los astrocitos aislados responden a un aumento transitorio de la 

concentración de CCL2 en su entorno. Para ello utilizamos cultivos primarios de astrocitos de 

rata obtenidos según el protocolo descrito en el apartado de material y métodos (Figura 35), 

los cuales se sometieron a los tratamientos descritos anteriormente (Figura 36). En resumen, 

los astrocitos fueron tratados durante 24 horas en condiciones control o con la quimioquina 

CCL2 (100 ng/ml), posteriormente se eliminó el medio de cultivo y se añadió LPS (0,1 g/ml) 

y/o CCL2 (100 ng/ml) durante 6 y 24 horas. Finalmente, se eliminó el medio de cultivo y se 
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recogieron los lisados celulares para la extracción de RNA y determinación de la expresión 

génica mediante RT-PCR. De este modo se obtuvieron cuatro grupos experimentales, a 

saber: C, LPS, CCL2-LPS y CCL2 (Figura 55).  

 

 

Figura 55. Resumen gráfico del tratamiento utilizado en cultivos primarios de astrocitos corticales de 
rata. N= 6 por grupo (C, LPS, CCL2-LPS, CCL2).  

 

 

El tratamiento con LPS incrementó la expresión de FPR2, GPR32, 15-LOX y 5-LOX tras 6 

horas de tratamiento. Sin embargo, el pretratamiento de los astrocitos con CCL2 durante 24 

horas impidió el efecto del LPS sobre la expresión de todas las lipoxigenasas y receptores 

analizados (Figura 56 A, B, C, D), confirmando así la acción inhibidora de CCL2 sobre la 

expresión astroglial de estos mediadores. Finalmente, a las 24 horas tras el tratamiento con 

LPS se pierde el efecto inductor del LPS sobre la expresión de estos genes, y la quimioquina 

CCL2 deja de tener el efecto anteriormente mostrado (Figura 56 E, F, G, H). 
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Figura 56. CCL2 impide la expresión de marcadores pro-resolución a las 6 horas tras el tratamiento 
con LPS. Cultivos de astrocitos primarios de rata se incubaron con o sin CCL2 (100 ng/ml), 24 horas 
después, se sustituyó todo el medio en todos los pocillos, manteniendo CCL2 donde se utilizó para el 
pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 g/ml) a los grupos indicados. 6 y 24 horas después se determinó 
los niveles de mRNA de FPR2, GPR32, 15-LOX y 5-LOX. Los datos corresponden a las medias SEM 
de n = 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguido de un 

post hoc de Tukey. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 vs. C; p < 0,001, p < 0,01 vs. LPS.  

 

 

CCL2 potencia la producción de marcadores inflamatorios inducidos por LPS en 
astrocitos 

Según nuestros resultados, la inhibición por CCL2 de la expresión de las lipoxigenasas y 

receptores analizados podría prolongar la resolución de la respuesta inflamatoria y mantener 

la producción de agentes inflamatorios y neurotóxicos. Para confirmarlo, realizamos el mismo 

tratamiento a los astrocitos primarios de rata que el indicado anteriormente, pero esta vez el 

LPS se dejó durante 48 horas con el fin de analizar la acumulación de diferentes marcadores 

proinflamatorios tanto en el medio de cultivo como en el interior celular (Figura 57).  
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Figura 57. Resumen gráfico del tratamiento utilizado en cultivos primarios de astrocitos corticales de 
rata. N= 6 por grupo (C, LPS, CCL2-LPS, CCL2). 

 

 

En primer lugar, analizamos la producción de IL1β por su papel como mediador responsable 

de la propagación de señales proinflamatorias y del daño neuronal. El tratamiento con LPS 

incrementa la expresión de IL1β (Figura 58 A) y el pretratamiento con CCL2 potencia el efecto 

del LPS aumentando la expresión de IL1β. El empleo de las técnicas de ELISA y WB nos 

permitió detectar aumentos de IL1β secretada y acumulada en el interior celular 

respectivamente. Así, el pretratamiento con CCL2 incrementó la concentración de IL1β 

liberada al medio de cultivo (Figura 58 B) y acumulada en el interior celular (Figura 58 C).  
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Figura 58. CCL2 induce la producción de IL1β. Cultivos de astrocitos primarios de rata se incubaron 
con o sin CCL2 (100 ng/ml), 24 horas después, se sustituyó todo el medio en todos los pocillos, 
manteniendo CCL2 donde se utilizó para el pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 g/ml) a los grupos 
indicados que se trataron durante 48 horas. A) Determinación de los niveles de mRNA de IL1β. B) 
Determinación de la concentración de IL1β en el medio de cultivo. C) Determinación de los niveles de 
IL1β en lisados citosólicos. La gráfica muestra el análisis densitométrico de las bandas en % frente al 
grupo LPS. Los geles mostrados son representativos de experimentos realizados en tres preparaciones 
separadas de astrocitos. IL1β: 31 KDa (proteína precursora), Actina/β-actina: 42 KDa. Los datos 
representados corresponden a las medias ± SEM de n = 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron 

mediante un ANOVA de una vía seguido de un post hoc de Tukey. *** p < 0,001 vs. C; p < 0,05 vs. 
LPS.  

 

 

Además de IL1β, analizamos la expresión de otros marcadores de activación astrocítica y 

neuroinflamación como el TNFα, MIP-1α y NOS2. De forma similar a lo que encontramos en 

el caso de la IL1β, la expresión de estos marcadores fue inducida por el LPS y el 

pretratamiento con CCL2 también potenció el efecto del LPS (Figura 59). 
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Figura 59. CCL2 induce la producción de marcadores proinflamatorios. Cultivos de astrocitos primarios 
de rata se incubaron con o sin CCL2 (100 ng/ml), 24 horas después, se sustituyó todo el medio en 
todos los pocillos, manteniendo CCL2 donde se utilizó para el pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 
g/ml) a los grupos indicados que se trataron durante 48 horas. Posteriormente se determinó los niveles 
de mRNA de TNFα, MIP-1α y NOS2. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n = 6 réplicas por 
grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguido de un post hoc de Tukey. *** 

p < 0,001 vs. C, p < 0,001; p< 0,05 vs. LPS. 

 

 

Para determinar si el incremento en la expresión de estos marcadores proinflamatorios se 

traducía en un aumento de los niveles proteicos, se analizó la liberación de TNFα y MIP-1α al 

medio de cultivo mediante ELISA, la síntesis de la enzima NOS2 mediante WB y la liberación 

de nitritos al medio de cultivo mediante el ensayo de Griess a las 48 horas tras el tratamiento 

con LPS (Figura 60).  

El tratamiento con LPS indujo la liberación del TNFα y MIP-1α al medio extracelular (Figura 

60 A, B). Sin embargo, el pretratamiento con CCL2 no incrementó la liberación de dichos 

marcadores inflamatorios. Por otro lado, el tratamiento con LPS incrementó la síntesis de la 

enzima NOS2, y aunque la presencia de CCL2 parece incrementar su síntesis, los datos no 

son significativos (Figura 60 C). Finalmente, el aumento de la enzima NOS2 se tradujo en un 

aumento en la liberación de nitritos al medio celular tras el tratamiento con LPS, sin embargo, 

la presencia de CCL2 no incrementó los niveles de nitritos medidos en el medio celular (Figura 

60 D).  
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Figura 60. CCL2 no afecta a los niveles proteicos de los marcadores proinflamatorios analizados. 
Cultivos de astrocitos primarios de rata se incubaron con o sin CCL2 (100 ng/ml), 24 horas después, 
se sustituyó todo el medio en todos los pocillos, manteniendo CCL2 donde se utilizó para el 
pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 g/ml) a los grupos indicados que se trataron durante 48 horas. A-
B) Determinación de los niveles de mRNA de TNFα y MIP-1α. C) Determinación de los niveles proteicos 
de NOS2 en extractos citosólicos. La gráfica muestra el análisis densitométrico de las bandas en % 
frente al grupo LPS. Los geles mostrados son representativos de experimentos realizados en tres 
preparaciones separadas de astrocitos. NOS2: 130 KDa, Actina/β-actina: 42 KDa. D) Determinación de 
los niveles de nitritos en el medio de cultivo. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 3 
réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguido de un post hoc de 
Tukey. *** p<0,001, **p< 0,01 vs. C.  
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CCL2 inhibe la reducción en la expresión de la IL1β inducida por la RvD1 

Para determinar si la elevación de los niveles de IL1β por parte de CCL2 se debía a la 

inhibición de los receptores FPR2 y GPR32, analizamos el efecto de RvD1, ligando específico 

para estos receptores. Para ello, los cultivos primarios de astrocitos se trataron con vehículo 

(EtOH al 0,037%) o RvD1 (100 nM disuelta en EtOH al 0,037%) con o sin CCL2 (100 ng/ml) 

durante 24 horas. Posteriormente, se sustituyó todo el medio en todos pocillos, manteniendo 

RvD1 y CCL2 donde se utilizó para el pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 g/ml) a todos los 

grupos excepto al de control. 48 horas después, se aisló el RNA y se determinaron los niveles 

de mRNA de IL1β mediante RT-PCR. De este modo se obtuvieron cuatro grupos 

experimentales, a saber: C, LPS, RvD1-LPS y RvD1-CCL2-LPS (Figura 61).  

 

 

Figura 61. Resumen gráfico del tratamiento utilizado en cultivos primarios de astrocitos corticales de 
rata. N=6 por grupo (C, LPS, RvD1-LPS, RvD1-CCL2-LPS).  

 

 

Observamos que el tratamiento con RvD1 fue capaz de disminuir la expresión de IL1β y que 

la presencia de CCL2 bloqueaba dicho efecto (Figura 62 A). Sin embargo, el tratamiento con 

RvD1 no consiguió disminuir la liberación de la IL1β al medio celular (Figura 62 B).  
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Figura 62. CCL2 inhibe los efectos de la RvD1 sobre la expresión de IL1β. Cultivos de astrocitos 
primarios de rata se incubaron con vehículo (EtOH 0,037%), CCL2 (100 ng/ml) o RvD1 (100 nM) + 
CCL2 (100 ng/ml); 24 horas después, se sustituyó todo el medio en todos los pocillos, manteniendo 
CCL2 y RvD1 donde se utilizó para el pretratamiento y añadiendo LPS (0,1 g/ml) a los grupos indicados 
que se trataron durante 48 horas. A) Determinación de los niveles de mRNA de IL1β. B) Determinación 
de los niveles de IL1β en el medio de cultivo. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n = 6 
réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguido de un post hoc de 

Tukey. *** p < 0,001 vs. C. p < 0,01 vs. LPS, δδδp< 0,001 vs. LPS-RvD1.  
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6.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON REBOXETINA EN EL MODELO MURINO 

P301S DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  

La EA se caracteriza por los depósitos de Aβ y NFTs. Tras observar el papel antiinflamatorio 

y neuroprotector del tratamiento con reboxetina en ratones 5xFAD (modelo de amiloidosis), 

nuestro siguiente objetivo fue analizar el efecto de la reboxetina en un modelo murino de 

taupatía de la EA. Para ello, se utilizó el modelo murino P301S (Figura 32) debido a su extenso 

uso en investigación para modelizar la acumulación de NFTs típica de la EA. El tratamiento 

farmacológico se realizó a los 9 meses de edad, puesto que es cuando existe pérdida 

neuronal, reproduciendo así las alteraciones características de una etapa avanzada de la EA. 

Para ello se trataron los animales durante 28 días con una minibomba osmótica cargada con 

vehículo o reboxetina. Después del tratamiento los animales se sometieron a la prueba 

comportamental del laberinto en Y o Y maze con el fin de comprobar las alteraciones en la 

memoria de trabajo espacial. Dieciocho horas después de la prueba comportamental se 

procedió a la recogida de muestras de corteza frontal e hipocampo y al análisis bioquímico de 

las mismas. En las muestras se analizó: el grado de inflamación, el grado de reactividad glial, 

el acúmulo de formas fosforiladas de tau, el daño axonal y la pérdida neuronal. En la Figura 

63 se resume el protocolo experimental utilizado en este apartado.  

 

 

Figura 63. Protocolo experimental utilizado. Todos los animales utilizados en este estudio son machos.  
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Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de 

un post hoc de Tukey lo que nos permitió examinar la influencia del genotipo y del tratamiento. 

En las gráficas se representan los resultados estadísticos tras las comparaciones múltiples 

para una mejor comprensión e interpretación de los datos obtenidos.  

El tratamiento con reboxetina no afecta a la memoria de trabajo espacial  

En primer lugar, mediante el uso del laberinto en Y o Y maze se evaluó la velocidad y la 

distancia total, así como la memoria de trabajo espacial a través de la determinación del 

porcentaje de alternancia espontánea.  

Los datos obtenidos nos muestran que parte de los ratones pertenecientes al grupo P301S 

presentan un comportamiento de tipo hiperactivo que se pudo evaluar mediante la velocidad 

y la distancia total recorrida, mientras que otros ratones del mismo grupo experimental 

presentaron unos valores muy bajos en cuanto a la velocidad y distancia total recorrida como 

consecuencia de problemas motores característicos de este modelo animal (Figura 64 A, B). 

De modo que, observamos una gran heterogeneidad en el grupo de animales P301S en lo 

referente a la prueba comportamental del laberinto en Y. El comportamiento de tipo hiperactivo 

y las deficiencias motoras impidieron la evaluación de la memoria espacial de trabajo en este 

grupo de ratones (Figura 64 C, D). Finalmente, el tratamiento con reboxetina no mostró ningún 

efecto significativo sobre el comportamiento de los animales P301S.  

 

 

Figura 64. Los ratones P301S presentan una gran variabilidad en el comportamiento mostrado durante 
la prueba comportamental del laberinto en Y. Se determinó el grado de alteración en la memoria 
espacial mediante el laberinto en Y en ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina 
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(Rbx). Mediante el software ANYmaze® se determinó la velocidad (m/s), la distancia (m), el número 

total de secuencias y el % de alternancia espontánea. Los datos corresponden a las medias ± SEM de 
n ≥ 8 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x 
tratamiento).   

 

El tratamiento con reboxetina no afecta a la expresión de marcadores proinflamatorios 

Teniendo en cuenta el papel que juega la noradrenalina en el control de la respuesta 

inflamatoria, en primer lugar, se determinó el grado de neuroinflamación existente en los 

ratones P301S y el posible efecto del tratamiento con reboxetina. Para ello, se determinaron 

los niveles de mRNA de diferentes mediadores de la respuesta inflamatoria mediante RT-PCR 

en muestras de hipocampo y de corteza frontal.  

En las muestras de hipocampo, observamos un efecto del genotipo sobre la expresión de 

diferentes marcadores inflamatorios, observando un aumento de la expresión de IL1, MIP-

1, CCL2 y NOS2 (Figura 65 A, B, C, H), y una disminución de la expresión de CX3CL1 y la 

IL6 (Figura 65 D, E) en los ratones P301S en comparación con los ratones WT, confirmando 

la existencia de un estado neuroinflamatorio en estos ratones. El tratamiento con reboxetina 

presentó un efecto en cuanto a los niveles de MIP-1α e IL6 (Figura 65 B, E). En el caso de 

MIP-1α encontramos un efecto del tratamiento y una interacción entre las variables, pero el 

post hoc de Tukey no reveló ninguna diferencia significativa entre ratones P301S+Veh y 

P301S+Rbx. Por otro lado, en el caso de la IL6 encontramos un efecto del tratamiento y el 

post hoc de Tukey nos revela una disminución de la expresión de la IL6 en los ratones 

WT+Rbx en comparación con los ratones WT+Veh (Figura 65 B, E), indicándonos el papel de 

la reboxetina en la regulación de esta interleuquina tan solo en condiciones basales.  
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Figura 65. Los ratones P301S presentan un estado neuroinflamatorio en el hipocampo. Se 
determinaron los niveles de mRNA de IL1β, MIP-1α, CCL2, CX3CL1, IL6, TNFα, COX2, NOS2 en 
muestras de hipocampo de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). Los 
datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante 
un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001.  

 

 

En cuanto a las muestras de corteza frontal, tan solo observamos un efecto del genotipo en 

la expresión de IL1, MIP-1 e IL6, aumentando la expresión de estos marcadores 

proinflamatorios en ratones P301S respecto a ratones WT, confirmando que el estado 

neuroinflamatorio en los ratones P301S se restringe principalmente al hipocampo, afectando 

en menor medida a la corteza frontal (Figura 66 A, B, E). El post hoc de Tukey nos permitió 

determinar que el aumento de IL1 y MIP-1 se deben principalmente al grupo P301S tratado 

con reboxetina (Figura 66 A, B).  
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Figura 66. Los ratones P301S no presentan un estado neuroinflamatorio en la corteza frontal. Se 
determinaron los niveles de mRNA de IL1β, MIP-1α, CCL2, CX3CL1, IL6, TNFα, COX2, NOS2 en 
muestras de corteza frontal de ratones WT y tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). Los datos 
corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un 
ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 

 

 

El tratamiento con reboxetina disminuye la reactividad microglial en los ratones P301S 

Dado que la microglía es uno de los principales tipos celulares mediadores de la respuesta 

inflamatoria, y debido a su papel central en la fisiopatología de la EA, analizamos si el 

tratamiento con reboxetina modifica la cantidad de células de microglía y su estado reactivo.  

En primer lugar, realizamos una tinción inmunohistoquímica para Iba-1, proteína ampliamente 

utilizada como marcador de este tipo celular en el SNC. Esta tinción nos permitió determinar 

el número de células de microglía presentes tanto en el hipocampo, distinguiendo entre las 

regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG), como en la corteza frontal, así como la morfología 

celular.   

En el hipocampo, observamos un efecto significativo del genotipo, aumentando el número de 

células de microglía en ratones P301S en comparación con ratones WT en las tres regiones 

del hipocampo analizadas (CA3, CA1 y DG), confirmándonos la proliferación de las células de 

microglía como parte de la respuesta inflamatoria presente en los ratones P301S en el 

hipocampo (Figura 67). Sin embargo, el tratamiento con reboxetina no presentó ningún efecto 

en cuanto al número de células de microglía presentes en el hipocampo (Figura 67).  
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Figura 67. Los ratones P301S presentan un mayor número de células de microglía en el hipocampo. 
A) Imágenes representativas de secciones coronales de las áreas CA3, CA1 y giro dentado (DG) del 
hipocampo (HP), preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina 
(Rbx) y teñidos para Iba-1 (verde) y DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100 μm. B) 
Determinación del número de células Iba-1+ en las diferentes regiones del HP. C) Media (X̅) de los 
valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas 
por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido 
de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01.  

 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-e&q=%C2%BFQu%C3%A9+es+X%CC%85%3F&sa=X&ved=2ahUKEwjnz7-W3KT-AhVmVKQEHauUCq0Qzmd6BAgXEAY
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A pesar de no observar diferencias en cuanto al número de células de microglía tras el 

tratamiento con reboxetina en animales P301S, si se observaron diferencias en la morfología 

celular. Para confirmar el efecto de la reboxetina sobre la morfología de las células de 

microglía se llevó a cabo un estudio morfológico mediante el uso del software ImageJ® 

determinando: el tamaño del soma celular, el área total ocupada (CEA: Cover enviromental 

área) y el índice de transformación (TI: Transformation Index). En las gráficas B y C se 

representan los datos individuales por célula. Las células de microglía reactivas presentan un 

mayor tamaño del soma, una menor área total ocupada (CEA) y un menor índice de 

transformación (TI) debido al menor número de ramificaciones que presentan. Dentro de cada 

grupo experimental encontramos los valores de todas las células analizadas. Mientras que en 

las gráficas D y E se representan los datos por cada animal dentro del grupo experimental, 

siendo cada dato la media de todas las células analizadas por animal.  

Tras el análisis morfológico observamos un efecto del genotipo, observando que el tamaño 

del soma celular es mayor en las células de microglía de los animales P301S en comparación 

con los animales WT (Figura 68 A, B, C) en las tres regiones del hipocampo (HP): CA3, CA1 

y giro dentado (DG); mientras que el área total ocupada (CEA) y el índice de transformación 

(TI) presentan valores menores en los animales P301S en comparación con los animales WT 

(Figura 69 A, B, C; Figura 70 B, C, D). Estos datos nos confirman que las células de microglía 

se encuentran en un estado reactivo en el hipocampo de ratones P301S en comparación con 

el estado homeostático en el que se encuentran en ratones WT. Por otro lado, el tratamiento 

con reboxetina presentó un efecto sobre parte de los parámetros analizados, el post hoc de 

Tukey nos muestra que el tratamiento con reboxetina en ratones P301S dio lugar a una 

disminución del tamaño del soma celular (Figura 68 A, C) y un aumento de la CEA y del TI 

(Figura 69 A, B, C; Figura 70 B, C, D) en parte de la población de las células de microglía 

presentes en el hipocampo en comparación con los ratones P301S tratados con vehículo, 

indicándonos que la reboxetina promueve la transición de parte de la población microglial 

hacia un estado menos reactivo.  

El análisis por animal nos muestra un efecto del genotipo en el tamaño del soma celular 

(Figura 68 D, E) y el índice de transformación (TI) (Figura 69 E, F), poniendo de manifiesto 

que todos los animales P301S incluidos en el grupo de estudio presentan una población 

microglial más reactiva respecto a la población microglial presente en los ratones WT. En este 

caso, el tratamiento con reboxetina presentó un efecto en el parámetro CEA. El post hoc de 

Tukey nos muestra que los ratones P301S tratados con reboxetina presentan mayores valores 

de CEA en comparación con los ratones P301S tratados con vehículo en el hipocampo, debido 

principalmente a los efectos encontrados sobre las áreas hipocampales CA1 y el DG (Figura 

69 D, E).  
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Figura 68. Estudio morfológico de las células de microglía: tamaño del soma. A) Imágenes 
representativas de las células de microglía preparadas a partir de secciones coronales del hipocampo 
(HP), preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y. 
marcadas mediante la tinción con Iba-1 y esquematización binaria donde se marca el tamaño del soma 
en rojo. B) Determinación del tamaño del soma en las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG) del 
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hipocampo (HP). C) Suma (Σ) de los valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Cada punto representa una 
célula analizada en las gráficas B y C. D) Determinación del tamaño del soma en las regiones CA3, 
CA1 y el giro dentado (DG) del hipocampo (HP). E) Media (X̅) de los valores obtenidos en CA3, CA1 y 
DG. Cada punto representa la media de los datos obtenidos en un ratón en las gráficas D y E. Los 
datos corresponden a las medias ± SEM. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías 
(tratamiento x genotipo) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-e&q=%C2%BFQu%C3%A9+es+X%CC%85%3F&sa=X&ved=2ahUKEwjnz7-W3KT-AhVmVKQEHauUCq0Qzmd6BAgXEAY
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Figura 69. Estudio morfológico de las células de microglía: área total ocupada (CEA). A) Imágenes 
representativas de las células de microglía preparadas a partir de secciones coronales del hipocampo 
(HP), preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y. 
marcadas mediante la tinción con Iba-1 y esquematización binaria donde se marca el área total ocupada 
(CEA) en rojo. B) Determinación de la CEA en las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG) del 
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hipocampo (HP). C) Suma (Σ) de los valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Cada punto representa una 
célula analizada en las gráficas B y C. D) Determinación de la CEA en las regiones CA3, CA1 y el giro 
dentado (DG) del hipocampo (HP). E) Media (X̅) de los valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Cada 
punto representa la media de los datos obtenidos en un ratón en las gráficas D y E. Los datos 
corresponden a las medias ± SEM. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías 
(tratamiento x genotipo) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-e&q=%C2%BFQu%C3%A9+es+X%CC%85%3F&sa=X&ved=2ahUKEwjnz7-W3KT-AhVmVKQEHauUCq0Qzmd6BAgXEAY
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Figura 70. Estudio morfológico de las células de microglía: índice de transformación (TI). A) Fórmula 
del cálculo del índice de transformación (TI). A) Imágenes representativas de las células de microglía 
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preparadas a partir de secciones coronales del hipocampo (HP), preparadas a partir de ratones WT y 
P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y. marcadas mediante la tinción con Iba-1 y 
esquematización binaria donde se marca el tamaño del soma en rojo. B) Determinación del índice de 
transformación (TI) en las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG) del hipocampo (HP). C) Suma (Σ) 
de los valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Cada punto representa una célula analizada en las gráficas 
B y C. D) Determinación del TI en las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG) del hipocampo (HP). 
E) Media (X̅) de los valores obtenidos en CA3, CA1 y DG. Cada punto representa la media de los datos 
obtenidos en un ratón en las gráficas D y E. Los datos corresponden a las medias ± SEM. Los datos se 
analizaron mediante un ANOVA de dos vías (tratamiento x genotipo) seguido de un post hoc de Tukey. 
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

 

Tras la determinación del efecto del tratamiento con reboxetina sobre el grado de activación 

de las células de microglía, se usó la técnica de citometría de flujo para determinar el 

porcentaje de la población de microglía presente en el hipocampo mediante el uso de los 

marcadores CD11b y CD45. Las células de microglía se caracterizan por la expresión en su 

membrana celular de CD11bhigh (niveles altos) y CD45int (niveles intermedios), aunque la 

expresión de CD45 puede aumentar cuando la microglía se encuentra en un estado reactivo. 

Los resultados obtenidos nos muestran un efecto del genotipo y del tratamiento, el post hoc 

de Tukey nos muestra que los ratones P301S tratados con vehículo presentan una mayor 

cantidad de células de microglía respecto a los ratones WT (Figura 71), confirmando los 

resultados encontrados mediante IHC (Figura 67). Mientras que los ratones P301S tratados 

con reboxetina presentaron un porcentaje menor de la población de microglía respecto a los 

animales P301S tratados con vehículo (Figura 71), sin que se observase ningún efecto 

significativo entre ratones WT+Veh y WT+Rbx.  
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Figura 71. Análisis mediante citometría de flujo de la población de microglía en hipocampo. Muestras 
de hipocampo de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). A) Gráficos 
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representativos en los que se muestra la estrategia empleada para diferenciar la población de microglía 
de cada grupo experimental. B) Cuantificación del porcentaje de población de microglía respecto a las 
células vivas. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 4 réplicas por grupo. Los datos se 
analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. 
**p<0,01. 

 

 

Posteriormente, dentro de la población de microglía se analizaron los niveles de TREM2 

mediante la determinación de la intensidad del marcaje, y a partir de la media de la intensidad 

del grupo WT tratados con vehículo se han establecido dos poblaciones de microglía: 

TREM2low (valores de intensidad por debajo de la media) y TREM2high (valores de intensidad 

por encima de la media). TREM2 es un receptor presente en las células de microglía, así 

como otras células del sistema inmunitario, y cuyos niveles aumentan en la población de 

microglía asociada a daño, conocida como DAM. En la Figura 72 A se muestran los 

histogramas representativos de cada grupo experimental, en la  Figura 72 B se representa la 

superposición de estos histogramas donde podemos observar que los histogramas 

pertenecientes a los ratones P301S (P301S+Veh en gris oscuro y P301S+Rbx en violeta 

oscuro) se encuentran desplazados hacia la derecha indicando un aumento en el valor de la 

media de intensidad de TREM2 (marcada en mediante una línea discontinua color gris). El 

análisis estadístico nos muestra un efecto del genotipo en cuanto a la media de intensidad de 

TREM2, y el post hoc de Tukey nos indica un aumento de la media de intensidad de TREM2 

en ratones P301S tratados con reboxetina en comparación con ratones WT tratados con 

vehículo (Figura 72 C). Estos datos nos confirman el estado reactivo de las células de 

microglía presentes en los ratones P301S previamente observado mediante los parámetros 

morfológicos. En cuanto a los porcentajes de las poblaciones, observamos un efecto del 

genotipo sobre estas, y el post hoc de Tukey nos indica un aumento del porcentaje de la 

población TREM2high en ratones P301S tratados con reboxetina en comparación con ratones 

WT tratados con vehículo (Figura 72 D). 
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Figura 72. Intensidad de TREM2 en las células de microglía en hipocampo. Muestras de hipocampo 
de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). A) Histogramas representativos 
de TREM2. B) Histogramas superpuestos de TREM2. C) Determinación de la media de intensidad de 
ACSA-2 en astrocitos. D) Determinación del porcentaje de población TREM2low y TREM2 high. Los datos 
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corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 4 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un 
ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001.  

 

 

Con el fin de seguir evaluando el grado de activación microglial y el posible efecto del 

tratamiento con reboxetina sobre este, decidimos analizar la expresión de diferentes 

marcadores de reactividad microglial mediante RT-PCR. De forma general, la expresión de 

los marcadores Iba-1, CD68 y TREM2 aumentan en la microglía reactiva, mientras que 

CX3CR1, Tmem119 y P2ry12 son marcadores del estado homeostático de la microglía y su 

expresión disminuye cuando aumenta el estado reactivo de este tipo celular.  

Se observó un efecto del genotipo sobre la expresión de Iba-1 y CX3CR1 cuya expresión se 

encontraba aumentada en el hipocampo de ratones P301S en comparación con ratones WT 

(Figura 73 A, D). Por otro lado, el tratamiento con reboxetina presentó un efecto sobre la 

expresión de TREM2 y CX3CR1 disminuyendo ambos parámetros. En el caso de los niveles 

de expresión de CX3CR1 se obtuvo además una interacción entre las variables y el análisis 

post hoc de Tukey nos demostró que el tratamiento con reboxetina en animales P301S 

disminuyó la expresión del marcador CX3CR1 en comparación con animales P301S tratados 

con vehículo (Figura 73 D).  

 

 

Figura 73. Expresión de marcadores de activación microglial en hipocampo. Se determinaron los 
niveles de mRNA de Iba-1, CD68, TREM2, CX3CR1, Tmem119 y P2ry12 en muestras de hipocampo 
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de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx).  Los datos corresponden a las 
medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías 
(genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001. 

 

 

Finalmente, en la corteza frontal no se observó ningún efecto del genotipo o del tratamiento 

en cuanto al número de células de microglía, ni de su morfología (Figura 74), confirmándonos 

nuevamente el menor estado inflamatorio en esta región cerebral en comparación con el 

hipocampo de ratones P301S.  
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Figura 74. Los ratones P301S no presentan microglía reactiva en la corteza frontal. A) Imágenes 
representativas de secciones coronales de corteza frontal preparadas a partir de ratones WT y P301S 
tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y teñidos para Iba-1 (verde) y DAPI (azul). La barra de 
escala corresponde a 50 μm. B) Cuantificación del número de células Iba-1+ C) Determinación de los 
niveles de mRNA de Iba-1 en corteza frontal. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 
réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento). 
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El tratamiento con reboxetina disminuye la astrogliosis en los ratones P301S 

Dado que otro tipo de células gliales que participan en la respuesta neuroinflamatoria y que 

juegan un importante papel en la fisiopatología de la EA son los astrocitos (Chun & Lee, 2018), 

el siguiente paso fue analizar si el tratamiento con reboxetina modifica el grado de astrogliosis. 

En primer lugar, realizamos una tinción inmunohistoquímica para GFAP, proteína 

ampliamente utilizada como marcador de este tipo celular en el SNC. Esta tinción nos permitió 

determinar el área total cubierta por los astrocitos, lo que nos da una idea de la astrogliosis, 

tanto en el hipocampo, distinguiendo entre las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG), 

como en la corteza frontal.  

En el hipocampo, observamos un efecto del genotipo sobre el área ocupada por los astrocitos. 

Los ratones P301S presentan una mayor cantidad de astrocitos (porcentaje del área GFAP+) 

en comparación con ratones WT en todas las tres regiones hipocampales analizadas: CA3, 

CA1 y giro dentado (DG) (Figura 75), confirmándonos la presencia de astrogliosis como parte 

de la respuesta neuroinflamatoria presente en los ratones P301S en el hipocampo. El 

tratamiento con reboxetina, aunque parece disminuir el área total ocupada por los astrocitos, 

no presentó ningún efecto significativo tras el análisis estadístico (Figura 75).  
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Figura 75. Los ratones P301S presentan una mayor astrogliosis en el hipocampo. A) Imágenes 
representativas de secciones coronales de las regiones CA3, CA1 y giro dentado (DG) del hipocampo 
(HP) preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y 
teñidos para GFAP (verde) y DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100 μm. B) Determinación 
del área GFAP+ en las diferentes regiones del HP. C) Media de los valores obtenidos en CA3, CA1 y 
DG. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron 
mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001. 
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La astrogliosis en el hipocampo se determinó también mediante estudios de citometría de flujo 

utilizando para ello el marcador de astrocitos ACSA-2. Este se trata de un antígeno de 

superficie celular específico para astrocitos y ampliamente utilizado para la separación de este 

tipo celular en estudios de citometría de flujo (Calvo et al., 2020; Kantzer et al., 2017).  

Los resultados obtenidos nos muestran un efecto del genotipo y una interacción entre las 

variables en el porcentaje de población de astrocitos (% de la población ACSA-2+). El análisis 

post hoc de Tukey nos muestra que los ratones P301S tratados con vehículo presentan una 

mayor cantidad de astrocitos en el hipocampo respecto a los ratones WT tratados con vehículo 

(Figura 76), mientras que los ratones P301S tratados con reboxetina presentan una menor 

población de astrocitos en comparación con los ratones P301S tratados con vehículo (Figura 

76). Estos resultados nos confirman el efecto de la reboxetina sobre la disminución de la 

astrogliosis en los animales P301S.  



Resultados 

 

 

174 

 

Figura 76. Análisis mediante citometría de flujo de la población astroglial en hipocampo de ratón. 
Muestras de hipocampo de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). A) 
Gráficos representativos en los que se muestra la estrategia empleada para diferenciar la población de 
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astrocitos de cada grupo experimental. B) Determinación del porcentaje de población de astrocitos 
(ACSA-2+) respecto a las células vivas. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 4 réplicas 
por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido 
de un post hoc de Tukey. **p<0,01, ***p<0,001. 

 

 

Por otro lado, a partir de la población ACSA-2+ se ha determinado la intensidad de ACSA-2, y 

a partir de la media de la intensidad del grupo WT tratados con vehículo se han establecido 

dos poblaciones de astrocitos: ACSA-2low (valores de intensidad por debajo de la media) y 

ACSA-2high (valores de intensidad por encima de la media). En la Figura 77 A se muestran los 

histogramas representativos de cada grupo experimental, mientras que la Figura 77 B 

representa la superposición de todos los histogramas.  En cuanto a la intensidad media de 

ASCA-2, no observamos ningún efecto ni del genotipo ni del tratamiento (Figura 77 C). Sin 

embargo, en cuanto al porcentaje de las poblaciones, observamos un efecto del genotipo en 

cuanto al porcentaje de la población ACSA-2low y ACSA-2high (Figura 77 B). El post hoc de 

Tukey nos muestra que los ratones P301S tratados con vehículo presentan un mayor 

porcentaje de población ACSA-2high y un menor porcentaje de la población ACSA-2low respecto 

a los ratones WT tratados con vehículo (Figura 77 B), lo que nos indica un mayor grado de 

astrogliosis en los ratones P301S en comparación con los ratones WT. Mientras que el 

tratamiento con reboxetina en los animales P301S a pesar de observarse una tendencia en la 

disminución de la población ACSA-2high y un aumento de la población ACSA-2low respecto a 

los ratones P301S tratados con vehículo, no se detectaron diferencias significativas.  
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Figura 77. Análisis mediante citometría de flujo de la intensidad de ACSA-2. Muestras de hipocampo 
de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). A) Histogramas representativos 
de ACSA-2. B) Histogramas superpuestos de ACSA-2 obtenidos. La intensidad de los colores de los 
grupos se ha modificado para una mejor visualización de los datos. C) Determinación de la media de 
intensidad de ACSA-2 en astrocitos. D) Determinación del porcentaje de población ACSA-2low y ACSA-
2 high. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 4 réplicas por grupo. Los datos se analizaron 
mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. * p<0,05. 
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Con el fin de seguir analizando el grado de astrogliosis presente en los ratones P301S y el 

posible efecto del tratamiento con reboxetina, se analizó la expresión de diferentes 

marcadores de astrogliosis mediante RT-PCR.  

Se observó un efecto del genotipo sobre la expresión de los marcadores de activación 

astrocítica GFAP, S100B, ALDHL1, EAAT1 y EAAT2 (Figura 78 A, B, C, D, E) y un efecto del 

tratamiento sobre la expresión de los marcadores GFAP y S100B (Figura 78 A, B), así como 

una interacción entre las dos variables en estos dos últimos marcadores. El análisis post hoc 

de Tukey nos mostró una disminución en la expresión de GFAP y S100B en los animales 

P301S tratados con reboxetina en comparación con los animales P301S tratados con vehículo 

(Figura 78 A, B), confirmado el efecto del tratamiento con reboxetina sobre la disminución de 

la astrogliosis.  

 

 

Figura 78. Expresión de diferentes marcadores de activación astroglial en hipocampo. Se determinaron 
los niveles de mRNA de GFAP, S100B, ALDHL1, EAAT1, EAAT2 y NDRG2 en muestras de hipocampo 
de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). Los datos corresponden a las 
medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías 
(genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

 

 

Finalmente, en la corteza frontal se observó un grado de astrogliosis menor que el presente 

en el hipocampo en los ratones P301S (Figura 79). El genotipo presentó un efecto en cuanto 

a la expresión de GFAP. El post hoc de Tukey nos permitió determinar que este aumento se 

debe principalmente al grupo P301S tratado con reboxetina (Figura 79 C).  
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Figura 79. Análisis inmunohistoquímico de astrogliosis en corteza frontal. A) Imágenes representativas 
de secciones coronales de corteza frontal preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con 
vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y teñidos para GFAP (verde) y DAPI (azul). La barra de escala 
corresponde a 100 μm. Las flechas señalan el marcaje positivo para GFAP. B) Cuantificación del 
porcentaje del área ocupada por astrocitos. C) Determinación de los niveles de mRNA de GFAP en 
corteza frontal. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se 
analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. 
**p<0,01. 
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El tratamiento con reboxetina no afecta a los niveles de fosforilación de TAU  

Debido a los efectos del tratamiento con reboxetina sobre el grado de activación glial 

observados, decidimos analizar si el tratamiento con reboxetina presentaba algún efecto sobre 

la fosforilación y acumulación de tau en los ratones P301S. Para ello, realizamos una tinción 

inmunohistoquímica con un anticuerpo AT8, que reconoce la fosforilación de la proteína tau 

en los residuos de serina 202 y de treonina 205, ya que representa una de las fosforilaciones 

más frecuentes en este modelo animal y en los pacientes con EA. Esta tinción nos permitió 

determinar el área total ocupada por los depósitos AT8+ en el hipocampo y en la corteza 

frontal.  

En el hipocampo, observamos la presencia de neuronas AT8+ en ratones P301S 

confirmándonos la fosforilación de tau y la formación de depósitos intraneuronales en los 

ratones P301S (Figura 80). Mientras que en la corteza cerebral no se observó prácticamente 

presencia de marcaje AT8+, confirmándonos nuevamente la menor afectación de la corteza 

cerebral en este modelo animal. Finalmente, el tratamiento con reboxetina no presentó ningún 

efecto sobre los niveles de fosforilación de tau. 

 

 

Figura 80. Fosforilación de tau en el hipocampo de ratón. A) Imágenes representativas de secciones 
coronales de hipocampo (HP) preparadas a partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) 
o reboxetina (Rbx) y teñidos para AT8 (verde) y DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 1000 
μm. B) Determinación del porcentaje de área ocupada por los depósitos de tau fosforilado (AT8+). Los 
datos corresponden a las medias ± SEM de n=4 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante 
una t de student. 
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El tratamiento con reboxetina no altera la pérdida neuronal presente en el hipocampo 

de los ratones P301S 

El estado neuroinflamatorio en el hipocampo y la presencia de depósitos de tau 

intraneuronales provocan neurodegeneración y eventualmente pérdida neuronal. Por ello, en 

último lugar hemos analizado la pérdida neuronal en los ratones P301S y si el tratamiento con 

reboxetina presentaba algún efecto sobre este proceso.  

Con el fin de determinar el grado de pérdida neuronal, realizamos una tinción 

inmunohistoquímica para NeuN, proteína ampliamente utilizada como marcador neuronal en 

el SNC. Esta tinción nos permitió determinar el número de neuronas (células NeuN+) tanto en 

el hipocampo, distinguiendo entre las regiones CA3, CA1 y el giro dentado (DG), como en la 

corteza frontal.  

En el hipocampo, observamos un efecto del genotipo en cuanto al número neuronal.  Los 

animales P301S presentan una disminución en el número neuronal principalmente en la 

región del giro dentado (DG) en comparación con ratones WT (Figura 81 B, C), 

confirmándonos la presencia de pérdida neuronal en los ratones P301S en el hipocampo. Sin 

embargo, aunque el tratamiento con reboxetina en ratones P301S parece aumentar el número 

de neuronas totales, no se observó ningún efecto significativo del tratamiento.   
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Figura 81. Análisis del grado de pérdida neuronal en el hipocampo. A) Imágenes representativas de 
secciones coronales de las regiones CA3, CA1 y giro dentado (DG) del hipocampo (HP), preparadas a 
partir de ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y teñidos para NeuN 
(verde) y DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100 μm. B) Determinación del número 
neuronas (células NeuN+) en las diferentes regiones del HP. C) Media de los valores obtenidos en CA3, 
CA1 y DG. Los datos corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se 
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analizaron mediante un ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. 
*p<0,05, **p<0,01. 

 

 

A pesar de no encontrar un efecto significativo del tratamiento con reboxetina en relación con 

la pérdida neuronal, dado el papel neuroprotector de la noradrenalina a través del incremento 

en la expresión y síntesis de diferentes factores neurotróficos, decidimos analizar la expresión 

de los factores neurotróficos BDNF y NGF, así como de los marcadores de apoptosis celular 

BAX y p53.  

En este caso se observó un efecto del genotipo en la expresión de NGF (Figura 82 B), 

presentando los ratones P301S una mayor expresión de este factor neurotrófico respecto a 

los ratones WT. El análisis post hoc de Tukey nos permitió determinar que este efecto se debe 

principalmente al grupo P301S tratado con reboxetina.  

 

 

Figura 82. Expresión de diferentes factores tróficos y marcadores de apoptosis celular en hipocampo. 
Se determinaron los niveles de mRNA de BDNF, NGF, BAX y p53 en muestras de hipocampo de 
ratones WT y P301S tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx). Los datos corresponden a las 
medias ± SEM de n ≥ 6 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías 
(genotipo x tratamiento) seguido de un post hoc de Tukey. *p<0,05. 
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Finalmente, mediante el marcaje inmunohistoquímico de NeuN analizamos la pérdida 

neuronal en la corteza frontal. En este caso no se observó ningún efecto ni del genotipo ni del 

tratamiento (Figura 83), confirmando la ausencia de pérdida neuronal en los ratones P301S 

en esta región cerebral.  

 

 

Figura 83. Los ratones P301S no presentan pérdida neuronal en la corteza. A) Imágenes 
representativas de secciones coronales de corteza frontal preparadas a partir de ratones WT y P301S 
tratados con vehículo (Veh) o reboxetina (Rbx) y teñidos para NeuN (verde) y DAPI (azul). La barra de 
escala corresponde a 100 μm. B) Determinación del número de neuronas (células NeuN+). Los datos 
corresponden a las medias ± SEM de n ≥ 5 réplicas por grupo. Los datos se analizaron mediante un 
ANOVA de dos vías (genotipo x tratamiento).  
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Correlación entre el comportamiento y los parámetros bioquímicos analizados 

A pesar de observar diferencias entre animales P301S y WT en cuanto a los parámetros 

analizados, observamos una gran heterogeneidad en el grupo de ratones P301S tanto en el 

comportamiento como en todos los parámetros bioquímicos analizados. Por ello, se decidió 

realizar un análisis de correlación con el fin de determinar si la heterogeneidad en el 

comportamiento observado en los ratones P301S analizados se correlaciona con los 

parámetros bioquímicos analizados.  

Para ello, decidimos escoger el parámetro comportamental de velocidad (m/s) como medida 

del grado de hiperlocomoción (indicador de un comportamiento de tipo hiperactivo) o déficits 

motores presentes en ratones P301S, y realizar una correlación múltiple con el resto de los 

parámetros bioquímicos analizados, seguido de una prueba FDR (tasa de descubrimiento 

falso) para cada una de las comparaciones realizadas.  

En la Figura 84 se muestran aquellos parámetros que han presentado unos valores del 

coeficiente de Pearson significativos entre todos los parámetros analizados. Como podemos 

observar, la velocidad se correlaciona de manera positiva con la expresión de la quimioquina 

proinflamatoria CCL2, y el grado de gliosis (cantidad de microglía y astrocitos, así como la 

expresión de GFAP), mientras que se correlaciona de manera negativa con el número de 

neuronas en el hipocampo. Indicándonos que la presencia de neuroinflamación en el 

hipocampo provoca una pérdida neuronal y un comportamiento de tipo hiperactivo en los 

ratones, mientras que aquellos ratones con bajos valores de velocidad, con potenciales 

problemas motores, presentan un bajo grado de neuroinflamación en el hipocampo y de 

pérdida neuronal. Estos datos ponen de manifiesto el papel de la quimioquina CCL2 en la 

fisiopatología del modelo murino P301S de la EA.  
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Figura 84. Correlación entre los parámetros analizados. A) Coeficientes de correlación de Pearson (r). 
B) Valores de p. C) Representación gráfica de los resultados obtenidos.  
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6.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NORADRENALINA EN CÉLULAS DE 

MICROGLÍA DERIVADAS DE IPSCS HUMANAS 

Los datos obtenidos en los apartados anteriores han puesto de manifiesto el papel de la 

quimioquina CCL2 en la inducción de la respuesta inflamatoria y su implicación en la 

fisiopatología de los modelos animales 5xFAD y P301S de la EA, así como el potencial de la 

reboxetina para disminuir la neuroinflamación a través del control de la activación glial en 

diferentes modelos murinos de la EA. Sin embargo, las células gliales humanas presentan 

importantes diferencias en su respuesta a la EA en comparación con las células gliales de 

otros animales (Chen & Colonna, 2021; J. Li et al., 2021; Mathys et al., 2019). Por lo tanto, 

validar los efectos de la NA en modelos humanos es imprescindible antes de poder ser 

considerada una posible diana terapéutica para la EA.  

En este sentido, las células madre pluripotentes inducidas humanas (iPSCs) ofrecen una 

poderosa herramienta para modelizar diferentes enfermedades humanas, entre ellas las 

neurodegenerativas y, más concretamente, la EA (Jay Penney et al., 2020). Es por ello por lo 

que, como primera aproximación se decidió evaluar los efectos de la NA sobre células de 

microglía derivadas de iPSCs humanas, debido al importante papel que este tipo celular juega 

en la EA.  

La generación de los cultivos celulares y tratamientos se llevó a cabo en el laboratorio del Dr. 

Renzo Mancuso en el VIB Center for Molecular Neurology localizado en Amberes (Bélgica). 

En la Figura 85 se muestra el protocolo de diferenciación utilizado, así como imágenes 

representativas de etapas clave del protocolo (véase la Figura 37 del apartado de material y 

métodos para una información más detallada del protocolo utilizado).  
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Figura 85. Representación esquemática del protocolo de diferenciación utilizado. A) Esquema del 
protocolo de diferenciación de células de microglía a partir de iPSCs humanas donde se indican los 
principales pasos junto con los medios de cultivos y los cócteles de quimioquinas que se utilizan. B) 
Imágenes representativas de los pasos clave del protocolo de diferenciación. C) Tinción 
inmunocitoquímica con Iba-1 (rojo) y DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 100 µm.  
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El tratamiento con NA incrementa la respuesta inflamatoria inducida por el LPS 

Teniendo en cuenta los efectos antiinflamatorios de la NA observados con anterioridad en 

células gliales murinas, en primer lugar, se evaluó el efecto de la NA sobre la respuesta 

inflamatoria inducida por el tratamiento de LPS junto con ATP en cultivos de microglía 

derivadas de iPSCs humanas.  

Para ello, las células de microglía se trataron durante 18 horas con medio con o sin suero fetal 

bovino (FBS) al 5%. Posteriormente, se indujo la expresión de moléculas proinflamatorias a 

través del tratamiento con LPS (200 ng/ml) durante 3h con o sin NA (10, 25 o 50 µM) 

manteniendo el suero en aquellos pocillos tratados con el mismo. Finalmente, se añadió ATP 

(5mM) para inducir la liberación de la IL1β en aquellos pocillos tratados con LPS. Una hora 

después se recogió el medio de cultivo para la determinación de la liberación de diferentes 

analitos al medio de cultivo, y se extrajo el RNA de los lisados celulares para determinar en 

estudios futuros la expresión de diferentes genes de interés (Figura 86). Para una descripción 

más detallada del tratamiento véase la Figura 38 en el apartado de material y métodos.  
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Figura 86. Resumen gráfico del protocolo utilizado en células de microglía derivadas de iPSCs 
humanas. N ≥ 12 por grupo experimental, pertenecientes de tres diferenciaciones diferentes. 

 

  

Como marcador inflamatorio, se determinaron los niveles de IL1β liberada al medio de cultivo 

celular mediante la técnica de ELISA (Figura 87). Los datos obtenidos nos muestran que el 

tratamiento con NA no induce la liberación de IL1β al medio celular por si sola a las tres 

concentraciones analizadas. Por otro lado, el tratamiento con LPS y ATP incrementó los 

niveles de IL1β en el medio celular, mientras que la presencia de NA (10 µM) incrementó los 
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niveles de esta citoquina, potenciando la respuesta inflamatoria inducida por el tratamiento 

con LPS y ATP (Figura 87). El pretratamiento con FBS predispuso a las células a una mayor 

activación de la respuesta inflamatoria después del tratamiento con LPS y ATP, aumentando 

los niveles de IL1β en el medio celular respecto a los grupos que no presentaban FBS en el 

medio de cultivo. Mientras que la presencia de NA (25, 50 µM) disminuyó la liberación de IL1β 

en el medio celular.  Estos datos confirman el efecto de la NA sobre la regulación de la 

respuesta inflamatoria, pero siendo este efecto dependiente del estado de activación 

microglial previo.  

 

 

Figura 87. Determinación de los niveles de la IL-1β en el medio celular en cultivos de microglía 
derivadas de iPSCs humanas. Cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas se 
mantuvieron en condiciones control o con 5% suero fetal bovino (FBS) durante 18 horas, posteriormente 
se eliminó la mitad del medio y se añadió NA (10, 25 o 50 µM) o LPS (200 ng/ml) con o sin NA (10, 25 
o 50 µM) y manteniendo el FBS en aquellos casos donde había sido utilizado. 3 horas después, se 
eliminó la mitad del medio y se añadió ATP (5 mM) con o sin NA (10, 25 o 50 µM) y manteniendo el 
FBS en aquellos casos en el que se había utilizado. 1 hora después se recogió el medio de cultivo y se 
determinaron los niveles de IL1β en el medio de cultivo mediante la técnica de ELISA. Los datos 
representados corresponden a las medias ± SEM de n≥ 12 réplicas por grupo obtenidas de tres 
diferenciaciones diferentes. Los datos se analizaron mediante un ANOVA de una vía seguido de un 

post hoc de Tukey. ***p < 0,001 vs. C,  p < 0,001 vs. LPS-ATP, δδδp < 0,001 vs. 5%FBS-LPS-ATP.  
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El tratamiento con NA no afecta a la capacidad fagocítica 

Además de su función en la respuesta inflamatoria, las células de microglía presentan un 

importante papel en la fagocitosis de sustancias de desecho en el organismo, tales como los 

depósitos proteicos de Aβ y de tau presentes en el SNC de pacientes con EA.  

Debido a los efectos demostrados por la reboxetina sobre la disminución de los depósitos de 

Aβ en el modelo murino 5xFAD (Figura 46), finalmente evaluamos los efectos de la NA sobre 

la capacidad fagocítica de las células de microglía derivadas de iPSCs humanas.  

Para ello se trataron las células con el péptido Aβ fusionado con el fluoróforo Alexa Fluor 488 

durante 3 horas durante las cuales se adquirieron imágenes cada 20 minutos mediante el 

dispositivo Incucyte®  y se determinó mediante el software del propio dispositivo la confluencia 

celular y la intensidad total integrada o Total Green-Aβ integreated intensity (RCU x 

µm2/imagen), este último valor se normalizó por la confluencia celular para obtener valores 

comparables entre los diferentes pocillos analizados (Figura 88 A). La confluencia celular y la 

intensidad total integrada o Total Green-Aβ integreated intensity (RCU x µm2/imagen) también 

se determinó pasadas las 3 horas de tratamiento y después de realizar tres lavados con PBS 

para eliminar el exceso de las partículas de Aβ presentes en el medio y no fagocitadas por las 

células de microglía. Para una información más detallada del protocolo experimental utilizado 

véase la Figura 39 en el apartado de material y métodos.  

Los datos obtenidos nos muestran que el tratamiento con Aβ induce la proliferación celular, 

observándose una mayor confluencia celular en aquellos grupos experimentales tratados con 

Aβ en comparación con el grupo control, mientras que el tratamiento con NA no afectó a la 

confluencia celular (Figura 88 B, C). La confluencia celular se mantuvo constante a lo largo 

del protocolo experimental lo que nos confirma la ausencia de muerte celular durante las 

condiciones experimentales (Figura 88 B). En cuanto a la intensidad integrada total, 

observamos que esta se incrementa a lo largo del tiempo en aquellos grupos tratados con Aβ 

indicándonos el aumento de la fagocitosis celular de Aβ a lo largo del tiempo (Figura 88 D). 

Mientras que no se observó ningún efecto significativo del tratamiento con NA sobre la 

cantidad total de Aβ celular (Figura 88 D, E).   

Aunque el Aβ marcado con una molécula fluorescente es ampliamente utilizado para la 

realización de estudios de fagocitosis, presenta algunas limitaciones. Puesto que 

determinamos la fluorescencia en el área celular en dos dimensiones, no nos permite 

discriminar entre las partículas fagocitadas de las adheridas a la superficie celular o 

extracelulares. Para realizar esta distinción, realizamos un ensayo fagocítico mediante el uso 

de biopartículas de E.coli conjugadas con pHrodo, un colorante fluorogénico sensible al pH. 

Estas partículas tan solo emiten fluorescencia en el rango del espectro del color rojo a un pH≤ 

5. De este modo, tan solo se observa señal cuando las biopartículas se encuentran en los 

compartimentos endosomales que presentan un pH ácido, en comparación con el pH neutro 

presente en el exterior y citoplasma celular.  

Para la realización de este ensayo se utilizó el protocolo anterior (Figura 89 A) y descrito en 

la Figura 39 en el apartado de material y métodos.  

Los datos obtenidos nos muestran que el tratamiento con las biopartículas induce la 

proliferación celular, observándose una mayor confluencia celular en aquellos grupos 
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experimentales tratados con las biopartículas en comparación con el grupo control, mientras 

que el tratamiento con NA no afectó a la confluencia celular (Figura 89 B, C). Al igual que en 

el ensayo anterior, la confluencia celular se mantuvo constante a lo largo del protocolo 

experimental lo que nos confirma la ausencia de muerte celular durante las condiciones 

experimentales utilizadas (Figura 89 B). En cuanto a la intensidad integrada total, observamos 

que esta se incrementa a lo largo del tiempo en aquellos grupos tratados con las biopartículas 

indicándonos el aumento de la fagocitosis celular de estas biopartículas a lo largo del tiempo 

(Figura 89 D). Mientras que no se observó ningún efecto significativo del tratamiento con NA 

sobre la capacidad fagocítica de las células de microglía (Figura 89 D, E).  
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Figura 88. Ensayo de la capacidad fagocítica de las células de microglía derivadas de iPSCs humanas. 
Cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas se trataron con Aβ (1-42)-488 (20 µM) 
durante 3 horas durante las cuales se adquirieron fotos mediante el equipo Incucyte ® cada 20 minutos. 
Pasadas las 3 horas, se realizaron 3 lavados con PBS, para eliminar el exceso de partículas 
fluorescentes, y se adquirimos una imagen final mediante el equipo Incucyte®. A) Gráfico 
representativo del protocolo experimental utilizado. B) Porcentaje de confluencia celular en cada grupo 
durante las 3h de incubación con Aβ (1-42)-488. C) Porcentaje de confluencia celular en cada grupo 
tras las 3h de incubación con Aβ. D) Intensidad integrada total de fluorescencia medida durante las 3h 
de incubación con Aβ (1-42)-488. E) Intensidad integrada total de fluorescencia tras las 3h de 
incubación con Aβ (1-42)-488. Los datos representados corresponden a las medias ± SEM de n = 4 
réplicas por grupo. El experimento se realizó por triplicado a partir de células obtenidas de tres 
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diferenciaciones diferentes. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una vía seguido de 
un post hoc de Tukey. ***p<0,001 vs. C.  

 

 

 

Figura 89. Ensayo de la capacidad fagocítica de las células de microglía derivadas de iPSCs humanas. 
Cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas se trataron con biopartículas de E.coli 
marcadas con pHrodoRed (50 µg/ml) durante 3 horas durante las cuales se adquirieron fotos mediante 
el equipo Incucyte ® cada 20 minutos. Pasadas las 3 horas, se realizaron 3 lavados con PBS, para 
eliminar el exceso de partículas fluorescentes, y se adquirimos una imagen final mediante el equipo 
Incucyte®. A) Gráfico representativo del protocolo experimental utilizado. B) Porcentaje de confluencia 
celular en cada grupo durante las 3h de incubación con pHrodo. C) Porcentaje de confluencia celular 
en cada grupo tras las 3h de incubación con pHrodo. D) Intensidad integrada total de fluorescencia 
medida durante las 3h de incubación con pHrodo. E) Intensidad integrada total de fluorescencia tras 
las 3h de incubación con pHrodo. Los datos representados corresponden a las medias ± SEM de n = 4 
réplicas por grupo. El experimento se realizó por triplicado a partir de células obtenidas de tres 
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diferenciaciones diferentes. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una vía seguido de 
un post hoc de Tukey. ***p<0,001 vs. C. 
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7 DISCUSIÓN 
 

7.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON REBOXETINA Y DE LA SUPRESIÓN DE 

CCL2 EN EL MODELO MURINO 5XFAD DE LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER 

 

En la Figura 90 se resumen los descubrimientos más significativos de este primer apartado.  

 

 

Figura 90. Efectos del tratamiento con reboxetina y de la supresión genética de CCL2 en la corteza 
frontal del modelo murino 5xFAD de la enfermedad de Alzheimer. El tratamiento con reboxetina durante 
28 días a través de minibombas osmóticas en ratones 5xFAD disminuye la expresión de marcadores 
proinflamatorios, la astrogliosis, el número de placas amiloides y los niveles de oligómeros de Aβ, el 
daño axonal y la apoptosis celular en la corteza frontal a los 6 meses de edad. La supresión genética 
de CCL2 en ratones 5xFAD mejora las alteraciones observadas en la memoria de trabajo espacial y 
disminuye la expresión de marcadores proinflamatorios, la astrogliosis, la cantidad de placas amiloides, 
el daño axonal y la apoptosis celular en la corteza frontal a los 6 meses de edad. Finalmente, el 
tratamiento con reboxetina en ratones 5xFAD/CCL2KO disminuye la expresión del marcador 
inflamatorio MIP-1α y la cantidad de oligómeros de Aβ en la corteza frontal a los 6 meses de edad.  
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Efectos del tratamiento con reboxetina sobre ratones 5xFAD  

En primer lugar, se analizó la memoria de trabajo espacial de los ratones 5xFAD mediante el 

uso de la prueba comportamental Y maze. Elegimos esta prueba comportamental ya que las 

alteraciones de la memoria de trabajo espacial constituyen uno de los síntomas más 

característicos de la EA, y se ha visto que este dominio de la memoria es regulado por la NA 

(Arnsten, 2006; Motley, 2018).  

En nuestras condiciones experimentales no hemos encontrado un efecto del tratamiento con 

reboxetina a nivel comportamental (Figura 41), sin embargo, estudios previos utilizando 

diferentes estrategias terapéuticas que actúan modulando los niveles de NA cerebrales han 

demostrado efectos conductuales beneficiosos en modelos similares, incluyendo la 

administración de un antagonista α2 adrenérgico (Kalinin et al., 2006) o el aumento de la 

concentración de la TH (enzima limitante en la síntesis de NA) en el LC (Braun & Feinstein, 

2019). A pesar de no obtener efectos a nivel comportamental, el efecto antinflamatorio y 

neuroprotector encontrado tras el tratamiento con reboxetina concuerda con los obtenidos por 

otros grupos de investigación. En estos estudios se demuestra que la administración de 

diferentes inhibidores de los transportadores de NA como la atomoxetina o de precursores de 

NA como la L-DOPS presentan un papel antiinflamatorio y reducen la acumulación de Aβ y el 

daño neuronal que muestran diferentes modelos murinos de la EA (Heneka et al., 2010; 

Kalinin et al., 2012).  

El aumento de la expresión de COX2 y mPGES1 provocado por la reboxetina en los animales 

WT también respalda resultados anteriores obtenidos por otros autores en cultivos primarios 

de microglía (Schlachetzki et al., 2010) y astrocitos (Hinojosa et al., 2013). En estudios 

realizados con anterioridad por el grupo de investigación donde se llevó a cabo esta tesis 

doctoral, se observó que la adición directa de NA a cultivos primarios de astrocitos y microglía 

de rata induce la expresión y la síntesis de COX2. Sin embargo, también se observó un efecto 

dual de la NA según el cual induce la producción de ciertas citoquinas en condiciones basales, 

pero la evita cuando los astrocitos son activados por LPS. Esto no se aplicó a COX2, que fue 

inducida por la NA en ausencia y en presencia de LPS (Hinojosa et al., 2013). Aquí 

observamos una dualidad de efectos similar, ya que la reboxetina induce la expresión de la 

COX2 y la mPGES1 en ratones WT, pero presenta el efecto contrario en los ratones 5xFAD 

(Figura 43). Por lo tanto, algunos de los efectos de la modulación de los niveles de NA en el 

SNC pueden depender de la presencia de un estímulo inflamatorio, como la formación de 

agregados de Aβ presente en los ratones 5xFAD.  

Por otro lado, el tratamiento con reboxetina disminuyó la expresión de diferentes marcadores 

proinflamatorios tales como la IL1β y MIP-1α elevados en ratones 5xFAD (Figura 42), 

confirmando el efecto antiinflamatorio de la NA. La reducción de estos parámetros 

inflamatorios puede ser consecuencia de la regulación que ejerce la NA sobre la activación 

de las células gliales. En este sentido, en este estudio no observamos ningún efecto de la 

reboxetina sobre la densidad microglial, determinada mediante la tinción inmunohistoquímica 

de CX3CR1 (Figura 44). Sin embargo, un análisis más detallado de las células de microglía 

en este modelo animal (incluyendo estudios morfológicos, de expresión y síntesis de 

diferentes marcadores microgliales, etc.) será necesario con el fin de evaluar los efectos de la 

reboxetina sobre la reactividad microglial. Sin embargo, hemos podido detectar una 

disminución de la astrogliosis tras el tratamiento con reboxetina en animales 5xFAD (Figura 

45). Estos datos concuerdan con los obtenidos por otros grupos de investigación donde el 
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tratamiento con L-DOPS, precursor de la NA, en ratones 5xFAD redujo la activación astroglial, 

medida también mediante la inmuntinción con GFAP, tanto en la corteza como en hipocampo 

(Kalinin et al., 2012). 

Los efectos de la reboxetina sobre los depósitos de amiloide (Figura 46, Figura 47) también 

concuerdan con los encontrados en otros estudios donde la deficiencia de NA aumenta el 

depósito de placas de Aβ en modelos de ratón de la EA (Heneka et al., 2010; Kalinin et al., 

2007), lo que lleva a sugerir que la NA promueve la fagocitosis de Aβ por parte de las células 

gliales. Además, el número de células de microglía reclutadas a las placas de Aβ se reduce 

por la depleción de NA, lo que sugiere que el reclutamiento de microglía se inhibe en ausencia 

de NA (Heneka et al., 2010). En concordancia con estos resultados, el tratamiento con el 

antagonista de los receptores α2 adrenérgicos indazoxan, que provoca un incremento de los 

niveles cerebrales de NA, en ratones APP/PS1 redujo los niveles cerebrales de Aβ40 y Aβ42 

y los depósitos de amiloide (Chen et al., 2014). Mientras que la activación del receptor β2 

adrenérgico a través del tratamiento con clenbuterol en ratones APP/PS1 redujo las placas 

amiloides a través del incremento de la actividad α-secretasa y la disminución de la 

fosforilación de APP en la Thr668 (Chai et al., 2017). Estos resultados ponen de manifiesto el 

potencial terapéutico de la reboxetina, así como de otras estrategias terapéuticas 

moduladoras del sistema noradrenérgico, para reducir no solo el estado neuroinflamatorio, 

sino también los depósitos amiloides característicos de la EA. Sin embargo, la señalización a 

través de los receptores adrenérgicos también ha demostrado aumentar la producción de Aβ 

(Ni et al., 2006) y el uso de antagonistas de los receptores β2 adrenérgicos en animales 

APP/PS1 y Tg2576 también promueve la reducción de los acúmulos de Aβ (Ni et al., 2006; 

Wagner et al., 2012). Estos datos en apariencia contradictorios ponen de manifiesto la 

necesidad de una mejor caracterización de las funciones del sistema noradrenérgico en 

condiciones fisiológicas y distintos estadios de la EA, ya que estos resultados parecen indicar 

un efecto dual de la NA en cuanto a la acumulación de los depósitos de Aβ en el SNC, 

pudiendo promover su aclaramiento o producción dependiendo del ambiente inflamatorio.  

La regulación de las células gliales por parte de la NA, reduciendo la neuroinflamación y los 

depósitos de amiloide pueden ser uno de los mecanismos a través de los cuales la reboxetina 

ejerce los efectos neuroprotectores encontrados (disminución del daño axonal y la apoptosis 

celular) (Figura 48, Figura 49, Figura 50). Sin embargo, la NA podría ejercer a un efecto 

neuroprotector directo a través de la liberación de factores neurotróficos y otros agentes 

neuroprotectores. En este sentido, el tratamiento con L-DOPS (precursor de NA), así como el 

tratamiento con vindeburol (inductor de la TH, enzima implicada en la síntesis de NA) en 

ratones 5xFAD indujo la expresión y producción de BDNF (Kalinin et al., 2012). En el contexto 

de la EA, los niveles de BDNF están reducidos en estos pacientes (Lina Gao et al., 2022) y se 

ha demostrado que el aumento de BDNF protege a las neuronas contra la muerte celular 

inducida por Aβ (Counts & Mufson, 2010). Además, el BDNF podría proporcionar apoyo trófico 

no solo a las áreas de proyección del sistema noradrenérgico como la corteza o el hipocampo, 

sino también a las neuronas del LC a través de mecanismos de transporte retrógrado. El 

BDNF parece jugar un papel crítico en la supervivencia celular de las neuronas del LC, pues 

los ratones deficientes en TrkB, receptor de BDNF, presentan un 30% menos de neuronas del 

LC (Holm et al., 2003). Por lo que el apoyo trófico a las neuronas del LC, cuya 

neurodegeneración parece desempeñar un papel clave en la EA, podría mejorar la 

supervivencia y actividad neuronal del LC pudiendo reducir la fisiopatología de la EA. Por otro 
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lado, el tratamiento con clenbuterol, agonista de los receptores β2 adrenérgicos, en ratones 

APP/PS1 promovió la generación de espinas dendríticas en las neuronas CA1 del hipocampo, 

lo que se acompañó de un aumento en los niveles de la proteína 95 de densidad postsináptica 

(PSD95), la sinapsina 1 y la sinaptofisina (Chai et al., 2017).  Estos datos apoyan la hipótesis 

de que los fármacos moduladores del sistema noradrenérgico podrían actuar también sobre 

la pérdida sináptica presente en los pacientes con EA. Teniendo en cuenta estos mecanismos 

neuroprotectores de la NA, sería de gran interés evaluar en estudios futuros los efectos del 

tratamiento con reboxetina sobre la expresión y síntesis de otros marcadores de muerte 

celular, así como de diferentes factores neurotróficos y marcadores de disfunción sináptica.  

Efectos de la supresión genética de CCL2 sobre ratones 5xFAD  

En cuanto a los efectos de la supresión de CCL2, nuestros datos indican que, en las 

condiciones analizadas, la supresión genética de CCL2 en animales 5xFAD reduce los déficits 

de memoria de trabajo espacial determinada mediante la prueba comportamental Y maze 

(Figura 41), así como la expresión de citoquinas proinflamatorias (Figura 42), la astrogliosis 

(Figura 45), la acumulación de placas Aβ (Figura 46) y el daño neuronal (Figura 48, Figura 49, 

Figura 50) en la corteza frontal. Esto coincide con algunos de los estudios realizados 

anteriormente donde se demostró que la sobreexpresión de CCL2 en ratones transgénicos 

APP aumenta la acumulación de Aβ y los déficits de memoria (Kiyota et al., 2009; Yamamoto 

et al., 2005). Sin embargo, este grupo también ha descrito que la deficiencia de CCL2 en 

ratones APP/PS1 o PS1 presenta un efecto deletéreo dando lugar a alteraciones similares a 

las que observaron cuando se sobreexpresaba CCL2 (Kiyota et al., 2013; Kiyota et al., 2015). 

Mientras que la protección proporcionada por la eliminación de CCL2 en otras condiciones en 

las que el SNC estaba expuesto a lesiones inflamatorias (Howe et al., 2017; Hughes et al., 

2002; Janssen et al., 2016; Rankine et al., 2006; B. D. Semple, N. Bye, et al., 2010) coincide 

con nuestras observaciones. No obstante, consideramos que las divergencias entre nuestros 

datos y los mencionados anteriormente podrían deberse, entre otros factores, a los diferentes 

tipos de ratones APP utilizados que pueden dar lugar a patrones alterados de producción de 

Aβ y diferentes grados de neuroinflamación donde tanto la supresión como la inducción de 

CCL2 pueden presentar efectos beneficiosos en función del contexto inflamatorio. 

CCL2 constituye una de las quimioquinas más potentes en la regulación de la migración de 

las células gliales y la infiltración de monocitos/macrófagos hacia las zonas de daño (Sozzani 

et al., 1994). En la fisiopatología de la EA, CCL2 se expresa principalmente en las células 

gliales y los macrófagos, ambos implicados en la eliminación de los depósitos de Aβ en la EA 

(Britschgi & Wyss-Coray, 2007). Por lo que su supresión puede reducir la migración celular 

hacia los depósitos de Aβ y su correcta eliminación, incrementando los depósitos de amiloide 

en el SNC, tal y como observaron algunos estudios (Kiyota et al., 2013; Kiyota et al., 2015).  

Además, CCL2 ha demostrado promover la neuroprotección (Bruno et al., 2000) y reducir la 

muerte celular apoptótica (Eugenin et al., 2003) debido a la toxicidad del NMDA al disminuir 

la liberación neuronal de glutamato, que aumenta en ciertas enfermedades 

neurodegenerativas como la EA. Por lo que su supresión puede promover la 

neurodegeneración en ciertos contextos. Por otro lado, la neuroinflamación y la reactividad 

glial crónica son responsables de la neurodegeneración en la EA, lo que podría explicar los 

efectos beneficiosos de la supresión genética de CCL2 en modelos más agresivos de la EA 
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como es el caso del modelo 5xFAD, así como los efectos deletéreos de la sobreexpresión de 

CCL2  (Kiyota et al., 2009; Yamamoto et al., 2005).  

Efectos del tratamiento con reboxetina sobre ratones 5xFAD/CCL2KO  

Otro objetivo de este estudio era dilucidar el papel de CCL2 en las acciones antiinflamatorias 

de la NA, ya que habíamos observado previamente la modulación de esta quimioquina por la 

NA (Hinojosa et al., 2013; Madrigal et al., 2009).  Las diferencias en la expresión génica de 

MIP-1α entre los ratones 5xFAD/CCL2KO tratados con vehículo y los tratados con reboxetina 

sugieren que este efecto de la NA es independiente de CCL2 (Figura 42). Esto es 

particularmente notable en el caso de la detección de Aβ por WB, para la cual la reboxetina 

mostró una gran reducción en presencia y en ausencia de CCL2 (Figura 47). Por lo tanto, 

aunque la concentración de NA puede influir en la producción de CCL2 en el cerebro, y esto 

puede mediar las acciones neuroprotectoras y antiinflamatorias de la NA (Madrigal et al., 

2009), algunas de estas acciones no requieren la presencia de CCL2. No obstante, la aparente 

falta de efecto de la reboxetina en los ratones 5xFAD/CCL2KO en el caso de la astrogliosis 

(Figura 45), las placas de Aβ (Figura 46, Figura 47) o el neurofilamento H no fosforilado 

(SMI32) (Figura 48, Figura 49) podrían deberse a la gran reducción proporcionada en todos 

esos casos por la supresión genética de CCL2 en los ratones 5xFAD, lo que dificulta la 

detección de un posible efecto aditivo o sinérgico de la reboxetina. 

Efectos de la supresión genética de CCL2 sobre ratones WT  

Los efectos de la supresión genética de CCL2 en ratones WT se resumen en la Figura 91. 

Los datos obtenidos muestran que la supresión genética de CCL2 en animales WT presenta 

un efecto perjudicial incrementando la expresión de la IL1β (Figura 42), la astrogliosis 

(aumento de GFAP) (Figura 45), el daño axonal (aumento de SMI32) (Figura 48, Figura 49) y 

la apoptosis celular (aumento de la anexina V) (Figura 50). 

 

 

Figura 91. Efectos de la supresión genética de CCL2 en animales WT. La supresión genética de CCL2 
incrementa la expresión de la IL1β, la astrogliosis (aumento de GFAP), el daño axonal (aumento de 
SMI32) y la apoptosis celular (aumento de la anexina V) en la corteza frontal de ratones de 6 meses de 
edad.   
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Aunque la supresión genética de CCL2 ha sido ampliamente estudiada en modelos de daño 

cerebral, los efectos deletéreos de la supresión genética de CCL2 en animales WT ha sido 

menos estudiada. Estos efectos pueden estar mediados en parte por las funciones 

homeostáticas que presenta esta quimioquina en el SNC. Así, se ha demostrado que la 

deficiencia de CCL2 reduce la neurogénesis y la diferenciación de los progenitores neuronales 

(Kiyota et al., 2013). Otros estudios han demostrado que CCL2 induce el factor de crecimiento 

insulínico tipo 1 (IGF), implicado en la protección neuronal y en promover la proliferación de 

progenitores neuronales (Aberg et al., 2006). Además, CCL2 presenta importantes efectos 

neuroprotectores. Se ha demostrado que puede proteger a las neuronas frente a ciertos 

agentes proapóptoicos, incrementando las proteínas antiapoptóticas Akt y p-Bad (Franke et 

al., 2003). 

De este modo, basándonos en nuestras observaciones, proponemos que CCL2 constituye 

una diana relevante para la reducción de los daños asociados a la EA. Pero, dadas las 

consecuencias neurodegenerativas que ha demostrado tener su eliminación, y el papel dual 

de esta quimioquina en función del contexto neuroinflamatorio, la inhibición de su actividad en 

determinados contextos inflamatorios, durante largos periodos o de forma no local podría 

llegar a ser perjudicial a largo plazo.  
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7.2 EFECTO DE LA QUIMIOQUINA CCL2 EN LA RESOLUCIÓN DE LA 

INFLAMACIÓN 

En la Figura 92 se resumen los resultados más relevantes de este apartado.  

 

 

Figura 92. Efectos de la quimioquina CCL2 sobre la resolución de la inflamación. Los ratones 
5xFAD/CCK2KO presentan un menor estado inflamatorio respecto a los ratones 5xFAD y una mayor 
expresión del receptor, FPR2, y las enzimas de síntesis, 15-LOX y 5-LOX, de la RvD1 en la corteza 
frontal a los 6 meses de edad. Mientras que la presencia de la quimioquina CCL2 en cultivos primarios 
de astrocitos corticales de rata previno el incremento en la expresión de los receptores y enzimas de la 
RvD1 tras el tratamiento con LPS, incrementando la expresión de diferentes marcadores inflamatorios.  

 

 

Efecto de la supresión genética de CCL2 sobre la resolución de la inflamación en 
ratones 5xFAD  

Nuestros resultados in vivo demuestran que la supresión genética de CCL2 en ratones 5xFAD 

induce la expresión del receptor FPR2 de la RvD1, así como las enzimas de síntesis 15-LOX 

y 5-LOX de la RvD1 (Figura 54). Esto nos sugiere que en condiciones inflamatorias como las 

presentes en los ratones 5xFAD, CCL2 puede ejercer un efecto represor sobre la vía de la 

RvD1, promoviendo el estado neuroinflamatorio. Mientras que la ausencia de esta 

quimioquina en los ratones 5xFAD/CCL2KO facilita el proceso de resolución de la inflamación 

y, como consecuencia, estos animales presentan un menor grado del estado 

neuroinflamatorio tal y como observábamos en el apartado anterior de resultados (Figura 42). 

Sin embargo, sería interesante evaluar en futuros estudios los niveles proteicos de los 

receptores y enzimas de síntesis de la RvD1, así como la determinación de los niveles de 

RvD1 y otros mediadores lípidicos especializados en la resolución de la inflamación (SPMs). 

En este estudio se intentaron evaluar los niveles cerebrales de RvD1 en estos ratones 

mediante la técnica de ELISA, sin embargo, no se obtuvieron niveles detectables. El uso de 

otras técnicas alternativas tales como HPLC podrían ser de gran interés para evaluar el papel 
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de estas moléculas en los modelos murinos de la EA. Por otro lado, se ha demostrado que el 

Aβ inhibe la resolución de la inflamación (Zhu et al., 2015) por lo que el menor número de 

depósitos de amiloide presentes en los ratones 5xFAD/CCL2KO en comparación con los 

ratones 5xFAD (Figura 46) podría estar también contribuyendo al aumento de la expresión de 

FPR2, 15-LOX y 5-LOX en los ratones 5xFAD/CCL2KO.  

Efectos de la quimioquina CCL2 sobre la resolución de la inflamación en cultivos 
primarios de astrocitos corticales de rata 

Dentro del SNC, las células gliales son los principales agentes encargados de promover la 

respuesta inflamatoria, así como de su resolución. Debido a la disminución en la astrogliosis 

observada en los ratones 5xFAD/CCL2KO con anterioridad (Figura 45), así como el papel de 

los astrocitos como fuente principal de CCL2 en el SNC, evaluamos cómo la quimioquina 

CCL2 podría estar alterando la resolución de la inflamación en cultivos primarios de astrocitos 

corticales de rata.  

Estudios anteriores demostraron que el tratamiento con LPS en cultivos de células de 

microglía induce la expresión de 5-LOX y FPR2, mientras que la exposición al péptido Aβ1-

42 inhibe la resolución de la inflamación (Zhu et al., 2015). Además, se ha demostrado que 

Aβ interactúa directamente con el receptor FPR2 (Tiffany et al., 2001). Por estos motivos, 

aunque el análisis de los efectos de Aβ podría haber representado un estudio interesante, 

creemos que el uso del LPS y por tanto la generación de una respuesta inflamatoria a través 

de la activación de los receptores TLRs (L. Li et al., 2021), es el modelo más útil para analizar 

la regulación por CCL2 del proceso de inflamación-resolución. 

Los datos obtenidos en los cultivos de astrocitos demuestran que la inducción de mediadores 

de resolución, a saber, las lipoxigenasas 15-LOX y 5-LOX, así como los receptores de RvD1 

FPR2 y GPR32, que tiene lugar en los astrocitos tras su activación mediante LPS es inhibida 

por CCL2 (Figura 56). Esto podría prolongar el estado inflamatorio y, por tanto, facilitar la 

acumulación de citocinas proinflamatorias y otras sustancias neurotóxicas. De acuerdo con 

esto, descubrimos que CCL2 aumenta la expresión, síntesis y liberación de IL1β, así como la 

expresión de otros mediadores inflamatorios (Figura 58, Figura 59). En este caso, aunque el 

pretratamiento con CCL2 incrementó la expresión de MIP-1α, TNFα y NOS2 a las 48 tras el 

tratamiento con LPS (Figura 59), no se observaron diferencias en cuanto a los niveles 

proteicos de MIP-1 α y TNFα (Figura 60 A, B), ni de los niveles de nitritos en el medio celular 

(Figura 60 D). Sin embargo, podrían necesitarse más tiempo para observar los efectos de 

CCL2 a nivel proteico. Futuros estudios deberán evaluar si el tratamiento con CCL2 

incrementa los niveles de estos marcadores a tiempos más largos. Estos resultados muestran 

por primera vez, el potencial papel de CCL2 en la inhibición de la resolución de la inflamación 

y aumento de la cronificación de la respuesta inflamatoria en astrocitos. Estudios realizadas 

con anterioridad, observaron que el tratamiento con LPS en cultivos primarios de astrocitos 

corticales provenientes de ratones CCL2KO indujo unos mayores niveles de mediadores 

inflamatorios como la IL6 en comparación con aquellos astrocitos tratados con LPS 

provenientes de ratones WT (Bridgette D. Semple et al., 2010). Por lo que, la ausencia de 

CCL2 incrementó la expresión de la IL6 inducida por el LPS. Poniendo de manifiesto el papel 

de la quimioquina CCL2 en el control de la respuesta inflamatoria mediada por los astrocitos.  

Finalmente, observamos que la RvD1 disminuye la expresión de IL1β, aunque no afectó a sus 

niveles proteicos a las 24 horas tras el tratamiento (Figura 62). La falta de efectos de la RvD1 
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sobre los niveles proteicos de la IL1β puede deberse nuevamente al tiempo al cual se realizó 

la determinación. De este modo, la cuantificación de los niveles proteicos de IL1β, así como 

otros marcadores inflamatorios, a tiempos más largos podría ayudarnos a observar efectos 

de la RvD1. 

Finalmente, la presencia de CCL2 impidió los efectos de la RvD1 sobre la expresión de la IL1β 

(Figura 62). Estos datos apoyan la hipótesis de que la quimioquina CCL2 podría favorecer la 

cronificación de la inflamación, al menos en parte, a través de la inhibición de los efectos de 

las moléculas implicadas en la resolución de la inflamación tales como la RvD1.  

Potencial terapéutico de la RvD1 y otros SPMs en la enfermedad de Alzheimer y papel 
de la quimioquina CCL2 

La quimioquina CCL2 desempeña un papel dominante en la propagación de la 

neuroinflamación en la EA (Sokolova et al., 2009), y sus niveles se correlacionan con la 

progresión de la enfermedad y el deterioro cognitivo (Kimura et al., 2018; Lee et al., 2018). 

Mientras que  se ha descrito una disminución de los niveles de la RvD1 y otros mediadores 

lípidicos especializados en la resolución de la inflamación (SPMs) en LCR e hipocampo de 

pacientes con EA, los cuales se correlacionan también con un mayor deterioro cognitivo 

(revisado en Serhan, 2014).  

Hasta la fecha las terapias en enfermedades que cursan con inflamación crónica se centraban 

en la inhibición de la inflamación a través del uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). 

Sin embargo, este tipo de terapias presentan diferentes efectos secundarios indeseados, y 

mientras que se ha documentado que el uso de AINEs disminuye el riesgo de desarrollar EA 

y retrasa la aparición de la enfermedad (revisado en Heneka & O'Banion, 2007), su eficacia 

en esta enfermedad neurodegenerativa sigue siendo objeto de debate (Etminan et al., 2003). 

Por ello, terapias centradas en la resolución de la inflamación en lugar de su inhibición pueden 

ofrecer una alternativa terapéutica al tratamiento de enfermedades que cursan con 

inflamación crónica más segura y efectiva (Crean & Godson, 2015). En modelos animales de 

la EA, el uso de SPMs presenta un efecto beneficioso disminuyendo diferentes eventos 

patológicos asociados a la misma y disminuyendo así su progresión. Las lipoxinas (LXA) 

disminuyen la expresión de NFκβ y favorecen el reclutamiento de microglía promoviendo la 

eliminación de los depósitos de Aβ y mejorando los déficits cognitivos (Medeiros et al., 2013). 

Otros estudios, han determinado que el tratamiento con RvD1 y LXA4 en modelos murinos de 

la EA es capaz de restaurar los niveles de los SPMs y disminuir los depósitos de Aβ y las 

citoquinas proinflamatorias (Kantarci et al., 2018). De acuerdo con estos datos, un estudio 

reciente demostró que la administración intranasal de SPMs a ratones AppNL-G-F/NL-G-F de la EA 

reduce los déficits de memoria acompañados de una restauración de los déficits de oscilación 

gamma, junto con una disminución de la activación microglial (Emre et al., 2022). Mientras 

que la adición de RvD1 a macrófagos de pacientes con EA in vitro evita el desarrollo de un 

fenotipo proinflamatorio y promueve la fagocitosis de Aβ (Mizwicki et al., 2013).  

En su conjunto, estos datos demuestran el potencial terapéutico de los SPMs en la EA 

(Miyazawa et al., 2020). En este sentido, actualmente se están desarrollando estrategias 

terapéuticas basadas el uso de la neuroprotectina D1 (NPD1) y la protectina D1 para el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Serhan, 2014). Hasta la fecha, tan solo el 

potencial terapéutico de los suplementos de omega-3, precursor de algunos SPMs, ha sido 

evaluado en ensayos clínicos en pacientes con EA, sin embargo su eficacia terapéutica sigue 
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siendo objeto de debate (Fraga et al., 2017). A pesar de que estudios futuros son necesarios, 

los datos aquí obtenidos demuestran que los altos niveles de CCL2 presentes en los pacientes 

de EA podrían llegar a ser responsables de la pérdida de eficacia de estos suplementos y de 

las futuras terapias de este tipo, debido a la inhibición de los mecanismos de acción de estas 

moléculas que podría estar ejerciendo CCL2, así como otras quimioquinas y/o el propio Aβ. 

Por lo tanto, la inhibición de CCL2 podría llegar a considerarse como un tratamiento 

coadyuvante en las terapias centradas en la resolución de la inflamación, con el fin de 

aumentar su eficacia, aunque futuros estudios serán necesarios para demostrar esta 

hipótesis. Finalmente, el potencial papel de la reboxetina en el proceso de resolución de la 

inflamación será un interesante campo de estudio futuro.  

 

7.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON REBOXETINA EN EL MODELO MURINO 

P301S DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Mientras que los efectos de los fármacos moduladores de la NA han sido ampliamente 

estudiados en modelos de amiloidosis de la EA, no existen prácticamente datos sobre los 

efectos de estos fármacos en modelos de taupatía de la EA. El extenso uso de ratas o ratones 

transgénicos para APP o PS1 en el campo de investigación de la EA puede deberse a: 1) La 

importancia de estas mutaciones en el desarrollo de la EA familiar (FAD), y 2) La dominancia 

de la hipótesis de la cascada amiloide en la patología de la EA durante los últimos años. Sin 

embargo, los depósitos de tau constituyen otra de las características patológicas de gran 

relevancia en la EA. Es por ello por lo que creímos relevante evaluar los efectos de la 

reboxetina en un modelo de taupatía para la EA.  

Estos modelos animales modificados genéticamente se basan en la presencia de la proteína 

tau humana con determinadas mutaciones que favorecen su fosforilación en determinados 

residuos y la formación de agregados insolubles intraneuronales (NFTs). Cabe destacar que 

estas mutaciones no se han encontrado hasta la fecha en pacientes con EA, sino que se 

encuentran en pacientes con en otras taupatías tales como la demencia frontotemporal (DFT) 

(Iqbal et al., 2016). Dentro de los modelos disponibles, se decidió utilizar los ratones P301S, 

también conocidos como PS19, por diversos motivos entre los que cabe destacar los 

siguientes: 1) Los depósitos de tau generados en este modelo animal son muy similares a los 

encontrados en pacientes con EA (Briggs et al., 2017; Takeuchi et al., 2011), 2) La forma 

mutante de tau P301S promueve la neuroinflamación, neurodegeneración y el deterioro 

cognitivo tanto en ratones como en humanos, lo que nos permite evaluar los efectos 

antiinflamatorios y neuroprotectores de la reboxetina en este modelo (Takeuchi et al., 2011), 

y 3) Los ratones P301S constituyen uno de los modelos de taupatía más extensamente 

utilizados por la comunidad científica, lo que permite comparar los resultados obtenidos con 

otros estudios. De acuerdo con estos motivos, se decidió utilizar el modelo murino P301S para 

evaluar los efectos de la reboxetina sobre la neuroinflamación provocada por los depósitos de 

tau (Jankowsky & Zheng, 2017).  

Prueba comportamental del laberinto en Y a ratones P301S  

En primer lugar, quisimos evaluar los posibles efectos del tratamiento con reboxetina en los 

déficits cognitivos presentes en los ratones P301S. La presencia de depósitos de tau en el 

hipocampo y la neurodegeneración de esta región cerebral en pacientes con EA es una de 

las causas de las alteraciones en la memoria de trabajo espacial presentes en estos pacientes, 
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dando lugar a tendencias a perderse y problemas para recordar incluso lugares familiares 

(Allison et al., 2016; Lithfous et al., 2013). Por ello, decidimos evaluar la posible alteración de 

la memoria ¡de trabajo espacial en los ratones P301S mediante la prueba comportamental del 

laberinto en Y o Y maze y el efecto del tratamiento con reboxetina. Además, esta prueba 

comportamental ha sido utilizada para evaluar las alteraciones comportamentales presentes 

en los ratones P301S en anteriores estudios (Apicco et al., 2018; Takeuchi et al., 2011).  

Los datos obtenidos ponen de manifiesto una gran heterogeneidad en la capacidad 

locomotora de nuestra cohorte de animales P301S, interfiriendo con la determinación del 

porcentaje de alternancia espontánea, indicador de la memoria espacial de trabajo, así como 

en los posibles efectos del tratamiento con reboxetina (Figura 64). Sin embargo, otros estudios 

donde se utilizó la administración de DSP4, toxina que provoca una degeneración de las 

neuronas noradrenérgicas del LC, en ratones P301S demostró un incremento de los déficits 

de memoria espacial presentes en los ratones P301S a partir de los 8 meses de edad, 

evaluados mediante la prueba comportamental de Morris water maze (Termpanit 

Chalermpalanupap et al., 2018). Estos datos apoyan el potencial terapéutico de la reboxetina 

y otros moduladores de la noradrenalina en la mejoría de las alteraciones de la memoria 

espacial presentes en pacientes con EA. Mientras que otros estudios observaron alteraciones 

locomotoras y un comportamiento de tipo hiperactivo similar al encontrado en nuestro estudio 

a través de la prueba comportamental de Open field o campo abierto (Apicco et al., 2018; 

Takeuchi et al., 2011). A pesar de que la prueba del laberinto en Y no es la prueba estándar 

para evaluar alteraciones en la locomoción, la distancia total recorrida y la velocidad nos 

permitió evaluar el comportamiento de tipo hiperactivo y las alteraciones locomotoras en estos 

ratones (Figura 64) y su posterior correlación con los parámetros bioquímicos analizados tal 

y como comentaremos más adelante. Sin embargo, con el fin de evaluar los posibles efectos 

del tratamiento con reboxetina y otros moduladores de la NA en los diferentes dominios 

cognitivos afectados en la EA, futuros estudios deberán incluir la realización de una batería 

de pruebas comportamentales antes y después del tratamiento. Además, debido a la gran 

heterogeneidad fenotípica presente en este modelo murino, un número suficiente de animales 

que permita subdividir el grupo experimental P301S según las alteraciones comportamentales 

sería de gran interés con el fin de observar los efectos de la reboxetina, así como de otras 

estrategias terapéuticas.  

Sin embargo, a pesar de no encontrarse resultados concluyentes en cuanto a la prueba 

comportamental utilizada, nuestro objetivo principal en este estudio era evaluar los efectos 

antiinflamatorios y neuroprotectores de la NA, y en este sentido el tratamiento con reboxetina 

en ratones P301S presentó diferentes efectos a nivel celular y bioquímico. Los resultados más 

relevantes se resumen en la Figura 93.  
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Figura 93. Efectos del tratamiento con reboxetina en hipocampo del modelo murino P301S de la 
enfermedad de Alzheimer. Los ratones P301S presentan un estado neuroinflamatorio en el hipocampo 
acompañado de gliosis, aumento de las poblaciones de microglía y astrocitos, así como un mayor 
aumento de depósitos intraneuronales de tau fosforilado y una pérdida neuronal a los 10 meses de 
edad. El tratamiento con reboxetina en ratones P301S provoca una disminución de la reactividad glial, 
disminuyendo el grado de activación de estas células, pero sin llegar a afectar a los depósitos de tau ni 
a la pérdida neuronal a los 10 meses de edad.  

 

 

Efectos del tratamiento con reboxetina sobre el estado neuroinflamatorio del 
hipocampo en ratones P301S  

En primer lugar, se evaluó el grado de neuroinflamación presente en los ratones P301S en el 

hipocampo y los posibles efectos antiinflamatorios del tratamiento con reboxetina. A pesar de 

los efectos antiinflamatorios mostrados tras el tratamiento con reboxetina en la corteza frontal 

de ratones 5xFAD (Figura 42) en nuestros anteriores estudios, el tratamiento con reboxetina 

no presentó los efectos antiinflamatorios esperados en el hipocampo de ratones P301S 

(Figura 65). El análisis estadístico de ANOVA de dos vías determinó un efecto del tratamiento 

sobre los niveles de expresión de MIP-1α (Figura 65 B), pero no identificó efectos del 
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tratamiento en los ratones P301S en los otros parámetros inflamatorios analizados. Futuros 

estudios deberán incluir el análisis de los niveles proteicos de diferentes marcadores 

inflamatorios con el fin de evaluar los potenciales efectos antiinflamatorios de la reboxetina en 

ratones P301S.  

Sin embargo, el tratamiento con reboxetina afectó al grado de activación glial presente en el 

hipocampo de los ratones P301S. Estos datos concuerdan con los observados por otros 

investigadores donde la neurodegeneración del LC en ratones P301S mediante el uso de la 

toxina DSP4 incrementó la activación glial, determinada mediante la inmunotinción de Iba-1 y 

GFAP, en el hipocampo de ratones P301S (Termpanit Chalermpalanupap et al., 2018). Estos 

datos ponen de manifiesto el papel de la NA en el control de la activación glial.  

Efectos del tratamiento con reboxetina sobre la reactividad de las células de microglía 
hipocampales en ratones P301S  

En primer lugar, la tinción inmunohistoquímica con Iba-1 nos permitió detectar el número de 

células de microglía, así como su morfología en el hipocampo de ratones P301S y el efecto 

del tratamiento con reboxetina sobre estos parámetros. Mientras que el tratamiento con 

reboxetina pareció no afectar al número total de células de microglía presentes en el 

hipocampo de ratones P310S (Figura 67), pudimos determinar el efecto del tratamiento sobre 

la morfología de este tipo celular, y su grado de reactividad (Figura 68, Figura 69, Figura 70). 

En este sentido, mientras que los ratones P301S presentan una población microglial más 

reactiva (mayor tamaño del soma, menor área total ocupada y menor índice de 

transformación) respecto a ratones WT, el tratamiento con reboxetina en ratones P301S 

provocó una disminución de la población microglial reactiva dando lugar a la aparición de 

células con un menor grado de activación (mayor área total ocupada y mayor índice de 

transformación) (Figura 69, Figura 70).  

En contraposición a nuestros resultados, estudios realizados por otros investigadores 

observaron que la NA provoca una retracción de los procesos microgliales en cultivos 

celulares y cortes cerebrales a través de la activación de los receptores β2 adrenérgicos 

(Gyoneva & Traynelis, 2013). En línea con estos datos, estudios recientes encontraron que la 

NA disminuye la arborización de las células microgliales, restringiendo así el proceso de 

vigilancia, así como las áreas de contacto con las espinas dendríticas neuronales (Liu et al., 

2019; Stowell et al., 2019). El aumento de las concentraciones cerebrales de NA tras una 

situación de estrés a través de la restricción de movimiento, promovió la activación microglial 

en diferentes regiones cerebrales en ratones WT, mientras que este efecto no se observó 

cuando se administraron betabloqueantes o se usaron ratones KO para los receptores β 

adrenérgicos, sugiriendo nuevamente que la activación de la microglía está mediada a través 

de la activación de los receptores β2 adrenérgicos (Sugama et al., 2019). En su conjunto, 

estos resultados ponen de manifiesto el posible papel dual de la NA sobre el control del grado 

de activación microglial, pudiendo inducir su activación o reducirla en función del grado de 

activación en el que se encuentren las células de microglía.  

En este sentido, nuestros datos demuestran que en una situación de neuroinflamación, como 

la presente en los animales P301S, la NA reduce el grado de activación microglial, mientras 

que los datos aportados por otros investigadores sugieren que la NA promueve la reactividad 

microglial en una situación de homeostasis celular. Sin embargo, en nuestras condiciones 
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experimentales no hemos observado efectos del tratamiento con reboxetina sobre animales 

WT, y por tanto futuros estudios son necesarios para confirmar este papel dual de la NA sobre 

las células de microglía.  

Las células de microglía son células muy dinámicas y están en constante movimiento, por lo 

que el estudio de la morfología celular a través de estudios de inmunotinción presentan ciertas 

limitaciones. Otra de las limitaciones de nuestro estudio, es el uso de secciones de 25 µm de 

ancho y el análisis de la morfología celular en dos dimensiones. Aunque estos estudios 

pueden ofrecernos una idea del estado de reactividad de la microglía, futuros estudios 

realizados sobre secciones de un mayor grosor que incluyan todo el volumen celular 

(alrededor de 60 µm de ancho) y estudios de morfología en tres dimensiones a través del uso 

de diferentes softwares de imagen tales como Imaris®, son necesarios para confirmar este 

efecto de la NA. Además, futuros estudios in vivo de la morfología celular a través del uso de 

microscopía de doble fotón serían de gran interés con el fin de confirmar los efectos del 

tratamiento con reboxetina, así como otros fármacos moduladores de los niveles cerebrales 

de NA, sobre el grado de activación microglial en modelos de la EA. Además, estos estudios 

también nos permitirían analizar la capacidad de migración de las células de microglía hacia 

los depósitos de amiloide y/o tau en diferentes modelos murinos de la EA, y observar los 

efectos de la NA sobre la migración y fagocitosis celular.  

Sin embargo, los estudios realizados mediante citometría de flujo, que incluyen todo el 

hipocampo, si nos permitieron analizar todas las células de esta estructura cerebral y detectar 

un efecto de la reboxetina sobre la población total de células de microglía (Figura 71). En este 

caso, el tratamiento con reboxetina disminuye la cantidad de células de microglía presente en 

el hipocampo de ratones P301S (Figura 71). Estos datos concuerdan con estudios anteriores 

donde la NA suprime la proliferación de la microglía a través de la activación de los receptores 

β2 adrenérgicos y el incremento de los niveles de AMPc intracelulares (Fujita et al., 1998). 

Además, pudimos determinar mediante esta técnica los niveles de TREM2 en la población 

microglial en el hipocampo de ratones P301S a través de la determinación de la intensidad 

del receptor TREM2 (Figura 72). TREM2 es un inmunoreceptor que interviene en el desarrollo 

de la microglía asociada a la enfermedad (DAM), un fenotipo activado y protector asociado a 

la EA (Jonsson et al., 2013; Wang et al., 2015). Nuestros datos muestran un aumento de la 

intensidad de TREM2 y del porcentaje de la población TREM2high en ratones P301S en 

comparación con ratones WT (Figura 72 C, D). Estos datos concuerdan con los obtenidos en 

estudios anteriores donde se observa también un aumento en la intensidad de TREM2 

mediante citometría de flujo, aunque en este caso en ratones 5xFAD (McAlpine et al., 2021).  

Finalmente, se analizaron los niveles de expresión de diferentes marcadores de activación 

microglial mediante RT-PCR (Figura 73). Los ratones P301S presentaron mayores niveles de 

expresión de Iba-1 y CX3CR1 respecto a los ratones WT, lo que concuerda con la detección 

de un mayor número de células de microglía presentes en los ratones P301S en comparación 

con los ratones WT. Mientras que el tratamiento con reboxetina presentó un efecto en los 

niveles de expresión de TREM2 (Figura 73 C) y una interacción con el genotipo en cuanto a 

los niveles de CX3CR1, donde el post hoc de Tukey desveló una disminución de los niveles 

de CX3CR1 en los ratones P301S tratados con reboxetina en comparación con los ratones 

P301S tratados con vehículo (Figura 73 D). Estos datos nos indican el papel de la reboxetina 

sobre la alteración de la reactividad glial. Estudios futuros de transcriptómica a nivel celular 

pueden ayudarnos a dilucidar el papel de la NA sobre el control de las células de microglía en 
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modelos de la EA. Además, futuros estudios deberán también evaluar los niveles proteicos de 

estos marcadores mediante otras técnicas tales como WB o técnicas de inmunotinción. 

Efectos del tratamiento con reboxetina sobre la astrogliosis hipocampal en ratones 
P301S  

Por otro lado, evaluamos el grado de astrogliosis mediante la tinción inmunohistoquímica de 

GFAP (Figura 75) y estudios de citometría de flujo (Figura 76, Figura 77). Los estudios 

mediante citometría de fujo nos permitieron detectar efectos del tratamiento con reboxetina 

en ratones P301S. En este caso, el tratamiento con reboxetina redujo la población de 

astrocitos (ACSA-2+) presente en el hipocampo de ratones P301S (Figura 76 B). Además, 

aunque no detectamos una diferencia en la intensidad de ACSA-2 en ratones P301S en 

comparación con ratones WT, si observamos un aumento en la población ACSA-2high en los 

ratones P301S en comparación con los ratones WT (Figura 77 C, D).  

Estos datos se confirmaron a través del estudio de los niveles de expresión de diferentes 

marcadores astrocíticos mediante RT-PCR, donde el tratamiento con reboxetina en ratones 

P310S disminuyó la expresión de GFAP y S100B (Figura 78 A, B).  Estudios previos han 

demostrado el potencial de la NA en la regulación de la actividad de los astrocitos, 

especialmente se encuentra bien documentado el aumento de los niveles de calcio intracelular 

tras la activación de los receptores α1 adrenérgicos en astrocitos (revisado en Wahis & Holt, 

2021). Otros estudios han demostrado que la señalización a través de los receptores 

adrenérgicos induce la formación de procesos en los astrocitos a través del incremento del 

AMPc intracelular, mientras que la señalización a través de los receptores α1 adrenérgicos 

presenta un efecto contrario inhibiendo la formación de procesos en los astrocitos (Kitano et 

al., 2021). Diferentes estudios sugieren que los déficits estructurales en los procesos que 

preceden a la astrogliosis reactiva pueden impulsar la progresión de la EA (revisado en Zhou 

et al., 2019). Aunque el estudio morfológico de las células de microglía es ampliamente 

utilizado por la comunidad científica, el extenso grado de solapamiento celular durante los 

procesos de astrogliosis entre otros factores dificulta el análisis morfológico de los astrocitos 

mediante estudios de inmunostoquímica. Sin embargo, sería de gran interés evaluar en 

futuros estudios la morfología de los astrocitos a través del uso de métodos previamente 

descritos (Bakota et al., 2014) con el fin de esclarecer los efectos de la reboxetina sobre la 

formación de procesos en los astrocitos en modelos murinos de la EA.   

Efectos del tratamiento con reboxetina sobre los depósitos de tau y la pérdida neuronal 
en el hipocampo en ratones P301S  

En cuanto a los depósitos de tau fosforilado en el hipocampo de ratones P301S, no 

observamos ningún efecto del tratamiento con reboxetina en cuanto a los niveles de AT8 

determinados mediante inmunohistoquímica (Figura 80). Futuros estudios deberán incluir el 

análisis proteico de diferentes formas fosforiladas de tau, así como de tau total con el fin de 

calcular la relación entre tau fosforilado y tau total mediante técnicas bioquímicas tales como 

WB y ELISA. Además, la determinación de los niveles de activación de las diferentes enzimas 

implicadas en la fosforilación de tau mediante el cálculo de la relación entre la proteína 

fosforilada (forma activa) y la proteína total, podría ayudarnos a dilucidar los posibles efectos 

del tratamiento con reboxetina sobre la fosforilación de tau y la formación de depósitos 
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intraneuronales.  En línea con esto, la neurodegeneración del LC en ratones P301S mediante 

el uso de la toxina DSP4 incrementó los depósitos e tau presentes en el hipocampo de ratones 

P301S (Termpanit Chalermpalanupap et al., 2018). Sin embargo, un estudio reciente 

demuestra que el tratamiento con reboxetina eleva la fosforilación de tau en un modelo animal 

de EA basado en la expresión de la proteína tau mutante (P301L) (Koppel et al., 2019). Por lo 

tanto, aunque el tratamiento con reboxetina, así como otros moduladores del sistema 

noradrenérgico, han demostrado presentar un efecto beneficioso en cuanto a la reducción de 

los depósitos de amiloide, estudios futuros que evalúen los efectos de estos fármacos sobre 

los depósitos de tau son necesarios con el fin de dilucidar sus acciones beneficiosas o 

perjudiciales en los pacientes con EA.  

En cuanto al potencial efecto neuroprotector de la NA, el tratamiento con reboxetina no redujo 

la pérdida neuronal presente en el hipocampo de los ratones P301S (Figura 81). Por otro lado, 

la falta de efectos de la reboxetina puede deberse a la gran pérdida neuronal que presentan 

los ratones P301S a la edad evaluada (10 meses de edad), sería necesario pues evaluar el 

tratamiento con reboxetina a edades más tempranas con el fin de observar si el tratamiento 

con reboxetina presenta un efecto neuroprotector, y determinar cuál sería la mejor ventana 

terapéutica para usar este tipo de fármacos en pacientes con EA. Además, futuros estudios 

que incluyan el análisis de los niveles proteicos de BDNF y otros factores neurotróficos sería 

de gran interés debido al conocido papel de la NA en la inducción de la expresión y síntesis 

de estos factores. De acuerdo con esto, la neurodegeneración del LC en ratones P301S 

mediante el uso de la toxina DSP4 incrementó la pérdida neuronal en el hipocampo de ratones 

P301S (Termpanit Chalermpalanupap et al., 2018). 

Finalmente, los resultados obtenidos tras el análisis de correlación ponen de manifiesto el 

papel de la reactividad glial y de la quimioquina CCL2 en la pérdida neuronal y el 

comportamiento de tipo hiperactivo (determinado mediante la velocidad demostrada en el 

laberinto en Y) presente en los ratones P301S (Figura 84). De acuerdo con estos datos, la 

sobrexpresión de la quimioquina CCL2 en el modelo murino de taupatía rTg4510, incrementó 

los depósitos de tau y la pérdida neuronal, a la vez que incrementó el estado inflamatorio y la 

reactividad glial (Joly-Amado et al., 2020). Teniendo en cuenta el papel de la NA en la 

regulación de los niveles de esta quimioquina, así como el papel que ejerce sobre la regulación 

de las células gliales, estos datos apoyan el potencial neuroprotector de la reboxetina y otros 

fármacos moduladores de la NA en pacientes con EA.  

Efectos del tratamiento con reboxetina en la corteza frontal de ratones P301S  

Finalmente, se analizaron los efectos del tratamiento con reboxetina en la corteza frontal, 

debido a la implicación de esta región cerebral en la EA y su control por parte de las 

innervaciones noradrenérgicas. En este sentido, esta región cerebral se encuentra levemente 

afectada en los ratones P301S [elevación de la expresión de IL1β, MIP-1α (Figura 66), y GFAP 

(Figura 79)] respecto a los ratones WT. El análisis post hoc de Tukey nos muestra que este 

aumento respecto a ratones WT se debe principalmente a la contribución del grupo P301S 

tratado con reboxetina. Aunque futuros estudios son necesarios, estos estudios indican que 

el tratamiento con reboxetina podría llegar a tener un breve efecto proinflamatorio en un 

contexto neuroinflamatorio leve. Sin embargo, el tratamiento con reboxetina en animales WT 

no tuvo ningún efecto, lo que nos confirma la ausencia de toxicidad de este fármaco en ratones 

sanos.  
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7.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NORADRENALINA EN CÉLULAS DE 

MICROGLÍA DERIVADAS DE IPSCS HUMANAS 

Recientemente, la identificación de genes de riesgo para la EA mediante el análisis de 

asociación de todo el genoma (GWAS), determinó que la mayoría de los genes implicados 

son específicos de las células de microglía, tales como: APOE, TREM2, BIN1, CD33, INPP5D, 

CTSB, CTSD y PICALM (Lambert et al., 2013). Estos datos sugieren que la respuesta celular 

aberrante durante la respuesta inflamatoria en el SNC tiene un papel clave en la patogénesis 

de la EA, y por tanto el control de las células de microglía constituye una interesante diana 

terapéutica para disminuir la progresión de esta enfermedad (Fangda Leng & Paul Edison, 

2021). En este sentido, la NA producida por las neuronas noradrenérgicas del LC presenta un 

efecto antiinflamatorio y neuroprotector (Feinstein et al., 2016) principalmente debido a su 

capacidad para controlar las células gliales (Gyoneva & Traynelis, 2013; Liu et al., 2019). Los 

datos obtenidos en los apartados anteriores han puesto de manifiesto el potencial de la 

reboxetina para disminuir la neuroinflamación a través del control de la activación glial en los 

modelos murinos 5xFAD y P301S de la EA. Sin embargo, las células gliales humanas 

presentan importantes diferencias en su respuesta a la EA en comparación con las células 

gliales de otros animales (Chen & Colonna, 2021; J. Li et al., 2021; Mathys et al., 2019). En 

este caso, el uso de cultivos de células de microglía derivadas de iPSCs humanas nos permitió 

evaluar los de la NA en células humanas como primer paso para la validación de sus efectos 

antiinflamatorios previamente observados en rata y ratón.  

Efecto del tratamiento con NA sobre la respuesta inflamatoria inducida por LPS  

Las células de microglía expresan los receptores adrenérgicos α1, α2 y β2; y diversos estudios 

han demostrado que la activación de estos receptores inhibe la respuesta inflamatoria en las 

células de microglía (Carnevale et al., 2007). Estudios de patch-clamp han demostrado que la 

NA puede modular directamente las corrientes de membrana en células microgliales 

suprimiendo la liberación de citoquinas inflamatorias (Färber et al., 2005). En cultivos 

primarios de microglía de rata, los agonistas de los receptores β2 y α1 adrenérgicos suprimen 

la expresión y liberación de IL6 y TNFα, así como la producción de NO (Mori et al., 2002). La 

expresión de diferentes mediadores inflamatorios (como TNFα, COX2, IFNγ, CCL2, IL1β e 

IL8) son suprimidos por la NA y por el agonista β adrenérgico no selectivo, el isoproterenol, 

en cultivos primarios de microglía de ratón (Heneka et al., 2010; McNamee, Ryan, Kilroy, et 

al., 2010).  Estas acciones antiinflamatorias de la NA parecen estar mediadas principalmente 

a través de los receptores β2 adrenérgicos y el aumento de AMPc que inhibe la traslocación 

al núcleo de NFκB (Feinstein et al., 2002; Kato et al., 2013), uno de los factores más relevantes 

en la respuesta inflamatoria debido a su papel regulador clave para numerosos genes 

implicados en la progresión de la inflamación. Sin embargo, otros estudios han demostrado 

que la NA aumenta la secreción de IL1β mediada por Aβ a través de la acción en los 

receptores β adrenérgicos en macrófagos (Yang et al., 2012). La NA también aumenta la 

producción de la COX2 y la PGE2 inducida por LPS a través de los receptores β adrenérgicos 

en cultivos primarios de microglía de rata (Schlachetzki et al., 2010). En su conjunto, estos 

resultados ponen de manifiesto un papel dual de la NA, como supresora o facilitadora de la 

respuesta inflamatoria.  
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Nuestros resultados muestran que el tratamiento con LPS y ATP en células de microglía 

derivadas de iPSCs humanas induce la liberación de la IL1β al medio de cultivo, mientras que 

el pretratamiento con suero fetal bovino incrementa la respuesta inflamatoria de las células de 

microglía (Figura 87). Estos datos concuerdan con los observados en estudios anteriores 

donde la presencia de suero en el medio de cultivo promueve un estado más reactivo en las 

células de microglía (Bohlen et al., 2017; van Rees et al., 2018). En cultivos libres de suero, 

la NA incrementó la liberación de la IL1β inducida por el tratamiento con LPS y ATP, mientras 

que en presencia de suero la NA presentó un efecto opuesto disminuyendo los niveles de IL1β 

liberados al medio de cultivos (Figura 87). Estos datos apoyan la hipótesis del papel dual de 

la NA en el control de la respuesta inflamatoria microglial. Futuros estudios deberán incluir el 

análisis de otros marcadores inflamatorios en el medio de cultivo, así como estudios de 

expresión genética y transcriptómica para comprender mejor el papel dual de la NA en el 

control de la inflamación, y el potencial terapéutico de los fármacos moduladores de la NA en 

la EA. 

Efecto del tratamiento con NA sobre la capacidad fagocítica de las células de microglía 
derivadas de iPSCs humanas  

Varios estudios han demostrado que la NA promueve la facogitosis del péptido Aβ42 en 

cultivos microgliales primarios murinos, a través de la activación de los receptores β2 

adrenérgicos (Heneka et al., 2010; Kong et al., 2010). La activación de los receptores β2 

adrenérgicos por la NA o el isoproterenol aumenta la expresión del receptor de Aβ FPR2 y de 

la enzima degradadora de insulina (IDE) implicada en la degradación de Aβ, a través de la 

activación de las vías de señalización ERK1/2-NFκB y p38-NFκB (Kong et al., 2010). Estos 

resultados sugieren que la inervación noradrenérgica del LC es necesaria para mantener una 

adecuada captación y eliminación de Aβ por las células de microglía. Sin embargo, estudios 

in vitro demostraron que la adición del agonista β adrenérgico isoproterenol o la elevación del 

AMPc intracelular suprimen la fagocitosis en cultivos microgliales primarios de rata (Steininger 

et al., 2011). La validación de estos resultados en modelos humanos es necesaria con el fin 

de esclarecer los efectos de la NA sobre la capacidad fagocítíca de las células de microglía.  

En este sentido, en nuestras condiciones experimentales no observamos un efecto de la NA 

sobre la fagocitosis de Aβ o las biopartículas utilizadas en cultivos de microglía derivadas de 

iPSCs humanas (Figura 88, Figura 89). Sin embargo, una de las limitaciones de este estudio 

es la evaluación de la fagocitosis durante 3 horas, el estudio durante mayores periodos de 

tiempo puede ayudaros a dilucidar los posibles efectos de la NA sobre la capacidad fagocítica 

de la microglía. Además, hay que tener en cuenta que las diferencias en las condiciones 

experimentales utilizadas (concentraciones de los reactivos, tipo de medio de cultivo, etc.) 

entre nuestros estudios y los mencionados con anterioridad pueden dar cuenta de la 

divergencia de resultados. 

Los efectos de la NA sobre las células de microglía parecen depender del estado de activación 

de estas células que puede afectar a los niveles de expresión de los receptores adrenérgicos 

o incluso las vías de señalización a las que se encuentren acoplados dando lugar a diferentes 

resultados. En este sentido, mientras que los cultivos de microglía primarios de rata o ratón 

suelen incluir suero en el medio de cultivo, los medios definidos utilizados en los cultivos de 

células de microglía derivadas de iPSCs humanas difieren en ocasiones en su composición. 

La presencia de suero promueve la reactividad de las células gliales y el proceso de 
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fagocitosis (Bohlen et al., 2017), por lo que su presencia o ausencia en el medio de cultivo, 

así como de otros factores, podría afectar a los efectos de la NA sobre las células de microglía. 

En este sentido, estudios anteriores han observado que el uso de medios enriquecidos con 

suero disminuye la expresión de los receptores β adrenérgicos en cultivos gliales de rata en 

comparación con el uso de medios libres de suero (Dibner & Insel, 1981; Dibner et al., 1981).  

Por tanto, futuros estudios que evalúen la capacidad fagocítica de las células de microglía 

derivadas de iPSCs humanas deberán tener en cuenta estos factores con el fin de esclarecer 

los efectos de la NA sobre el control de la capacidad fagocítica de estas células, y su potencial 

terapéutico en la EA.  

 

7.5 DISCUSIÓN GENERAL, LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

7.5.1 Discusión general 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de demencia en todo el mundo y 

tiene enormes implicaciones para los pacientes y la sociedad (Scheltens et al., 2021). Se 

prevé que su prevalencia aumente exponencialmente en los próximos años y aún no existen 

tratamientos eficaces que modifiquen el curso de la enfermedad (Tatulian, 2022; Yu et al., 

2021). Por ello, la EA está reconocida por la OMS como una prioridad de salud pública 

mundial. Durante los últimos años, los grandes esfuerzos realizados por la comunidad 

científica han permitido avanzar en el conocimiento de la fisiopatología de esta devastadora 

enfermedad neurodegenerativa. Las investigaciones llevadas a cabo durante los últimos años 

ponen de manifiesto el papel central de la respuesta celular aberrante, particularmente de las 

células gliales, en la fisiopatología de la EA (De Strooper & Karran, 2016). Por otro lado, 

diversos estudios han demostrado la existencia de una pérdida temprana de neuronas 

noradrenérgicas en el LC y de la inervación noradrenérgica en las diferentes regiones 

cerebrales en la EA, lo que conlleva una compleja desregulación del sistema noradrenérgico 

(revisado en Beardmore et al., 2021). Teniendo en cuenta el papel de la NA en el control de 

la respuesta inflamatoria y la actividad de las células gliales, se ha planteado la hipótesis de 

que la alteración del sistema noradrenérgico y de los niveles cerebrales de NA que tiene lugar 

en la EA podría contribuir o incluso ser responsable de la neuroinflamación crónica y la 

sobreactivación glial que contribuyen a la patogénesis y progresión de la EA; y por lo tanto, el 

restablecimiento de una adecuada señalización noradrenérgica podría representar una 

potencial estrategia terapéutica para reducir la progresión de esta enfermedad (Chen et al., 

2022).  

Actualmente, tres fármacos moduladores de la actividad noradrenérgica se encuentran en 

ensayos clínicos para la EA (revisado en Cummings et al., 2022). El más avanzado es la 

guanfacina, agonista del receptor α2 adrenérgico, el cual se encuentra en fase clínica 3 

(NCT03116126). Por otro lado, en fase clínica 2, se encuentran el compuesto CST-2032 

(NCT05104463), agonista adrenérgico, y la prazosina, antagonista α1 (NCT03710642). 

Mientras que se está evaluando el potencial terapéutico de la guanfacina y el CST-2032 como 

potenciadores cognitivos, la prazosina se está estudiando por su potencial farmacológico para 

el tratamiento de la agitación en pacientes con EA (L. Y. Wang et al., 2009). En esta línea, el 

metilfenidato, un inhibidor de la recaptación de noradrenalina-dopamina (NDRI), ha 

demostrado mejorar la apatía y la atención en los pacientes con EA (Mintzer et al., 2021). Sin 
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embargo, hasta la fecha prácticamente no se ha estudiado el potencial de los fármacos 

moduladores de la NA como modificadores de la EA.  

En este sentido, nuestros datos han demostrado el potencial terapéutico de la reboxetina para 

reducir la progresión de la EA en modelos animales tales como el modelo murino de 

amiloidosis 5xFAD y el modelo murino de taupatía P301S, así como la implicación de la 

quimioquina CCL2 en la neuroinflamación presente en estos modelos animales. Estos datos, 

junto con los obtenidos por otros grupos de investigación apoyan el potencial de los fármacos 

moduladores de los niveles cerebrales de NA (Matchett et al., 2021), no solo como 

potenciadores cognitivos y para el tratamiento de síntomas neuropsiquiátricos, sino también 

como moduladores de la enfermedad pudiendo actuar sobre la neuroinflamación y la 

reactividad glial, así como los propios depósitos de Aβ y tau que juegan un papel central en 

la patología de la EA.  

No obstante, la mayoría de los mecanismos moleculares a través de los cuales la NA controla 

los procesos neuroinflamatorios y neurodegenerativos derivan de modelos animales. Mientras 

que en los últimos años se ha demostrado que las células de microglía humanas presentan 

grandes diferencias en su respuesta a la EA en comparación con las células de microglía 

murinas (Chen & Colonna, 2021). Recientemente, la tecnología de células madre 

pluripotentes inducidas (iPSCs) ha cambiado el panorama de la investigación preclínica, y las 

células derivadas de iPSCs se han utilizado ampliamente como plataforma para modelizar 

distintas enfermedades humanas, incluidas las neurodegenerativas. Investigaciones pioneras 

sugieren el notable potencial de esta tecnología de vanguardia para la generación de modelos 

de la EA (Abud et al., 2017; J. Penney et al., 2020). En nuestros estudios realizados en células 

de microglía derivadas en iPSCs humanas observamos un efecto dual de la NA respecto al 

control de la respuesta inflamatoria microglial. Estos datos apoyan la hipótesis de que la NA 

puede reducir o promover la actividad glial en función del contexto neuroinflamatorio (Barnard 

et al., 2019). Lo que podría explicar por qué tanto la inducción de la señalización 

noradrenérgica, como su bloqueo a través del uso de betabloqueantes principalmente, 

muestren efectos beneficiosos; y por lo tanto, se requiere una caracterización previa que 

aclare el papel de las disfunciones del sistema noradrenérgico a lo largo de la progresión de 

la EA, con el fin de arrojar luz sobre cuáles son las mejores ventanas terapéuticas, así como 

qué tipo de fármacos serían más efectivos para disminuir la progresión de la EA.  

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el tratamiento con atomoxetina en 

pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) reduce los niveles de tau y tau fosforilado y 

normaliza los biomarcadores de la función sináptica, el metabolismo cerebral y la reactividad 

glial en el LCR, mientras que aumenta la actividad cerebral y el metabolismo en circuitos 

cerebrales clave en la fisiopatología de la EA (Levey et al., 2022). Estos datos aportan 

esperanza al potencial terapéutico de este tipo de fármacos, y abren un nuevo campo de 

investigación lleno de futuras promesas.  

 

7.5.2 Limitaciones 

A pesar de las contribuciones de nuestros resultados al área de la investigación de la EA, 

nuestra investigación presenta diferentes limitaciones que debemos señalar.  

En primer lugar, el uso de modelos animales que tan solo recapitulan algunos de los aspectos 

de la patología de la EA presenta una de las limitaciones de este estudio. Aunque los estudios 
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a nivel preclínico pueden ayudarnos a recopilar información de gran valor con el fin de 

ayudarnos a orientar los ensayos clínicos futuros, y validar el potencial terapéutico de los 

fármacos moduladores de la NA en humanos, la mayoría de las terapias prometedoras con 

eficacia demostrada en modelos animales de la EA no presentaron beneficios clínicos en 

pacientes (Asher & Priefer, 2022). En parte, esta elevada tasa de fracaso se debe a la 

traslación prematura de resultados muy satisfactorios obtenidos en modelos animales que 

sólo reflejan aspectos limitados de la patología de la EA (Drummond & Wisniewski, 2017; 

Tatulian, 2022). Por lo tanto, a pesar de que el tratamiento con reboxetina, y otros 

moduladores de la señalización noradrenérgica, han conseguido reducir la patología presente 

en modelos animales de la EA, puede que no tengan los efectos deseados en humanos, y por 

lo tanto futuros estudios son necesarios para evaluar su eficacia terapéutica en la EA. En este 

sentido, dado que los modelos actuales de EA en ratones incorporan con frecuencia 

mutaciones causantes de la enfermedad en uno o más genes asociados a demencias 

autosómicas dominantes, y que los productos génicos se expresan a menudo a niveles 

superiores a los fisiológicos, en los últimos años se han comenzado a desarrollar nuevos 

modelos murinos que recapitulan mejor las vías moleculares subyacentes que conducen a la 

EA esporádica de aparición tardía (Baglietto-Vargas et al., 2021; L. Zhang et al., 2020). 

Además, la composición genética del individuo desempeña un papel importante en el 

desarrollo de la EA, pero no se tiene en cuenta en los actuales estudios preclínicos. En la 

actualidad se han desarrollado modelos murinos que incorporan la diversidad genética, lo que 

podría mejorar el potencial traslacional de estos modelos experimentales (Neuner et al., 

2019).  

Otra de las limitaciones de estos modelos animales, que afecta a nuestro estudio, es que no 

recapitulan todas las alteraciones del sistema noradrenérgico presentes en pacientes con EA 

(revisado en Gannon et al., 2015). Sin embargo, modelos animales transgénicos para APP 

presentaron una reducción en los niveles de NA cerebrales y de las proyecciones 

noradrenérgicas (revisado en Weinshenker, 2018), y los ratones P301S de 10 meses de edad 

presentaron una reducción significativa de los niveles de NA en el hipocampo y de las 

neuronas noradrenérgicas en el LC en comparación con ratones WT (T. Chalermpalanupap 

et al., 2018). Futuros estudios que incluyan una caracterización de las alteraciones del sistema 

noradrenérgico en los modelos animales de la EA pueden ayudarnos a obtener una mejor 

comprensión del efecto de los fármacos moduladores de la NA en la EA. En este sentido, 

sería interesante utilizar estudios de pupilometría que evalúen los cambios en el diámetro 

pupilar en modelos animales de la EA, ya que estos pueden reflejar la actividad neuronal del 

LC (Lara-Doña et al., 2021), y su uso se ha evaluado en pacientes con deterioro cognitivo leve 

(DCL) y EA (Elman et al., 2017).  

Por otro lado, el uso de animales de sexo masculino en todos nuestros experimentos supone 

una limitación en nuestro estudio. Futuros estudios que evalúen la eficacia de estos 

tratamientos en hembras son imprescindibles para poder evaluar la eficacia terapéutica de 

estos fármacos en la EA. En los últimos años, diversos estudios han demostrado la existencia 

de diferencias relacionadas con el sexo en la anatomía y la función neuronal (Ingalhalikar et 

al., 2014; Li & Singh, 2014; Ruigrok et al., 2014). Las mujeres presentan un mayor riesgo de 

desarrollar la EA, y el sexo podría constituir un factor importante para la estratificación de los 

pacientes con EA y el tratamiento personalizado (Ferretti et al., 2018; Mielke, 2018). Los 

modelos animales de la EA también han demostrado un dimorfismo sexual en cuanto a la 
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fisiopatología de la EA, que coincide con los datos humanos (Drummond & Wisniewski, 2017; 

Sil et al., 2022). Además, el sistema noradrenérgico presenta importantes diferencias entre 

sexos  (Bangasser et al., 2016; Mulvey et al., 2018), la cual podría influir en las alteraciones 

del sistema noradrenérgico presentes en los pacientes de la EA, así como a la eficacia 

terapéutica de los fármacos relacionados con el sistema noradrenérgico. Por lo tanto, futuros 

estudios que evalúen la eficacia de la reboxetina, y otros tratamientos similares, en ambos 

sexos y determinen los perfiles moleculares diferenciales entre ratones macho y hembra 

ofrecerán información de gran relevancia sobre posibles mecanismos de protección y, por 

tanto, potenciales estrategias terapéuticas para la EA. 

Además, uno de los principales objetivos de los tratamientos para la EA es la mejora y/o 

prevención de la disfunción cognitiva, y por ello, el uso de pruebas comportamentales que 

evalúen los diferentes dominios cognitivos afectados en la EA, tales como el aprendizaje y la 

memoria, en los modelos animales son imprescindibles para evaluar el potencial terapéutico 

de diferentes estrategias farmacológicas. La ausencia de una extensa batería comportamental 

en nuestro estudio es otra de sus limitaciones. Sin embargo, es importante tener en cuenta 

que las pruebas comportamentales en roedores no dejan de ser análogos incompletos de la 

cognición humana, y por tanto una limitación clave es que muchas funciones cognitivas son 

exclusivas de los humanos o no pueden medirse adecuadamente en modelos experimentales 

(Puzzo et al., 2014). De hecho, estas diferencias podrían contribuir también a la alta tasa de 

fracasos de ensayos clínicos con fármacos que mostraban una eficacia prometedora en tareas 

conductuales preclínicas. Sin embargo, los modelos animales siguen siendo esenciales para 

acceder a la patología de la EA in vivo y probar estrategias terapéuticas. 

Finalmente, a pesar de que el uso de cultivos de microglía derivadas de iPSCs humanas 

presentan ciertas ventajas con respecto al uso de modelos animales, estas no reproducen 

completamente el comportamiento de la microglía humana in vivo (de Leeuw & Tackenberg, 

2019). Además, en la actualidad algunas de las limitaciones de esta tecnología incluyen 

problemas de reproducibilidad debido a las diferencias en los protocolos de diferenciación 

utilizados, así como la composición final de los medios de cultivo utilizados (Speicher et al., 

2019). Por lo tanto, los efectos de la NA observados en nuestras condiciones experimentales 

puede que varíen en función del protocolo de diferenciación utilizado y la composición del 

medio de cultivo. Futuros estudios deberán tener en cuenta estas variables con el fin de 

dilucidar los efectos de la NA sobre el control de las células gliales humanas.  

 

7.5.3 Perspectivas futuras 

Los datos presentados en esta tesis doctoral junto con otros estudios preclínicos demuestran 

que el restablecimiento de la función de la NA tiene un gran potencial para ralentizar la 

neurodegeneración en la EA debido a su efecto neuroprotector y antiinflamatorio. Sin 

embargo, la complejidad de la señalización de la NA y la multiplicidad de efectos de los 

subtipos de receptores adrenérgicos, junto con las limitaciones de los estudios en animales e 

in vitro, subrayan la importancia de trasladar estos estudios a los seres humanos. Dentro de 

los retos futuros en el campo de la investigación del sistema noradrenérgico en la EA cabe 

destacar los siguientes: 
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1) Neurodegeneración del LC en la EA:  

• ¿Es la degeneración del LC un evento temprano característico de la EA, o tan solo 

de un subgrupo de pacientes? ¿Existen diferencias relacionadas con el sexo? 

• ¿Cómo evolucionan las alteraciones del sistema noradrenérgico a lo largo de la 

progresión de la EA?  

La eficacia de los fármacos moduladores del sistema noradrenérgico va a depender de las 

alteraciones de este sistema presentes en los pacientes con EA, por lo que futuros estudios 

que caractericen estas alteraciones a lo largo de la progresión de la EA son necesarios. Por 

otro lado, la degeneración del LC podría utilizarse como un biomarcador temprano para el 

diagnóstico y seguimiento de la EA, y las terapias neuroprotectoras del LC centradas en 

prevenir su degeneración y/o promover la señalización noradrenérgica podrían constituir una 

estrategia terapéutica eficaz para combatir la progresión de la patología y la demencia en la 

EA (Termpanit Chalermpalanupap et al., 2013).  

2) Mecanismos moleculares de acción de la NA: 

• ¿Cómo influye la composición genética de un individuo en los efectos de la NA? 

• ¿Cómo influyen la presencia de variantes genéticas, que constituyen factores de 

riesgo para la EA (TREM2, APOE4, etc.), en los efectos de la NA sobre las células 

gliales? 

Ahondar en los mecanismos de acción de la NA puede ayudarnos a comprender mejor el 

potencial terapéutico de los fármacos que actúan sobre el sistema noradrenérgico, y avanzar 

hacia una medicina personalizada.  En este sentido, el uso de células derivadas de iPSCs 

humanas en cocultivos con otros tipos de células del SNC y organoides cerebrales humanos, 

así como el uso de xenotrasplantes en modelos de ratón inmunodeficientes y humanizados, 

son cruciales para la concepción de estudios traslacionales (Eme-Scolan & Dando, 2020).  

3) Fármacos moduladores del sistema noradrenérgico en la EA: 

• ¿Qué pacientes responden a los fármacos moduladores de la NA?  

• ¿Cuál es la mejor ventana terapéutica para la administración de fármacos 

moduladores del sistema noradrenérgico?  

• ¿Qué tipo de fármaco es el más efectivo en los pacientes con EA? ¿Se necesitan 

diferentes estrategias farmacológicas según el paciente y el estadio de la 

enfermedad? 

La disponibilidad de fármacos clínicamente aprobados que reestablecen la función 

noradrenérgica central brinda una oportunidad única para reorientar su uso con el fin de 

determinar su potencial como nueva estrategia terapéutica modificadora de la EA. Pero 

todavía necesitamos encontrar respuestas a estos retos futuros con el fin de obtener terapias 

eficaces que mejoren la calidad de vida de a aquellos pacientes que sufren de esta 

devastadora enfermedad. 
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8 CONCLUSIONS 
 

The results obtained in this doctoral thesis allow us to conclude the following.  

• Treatment of 6 months old 5xFAD mice with reboxetine reduces inflammation, 

astrocyte reactivity, amyloid burden, axonal damage, and cell death in the frontal 

cortex. 

• CCL2 genetic suppression in 6 months old 5xFAD mice reduces the spatial memory 

impairments (measured by Y maze behavioral test), inflammation, astrocyte reactivity, 

amyloid burden, axonal damage, and cell death in the frontal cortex.  

• Treatment of 6 months old 5xFAD/CCL2KO mice with reboxetine reduces the 

expression of MIP-1α and the accumulation of Aβ peptides in the frontal cortex.  

• CCL2 genetic suppression in 6 months old WT mice increase the inflammation, 

astrocyte reactivity, axonal damage, and cellular death. Therefore, CCL2 genetic 

removal has a deleterious effect in the absence of other stimuli.  

• 6 months old 5xFAD/CCL2KO mice present higher expression levels of the pro-

resolving mediators FPR2, 15-LOX, and 5-LOX in the frontal cortex. This could be 

involved in the lower grade of inflammation present in the frontal cortex of 

5xFAD/CCL2KO mice. 

• CCL2 inhibits the RvD1 pathway induced by LPS treatment in primary cultures of rat 

astrocytes, and potentiates the inflammatory response induced by LPS. 

• CCL2 inhibits the anti-inflammatory effect of RvD1 treatment in primary cultures of rat 

astrocytes. Therefore, the CCL2 potentiation of inflammatory response could be, at 

least in part, due to the inhibition of the resolution of inflammation process in astrocytes. 

• Treatment of 10 months old P301S mice with reboxetine reduces the glial reactivity in 

the hippocampus but does not affect tau deposits and neuronal lost.  

• Noradrenaline treatment potentiates the inflammatory response induced by LPS and 

ATP treatment in human iPSCs-derived microglia cultures. However, noradrenaline 

decreases the inflammatory response induced by LPS and ATP treatment in the 

presence of fetal bovine serum. Therefore, noradrenaline seems to have a dual role in 

the regulation of the inflammatory response at least in our experimental conditions.  

• Noradrenaline treatment does not show any effect in the phagocytic capacity of human 

iPSCs-derived microglia cells at least in our experimental conditions. 
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Altogether, our results demonstrate that CCL2 plays an important role in the pathogenesis of 

5xFAD and P310S mouse models of Alzheimer’s disease, and that reboxetine treatment could 

be considered as a potential pharmacological tool to decrease the pathogenesis of Alzheimer’s 

disease through the reduction of chronic inflammation and glial overactivation.   
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