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Resumen 
 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo y mortal que se 
caracteriza clínicamente por un proceso demencial escalonado, donde el paciente pierde 
gradualmente la memoria, la capacidad de aprendizaje y el lenguaje. El riesgo de tener esta 
enfermedad se incrementa con la edad, y esto hace que el estudio de la patología sea un 
tema sustancial a nivel global.  

La influencia de la neuroinflamación es un evento clave en la EA y en otras enfermedades 
neurodegenerativas como esclerosis múltiple y enfermedad de Parkinson. La inflamación 
contribuye significativamente a la patogenia de la EA. Se caracteriza principalmente por la 
activación de astrocitos y microglía y la expresión de mediadores proinflamatorios.  

Dentro de los estudios de neuroinflamación en la EA, se ha reconocido la importancia de la 
expresión de las moléculas de adhesión (CAMs): molécula de adhesión intracelular 1 
(ICAM-1) y molécula de adhesión intracelular 1 (VCAM-1) como nuevas oportunidades de 
tratamiento inexploradas o como biomarcadores. Sin embargo, no se ha estudiado el 
aumento de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 relacionado con la expresión de Aβ y la 
edad en microglía de modelos animales con patología tipo Alzheimer. 

Con la finalidad de evaluar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células de microglía y 
correlacionar su expresión con la presencia de agregados beta amiloide (Aβ), se utilizaron 
ratones triple transgénico (3xTgAD) con patología tipo Alzheimer y ratones Wild Type 
(WT) (B6129SF2/J) de diferentes grupos de edad realizando análisis de citometría de flujo 
y de inmunofluorescencia. 

En este trabajo observamos el aumento en la expresión de ICAM-1 en células de microglía 
de ratones transgénicos con patología tipo Alzheimer. En microglía de ratones WT 
envejecidos, no se observó aumento, lo cual nos indica que el incremento de ICAM-1 no se 
debe únicamente a la edad, sino que es dependiente de la presencia de Aβ. De igual manera, 
se determinó que el género no influye en el aumento de expresión de ICAM-1. 

Por otro lado no se observó aumento de VCAM-1 en la microglía de los ratones transgénicos 
con patología tipo EA, posiblemente porque esta célula no es capaz de regular la expresión 
de VCAM-1 en presencia de agregados Aβ. Finalmente, proponemos que se puede 
comprobar en diferentes cepas transgénicas con patología tipo Alzheimer los resultados 
encontrados en este estudio. 
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Introducción 
 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia en los adultos 
mayores. Las características patológicas típicas de la enfermedad son la presencia de placas 
amiloides y marañas neurofibrilares en el cerebro. Se ha descrito que el desarrollo de las 
lesiones asociadas a agregados amiloides empieza en la neocorteza y progresa hasta el 
hipocampo y la amígdala. El hipocampo es una de las estructuras que se ven más afectadas 
y ese daño se asocia con la pérdida de memoria, síntoma característico de la enfermedad.  

La hipótesis más estudiada acerca del desarrollo de la enfermedad plantea que la agregación 
del péptido beta amiloide (Aβ) desencadena una cascada de procesos como la formación de 
las marañas fibrilares, disfunción sináptica, muerte celular, disfunción de la barrera 
hematoencefálica (BHE) y neuroinflamación, lo que finalmente conduce a la demencia. 

La neuroinflamación es un mecanismo clave en las enfermedades neurológicas como 
esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson, isquemia y EA. La neuroinflamación se 
caracteriza, entre otras cosas, por la activación de las células gliales como la microglía y los 
astrocitos. Tanto las marañas formadas por la proteína Tau hiperfosforilada como las placas 
amiloides compuestas por Aβ pueden activar la microglía. Si eso lleva a un estado de 
inflamación crónico, puede ocasionar más muerte celular y contribuir al avance de la 
patología.  

La función principal de las moléculas de adhesión (CAMs), es la migración de los leucocitos 
hacia el sitio de inflamación.  

Se han descrito en el cerebro dos CAMs, pertenecientes a la superfamilia de 
inmunoglobulinas (Ig): la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1). Se observó que presentan un aumento dependiente de la 
presencia neuroinflamación y de los agregados Aβ. La presencia de ICAM-1 y VCAM-1 en 
las células endoteliales cerebrales explica la invasión de leucocitos al cerebro, mientras que 
la presencia de ICAM-1 y VCAM-1 alrededor de las placas seniles sugiere que se expresan 
también en otras células. Recientemente se ha encontrado que la microglía también puede 
expresar CAMs, aunque su función en la microglía no está estudiada de manera detallada. 

Se desarrollaron modelos de ratones transgénicos con patología tipo Alzheimer, para 
estudiar los mecanismos de la enfermedad así como evaluar diferentes tratamientos. Uno de 
los modelos murinos más estudiados es el modelo triple transgénico (3xTgAD). En estos 
ratones, se observan agregados de Aβ intracelular desde los cuatro meses de edad en las 
regiones del hipocampo y la neocorteza. Una vez que los ratones han envejecido, se puede 
ver el progreso de la acumulación de agregados amiloides. Asimismo se ha observado un 
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aumento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en cerebros de ratones transgénicos con 
patología tipo Alzheimer, sin embargo, no se ha determinado con certeza en qué edad y en 
qué fase de la patología. 

En este trabajo se utilizarán ratones 3xTgAD de diferentes edades, para evaluar la expresión 
de ICAM-1 y VCAM-1 en el cerebro mediante citometría de flujo. Con la finalidad de 
confirmar que el aumento de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 se asocia a la acumulación 
de Aβ y no que es debido a una secuela inherente del envejecimiento. Se evaluará la 
expresión de las ICAM-1 y VCAM-1 en cerebros de ratones no transgénicos o ratones Wild 
Ttype (WT) (B6129SF2/J). Para comprobar la presencia de agregados amiloides en los 
cerebros, se realizará una prueba inmunohistoquímica utilizando anticuerpos anti-Aβ. 
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Antecedentes 
 

Enfermedad de Alzheimer 
 

La EA es la causa más frecuente de demencia en adultos mayores. En 2016 la demencia fue 
la quinta causa de muerte en adultos mayores a nivel mundial (Nichols et al., 2019; Morales 
et al., 2016); además, se pronostica que para el 2050 habrá más adultos mayores, lo que 
aumenta la población en riesgo de padecer la enfermedad (World Alzheimer Report, 2016).  

La demencia es un síndrome clínico caracterizado por un deterioro cognitivo global, lo que 
representa un declive de funcionamiento, y está asociada con un detrimento en las 
habilidades funcionales y, en muchos casos, disturbios de comportamiento y psiquiátricos 
(British Psychological Society, 2007). Existen muchas formas diferentes de demencia, la 
EA es la forma más común y puede contribuir al 60-70% de los casos. Únicamente en 
México más de 350,000 personas se ven afectadas por la EA y anualmente mueren por ella 
2,030 pacientes (INNN, 2018). 

La EA es una enfermedad neurodegenerativa, los síntomas característicos incluyen pérdida 
de memoria, deterioro cognitivo y cambios de personalidad. Fue descrita por primera vez 
como un caso clínico por Alois Alzheimer, donde describió que la memoria de la paciente 
estaba seriamente afectada y actividades como escribir y formar oraciones le eran cada vez 
más difíciles (Stelzman et al., 1995). Varios estudios posteriores han ilustrado que la 
principal característica conductual de la EA presenil es un trastorno de memoria en el que 
la información adquirida recientemente no alcanza el almacenamiento de memoria de largo 
plazo debido a una pérdida anormalmente rápida de material del almacenamiento de corto 
plazo (Bondi et al., 2017). 

Desde las primeras etapas de la enfermedad, se manifiesta el deterioro de la memoria de 
corto plazo. A medida que avanza la enfermedad, los pacientes no pueden realizar muchas 
actividades básicas necesarias para la vida diaria. Aunque pueden mostrar un conocimiento 
reducido de los eventos actuales y recientes, también expresan una disminución de la 
concentración y otras acciones como la capacidad para viajar solos, manejar las finanzas o 
realizar tareas complejas (White y Ruske, 2002). El patrón de déficits cognitivos 
típicamente asociados con la EA se caracteriza por déficits prominentes en la memoria 
episódica y semántica, con déficits adicionales, aunque algo menos prominentes, en las 
funciones ejecutivas, habilidades visuoespaciales y atención (Bondi et al., 2017). 

Se observa en los cerebros de pacientes enfermos un patrón simétrico típico de atrofia 
cortical que perjudica principalmente al lóbulo temporal y que respeta relativamente las 
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cortezas motoras, sensoriales y visuales primarias (Serrano-Pozo et al., 2011). En concreto, 
las estructuras cerebrales que se ven más afectadas por las pérdidas neuronales son el 
hipocampo y la corteza entorrinal que forman parte del sistema de memoria del lóbulo 
temporal mesial; la corteza entorrinal conecta la neocorteza con el hipocampo, 
proporcionando a esta última información sensorial multimodal (De Toledo et al., 2000).  

Los estudios post mortem han implicado a la corteza entorrinal como uno de los primeros 
sitios de la aparición de la patología de la EA (De Toledo et al., 2000). Además, se ha 
observado que la enfermedad implica una ruptura en la conectividad entre el hipocampo y 
el resto del cerebro. Los circuitos disfuncionales que conectan el hipocampo con otras 
regiones cerebrales, como la neocorteza, probablemente contribuyen a los déficits en el 
aprendizaje y la memoria y otras áreas de cognición características de la EA (Allen et al., 
2007). 

Las características principales de la enfermedad, además de la pérdida neuronal, son las 
placas neuríticas, depósitos extracelulares abundantes del péptido Aβ y las marañas 
neurofibrilares (Serrano-Pozo et al., 2011).  

El componente principal de las marañas neurofibrilares es la proteína Tau asociada a los 
microtúbulos, incapaz de mantener su función puesto que se encuentra anormalmente 
hiperfosforilada y aberrantemente mal plegada. Estos cambios conformacionales, 
incluyendo la acetilación y el truncamiento de la proteína Tau conducen a su agregación en 
estructuras fibrilares dentro de las neuronas. La fosforilación de Tau regula su actividad 
para unirse a los microtúbulos y estimular su ensamblaje. Se requiere un nivel normal de 
fosforilación para la función óptima de Tau, mientras que el estado hiperfosforilado hace 
que la proteína pierda su actividad biológica; esta fosforilación anormal de Tau podría 
deberse a la regulación positiva de las enzimas cinasas o la regulación negativa de las 
fosfatasas (Koralova et al., 2012). 

El péptido Aβ se produce principalmente en los endosomas y membranas neuronales por 
proteólisis de la proteína precursora amiloide (APP). El procesamiento de esta proteína 
puede ocurrir por dos vías: la vía no amiloidogénica y la vía amiloidogénica. En la primera, 
la α-secretasa corta a la APP, este corte se produce en la región media de Aβ y produce un 
fragmento N-terminal de APPα soluble (sAPPα) y un fragmento transmembranal C-
terminal (α-CTF). α-CTF después de ser escindido por la γ-secretasa genera un péptido de 
23-25 aminoácidos designado como p3, y como consecuencia el proceso no lleva a la 
formación de agregados amiloides. En la vía amiloidogénica, la β-secretasa proteoliza la 
APP. Este truncamiento se lleva a cabo en el extremo N de APP, se produce un fragmento 
N-terminal soluble de APP (sAPPβ) y un fragmento transmembranal C-terminal (β-CTF). 
El β-CTF se corta en la membrana celular por la enzima γ-secretasa y genera Aβ. 
Dependiendo del sitio de corte de la γ-secretasa, se generan dos especies principales de Aβ: 
Aβ40 y Aβ42 con 40 y 42 aminoácidos, respectivamente, siendo Aβ42 la especie más propensa 
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a agregarse. En condiciones patológicas la vía amiloidogénica se incrementa, aumentándose 
la cantidad de Aβ lo que conduce a su agregación anormal, formando oligómeros, y 
posteriormente placas amiloides (Huang et al., 2020; Serrano-Pozo et al., 2011; Soto et al., 
2015). 

Como se observa en la Figura 1, la deposición secuencial de Aβ en las regiones del cerebro 
define su evolución en cinco fases. 

 

 

Figura 1. Esquema de las fases de la β-amiloidosis (Adaptación de Thal et al., 2002). 

Figura 1. Esquema de las fases de la β-amiloidosis (Adaptación de Thal et al., 2002). 

Es importante notar que en la primera etapa, el Aβ se encuentra en la neocorteza. La 
neocorteza es siempre la primera región en desarrollar depósitos Aβ que aparecen al menos 
10-20 años antes que los síntomas clínicos (LaFerla et al., 2007). En la segunda etapa se 
hallan depósitos en la corteza entorrinal, hipocampo, amígdala, corteza insular y cingulada; 
en la tercera etapa en los núcleos subcorticales. La cuarta etapa se caracteriza por la 
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presencia de depósitos en las estructuras del tronco encefálico, finalmente, en la quinta 
etapa, los depósitos se observan en la protuberancia y la capa molecular del cerebelo (Thal 
et al., 2002).  

El descubrimiento de Aβ y la vía amiloidogénica brindó una nueva perspectiva a las 
investigaciones de la enfermedad. Gracias a su estudio se planteó un nuevo enfoque en los 
primeros pasos del desarrollo patológico de la EA: la cascada amiloide, donde se propone 
que los agregados Aβ desatan una serie de eventos que derivan en la neurodegneración. Los 
oligómeros Aβ son más tóxicos que cualquier otra forma de Aβ, por lo que se cree que los 
oligómeros son los responsables de desencadenar la cascada amiloide que se caracteriza por 
disfunción del proteasoma, dishomeostasis de calcio, una reducción en el consumo de 
oxígeno por acumulación de Aβ en mitocondria, la fosforilación y agregación anormal de 
Tau, la disfunción sináptica, muerte celular y pérdida de la memoria. (Jack et al., 2010; 
Huang et al., 2020; LaFerla et al., 2007). 

Además de los péptidos Aβ producidos extra- e intracelularmente, también es posible que 
algunos que fueron previamente secretados puedan ser absorbidos por las células e 
internalizados en conjuntos intracelulares. Para entender cómo se relaciona Aβ con las 
estructuras celulares se observó la capacidad de Aβ de unirse a diversas biomoléculas, 
incluidos lípidos, proteínas y proteoglicanos. Se ha estudiado la unión de las diversas formas 
de Aβ a la membrana plasmática y se identificaron varios transportadores de Aβ putativos, 
por ejemplo, Aβ se une al receptor nicotínico de acetilcolina α7 (α7nAChR) con alta 
afinidad, y se ha demostrado que esta unión da como resultado la internalización del 
receptor y la acumulación de Aβ intracelularmente (LaFerla et al., 2007). 

Como se mencionó anteriormente, una de las peculiaridades que tiene Aβ es que los 
oligómeros Aβ, que se producen principalmente de forma extracelular, pueden unirse a 
múltiples receptores en la superficie de la membrana neuronal (LaFerla et al., 2007) e 
interferir con las vías de señalización normales de los receptores, también pueden 
interactuar directamente con la membrana para deformar la estructura de los poros, lo que 
lleva al cambio de la integridad y permeabilidad de la membrana causando en última 
instancia muerte celular (Huang et al., 2020).  
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Neuroinflamación en la enfermedad de Alzheimer 
 

La neuroinflamación se define como la activación del sistema inmunológico innato del 
Sistema Nervioso Central (SNC), y su función principal es proteger el SNC contra 
agresiones, daños, lesiones o enfermedades infecciosas. Es una respuesta compleja que 
implica una serie de cambios celulares y moleculares, el reclutamiento de células 
inmunitarias periféricas, la inducción de algunas vías de señalización intracelular y la 
liberación de mediadores inflamatorios en el cerebro (McGeer et al., 2013).  

Las principales células del sistema inmunitario innato en el cerebro son la microglía. La 
función microglial es normalmente protectora, implicada en diversas funciones como la 
fagocitosis de patógenos invasores y la eliminación de desechos de proteínas mal plegadas, 
la homeostasis celular, la plasticidad sináptica y la reparación de tejidos. Sin embargo, la 
microglía activada crónicamente se asocia con desórdenes neurológicos como la EA, la 
enfermedad de Parkinson, esclerosis múltiple e isquemia (Hansen et al., 2018; Marttinen et 
al., 2018; Morales et al., 2016; Soto-Rojas et al., 2015; Zhang et al., 2015), se ha visto en la 
EA, que la respuesta inflamatoria se localiza principalmente en la vecindad de las placas Aβ 
(Ahmad et al., 2018). 

La acumulación de oligómeros y fibrillas Aβ en el parénquima cerebral y los vasos 
sanguíneos promueve la migración y activación microglial a través de interacciones con 
varios receptores captadores de citosinas y quimiocinas, receptores del complemento, 
receptores tipo Toll (TLR) y receptores que se unen a Aβ como el receptor de productos 
finales de glicación avanzada (RAGE), lo que causa una respuesta inflamatoria crónica y 
aguda que eventualmente puede causar la muerte neuronal (Ahmad et al., 2018; Heneka et 
al., 2010; Marttinen et al., 2018; Soto et al., 2015; Edler et al., 2021). 

Se ha descrito que Aβ provoca la activación de la microglía y astrocitos a través de los TLR 
2, 4 y 9 (Soto-Rojas et al., 2015; Leng et al., 2020). Cuando las células microgliales se 
activan, producen moléculas que pueden ser neurotóxicas y se ubican estratégicamente en 
las proximidades de las placas amiloides. Esta cascada proinflamatoria generada por la 
activación de la microglía da como resultado la liberación de moléculas citotóxicas como 
las interleucinas (IL-1 α, IL-1 β, IL-6, IL-10, IL-12, IL-16, IL-23), factores de crecimiento 
(factor de crecimiento transformante beta, TGF-β), quimiocinas, metaloproteinasas (MMP-
2, MMP-3, MMP-9), eicosanoides (prostaglanidnas, leucotrieno C4, catepsinas B y L) y 
factores del complemento (C1, C3, C4); también causa quimiotaxis de astrocitos alrededor 
de las placas amiloides (Heneka et al., 2010; Soto-Rojas et al., 2015; Edler et al., 2021). 

Además, a medida que se acumulan especies de amiloides tóxicas, simultáneamente las 
marañas neurofibrilares se acumulan en las neuronas estresadas o dañadas, lo que también 
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induce a la microglía a un estado inflamatorio y destructivo (Benveniste et al., 2001; Zhang 
et al., 2015). Este proceso da lugar a un círculo vicioso de activación de la microglía y 
liberación de moléculas pro-inflamatorias, que acaba por deteriorar a la microglía y que 
afecta a las demás células residentes del SNC (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas). Al 
perpetuarse este estado durante un período prolongado, la microglía adopta un fenotipo 
distrófico parecido al "agotamiento", que se cree que es irreversible (Heppner et al., 2015). 

Cabe señalar que algunos aspectos de la función de la microglía pueden ser beneficiosos, 
ya que la microglía activada puede reducir la acumulación de Aβ al aumentar su fagocitosis, 
supresión y degradación (Heneka et al., 2010). La liberación concomitante de mediadores 
antiinflamatorios a veces antagoniza los procesos inflamatorios y conduce a la gravedad de 
la enfermedad (Ahmad et al., 2018). Sin embargo, como se enfatiza en la Figura 2, la 
producción de neuroinflamación, que parece ser un biomarcador temprano, contribuye 
significativamente a la progresión de la EA (Ahmad et al., 2018; Heneka et al., 2010; 
Marttinen et al., 2018; Soto et al., 2015).  

 

Figura 2. Representación de la posible influencia de la microglía en la neuroinflamación, 
muerte neuronal y neurodegeneración durante la patología de la Enfermedad de Alzheimer 
(EA). Adaptado de Ahmad et al., (2018). Se observan depósitos de Beta amiloide (Aβ), 
disrupción de la Barrera hematoencefálica (BHE) y liberación de citosinas como: Factor 
de necrosis tumoral α (TNF α), Interleucina (IL), Especies reactivas de Oxígeno (ROS), 
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). 
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Moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 
 

Las CAMs, son proteínas transmembranales con una cola citoplasmática, lo que les permite 
ser receptores celulares funcionales con la capacidad de transducir señales al interior de las 
células después de su interacción con sus ligandos, desencadenando diferentes eventos 
funcionales celulares como la expresión génica, cambios fenotípicos de inducción y/o 
sobreexpresión de determinadas moléculas en la membrana celular, y por lo tanto, cambios 
en el estado de activación de la célula. Las interacciones entre las células y la matriz 
extracelular (MEC) son cruciales para los procesos que controlan la proliferación, 
activación, migración y supervivencia celular (Macías, 2006). 

Las CAMs desempeñan un papel fundamental en la migración, extravasación y activación 
de los leucocitos en la inmunovigilancia, en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en 
los mecanismos que intervienen en la respuesta inmune celular (Macías, 2006; Barreiro et 
al., 2009).  

Con base en sus estructuras moleculares específicas, generalmente se clasifican en cuatro 
familias principales de CAMs, como se esquematiza en la Figura 3: 
 

 

 

Figura 3. Representación esquemática que resume las características de las cuatro familias 
de las moléculas de adhesión, imágenes adaptadas de Nair et al., (2005). 
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La primera de las cuatro familias es la de selectinas, que consta de tres miembros conocidos 
que median los pasos iniciales de la cascada de adhesión de leucocitos, el receptor de 
autodisparo de linfocitos (L-selectina), la molécula de adhesión de leucocitos endoteliales 
(E-selectina) y el gránulo externo dependiente de la activación de plaquetas (P-selectina). 
Todas las selectinas interactúan con los glicanos sialilados de una manera dependiente de 
calcio. Las formas solubles de las tres selectinas se pueden encontrar tanto en el plasma 
como en el líquido cefalorraquídeo (LCR) y parecen reflejar el estado de activación de las 
células originarias (Barreiro, 2009; Macías, 2006). 

Las integrinas pertenecen a una familia que incluye 18 subunidades alfa y 9 beta. Las 
subunidades forman al menos 24 receptores heterodiméricos diferentes y, a través de estos 
receptores, las células se comunican con la MEC y las células circundantes, tanto de afuera 
hacia adentro como de adentro hacia afuera. Cuando las otras CAMs expresadas en las 
células vecinas se adhieren a las integrinas, se produce el reclutamiento de tirosina quinasas 
no receptoras citosólicas (NRTK) y proteínas del citoesqueleto (CSK), que forman 
complejos de adhesión focal (FAC). Estos complejos se asocian con el citoesqueleto de 
actina y múltiples vías de señalización que involucran procesos como la supervivencia 
celular, la inflamación y la angiogénesis (Barreiro, 2009; Macías, 2006).  

Las cadherinas participan en las uniones intercelulares de tipo adherentes, en particular las 
subfamilias clásicas de cadherina y protocadherina, se encuentran en todo el sistema 
nervioso. Las dos subfamilias de cadherinas se encuentran principalmente en las sinapsis 
neuronales, y estudios extensos han demostrado que las cadherinas clásicas juegan un papel 
crucial en la plasticidad neuronal y la sinaptogénesis. Las funciones de las cadherinas 
clásicas están mediadas por un complejo que se forma entre la cola citoplasmática de la 
cadherina y las cateninas citosólicas, que están vinculadas al citoesqueleto de actina. Al 
igual que las otras CAMs, las cadherinas son sensibles al desprendimiento proteolítico 
(Macías, 2006). 

Las moléculas de adhesión tipo inmunoglobulina (Ig-CAM) se definen por una o más 
repeticiones de Ig de 60 a 100 aminoácidos que forman el sitio de adhesión activo. Las 
CAM de esta familia se pueden encontrar tanto en la periferia, donde las interacciones 
mediadas por Ig-CAM son principalmente heterófilas (unión con otras moléculas), como en 
el sistema nervioso, donde las interacciones son predominantemente homófilas (son su 
mismo ligando), con esto se entiende que son receptores de varias células (Macías, 2006; 
Pielsanguineti y Rodriguez-Tafur, 1999).  

Varios miembros de Ig-CAM parecen ser específicos del tejido nervioso donde desempeñan 
funciones vitales, por ejemplo, en la neurogénesis, la elongación de neuritas y la plasticidad 
cerebral. Además, las Ig-CAM pueden desprenderse de las membranas celulares y las 
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versiones solubles pueden tener efectos separados de las formas unidas a las células 
(Wennström et al., 2012). 

El proceso de extravasación está compuesto por una secuencia de eventos estrictamente 
controlada, impulsada por quimiocinas que se presentan en la superficie de la célula 
endotelial y por CAMs. La extravasación se inicia por la adhesión de los leucocitos al 
endotelio por laminación mediada por selectina y dependiente de integrina. A esta adhesión 
le sigue la propagación, el rastreo y la migración transendotelial real del leucocito. Varios 
estudios han demostrado que las interacciones leucocito-endotelio van acompañadas de 
cambios en los niveles de calcio intracelular, la organización del citoesqueleto de actina 
endotelial y la fosforilación de la cinasa de cadena ligera de miosina. La evidencia de que 
esta señalización es iniciada Ig-CAM proviene de estudios que muestran reordenamientos 
citoesqueléticos endoteliales, fosforilación de proteínas y activación de factores de 
transcripción sobre ICAM-1 o VCAM-1 reticulación. (Van Wetering et al., 2003). 

 

ICAM-1 y VCAM-1 
 

ICAM-1 es una glicoproteína inducible de la superfamilia de Ig que contiene cinco dominios 
distintos similares a Ig, un dominio transmembranal y una cola citoplasmática corta. Fue 
descrita por primera vez como ligando de antígeno 1 asociado a la función linfocitaria (LFA-
1) que se presentaba tanto en células hematopoyéticas como en células no hematopoyéticas. 
En condiciones normales se encuentra en células donde también se expresa el complejo 
mayor de la histocompatibilidad II (MHC II) y en el endotelio. Su expresión aumenta en 
presencia de IL-1 e interferón (IFN). En este mismo estudio se sugirió que el rol de ICAM-
1 era el de adhesión leucocitaria en el endotelio (Dustin et al., 1986). Se ha estudiado que 
su estructura, especialmente el arreglo de sus dominios, es lo que le permite unirse a LFA-
1 para realizar la adhesión celular de los leucocitos; además el dominio D1 está asociado a 
otras funciones de ICAM-1 como receptor de un gran grupo de rinovirus humano (Bella et 
al., 1998). 

Posteriormente, se descubrieron más funciones de ICAM-1, ya que se asoció como un 
ligando para Mac‐ 1 (CD11b / CD18), y se reportó su participación en el desarrollo y 
función de las células T reguladoras (Gottrand et al., 2015). 

La primera vez que se asoció a ICAM-1 con la EA fue en un estudio de 1991, donde 
observaron que la expresión de ICAM-1 se encontraba alrededor de las placas neuríticas, 
sin embargo, este estudio descartó que ICAM-1 se expresara en la microglía (Frohman et 
al., 1991). Tiempo después se sugirió que ICAM-1 se expresaba en los astrocitos porque 
también observaron expresión cerca de las placas en cerebros post-mortem (Akiyama et al., 
1993). Posteriormente, se descubrió que después de una lesión en la corteza entorrinal de la 
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rata, la microglía con criterios morfológicos de activación expresa ICAM-1 (Hailer et al., 
1997).  

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de la EA, y se observa un aumento 
dramático de ICAM-1 extravascular (asociado con astrocitos inmunorreactivos a proteína 
ácida fibrilar glial (GFAP)) en la corteza orbitofrontal en el envejecimiento normal. Este 
aumento puede contribuir a un mayor riesgo de procesos inflamatorios en el SNC durante 
el envejecimiento (Miguel-Hidalgo, 2007). Se demostró que estos agregados 
inmunorreactivos de ICAM-1 están en su mayoría ausentes en individuos de control sin 
demencia, incluso en presencia de inmunoreactividad vascular normal de ICAM-1 (Lee y 
Benveniste, 1999).  

La asociación directa entre ICAM-1 y la neurodegeneración aún no se ha estudiado a 
profundidad. Sin embargo, hay estudios que reportan que los niveles más altos de ICAM-1 
aumentaron el riesgo de desarrollar demencia por EA en pacientes sin demencia. Los autores 
concluyeron que la neuroinflamación y la disfunción cerebrovascular son eventos 
tempranos que ocurren en las etapas pre-sintomáticas de la EA y contribuyen a la progresión 
de la enfermedad; por lo que se esperaría que también la microglía comience a expresar 
ICAM-1 una vez que aumenten los niveles de Aβ intra- y extracelular (Gottrand, 2015).  

VCAM-1 pertenece a las moléculas similares a las Ig con una masa molecular relativa de 
90 - 110 kDa. Se pueden encontrar principalmente en las células del endotelio vascular en 
el área de las superficies luminal y laterales y se secretan en forma constitutiva o inducida. 
VCAM-1 es un factor de adhesión significativo de células inmunocompetentes, se regula 
positivamente en el endotelio en respuesta a la inflamación en todo el cuerpo, donde facilita 
la unión de leucocitos, y la migración a los tejidos, principalmente de linfocitos, a través del 
receptor de integrina α4β1 (VLA-4), también conocido por sus siglas en inglés como 
antígeno-4 muy tardío (Shimizu et al., 1992; Yousef et al., 2019).  

La molécula de VCAM-1 tiene una estructura característica de CAM análoga a ICAM-1 
(Pepinsky et al., 1992); y de manera similar a ICAM-1, los factores que aumentan la 
expresión de este tipo de CAMs incluyen citocinas proinflamatorias como TNFα (factor de 
necrosis tumoral α), IL 1β e INFγ, y anoxia (Pepinsky, et al., 1992; Soto-Rojas et al., 2015).  

Se ha visto que VCAM-1 puede tener un rol importante en el inicio de la aterosclerosis 
(Cybulsky et al., 2001). Tomando en cuenta que el envejecimiento y las enfermedades 
neurovasculares conducen a una mayor susceptibilidad a las cascadas ateroscleróticas en los 
vasos sanguíneos, se puede explicar que se observe un aumento dependiente de la edad en 
la expresión de VCAM-1 (Huang et al., 2015). Sin embargo, cuando se compararon grupos 
de ratones WT contra ratones transgénicos con patología tipo Alzheimer, se observó que 
VCAM-1 es regulado positivamente solamente en los cerebros de modelos de animales con 
patología tipo Alzheimer (Pietronigro et al., 2019).  
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VCAM-1 en venas y arterias inflamadas y activadas envía señales al parénquima cerebral, 
lo que puede inducir la activación de la microglía (Yousef et al., 2019). Anteriormente se 
consideraba que la molécula se expresa únicamente en el endotelio de la BHE, sin embargo, 
en enfermedades neuropatológicas como lo es la esclerosis múltiple, la microglía puede 
expresar VCAM-1 (Peterson, 2002), y también en respuesta a estímulos agudos como la 
exposición a lipopolisacárido (LPS) (O’Sullivan et al., 2010). 

Se ha reportado que tanto ICAM-1 como VCAM-1 aumentaron su expresión en la microglía 
en la EA durante las etapas preclínica y prodrómica. Además, se observó que este aumento 
se encuentra relacionado con la aparición de Tau fosforilada y está asociado con el deterioro 
cognitivo y un mayor riesgo de posteriormente desarrollar EA (Janelidze et al., 2018). 
También, se reportó que ICAM-1 y VCAM-1, se expresan en la microglía cuando esta es 
sometida a estímulos inflamatorios crónicos, como lo es la EA, sin embargo, aún no se 
caracteriza el papel fisiológico de la expresión de las CAMs en las células gliales. Aunque, 
con base en el papel general de las CAMs en otros tipos de células, se infieren dos posibles 
roles en la microglía, el primero es la extravasación y migración de leucocitos, como su 
función conocida en el endotelio y los astrocitos, y el segundo es la presentación de 
antígenos, como se ha visto en algunos macrófagos (Lee y Benveniste, 1999). 
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Modelos animales de la enfermedad de Alzheimer 
 

La EA parece ser exclusiva de pocas especies, notablemente, los seres humanos, asimismo, 
la edad de aparición, la velocidad de progresión y el desarrollo de la patología son muy 
variables entre pacientes y, como se estableció anteriormente, la presencia y cantidad de las 
diferentes especies de Aβ es crítica porque cada especie tiene una tasa de agregación 
diferente y preferentemente forman diferentes especies agregadas (Drummond et al., 2017; 
Huang et al., 2020). 

El uso de animales con fines científicos es una práctica que se ha utilizado por bastante 
tiempo debido a las notables similitudes anatómicas y fisiológicas entre humanos y 
animales, particularmente mamíferos. Los mayores desafíos que enfrenta la investigación 
biomédica moderna se centra en enfermedades multifactoriales como cáncer, enfermedades 
cardiovasculares, consecuencias patológicas del envejecimiento, trastornos 
neurodegenerativos, entre otras (Barré-Sinoussi y Montagutelli., 2015). 

Aunque menos del 1% de los casos en humanos son casos de EA familiar de aparición 
temprana causados por mutaciones autosómicas dominantes en APP, PSEN1 o PSEN2, 
todos los modelos transgénicos principales expresan estas formas mutadas de APP y 
PSEN1. Los mejores modelos animales disponibles de EA son los primates no humanos 
(Drummond et al., 2017). 

El uso de modelos murinos permite observar distintos rasgos patológicos, solamente para el 
estudio de la EA se han desarrollado más de 100 líneas murinas genéticamente modificadas 
(Jankowsky y Zheng, 2017). Una de las líneas ampliamente utilizadas, es la denominada 
3xTgAD (Oddo et al., 2003; Billings et al., 2005). 

Los ratones de la cepa 3xTg-AD expresan los alelos mutantes humanos APPSwedish, y 
PSEN1M146V, este último expresa la presinilina 1(PSEN1) mutada. Ambos alelos son 
asociados con una mayor producción y secreción de Aβ40 y Aβ42 en la EA familiar. Por 
último, esta cepa contiene la mutación tauP301L asociada con la patología de marañas de Tau 
humana. Gracias a estos tres alelos mutantes, los ratones transgénicos desarrollan los rasgos 
patológicos más importantes: agregados amiloides y marañas neurofibrilares (Oddo et al., 
2003).  

Los ratones 3xTg-AD tienen los siguientes antecedentes genéticos: B6; 129, 129S4 o 
C57BL / 6J-congénico Los últimos se utilizan a menudo debido a su vigor híbrido, como 
fondo para algunas mutaciones deletéreas, para el trasplante de tejidos, para determinar el 
modo de herencia y para crear o mejorar la expresión de enfermedades poligénicas (The 
Jackson Laboratory; Belfiore et al., 2019). 
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La edad de aparición y el desarrollo de la acumulación de agregados amiloides son 
importantes para los estudios en animales transgénicos, y el grupo de Oddo y colaboradores 
(2003) quienes reportaron por primera vez el modelo 3xTg-AD, mencionan tres edades 
importantes, mostradas en el esquema (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análogo a lo que sucede en humanos (Ver Figura 1), este estudio señala que la aparición 
de Aβ en la cepa 3xTgAD, tiene lugar en la neocorteza a los 4 meses, hasta los 6 meses se 
expresa de manera extracelular y a los 12 meses varias regiones corticales y el hipocampo 
contienen estos depósitos.  

Este modelo se considera como uno de los más completos porque permite una mejor 
visualización de la patología, su transcurso y sus implicaciones, ya que también se han 
podido observar respuestas como desarrollo temprano de la desregulación inmunológica en 
ratones 3xTgAD, incluso a nivel sistémico, producción de especies reactivas de oxígeno, 
entre otras (Marchese et al., 2014; Oddo et al., 2003).  

  

3-4 meses 
Aβ intracelular en la neocorteza

6 meses 
Depósitos extracelulares Aβ en la neocorteza

12 meses 
Depósitos celulares Aβ evidentes en varias regiones 

corticales
Inmunoreactividad a Tau humana

Figura 4. Esquema de los eventos que tienen lugar en las diferentes edades de los animales 
transgénicos, descritos por Oddo et al., (2003). Beta Amiloide (Aβ) 
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Planteamiento del problema 
 

Se ha demostrado la relación de expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales y 
microglía durante la EA en modelos tanto in vitro como in vivo, y se ha reconocido su 
importancia como marcadores de neuroinflamación. Sin embargo, no se ha estudiado la 
relación que existe entre el aumento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, con la 
expresión de Aβ y la edad en modelos animales con patología tipo Alzheimer. 

Al evaluar ratones 3xTgAD con patología tipo Alzheimer de diferentes grupos de edad, se 
espera determinar en qué edad comienza el aumento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-
1 en células de la microglía y su correlación con la presencia de agregados amiloides Aβ. 

 

Objetivo general 
 

Evaluar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, en ratones transgénicos 3xTgAD con 
patología tipo Alzheimer de diferentes grupos de edad. 

 

Objetivos particulares 
 

1. Evaluar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en cerebros de ratones de diferentes 
edades por citometría de flujo. 

2.  Comparar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 entre ratones transgénicos y ratones 
Wild Type. 

3. Correlacionar la expresión de moléculas de adhesión con la presencia de agregados 
amiloides. 
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Procedimiento Experimental 
 

Metodología 

Ratones 
 
En el presente estudio utilizamos ratones transgénicos homocigotas B6; 129-
Psen1<tm1Mpm>Tg (APPSwe tauP301L1Lfa/J (3xTgAD), con fondo genético 
B6129SF2/J, y controles hibrídos B6129SF2/J, obtenidos de la cruza C57BL/6J (B6) y 
129S1/SvlmJ (129S). Ambas cepas fueron adquiridas en The Jackson Laboratoy, EUA y se 
mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, bajo 
condiciones controladas de temperatura, humedad y períodos de luz/obscuridad 12/12 h. 
Para el presente estudio se incluyeron tanto machos como hembras.  

La edad de los animales de ambas cepas utilizadas se muestra en las Tablas 1 y 2, 
respectivamente. 

Tabla 1. Edades de los Ratones Triple Transgénico (3xTgAD) utilizados en el presente 
estudio. 

Hembras Machos 
20 meses 18 meses 
17 meses 17 meses 
16 meses 

 

2 meses 2.5 meses 
 

Tabla 2. Edades de los Ratones Wild Type (WT) utilizados en el presente estudio. 

Hembras Machos 
17 meses 17 meses 

 

Preparación de tejidos 
 
Se anestesió a los ratones por inhalación de Sevofluorano (Abbot Lab), rápidamente se les 
realizó una perfusión cardíaca ventricular con una solución amortiguadora de fosfatos con 
glucosa (GKN) a 4°C y se disectó el cerebro. Un hemisferio se colocó en una caja Petri 
sobre hielo y se picó con una navaja, en seguida el tejido se homogenizó entre dos mallas 
de 75 μm y se resuspendió en una solución amortiguadora de fosfatos con glucosa-albúmina 
de suero bovino (GKN-BSA) a 4°C. Se centrifugó a 400 g por 10 min a temperatura 
ambiente y se resuspendió el pellet con 10 mL de solución de digestión suplementada con 
500 U de desoxirribonucleasa I (DNAsa I) (Sigma) y 150 U de colagenasa II (Sigma). 
Después de incubar 1 hora a 37°C en agitación se detuvo la reacción con 45 mL de GKN-
BSA a 4°C y se centrifugó a 400 g por 10 min. 
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Citometría de flujo 
 
Se resuspendió el pellet obtenido en 4 mL de Percoll (Sigma) isotónico al 30% y se depositó 
sobre 4 mL de percoll isotónico al 70%, y finalmente se depositaron 2 mL de la solución de 
GKN/BSA 0.2%. Se centrifugó a 300 g por 40 min a 18°C, sin freno y se colectaron 3 mL 
de la interfase 70-30%. Se agregaron 9 mL de GKN-BSA y se centrifugó por 7 min a 500 g 
a 4°C, después se resuspendió el pellet con 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos de 
Dubesco (dPBS)-Facs (dPBS/5%SFB/0.02%NaN3), se centrifugó a 500 g, 5 min a 4°C y se 
resuspendió en 100 μL del cocktail de bloqueo (anti CD16/CD32) dilución 1:100. Se incubó 
con la solución de bloqueo por 15 min, se realizaron dos lavados y se procedió a marcar con 
el cocktail de tinción con anti-CD54 Alexa Fluor (AF) 488 (ICAM-1) (Biolegend)/ anti-
CD106 PE (VCAM-1) (Biolegend) / anti-F4-80 PE-Cy5 (microglía) (Biolegend) por 20 min 
a 4°C. Se detuvo la reacción con 1mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS)-Facs. 
Por último, se realizaron dos lavados con 1 mL de dPBS-Facs a 500xg, por 5 min a 4°C y 
se analizaron las células en el citómetro Attune Next (Life Technologies).  
 

Inmunohistoquímica 
 
El otro hemisferio de los cerebros de ratones transgénicos 3xTgAD se fijó con una solución 
de paraformaldehído al 4% por 24 h a 4°C. Posteriormente se deshidrataron en una solución 
de sacarosa al 10%, 20% y 30% en PBS por 24 h, respectivamente. Una vez deshidratados, 
los tejidos se mantuvieron en TissuePlus (Fisher HealthCare) y se cortaron en congelación 
con un crióstato (Kedee, KD2850) obteniendo cortes coronales de 30 μm de grosor a -1.6 
mm del bregma. Se incubó cada tejido individualmente en agitación en 500μL de Tris 
Solución amortiguadora Salino (TBS) 1x a temperatura ambiente por 5 min, luego se realizó 
la exposición de epítopos con 500μL de amortiguador de citratos (ácido cítrico 0.1M, Tween 
20 al 0.05%, pH 6.0) durante, 30 min a 60°C. Posteriormente se lavaron los tejidos en 
agitación con 500μL TBS 1x por 5 min a temperatura ambiente, a continuación se 
permeabilizaron en agitación con 500 μL de TBS A (TBS1X/Tritón X-100 0.1%) por 15 
min, se llevó a cabo el bloqueo en agitación con 500 μL de TBS B (TBS1X/A/BSA 2%) 
por 20 min y, finalmente se agregaron 100 μl de anticuerpo primario, en este caso Bam10 
(anti-A-β42) (Sigma-Aldrich) en diluyente de anticuerpos (TBS A/Suero Normal de Cabra 
5) toda la noche. Al día siguiente, se lavaron los cortes subsecuentemente con 500 μL de 
TBS 1x, TBS A y TBS B, por 5 min en agitación. Se agregaron 100 μL del anticuerpo 
secundario anti-IgG de conejo AF 594 (Invitrogen) en diluyente de anticuerpos, se 
incubaron 1 hora en agitación y se lavaron subsecuentemente con 500 μL de TBS 1x, TBS 
A y TBS B, respectivamente por 5 min en agitación. El tejido se inmovilizó sobre un 
portaobjetos, se agregó medio de montaje VectaShield (Vector Labs) y se colocó un 
cubreobjetos. Las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio de epifluorescencia 
Nikon i5 y las fotos se tomaron con una cámara Olimpus DP71 usando el Software DP 
Controller 3.2.1.276. 
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Análisis estadístico 

 
Se utililizó la prueba t de Student para calcular la existencia de significación estadística, 
determinada a un valor de p≤ 0.05. Los análisis estadísticos se realizaron con el software 
SigmaPlot (versión 12.0). 
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Resultados  
 

Evaluación de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en la microglía en cerebros 
de ratones con 3xTgAD y ratones Wild Type  

 

Con la finalidad de evaluar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en microglía, se realizaron 
experimentos de citometría de flujo utilizando células de ratones transgénicos 3xTgAD y 
ratones WT. Las células obtenidas del gradiente utilizado para enriquecer la fracción que 
contiene microglía, fueron marcadas con anticuerpos fluorescentes anti-F4/80, anti-ICAM-
1 y anti-VCAM-1.  

En el apartado A de la Figura 5 se muestra una imagen representativa de la población total 
de células obtenidas del cerebro y el grupo de células viables seleccionado, excluyendo la 
parte que corresponde a debris celulares, mientras que el apartado B corresponde al gráfico 
que muestra la población obtenida de las células seleccionadas en A delimitadas como 
Singlets para descartar lecturas que incluyan más de una célula.  

 

  

 

  

A) B) 

Población 

Singlets 

Figura 5. Identificación de células de la microglía A) Población total de células B) 
“Singlets”. 

Población 



 
 

 - 26 - 

Posteriormente, de la población Singlets fue seleccionada la subpoblación de células 
F4/80+. Se seleccionó F4/80 en el eje horizontal (eje X) del gráfico Dot plot, de modo que, 
los eventos en el cuadrante 2 (Q2) expresan F4/80 (F4/80 positivos). Los demás cuadrantes 
no expresan F4/80 (F4/80 negativos). 

Los gráficos resultantes se muestran en las figuras: Figura 6, Figura 7, Figura 8 y Figura 9, 
dependiendo de la cepa, sexo y edad. 

 

 

Figura 6. Expresión del marcador de microglía (F4/80) en células de cerebros de Ratones 
Triple Transgénico (3xTgAD) hembra de 16 a 20 meses. 

 

 

Figura 7. Expresión del marcador de microglía (F4/80) en células de cerebros de ratones 
Ratones Triple Transgénico (3xTgAD) hembra de 2 meses.  
 

     14.1% 
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Figura 8. Expresión del marcador de microglía (F4/80) en células de cerebros de Ratones 
Triple Transgénico (3xTgAD) macho de 18 a 2.5 meses.  
 

 

Figura 9. Expresión del marcador de microglía (F4/80) en células de ratones machos y 
hembra de la cepa B6129SF2/J (WT) de 17 y 17.5 meses. 
 

21.4% 12.0% 14.0% 15.0% 

12.0% 18.5% 



 
 

 - 28 - 

Para evaluar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 dentro de la población de microglía se 
seleccionó el subgrupo celular llamado “Microglía”. Se identificó ICAM-1 para el eje 
vertical (eje y) y VCAM-1 para el eje horizontal (eje x), de modo que, los eventos en el 
cuadrante 1 (Q1) son ICAM-1 positivo y VCAM-1 negativo, el cuadrante 2 (Q2) es ICAM-
1 y VCAM-1 positivo, el cuadrante 3 (Q3) es únicamente VCAM-1 positivo y el cuadrante 
4 (Q4) es negativo para ambos. 

Los gráficos resultantes se muestran en las figuras: Figura 10, Figura 11, Figura 12 y Figura 
13, dependiendo de la cepa, sexo y edad. 

 

 
Figura 10. Expresión de la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglía de Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) hembra de 16 a 20 meses 
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Figura 11. Expresión de la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglía de Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) hembra de 2 meses 
  

 

Figura 12. Expresión de la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglía de Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) macho de 2.5 a 18 meses. 
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Figura 13. Expresión de la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de 
adhesión vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglía de ratones machos y hembra de 
la cepa B6129SF2/J (WT) de 17 y 17.5 meses. 
En la Figura 14, se encuentran gráficos que sintetizan los resultados de las citometrías de 
flujo realizadas. Se agruparon y promediaron los datos de acuerdo con la edad de los 
animales para poder comparar las diferencias en la expresión.  

Figura 14. Promedios de los porcentajes de expresión de de la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-
1) (arriba) y y molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) (abajo) entre los grupos de ratones evaluados: 
Ratones Triple Transgénico (3xTgAD) hembras (izquierda), machos 3xTgAD (centro) y ratones de la cepa 
Wild Type (derecha). 
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En la primera fila se aprecian las gráficas de la expresión de ICAM-1: como se observa en 
la gráfica de los datos de los ratones 3xTgAD, se tiene que la expresión de ICAM-1 va 
aumentando conforme se incrementa la edad.  

En el caso de las hembras, la diferencia de la expresión de ICAM-1 en microglía entre los 
17 y los 20 meses es mínima, aunque se distingue un aumento. En el caso de los machos la 
diferencia entre los 17 y 18 meses es notable e incluso sobrepasa la expresión de ICAM-1 
de los 20 meses de las hembras.  

Por el contrario, la expresión en la cepa Wild Type se mantuvo por debajo de la expresión 
en machos y hembras 3xTgAD de la misma edad y sin diferencia entre animales de 
diferentes edades. 

No hay aumento en la expresión de VCAM-1 de microglía en hembras y machos de la cepa 
3xTgAD. La expresión de VCAM-1 en la cepa Wild Type se mantuvo por arriba de los 
valores expresados por la cepa 3xTgAD. 

Se realizó un análisis estadístico con asistencia del programa SigmaPlot para definir si 
existen diferencias significativas entre los grupos de animales; el criterio para aceptar que 
los resultados presentan diferencia significativa, se eligió como p<0.05. Los resultados se 
muestran en las Tablas 3, 4 y 5. 

 
Tabla 3. Análisis del porcentaje de células de cerebro que expresan molécula de adhesión 

intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) en ratones 
hembras 

Grupos retados ICAM-1 VCAM-1 
% p % p 

20 meses Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) contra 

17 meses 3xTgAD 

11.53±0.48 
10.88±2.56 0.749 2.08±0.59 

3.97±1.35 0.095 

17 meses 3xTgAD contra 
16 meses 3xTgAD 

10.88±2.56 
10.27±2.16 0.716 3.97±1.35 

3.74±1.21 0.796 

16 meses 3xTgAD contra 
2 meses 3xTgAD 

10.27±2.16 
2.09±0.26 0.001 3.74±1.21 

3.73±3.13 0.995 

17 meses 3xTgAD contra 17 meses Wild 
Type (WT) 

10.88±2.56 
5.79 ±0.95 0.047 3.97±1.35 

5.07±0.91 0.381 
Los valores que expresan una diferencia significativa están resaltados en negritas. 
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Tabla 4. Análisis del porcentaje de células de cerebro que expresan molécula de adhesión 
intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) en ratones machos 

Grupos retados ICAM-1 VCAM-1 
% p % p 

18 meses Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) contra  

17 meses 3xTgAD 
13.62±3.90 
9.20±1.43 0.152 3.83±2.28 

4.50±1.74 0.727 

17 meses 3xTgAD contra  
2.5 meses 3xTgAD 

9.20±1.43 
2.88± 0.16 0.010 4.50±1.74 

1.15±0.54 0.085 
17 meses 3xTgAD contra 17 meses Wild 

Type (WT) 9.20±1.43 
5.13 ±1.65 0.019 

4.50±1.74 
5.39 
±1.00 

0.361 

Los valores que expresan una diferencia significativa están resaltados en negritas. 

 
Tabla 5. Análisis del porcentaje de células de cerebro que expresan molécula de adhesión 
intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1) en ratones machos 

y hembras. 

Grupos retados ICAM-1 VCAM-1 
% p % p 

20 meses Ratones Triple Transgénico 
(3xTgAD) hembra contra 18 meses 3xTgAD 

macho 
11.53±0.48 
13.62±3.90 1.000 2.08±0.59 

3.83±2.28 0.667 

17 meses 3xTgAD hembra contra 17 meses 
3xTgAD macho 

10.88±2.56 
9.20±1.43 0.345 3.97±1.35 

4.50±1.74 0.643 
2 meses 3xTgAD hembra contra  

2.5 meses 3xTgAD macho 
2.09±0.26 
2.88± 0.16 0.034 3.73±3.13 

1.15±0.54 0.353 
17 meses Wild Type (WT) hembra contra 

17 meses WT macho 5.79 ±0.95 
5.13 ±1.65 0.638 

5.39 
±1.00 
5.39 
±1.00 

0.677 

Los valores que expresan una diferencia significativa están resaltados en negritas. 

Comprobamos, como se observa en las Tablas 3, 4 y 5, el aumento significativo del 
porcentaje de células que expresan ICAM-1 en el cerebro de los ratones hembras 3xTgAD 
entre ratones de 16 y 2 meses, así como diferencia significativa entre ratones WT y ratones 
3xTgAD de la misma edad. El mismo caso se observa para los ratones machos; diferencia 
significativa entre ratones machos 3xTgAD de 17 y 2.5 meses, así como en ratones machos 
3xTgAD y WT de 17 meses. 
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Análisis de la presencia de agregados amiloides por inmunofluorescencia 

 

Con el objetivo de detectar la presencia de agregados Aβ, se realizó una tinción por 
inmunofluorescencia en hipocampo y amígdala en ratones 3xTgAD hembra de 18 meses y 
ratones 3xTgAD hembra de 2 meses. Para esta tinción se utilizó como anticuerpo primario 
un anticuerpo anti-Aβ producido en conejo y como anticuerpo secundario se utilizó un 
anticuerpo anti-IgG de conejo AF 594, por lo que se observa Aβ extracelular en color rojo, 
mientras que en azul se aprecia el marcaje a los núcleos celulares realizado con 4 ',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los ratones de 17 meses tienen presencia de agregados 
amiloides tanto en el hipocampo como en la amígdala, mientras que los ratones de 2 meses 
no muestran expresión.  

A continuación en la Figura 15 se muestran las imágenes obtenidas. 
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Figura 15. Análisis de la presencia de agregados amiloides por inmunofluorescencia de 
dos ratones transgénicos 3xTgAD hembra de 17 meses y dos ratones transgénicos 3xTgAD 
hembra de 2 meses, Aβ en color rojo y núcleos de células en azul. 
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Discusión 
 

La EA es la causa principal de demencia en adultos mayores (Nichols et al., 2019), y se 
estima que es responsable de un 4,9% de las muertes en adultos mayores de 65 años. El 
riesgo se incrementa con la edad (Villarejo et al., 2017), y esto hace que el estudio de la 
patología sea un tema sustancial a nivel global. Como otras enfermedades 
neurodegenerativas, se trata de una condición multifactorial y es necesario considerar todas 
las implicaciones de la patología (Morales et al., 2016; Kolarova et al., 2012) 

La influencia de la neuroinflamación es un evento clave en las enfermedades 
neurodegenerativas como esclerosis múltiple, enfermedad de Parkinson y EA (Morales et 
al., 2016). La inflamación contribuye significativamente a la patogenia de la EA. La 
generación y secreción de mediadores proinflamatorios puede interactuar en múltiples 
niveles con el mecanismo neurodegenerativo (Ahmad et al., 2018; Heneka et al., 2010). 
Incluso se demostró que los cambios inmunológicos observados en ratones jóvenes 
3xTgAD son consistentes con la evidencia clínica sobre una mayor producción de citocinas 
proinflamatorias (Marchese et al., 2014). 

La microglía es el principal representante del sistema inmunológico en el SNC. Este tipo de 
célula puede detectar patógenos extraños o nocivos y desencadenar su propia activación y 
la generación de procesos neuroinflamatorios a través de la fagocitosis, la liberación de 
citosinas y la expresión de diversas moléculas en su membrana, con el fin de mantener el 
microambiente celular (Marttinen et al., 2018; Morales et al., 2016; Soto et al., 2015; Zhang 
et al., 2015). 

Dentro de los estudios de neuroinflamación en la EA, se ha reconocido la importancia de la 
expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 como nuevas oportunidades 
de tratamiento inexploradas. Cuando se utilizan como biomarcadores, pueden ser valiosas 
herramientas para permitir el seguimiento clínico de la inflamación relacionada con la EA 
y sus complicaciones e incluso dar seguimiento a la respuesta al tratamiento (Wennström et 
al 2012). Aunque el papel exacto de las células inmunes circulantes en la patogénesis y la 
progresión de la EA no se comprende completamente, hay evidencia de que las CAMs 
juegan un papel en el metabolismo de β amiloide, la plasticidad celular, la señalización, la 
neuroinflamación y los cambios vasculares (Leshchynska y Sytnyk 2016; Pietronigro et 
al.2016). Debido a la participación de ICAM-1 y VCAM-1 en la patogénesis de la EA, se 
convierten en posibles factores de riesgo genético. Un estudio en la población eslovaca 
encontró que un polimorfismo en el gen ICAM1 muestra una asociación significativa con 
una mayor gravedad del deterioro cognitivo en la EA (Shawkatová et al., 2019). 
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La mayoría de los estudios sobre ICAM-1 y VCAM-1 durante la EA giran en torno a su 
expresión en las células vasculares y su relación con la disrupción de la BHE (Dietrich et 
al., 2002; Soto et al., 2015; Zenaro et al., 2015; Bowman et al., 2018). Cuando se observó 
que estas CAMs estaban asociadas con placas seniles en la EA, se atribuyó su expresión a 
los astrocitos y su función como ligando de LFA- 1 para activar a la microglía (Akiyama et 
al., 1993; Frohman et al., 1991). Incluso recientemente se encontró que sICAM-1 derivada 
de células madre de cordón umbilical humano disminuye las placas de Aβ in vivo, 
induciendo la expresión de una enzima degradante en microglía a través de la vía de 
señalización sICAM-1 / LFA-1 (Kim, J.-Y, 2011). Además de las células endoteliales y 
astrocitos, ICAM-1 y VCAM-1 unidas a membrana, se expresan también en las células de 
la microglía (Lee y Benveniste, 1999; Hailer et al., 1997).  

En este estudio observamos un aumento en la expresión de ICAM-1 en microglía en ratones 
3xTgAD. En el caso de los grupos de las hembras, existe diferencia significativa entre el 
grupo de ratones de 16 meses y el grupo de ratones de 2 meses (p=0.001), al comparar los 
grupos de 16, 17 y 20 meses entre sí, se observa un ligero aumento, sin embargo, no se 
encuentran diferencias significativas (Tabla 3, Figura 14). Análogo a la situación de las 
hembras, el grupo de ratones macho 3xTgAD de 17 meses tiene un aumento significativo 
de expresión de ICAM-1 en microglía con respecto al grupo de ratones 3xTgAD de 2 meses 
(p=0.010), y al comparar los grupos de edad de 17 y 18 meses no se obtuvo diferencia 
significativa (Tabla 4).  

Cabe mencionar que uno de los factores medioambientales que afectan profundamente la 
neuroinflamación es la edad. Durante el proceso de envejecimiento, la microglía reside en 
un estado de activación crónico de bajo nivel con una morfología distrófica (Leng, 2020). 
Además, en una publicación previa se observó un drástico aumento de la expresión de 
ICAM-1 extravascular que se produjo principalmente entre grupos de pacientes de 60 y 70 
años de edad (Miguel-Hidalgo et al., 2007). Se sabe que la edad también implica un avance 
de la patología y la acumulación de péptido Aβ tanto en humanos como en modelos murinos 
(Marchese et al., 2014; Morales et al., 2016; Oddo et al., 2003; Villarejo et al., 2017). 

Con el objetivo de descartar que el aumento de ICAM-1 y VCAM-1 era debido al 
envejecimiento, se compararon grupos de ratones WT envejecidos con ratones 3xTgAD de 
la misma edad, 17 meses para ambos sexos. Observamos que la expresión de ICAM-1 
presentó diferencias significativas, siendo el valor de porcentaje más alto en los ratones 
3xTgAD, tanto en machos (p=0.019) como en hembras (p=0.047) (Tablas 3 y 4, Figura 14). 
Estos resultados nos indican que el aumento en la expresión de ICAM-1 en las células de la 
microglía depende de la presencia de agregados de Aβ y no se debe únicamente a la edad.  
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En el análisis de inmunofluorescencia realizado en ratones hembras 3xTgAD de 17 y 2 
meses, encontramos una amplia señal de Aβ (Figura 15) en los individuos de 17 meses, 
tanto en hipocampo como en amígdala, demostrando que los ratones jóvenes utilizados no 
iniciaron la acumulación de péptido Aβ. En la literatura se ha reportado que este modelo 
desarrolla el péptido intracelularmente a partir de los 4 meses (Oddo et al., 2003), y en 
realación con las moléculas de adhesión, se encontró una mayor expresión de ICAM-1 y 
VCAM-1 en células endoteliales de ratones de 4 meses 3xTgAD a comparación del modelo 
WT (Zenaro et al., 2015). Por otra parte, se reportó que el aumento de la expresión de 
microglía en ratones 3xTgAD fue evidente a los 6 meses de edad (Belfiore et al., 2018). 
Considerando ambos resultados, es probable que la expresión de ICAM-1 en microglía 
empiece a aumentar a partir de los 6 meses de edad.  
 

Al comparar los resultados de expresión de ICAM-1 por sexo, observamos que en el grupo 
de ratones macho 3xTgAD más envejecidos (18 meses) no hay aumento significativo en 
comparación con el grupo de hembras 3xTgAD más envejecidas (20 meses). En cambio, 
comparando los grupos de ratones más jóvenes (2 meses) observamos un aumento 
significativo en la expresión de ICAM-1 de los ratones machos 3xTgAD con respecto a los 
ratones hembra 3xTgAD (p=0.034) (Tabla 5). Asimismo, en muestras de LCR de pacientes 
cursando diferentes etapas de la EA, se encontró que ICAM-1 es expresado más en hombres 
que en mujeres (Jandelize et al., 2018).  

Se han presentado informes de hembras que sobreviven más que los machos en modelos de 
ratones 3xTgAD y el modelo transgénico Hsiao (Tg2576) (Westmark et al., 2008; Freude 
et al., 2009). En el modelo 3xTgAD machos y hembras se encuentran igualmente afectados 
por placas Aβ y marañas neurofibrilares (Clinton et al., 2007) similar a lo que ocurre en 
pacientes con EA (Sandberg et al., 2001). Lo que sugiere que la sobrevivencia dependiente 
del dimorfismo sexual no se debe a la influencia de placas Aβ, sino a otro factor como la 
neuroinflamación, análogo a nuestros resultados.  

Por otra parte, en el análisis de la expresión de VCAM-1 por citometría de flujo, obtuvimos 
un aumento no significativo al comparar ratones macho 3xTgAD de 17 meses y 2 meses 
(Tabla 4, Figura 14). Contrario a lo esperado, en el caso de las hembras 3xTgAD no se 
observó diferencia entre los grupos de edad y tampoco hubo diferencia al contrastar los 
datos por sexo. Resultados similares se obtuvieron al comparar los individuos del modelo 
murino 3xTgAD con los individuos del modelo no transgénico (B6129SF2/J) de la misma 
edad (Tabla 3, Tabla 5, Figura 15).  

Anteriormente se ha reportado en la literatura un aumento de la expresión de VCAM-1 con 
la presencia de placas amiloides únicamente en células endoteliales (Jandelize et al., 2018; 
Zenaro et al., 2015; Pietronigro et al., 2019; Wennström et al., 2012). También se ha 
reportado un aumento relacionado con la edad: en un estudio se encontró que el bloqueo de 
VCAM-1 con un anticuerpo o la eliminación de su expresión en la BHC, contrarrestó los 
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efectos del envejecimiento en el plasma de pacientes y ratones envejecidos (Yousef et al., 
2019). Y en algunos estudios, se reporta expresión de VCAM-1 en microglía tras la 
exposición a estímulos agudos como lo es la exposición a LPS (O’Sullivan et al., 2010) y 
alrededor de lesiones de esclerosis múltiple (Peterson et al., 2002). Aunque en este estudio 
no se reportó un aumento dependiente de las lesiones y, al igual que con la EA, se ha 
estudiado más su expresión en las células endoteliales (Yednock et al., 1992; Serres et al., 
2011). Es posible que no hayamos visto un aumento en la expresión de VCAM-1 en 
microglía debido a que esta célula no es capaz de regular la expresión de VCAM-1 en 
presencia de agregados Aβ. 

La regulación del incremento de ICAM-1 y VCAM-1 en la microglía de pacientes con EA 
aún no se conoce del todo. Una ruta sugerida para su activación es por citocinas como TNFα, 
TGF- β, IFN- γ  e IL-1β (Ferreti et al., 2016; Frohman et al., 1989), aunque ese podría ser 
el caso de ICAM-1 y VCAM-1 solamente en células endoteliales. Entre las citosinas 
proinflamatorias que estimulan la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células gliales, 
destaca el IFN-γ ya que puede estimular su expresión tanto en astrocitos como en microglía 
(Lee y Benveniste, 1999; Shrikant et al., 1995). 

La función principal de las CAMs en el endotelio del SNC, es la migración de los leucocitos 
hacia el sitio de inflamación. Su expresión se coordina para asegurar que los procesos de 
rodamiento de leucocitos y adhesión/emigración pueden ocurrir durante varias h después 
del inicio de una respuesta inflamatoria. (Wennström et al., 2012; Granger et al., 2010). Es 
posible que las CAMs expresadas en las células gliales puedan modular la activación de las 
células T aumentando la afinidad de las interacciones célula-célula o enviando señales 
coestimuladoras a través de sus ligandos en los linfocitos (Lee y Benveniste, 1999; Gottrand 
et al., 2015). Igualmente se ha visto que funcionan como conectores hacia otras células 
cerebrales, como astrocitos, neuronas y BHE (Lee y Benveniste, 1999; Zenaro et al., 2015) 

Su potencial como biomarcador se debe a su forma soluble, la cual no se deriva de un 
splicing alternativo, sino por escisión proteolítica de la superficie celular (Hahne et al., 
1994, Lee y Benveniste, 2019; Wennström et al., 2012), con lo que se puede correlacionar 
positivamente la presencia de sICAM-1 y sVCAM-1 en LCR o plasma con la actividad de 
la enfermedad. Rentzos y colaboradores reportaron que los pacientes con EA tenían un nivel 
de sICAM-1 más alto en comparación con los sujetos control (Rentzos et al., 2004). Otro 
estudio encontró que los niveles en el LCR de ICAM-1 y VCAM-1 aumentaron durante las 
etapas de la EA, además los niveles altos de estos biomarcadores se asociaron con niveles 
aumentados de tau total en el LCR y un aumento en el riesgo de desarrollar demencia por 
EA en pacientes sin demencia (Jandelize et al., 2018). 
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La orientación terapéutica de las moléculas de adhesión celular para disminuir la 
inflamación ha resultado prometedora en enfermedades neurodegenerativas como la 
encefalomielitis autoinmune experimental, esclerosis múltiple y EA (Peterson et al., 2002, 
Wennström et al., 2012, Walker et al., 2017, Miklossy, et  al., 2006).  

A continuación se mencionan algunos ejemplos donde el blanco terapéutico fueron ICAM-
1 y VCAM-1 en la EA. La administración sistémica de anticuerpo anti-VCAM1 contrarresta 
los efectos perjudiciales en el plasma de individuos de edad avanzada en cerebros jóvenes 
e invierte los aspectos del envejecimiento, incluida la reactividad microglial y los déficits 
cognitivos, en los cerebros de ratones envejecidos (Yousef et al., 2019). La administración 
de anti-ICAM-1 en modelos animales de lesiones por reperfusión demostró un efecto 
neuroprotector (Cao et al., 2009; Kanemoto et al., 2002). La lipoxina A4 inhibió la 
estimulación inducida por IL-1β de la expresión de IL-8 e ICAM-1 en astrocitos (Decker et 
al., 2009). 

Los resultados descritos en este trabajo contribuyen a lo que se sabe sobre la expresión de 
CAMs en células gliales, aunque se necesitarán más estudios para establecer su importancia. 
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Conclusiones 
 

• Se evaluó la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 en células 
de la microglía de cerebros de ratones transgénicos de diferentes edades por 
citometría de flujo, así como en cerebros de ratones de la cepa WT. 

•  Se determinó que el aumento en la expresión de ICAM-1 en células de microglía se 
debe a la presencia de Aβ en cerebros de ratones transgénicos con patología tipo 
Alzheimer.  

• Se determinó que el género no influye en el aumento de expresión de ICAM-1. 

• No se observó aumento de VCAM-1 en la microglía de los ratones transgénicos con 
patología tipo EA. 

 
 

Perspectivas 
Se incluyen propuestas que no fue posible realizar experimentalmente y que no se 
encontraron en la literatura 

 

• Comprobar si existe diferencia detectable de la fracción soluble de ICAM-1 
(sICAM-1) en el suero de los animales. 
 

• Comprobar en diferentes cepas transgénicas con patología tipo Alzheimer los 
resultados encontrados en este estudio. 
 

• Evaluar la respuesta neuroinmunológica de los animales ante un bloqueador de 
ICAM-1. 
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