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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo y mortal que se
caracteriza clinicamente 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 patologia sea un
tema sustancial a nivel global.

La influencia de la neuroinflamacion es un evento clave en la EA y en otras enfermedades
neurodegenerativas como esclerosis multiple y enfermedad de Parkinson. La inflamacién
contribuye significativamente a la patogenia de la EA. Se caracteriza principalmente por la
activacion de astrocitos y microglia y la expresion de mediadores proinflamatorios.

Dentro de los estudios de neuroinflamacion en la EA, se ha reconocido la importancia de la
expresion de las moléculas de adhesion (CAMs): molécula de adhesion intracelular 1
(ICAM-1) y molécula de adhesion intracelular 1 (VCAM-1) como nuevas oportunidades de
tratamiento inexploradas o como biomarcadores. Sin embargo, no se ha estudiado el
aumento de la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 relacionado con la expresion de AR y la
edad en microglia de modelos animales con patologia tipo Alzheimer.

Con la finalidad de evaluar la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en células de microglia y
correlacionar su expresion con la presencia de agregados beta amiloide (AP), se utilizaron
ratones triple transgénico (3xTgAD) con patologia tipo Alzheimer y ratones Wild Type
(WT) (B6129SF2/J) de diferentes grupos de edad realizando anélisis de citometria de flujo
y de inmunofluorescencia.

En este trabajo observamos el aumento en la expresion de ICAM-1 en células de microglia
de ratones transgénicos con patologia tipo Alzheimer. En microglia de ratones WT
envejecidos, no se observo aumento, lo cual nos indica que el incremento de ICAM-1 no se
debe tinicamente a la edad, sino que es dependiente de la presencia de AP. De igual manera,
se determino que el género no influye en el aumento de expresion de ICAM-1.

Por otro lado no se observo aumento de VCAM-1 en la microglia de los ratones transgénicos
con patologia tipo EA, posiblemente porque esta célula no es capaz de regular la expresion
de VCAM-1 en presencia de agregados A. Finalmente, proponemos que se puede
comprobar en diferentes cepas transgénicas con patologia tipo Alzheimer los resultados
encontrados en este estudio.



Introduccion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comuin de demencia en los adultos
mayores. Las caracteristicas patoldgicas tipicas de la enfermedad son la presencia de placas
amiloides y marafias 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 amigdala. El hipocampo es una de las estructuras que se ven mas afectadas
y ese dafo se asocia con la pérdida de memoria, sintoma caracteristico de la enfermedad.

La hipotesis mas estudiada acerca del desarrollo de la enfermedad plantea que la agregacion
del péptido beta amiloide (AB) desencadena una cascada de procesos como la formaciéon de
las marafias fibrilares, disfuncién sinaptica, muerte celular, disfuncion de la barrera
hematoencefalica (BHE) y neuroinflamacion, lo que finalmente conduce a la demencia.

La neuroinflamacion es un mecanismo clave en las enfermedades neurologicas como
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, isquemia y EA. La neuroinflamacién se
caracteriza, entre otras cosas, por la activacion de las células gliales como la microglia y los
astrocitos. Tanto las marafias formadas por la proteina Tau hiperfosforilada como las placas
amiloides compuestas por AP pueden activar la microglia. Si eso lleva a un estado de
inflamacion crénico, puede ocasionar mas muerte celular y contribuir al avance de la
patologia.

La funcion principal de las moléculas de adhesion (CAMs), es la migracion de los leucocitos
hacia el sitio de inflamacion.

Se han descrito en el cerebro dos CAMs, pertenecientes a la superfamilia de
inmunoglobulinas (Ig): la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1). Se observd que presentan un aumento dependiente de la
presencia neuroinflamacion y de los agregados AP. La presencia de ICAM-1y VCAM-1 en
las células endoteliales cerebrales explica la invasion 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 microglia también puede
expresar CAMs, aunque su funcion en la microglia no esta estudiada de manera detallada.

Se desarrollaron modelos de ratones transgénicos con patologia tipo Alzheimer, para
estudiar los mecanismos de la enfermedad asi como evaluar diferentes tratamientos. Uno de
los modelos murinos més estudiados es el modelo triple transgénico (3xTgAD). En estos
ratones, se observan agregados de AP 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 acumulacion de agregados amiloides. Asimismo se ha observado un



aumento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en cerebros de ratones transgénicos con
patologia tipo Alzheimer, sin embargo, no se ha determinado con certeza en qué edad y en
qué fase de la patologia.

En este trabajo se utilizaran ratones 3xTgAD de diferentes edades, para evaluar la expresion
de ICAM-1 y VCAM-I en el cerebro mediante citometria de flujo. Con la finalidad de
confirmar que el aumento de la expresion de ICAM-1y VCAM-1 se asocia a la acumulacion
de AP y no que es debido a una secuela inherente del envejecimiento. Se evaluard la
expresion de las ICAM-1y 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 realizard una prueba inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-Ap.



Antecedentes

Enfermedad de Alzheimer

La EA es la causa mas 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); ademas, se pronostica que para el 2050 habrd mas adultos mayores, lo que
aumenta la poblacion en riesgo de padecer la enfermedad (World Alzheimer Report, 2016).

La demencia es un sindrome clinico caracterizado por un deterioro cognitivo global, lo que
representa un declive de funcionamiento, y estd asociada con un detrimento en las
habilidades funcionales y, en muchos casos, disturbios de comportamiento y psiquiatricos
(British Psychological Society, 2007). Existen muchas formas diferentes de demencia, la
EA es la forma méas comun y puede contribuir al 60-70% de los casos. Unicamente en
México mas 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 sintomas caracteristicos incluyen pérdida
de memoria, deterioro cognitivo y cambios de personalidad. Fue descrita por primera vez
como un caso clinico por Alois Alzheimer, donde describié que la memoria de la paciente
estaba seriamente afectada y actividades como escribir y formar oraciones le eran cada vez
mas dificiles (Stelzman et al., 1995). Varios estudios posteriores han ilustrado que la
principal caracteristica conductual de la EA presenil es un trastorno de memoria en el que
la informacion adquirida recientemente no alcanza el almacenamiento de memoria de largo
plazo debido a una pérdida anormalmente rapida 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 basicas necesarias para la vida diaria. Aunque pueden mostrar un conocimiento
reducido de los eventos actuales y recientes, también expresan una disminucién de la
concentracion y otras acciones como la capacidad para viajar solos, manejar las finanzas o
realizar tareas complejas (White y Ruske, 2002). El patréon de déficits cognitivos
tipicamente asociados con la EA se caracteriza por déficits prominentes en la memoria
episodica y semantica, con déficits adicionales, aunque algo menos prominentes, en las
funciones ejecutivas, habilidades visuoespaciales y atencion (Bondi et al., 2017).

Se observa en los cerebros de pacientes enfermos un patron simétrico tipico de atrofia
cortical que perjudica principalmente al 16bulo temporal y que respeta relativamente las



cortezas motoras, sensoriales y visuales primarias (Serrano-Pozo et al., 2011). En concreto,
las estructuras cerebrales que se ven mas afectadas por las pérdidas neuronales son el
hipocampo y la corteza entorrinal que forman parte del sistema de memoria del 16bulo
temporal mesial; la corteza entorrinal conecta la neocorteza con el hipocampo,
proporcionando a esta ultima informacion 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 aparicion de la patologia de la EA (De Toledo et al., 2000). Ademas, 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 areas de cognicion caracteristicas de la EA (Allen et al.,
2007).

Las caracteristicas principales de la enfermedad, ademés de la pérdida neuronal, son las
placas neuriticas, depositos extracelulares abundantes del péptido AP y las marafias
neurofibrilares (Serrano-Pozo et al., 2011).

El componente principal de las marafias neurofibrilares es la proteina Tau asociada a los
microtubulos, incapaz de mantener su funcién puesto que se encuentra anormalmente
hiperfosforilada y aberrantemente mal plegada. Estos cambios conformacionales,
incluyendo la acetilacion y el truncamiento de la proteina Tau conducen a su agregacion en
estructuras fibrilares dentro de las neuronas. La fosforilacion de Tau regula su actividad
para unirse a los microtubulos y estimular su ensamblaje. Se requiere un nivel normal de
fosforilacion para la funcion optima de Tau, mientras que el estado hiperfosforilado hace
que la proteina pierda su actividad bioldgica; esta fosforilacion anormal de Tau podria
deberse a la regulacion positiva de las enzimas cinasas o la regulacion negativa de las
fosfatasas (Koralova et al., 2012).

El péptido AP se produce principalmente en los endosomas y membranas neuronales por
proteolisis de la proteina precursora amiloide (APP). El procesamiento de esta proteina
puede ocurrir por dos vias: la via no amiloidogénica y la via amiloidogénica. En la primera,
la a-secretasa corta a la APP, este corte se produce en la region media de AP y produce un
fragmento N-terminal de APPa soluble (sAPPa) y un fragmento transmembranal C-
terminal (0-CTF). a-CTF después de ser escindido por la y-secretasa genera un péptido de
23-25 aminoécidos designado como p3, y como consecuencia el proceso no lleva a la
formacion de agregados amiloides. En la via amiloidogénica, la B-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 (sAPPp) y un fragmento transmembranal C-terminal (B-CTF).
El B-CTF se corta en la membrana celular por la enzima y-secretasa y genera Ap.
Dependiendo del sitio de corte de la y-secretasa, se generan dos especies principales de A:
AP0y AP42 con 40 y 42 aminoacidos, respectivamente, siendo AP42 la especie mas propensa



a agregarse. En condiciones patologicas la via amiloidogénica se incrementa, aumentandose
la cantidad de AP lo que conduce a su agregacion anormal, formando oligdmeros, 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 deposicion secuencial de AP en las regiones del cerebro
define su evolucion en cinco fases.

Neocorteza

Corteza

Nucleo
diencefalico

Nucleos del tronco
encefalico

Cerebelo y nucleos
adicionales del tronco
encefélico

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

Es importante notar que en la primera etapa, el AP se encuentra en la neocorteza. La
neocorteza es siempre la primera region en desarrollar depositos AP que aparecen al menos
10-20 afios antes que los sintomas clinicos (LaFerla et al., 2007). En la segunda etapa se
hallan depositos en la corteza entorrinal, hipocampo, amigdala, corteza insular y cingulada;
en la tercera etapa en los nucleos subcorticales. La cuarta etapa se caracteriza por la
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presencia de depositos en las estructuras del tronco encefalico, finalmente, en la quinta
etapa, los depodsitos se observan en la protuberancia y la capa molecular del cerebelo (Thal
et al., 2002).

El descubrimiento de AP y la via amiloidogénica brinddé una nueva perspectiva a las
investigaciones de la enfermedad. Gracias a su estudio se planted un nuevo enfoque en los
primeros pasos del desarrollo patolégico de la EA: la cascada amiloide, donde se propone
que los agregados A desatan una serie de eventos que derivan en la neurodegneracion. Los
oligdbmeros AP son mas toxicos que cualquier otra forma de AP, por lo que se cree que los
oligdbmeros son los responsables de desencadenar la cascada amiloide que se caracteriza por
disfuncion del proteasoma, dishomeostasis de calcio, una reduccion en el consumo de
oxigeno por acumulacion de AP en mitocondria, la fosforilacion y agregacion anormal de
Tau, la disfuncion sinaptica, muerte celular y pérdida de la memoria. (Jack et al., 2010;
Huang et al., 2020; LaFerla et al., 2007).

Ademas de los péptidos AP 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 como se relaciona AP con las
estructuras celulares se observo la capacidad de AP de unirse a diversas biomoléculas,
incluidos lipidos, proteinas y proteoglicanos. Se ha estudiado la union de las diversas formas
de AP a la membrana plasmatica y se identificaron varios transportadores de AP putativos,
por ejemplo, AP se une al receptor nicotinico de acetilcolina a7 (a7nAChR) con alta
afinidad, y se ha demostrado que esta uniéon da como resultado la internalizacion del
receptor y la acumulacion de A intracelularmente (LaFerla et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, una de las peculiaridades que tiene AP es que los
oligbmeros AP, que se producen principalmente de forma extracelular, pueden unirse a
multiples receptores en la superficie de la membrana neuronal (LaFerla et al., 2007) e
interferir con las vias de sefializacion 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 ultima
instancia muerte celular (Huang et al., 2020).
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Neuroinflamacion en la enfermedad de Alzheimer

La neuroinflamacion se define como la activacion del sistema inmunoldgico innato del
Sistema Nervioso Central (SNC), y su funcién principal es proteger el SNC contra
agresiones, dafios, lesiones o enfermedades infecciosas. Es una respuesta compleja que
implica una serie de cambios celulares y moleculares, el reclutamiento de células
inmunitarias periféricas, la induccion de algunas vias de sefalizacion intracelular y la
liberacion de mediadores inflamatorios en el cerebro (McGeer et al., 2013).

Las principales células del sistema inmunitario innato en el cerebro son la microglia. La
funcién microglial es normalmente protectora, implicada en diversas funciones como la
fagocitosis de patogenos invasores y la eliminacion de desechos de proteinas mal plegadas,
la homeostasis celular, la plasticidad sinaptica y la reparacion de tejidos. Sin embargo, la
microglia activada cronicamente se asocia con desérdenes neuroldgicos como la EA, la
enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple 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 AP
(Ahmad et al., 2018).

La acumulacién de oligdbmeros y fibrillas AP en el parénquima cerebral y los vasos
sanguineos promueve la migracion y activacion 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 AP como el receptor de productos
finales de glicacion avanzada (RAGE), lo que causa una respuesta inflamatoria crénica 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 AP provoca la activacion de la microglia y astrocitos a través de los TLR
2, 4y 9 (Soto-Rojas et al., 2015; Leng et al., 2020). Cuando las células microgliales se
activan, producen moléculas que pueden ser neurotoxicas y se ubican estratégicamente en
las proximidades de las placas amiloides. Esta cascada proinflamatoria generada por la
activacion de la microglia da como resultado la liberaciéon de moléculas citotoxicas como
las interleucinas (IL-1 a, IL-1 B, IL-6, IL-10, IL-12, IL-16, IL-23), factores de crecimiento
(factor de crecimiento transformante beta, TGF-f§), quimiocinas, metaloproteinasas (MMP-
2, MMP-3, MMP-9), eicosanoides (prostaglanidnas, leucotrieno C4, catepsinas By 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).

Ademas, a medida que se acumulan especies de amiloides toxicas, simultdneamente las
marafas neurofibrilares se acumulan en las neuronas estresadas o dafiadas, lo que también
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induce a la microglia a un estado inflamatorio y destructivo (Benveniste et al., 2001; Zhang
et al., 2015). Este proceso da lugar a un circulo vicioso de activacién de la microglia y
liberacion de moléculas pro-inflamatorias, que acaba por deteriorar a la microglia y que
afecta a las demas células residentes del SNC (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas). Al
perpetuarse este estado durante un periodo prolongado, la microglia adopta un fenotipo
distrofico parecido al "agotamiento", que se cree que es irreversible (Heppner et al., 2015).

Cabe senalar que algunos aspectos de la funcion de la microglia pueden ser beneficiosos,
ya que la microglia activada puede reducir la acumulacién de AP al aumentar su fagocitosis,
supresion y degradacion (Heneka et al., 2010). La liberacion 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
produccion de neuroinflamacidon, que parece ser un biomarcador temprano, contribuye
significativamente a la progresion de la EA (Ahmad et al., 2018; Heneka et al., 2010;
Marttinen et al., 2018; Soto et al., 2015).

Desregulacion inmunologica en
EA
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Figura 2. Representacion de la posible influencia de la microglia en la neuroinflamacion,
muerte neuronal y neurodegeneracion durante la patologia de la Enfermedad de Alzheimer
(EA). Adaptado de Ahmad et al., (2018). Se observan depositos de Beta amiloide (Ap),
disrupcion de la Barrera hematoencefalica (BHE) y liberacion de citosinas como. Factor
de necrosis tumoral o. (TNF a), Interleucina (IL), Especies reactivas de Oxigeno (ROS),
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p).
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Moléculas de adhesion ICAM-1y VCAM-1

Las CAMs, son proteinas transmembranales con una cola citoplasmatica, lo que les permite
ser receptores celulares funcionales con la capacidad de transducir sefiales al interior de las
células después de su interaccion con sus ligandos, desencadenando diferentes eventos
funcionales celulares como la expresion génica, cambios fenotipicos de induccidon y/o
sobreexpresion de determinadas moléculas en la membrana celular, y por lo tanto, cambios
en el estado de activacion de la célula. Las interacciones entre las células y la matriz
extracelular (MEC) son cruciales para los procesos que controlan la proliferacion,
activacion, migracion y supervivencia celular (Macias, 2006).

Las CAMs desempefian un papel fundamental en la migracion, extravasacion y activacion
de los leucocitos en la inmunovigilancia, en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en

los mecanismos que intervienen en la respuesta inmune celular (Macias, 2006; Barreiro et
al., 2009).

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

Moléculas de
adhesién

Moléculas de
Selectinas Integrinas Cadherinas adhesion tipo
Inmunoglobulina

Involucrados en los
=l PAsos iniciales de la
cascada de adhesidn

Receptores o
ligandos de varias
células

Comunicacion con la Uniones
matriz extracelular intercelulares

Figura 3. Representacion esquemdatica que resume las caracteristicas de las cuatro familias
de las moléculas de adhesion, imdagenes 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 adhesion de leucocitos, el receptor de
autodisparo de linfocitos (L-selectina), la molécula de adhesion de leucocitos endoteliales
(E-selectina) y el granulo externo dependiente de la activacion de plaquetas (P-selectina).
Todas las selectinas interactian 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 liquido cefalorraquideo (LCR) y parecen reflejar el estado de activacion de las
células originarias (Barreiro, 2009; Macias, 20006).

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 citosolicas (NRTK) y proteinas del citoesqueleto (CSK), que forman
complejos de adhesion focal (FAC). Estos complejos se asocian con el citoesqueleto de
actina y multiples vias de sefalizacion que involucran procesos como la supervivencia
celular, la inflamacion y la angiogénesis (Barreiro, 2009; Macias, 2006).

Las cadherinas participan en las uniones intercelulares de tipo adherentes, en particular las
subfamilias clasicas 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 clasicas juegan un papel
crucial en la plasticidad neuronal y la sinaptogénesis. Las funciones de las cadherinas
cléasicas estan mediadas por un complejo que se forma entre la cola citoplasmatica de la
cadherina y las cateninas citosolicas, que estan vinculadas al citoesqueleto de actina. Al

igual que las otras CAMs, las cadherinas son sensibles al desprendimiento proteolitico
(Macias, 2006).

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

Varios miembros de Ig-CAM parecen ser especificos del tejido nervioso donde desempefian
funciones vitales, por ejemplo, en la neurogénesis, la elongacion de neuritas y la plasticidad
cerebral. Ademas, 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
(Wennstrom et al., 2012).

El proceso de extravasacion estd 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 extravasacion se inicia por la adhesion de los leucocitos al
endotelio por laminacion mediada por selectina y dependiente de integrina. A esta adhesion
le sigue la propagacion, el rastreo y la migracion transendotelial real del leucocito. Varios
estudios han demostrado que las interacciones leucocito-endotelio van acompafiadas de
cambios en los niveles de calcio intracelular, la organizacion del citoesqueleto de actina
endotelial y la fosforilacion de la cinasa de cadena ligera de miosina. La evidencia de que
esta sefializacion es iniciada Ig-CAM proviene de estudios que muestran reordenamientos
citoesqueléticos endoteliales, fosforilacion de proteinas y activacion de factores de
transcripcion sobre ICAM-1 o VCAM-1 reticulacion. (Van Wetering et al., 2003).

ICAM-1y VCAM-1

ICAM-1 es una glicoproteina inducible de la superfamilia de Ig que contiene cinco dominios
distintos similares a Ig, un dominio transmembranal y una cola citoplasmatica corta. Fue
descrita por primera vez como ligando de antigeno 1 asociado a la funcidn 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 expresion aumenta en
presencia de IL-1 e interferon (IFN). En este mismo estudio se sugiri6 que el rol de ICAM-
1 era el de adhesion 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 adhesion celular de los leucocitos; ademas el dominio D1 esta asociado a
otras funciones de ICAM-1 como receptor de un gran grupo de rinovirus humano (Bella et
al., 1998).

Posteriormente, se descubrieron mas funciones de ICAM-1, ya que se asocié como un
ligando para Mac- 1 (CD11b / CD18), y se reportd su participacion en el desarrollo y
funcién de las células T reguladoras (Gottrand et al., 2015).

La primera vez que se asocié a ICAM-1 con la EA fue en un estudio de 1991, donde
observaron que la expresion de ICAM-1 se encontraba alrededor de las placas neuriticas,
sin embargo, este estudio descarté que ICAM-1 se expresara en la microglia (Frohman et
al., 1991). Tiempo después se sugirié que ICAM-1 se expresaba en los astrocitos porque
también observaron expresion cerca de las placas en cerebros post-mortem (Akiyama et al.,
1993). Posteriormente, se descubrid que después de una lesion en la corteza entorrinal de la
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rata, la microglia con criterios morfoldgicos de activacion expresa ICAM-1 (Hailer et al.,
1997).

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de la EA, y se observa un aumento
dramatico de ICAM-1 extravascular (asociado con astrocitos inmunorreactivos a proteina
acida 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 demostrdé que estos agregados
inmunorreactivos de ICAM-1 estan en su mayoria ausentes en individuos de control sin
demencia, incluso en presencia de inmunoreactividad vascular normal de ICAM-1 (Lee y
Benveniste, 1999).

La asociacion directa entre ICAM-1 y la neurodegeneracion aun no se ha estudiado a
profundidad. Sin embargo, hay estudios que reportan que los niveles mas altos de ICAM-1
aumentaron el riesgo de desarrollar demencia por EA en pacientes sin demencia. Los autores
concluyeron que la neuroinflamacion y la disfuncidon cerebrovascular son eventos
tempranos que ocurren en las etapas pre-sintomaticas de la EA y contribuyen a la progresion
de la enfermedad; por lo que se esperaria que también la microglia comience a expresar
ICAM-1 una vez que aumenten los niveles de AP 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 area de las superficies luminal y laterales y se secretan en forma constitutiva o inducida.
VCAM-1 es un factor de adhesion significativo de células inmunocompetentes, se regula
positivamente en el endotelio en respuesta a la inflamacion en todo el cuerpo, donde facilita
la union de leucocitos, y la migracion a los tejidos, principalmente de linfocitos, a través del
receptor de integrina a4fl (VLA-4), también conocido por sus siglas en inglés como
antigeno-4 muy tardio (Shimizu et al., 1992; Yousef et al., 2019).

La molécula de VCAM-1 tiene una estructura caracteristica de CAM andloga a ICAM-1
(Pepinsky et al., 1992); y de manera similar a ICAM-1, los factores que aumentan la
expresion de este tipo de CAMs incluyen citocinas proinflamatorias como TNFa (factor de
necrosis tumoral o), IL 1P e INFy, 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 ateroscleroticas en los
vasos sanguineos, se puede explicar que se observe un aumento dependiente de la edad en
la expresion de VCAM-1 (Huang et al., 2015). Sin embargo, cuando se compararon grupos
de ratones WT contra ratones transgénicos con patologia tipo Alzheimer, se observd que
VCAM-1 es regulado positivamente solamente en los cerebros de modelos de animales con
patologia tipo Alzheimer (Pietronigro et al., 2019).
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VCAM-1 en venas y arterias inflamadas y activadas envia sefiales al parénquima cerebral,
lo que puede inducir la activacion de la microglia (Yousef et al., 2019). Anteriormente se
consideraba que la molécula se expresa unicamente en el endotelio de la BHE, sin embargo,
en enfermedades neuropatologicas como lo es la esclerosis multiple, la microglia puede
expresar VCAM-1 (Peterson, 2002), y también en respuesta a estimulos agudos como la
exposicion a lipopolisacarido (LPS) (O’Sullivan et al., 2010).

Se ha reportado que tanto ICAM-1 como VCAM-1 aumentaron su expresion en la microglia
en la EA durante las etapas preclinica y prodromica. Ademads, se observéd que este aumento
se encuentra relacionado con la aparicion de Tau fosforilada y estd asociado con el deterioro
cognitivo y un mayor riesgo de posteriormente desarrollar EA (Janelidze et al., 2018).
También, se reportd que ICAM-1 y VCAM-1, se expresan en la microglia cuando esta es
sometida a estimulos inflamatorios cronicos, como lo es la EA, sin embargo, ain no se
caracteriza el papel fisioldgico de la expresion 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 microglia, el primero es la extravasacion y migracion de leucocitos, como su
funcidén conocida en el endotelio y los astrocitos, y el segundo es la presentacion de
antigenos, como se ha visto en algunos macrofagos (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 aparicion, la velocidad de progresion y el desarrollo de la patologia son muy
variables entre pacientes y, como se establecid anteriormente, la presencia y cantidad de las
diferentes especies de AP es critica porque cada especie tiene una tasa de agregacion
diferente y preferentemente forman diferentes especies agregadas (Drummond et al., 2017;
Huang et al., 2020).

El uso de animales con fines cientificos es una practica que se ha utilizado por bastante
tiempo debido a las notables similitudes anatomicas y fisiologicas entre humanos y
animales, particularmente mamiferos. Los mayores desafios que enfrenta la investigacion
biomédica moderna se centra en enfermedades multifactoriales como cancer, enfermedades
cardiovasculares,  consecuencias  patoldgicas 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 aparicion
temprana causados por mutaciones autosomicas dominantes en APP, PSEN1 o PSEN2,
todos los modelos transgénicos principales expresan estas formas mutadas de APP y
PSENI. 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 patolégicos, solamente para el
estudio de la EA se han desarrollado mas de 100 lineas murinas genéticamente modificadas
(Jankowsky y Zheng, 2017). Una de las lineas 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
PSENImis6v, este Ultimo expresa la presinilina 1(PSEN1) mutada. Ambos alelos son
asociados con una mayor produccion y secrecion de APso y AP42 en la EA familiar. Por
ultimo, esta cepa contiene la mutacion tauesoiL asociada con la patologia de maranas de Tau
humana. Gracias a estos tres alelos mutantes, los ratones transgénicos desarrollan los rasgos
patologicos mas importantes: agregados amiloides y marafias neurofibrilares (Oddo et al.,
2003).

Los ratones 3xTg-AD tienen los siguientes antecedentes genéticos: B6; 129, 129S4 o
C57BL / 6J-congénico Los ultimos se utilizan a menudo debido a su vigor hibrido, como
fondo para algunas mutaciones deletéreas, para el trasplante de tejidos, para determinar el
modo de herencia y para crear o mejorar la expresion de enfermedades poligénicas (The
Jackson Laboratory; Belfiore et al., 2019).
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La edad de aparicion y el desarrollo de la acumulacion 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).

3-4 meses
AB intracelular en la neocorteza

6 meses
Depositos extracelulares AP en la neocorteza

12 meses

Depositos celulares AP 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 (Af)

Analogo a lo que sucede en humanos (Ver Figura 1), este estudio seiala que la aparicion
de AP 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 depositos.

Este modelo se considera como uno de los méas completos porque permite una mejor
visualizacion de la patologia, su transcurso y sus implicaciones, ya que también se han
podido observar respuestas como desarrollo temprano de la desregulacion inmunologica en
ratones 3xTgAD, incluso a nivel sistémico, produccidon de especies reactivas de oxigeno,
entre otras (Marchese et al., 2014; Oddo et al., 2003).
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Planteamiento del problema

Se ha demostrado la relacion de expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales y
microglia durante la EA en modelos tanto in vitro como in vivo, y se ha reconocido su
importancia como marcadores de neuroinflamacion. Sin embargo, no se ha estudiado la
relacion que existe entre el aumento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, con la
expresion de AP y la edad en modelos animales con patologia tipo Alzheimer.

Al evaluar ratones 3xTgAD con patologia tipo Alzheimer de diferentes grupos de edad, se
espera determinar en qué edad comienza el aumento en la expresion de ICAM-1 y VCAM-
1 en células de la microglia y su correlacion con la presencia de agregados amiloides A.

Objetivo general

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

Objetivos particulares

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

2. Comparar la expresion de [CAM-1 y VCAM-1 entre ratones transgénicos y ratones
Wild Type.

3. Correlacionar la expresion de moléculas de adhesion con la presencia de agregados
amiloides.
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Procedimiento Experimental

Metodologia

Ratones

En el presente estudio utilizamos ratones transgénicos homocigotas B6; 129-
Psenl<tm1Mpm>Tg (APPSwe tauP301L1Lfa/] (3xTgAD), con fondo genético
B6129SF2/], y controles hibridos B6129SF2/J, obtenidos de la cruza C57BL/6J (B6) y
129S1/SvimJ (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 periodos 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
tomees
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

Preparacion de tejidos

Se anestesio a los ratones por inhalacion de Sevofluorano (Abbot Lab), rapidamente se les
realizé una perfusion cardiaca ventricular con una solucion amortiguadora de fosfatos con
glucosa (GKN) a 4°C y se disecto el cerebro. Un hemisferio se colocd en una caja Petri
sobre hielo y se pico con una navaja, en seguida el tejido se homogenizo6 entre dos mallas
de 75 umy se resuspendi6 en una solucién amortiguadora de fosfatos con glucosa-albumina
de suero bovino (GKN-BSA) a 4°C. Se centrifugé a 400 g por 10 min a temperatura
ambiente y se resuspendio el pellet con 10 mL de solucion de digestion 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 agitacion se detuvo la reaccion con 45 mL de GKN-
BSA a 4°Cy se centrifug6 a 400 g por 10 min.
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Citometria de flujo

Se resuspendid el pellet obtenido en 4 mL de Percoll (Sigma) isoténico al 30% y se deposito
sobre 4 mL de percoll isotonico al 70%, y finalmente se depositaron 2 mL de la solucion de
GKN/BSA 0.2%. Se centrifugd 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 centrifugd por 7 min a 500 g
a 4°C, después se resuspendio el pellet con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos de
Dubesco (dPBS)-Facs (dPBS/5%SFB/0.02%NaN)), se centrifugé a 500 g, 5 min a 4°C y se
resuspendi6 en 100 pL del cocktail de bloqueo (anti CD16/CD32) dilucién 1:100. Se incubd
con la solucidn de bloqueo por 15 min, se realizaron dos lavados y se procedi6 a marcar con
el cocktail de tincion con anti-CD54 Alexa Fluor (AF) 488 (ICAM-1) (Biolegend)/ anti-
CD106 PE (VCAM-1) (Biolegend) / anti-F4-80 PE-Cy5 (microglia) (Biolegend) por 20 min
a 4°C. Se detuvo la reaccion con 1mL de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)-Facs.
Por ultimo, 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 citometro Attune Next (Life Technologies).

Inmunohistoquimica

El otro hemisferio de los cerebros de ratones transgénicos 3xTgAD se fij6 con una solucién
de paraformaldehido al 4% por 24 h a 4°C. Posteriormente se deshidrataron en una solucion
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 congelacion
con un cridstato (Kedee, KD2850) obteniendo cortes coronales de 30 um de grosor a -1.6
mm del bregma. Se incubd cada tejido individualmente en agitacion en 500uL de Tris
Solucion amortiguadora Salino (TBS) 1x a temperatura ambiente por 5 min, luego se realizo
la exposicion de epitopos con S00uL de amortiguador de citratos (acido citrico 0.1M, Tween
20 al 0.05%, pH 6.0) durante, 30 min a 60°C. Posteriormente se lavaron los tejidos en
agitacion con 500uL TBS 1Ix por 5 min a temperatura ambiente, a continuaciéon se
permeabilizaron en agitacion con 500 pL de TBS A (TBS1X/Triton X-100 0.1%) por 15
min, se llevo a cabo el bloqueo en agitacion con 500 pL. de TBS B (TBS1X/A/BSA 2%)
por 20 min y, finalmente se agregaron 100 pl de anticuerpo primario, en este caso Bam10
(anti-A-B42) (Sigma-Aldrich) en diluyente de anticuerpos (TBS A/Suero Normal de Cabra
5) toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron los cortes subsecuentemente con 500 puL de
TBS 1x, TBS A y TBS B, por 5 min en agitaciéon. Se agregaron 100 uL del anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo AF 594 (Invitrogen) en diluyente de anticuerpos, se
incubaron 1 hora en agitacion y se lavaron subsecuentemente con 500 pL de TBS 1x, TBS
A y TBS B, respectivamente por 5 min en agitacion. El tejido se inmovilizd sobre un
portaobjetos, se agregd medio de montaje VectaShield (Vector Labs) y se colocd un
cubreobjetos. Las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio de epifluorescencia
Nikon 15 y las fotos se tomaron con una camara Olimpus DP71 usando el Software DP
Controller 3.2.1.276.
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Analisis estadistico

Se utililizé la prueba t de Student para calcular la existencia de significacion estadistica,

determinada a un valor de p< 0.05. Los andlisis estadisticos se realizaron con el software
SigmaPlot (version 12.0).
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Resultados

Evaluacion de la expresion de ICAM-1 v VCAM-1 en la microglia en cerebros
de ratones con 3xTgAD v ratones Wild Type

Con la finalidad de evaluar la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en microglia, se realizaron
experimentos de citometria de flujo utilizando células de ratones transgénicos 3xTgAD y
ratones WT. Las células obtenidas del gradiente utilizado para enriquecer la fraccion que
contiene microglia, 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 poblacion 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 grafico
que muestra la poblacion obtenida de las células seleccionadas en A delimitadas como
Singlets para descartar lecturas que incluyan mas de una célula.

A) M- B)  im
< 800K 800K
kS <
5 g ]
E: - £ 600K+
2 600K Poblacion | |c_Eu 1
s 30.7% : :
& | = 1
¥ 400K G 400K
o 1 [
]
ux]
200K 4 200K
1 » R Singlets
i Poblacién 017
0 — —

0 200K 400K BO0K 800K ™
FRim-H- Tamann-H

0 200K 400K GO0K  BO0K ™
FSC-A Tamana-A

Figura 5. Identificacion de células de la microglia A) Poblacion total de células B)
“Singlets .

-25-



Posteriormente, de la poblacion Singlets fue seleccionada la subpoblacion de células
F4/80+. Se seleccion6 F4/80 en el eje horizontal (eje X) del grafico Dot plot, de modo que,
los eventos en el cuadrante 2 (Q2) expresan F4/80 (F4/80 positivos). Los demas cuadrantes

no expresan F4/80 (F4/80 negativos).

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

18 meses 18 meses 17.5 meses
e g w5 6 m-05 05
75.0% b 25.0% BBS% 1 11% T9.8% 20,2%
.
- o0 25.0% L Lo 11.1% 202%
< . <
2 % 5
5 J
I B £ aoox | H
[ [ &
< -« :
RS & 400k &
& . ®
; 2
200K ) 200K 4.5
oF o o7 of o7
)g o 10.00% 0,00% » 0,00% i 0.00%
- AR NI AR IAE R R R 2 IR
= 100 107 107 100 100 100 10 10 100 10 100 100 100 10 m‘ w wg 10 10 1Ds w?
-
= CompYL3-A:FABDA Comp-YLIAC F4 80-A Comp-YL3A: F4 B0-A
17 meses 17 meses 2.5 meses 1.5 meses
R [ o8 a6 o8 G6 s [
84,6% 15.4% 7.2% 128% 80.0% 200% 75.5% 5%
200K 15.4% 12 8% a00k | X 20.0% 800K s 24 3%
% - < e ke i
2 2 H wh H 4.k
E 600k ~ % ] £ 600k
& 2 & i
< * « b
@ 400k a I k) 4ok 4
- - B
& I
200K 75 200K+
as ar a7
or o8y a7
o 1000 | 0.00% 0,00% 0.00%
T AR A S s Rour R g et A e Aatah
107 10 107 107 107 107 10 1° 107 107 107 107 16710 100 10" 107 100 107 10" 10 100 107 107 100 107 10”10
COmPYLIAC e 804 COmp-YL-A F4 B-A CompYLI-A- Fd BO-A Comp-YLI-A F4 80-A

F4/30

Figura 6. Expresion del marcador de microglia (F4/80) en células de cerebros de Ratones
Triple Transgénico (3xTgAD) hembra de 16 a 20 meses.
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Figura 7. Expresion del marcador de microglia (F4/80) en células de cerebros de ratones
Ratones Triple Transgénico (3xTgAD) hembra de 2 meses.
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Figura 8. Expresion del marcador de microglia (F4/80) en células de cerebros de Ratones
Triple Transgénico (3xTgAD) macho de 18 a 2.5 meses.
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Figura 9. Expresion del marcador de microglia (F4/80) en células de ratones machos y
hembra de la cepa B6129SF2/J (WT) de 17 y 17.5 meses.




Para evaluar la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 dentro de la poblacién de microglia se
selecciond el subgrupo celular llamado “Microglia”. Se identifico 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 inicamente VCAM-1 positivo y el cuadrante
4 (Q4) es negativo para ambos.

Los graficos resultantes se muestran en las figuras: Figura 10, Figura 11, Figura 12 y Figura
13, dependiendo de la cepa, sexo y edad.
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Figura 10. Expresion de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglia de Ratones Triple Transgénico
(3xTgAD) hembra de 16 a 20 meses

-28-



ICAM-1

2 meses 2 meses
3 [ [H ol ] w
% Yiars LRI " 120mm 0.28M%
[
Id"- 10 1
< s
}_ 1 4 § " 1
o' 2w
5 5
3 .0 -
P Eol
g . ok 3 Ty
e
se' Jou . o3 1a' Jas : 5]
41,08 101% Yoesn 1.15%
i — — —

Ty
AT IIRINE T N
LU T L | AT

CompeTLI-A- VEAMA

- T ;
w0 10 100 10t 10 10

CompYL1-AL VCAM-A

Comp-BLI-AC ICAM-A

2 meses
T {or a2
% Yrain 0.00%
¢
1%
I05-|
'
19
I0’1
y R
10 o TR
o' Jou o
9%.0% 1.2%%
— iy
' 1t 0’ :‘ 10° 1% 10’

Comp-YLI-A- VEAMA

VCAM-1

Figura 11. Expresion de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglia de Ratones Triple Transgénico
(3xTgAD) hembra de 2 meses
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Figura 12. Expresion de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglia de Ratones Triple Transgénico
(3xTgAD) macho de 2.5 a 18 meses.
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Figura 13. Expresion de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1) en células de la microglia de ratones machos y hembra de
la cepa B6129SF2/J (WT) de 17 y 17.5 meses.

En la Figura 14, se encuentran graficos que sintetizan los resultados de las citometrias de
flujo realizadas. Se agruparon y promediaron los datos de acuerdo con la edad de los
animales para poder comparar las diferencias en la expresion.
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Figura 14. Promedios de los porcentajes de expresion de de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-
1) (arriba) y y molécula de adhesion 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 graficas de la expresion de [ICAM-1: como se observa en
la grafica de los datos de los ratones 3xTgAD, se tiene que la expresion de ICAM-1 va
aumentando conforme se incrementa la edad.

En el caso de las hembras, la diferencia de la expresion de ICAM-1 en microglia entre los
17 y los 20 meses es minima, 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 expresion de ICAM-1
de los 20 meses de las hembras.

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

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

Se realizd un andlisis estadistico 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 eligio como p<0.05. Los resultados se
muestran en las Tablas 3,4 y 5.

Tabla 3. Analisis del porcentaje de células de cerebro que expresan molécula de adhesion
intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1) en ratones

hembras
Grupos retados [CAM-1 VCAM-1
up % P % P
20 meses Ratones Triple Transgénico
(3xTgAD) contra oo a0 0749 2955957 0.005
17 meses 3xTgAD T T

17 meses 3xTgAD contra 10.88+£2.56 0716 3.97+£1.35 0.796

16 meses 3xTgAD 10.27+2.16 3.74x1.21
16 meses 3xTgAD contra 10.271£2.16 0.001 3.74x1.21 0.995

2 meses 3xTgAD 2.09+0.26 ' 3.73+3.13
17 meses 3xTgAD contra 17 meses Wild 10.88+£2.56 0.047 3.97+1.35 0.381

Type (WT) 5.79 £0.95 ’ 5.07£0.91

Los valores que expresan una diferencia significativa estan resaltados en negritas.
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Tabla 4. Analisis del porcentaje de células de cerebro que expresan molécula de adhesion
intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1) en ratones machos

Grupos retados ICAM-1 VCAM-1
% p % p
18 meses Ratones Triple Transgénico
(3xTgAD) contra 193'2602534930 0.152 ﬁgﬁ'gi 0.727
17 meses 3xTgAD U D
17 meses 3xTgAD contra 9.20+1.43 0.010 4.50+1.74 0.085
2.5 meses 3xTgAD 2.88+0.16 1.15+0.54 '
17 meses 3xTgAD contra 17 meses Wild 9.20+1.43 4.50+1.74
Type (WT) 5.1311.65 0.019 5.39 0.361
T +1.00

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

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

v hembras.
Grupos retados o/tI)CAM-1 b O)O/CAM-1 b
20 meses Ratones Triple Transgénico
11.53+0.48 2.08+0.59
(3xTgAD) hembra ;:7;);7573018 meses 3xTgAD 13.62+3.90 1.000 38342 28 0.667
17 meses 3xTgAD hembra contra 17 meses | 10.88+2.56 0.345 3.97+£1.35 0.643
3xTgAD macho 9.20+1.43 ' 4.50£1.74
2 meses 3xTgAD hembra contra 2.09+0.26 0.034 3.73+3.13 0.353
2.5 meses 3xTgAD macho 288+0.16 1.15£0.54 ™
17 meses Wild Type (WT) hembra contra 5.39
17 meses WT macho 5.79 £0.95 £1.00
5131165 0038 539 0677
+1.00

Los valores que expresan una diferencia significativa estan 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, asi 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, asi como en ratones machos
3xTgAD y WT de 17 meses.
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Analisis de la presencia de agregados amiloides por inmunofluorescencia

Con el objetivo de detectar la presencia de agregados AP, se realizd una tincién por
inmunofluorescencia en hipocampo y amigdala en ratones 3xTgAD hembra de 18 meses y
ratones 3xTgAD hembra de 2 meses. Para esta tincidn se utilizé como anticuerpo primario
un anticuerpo anti-Ap producido en conejo y como anticuerpo secundario se utilizé un
anticuerpo anti-IgG de conejo AF 594, por lo que se observa A extracelular en color rojo,
mientras que en azul se aprecia el marcaje a los nucleos 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 amigdala, mientras que los ratones de 2 meses
no muestran expresion.

A continuacion en la Figura 15 se muestran las imagenes obtenidas.

Hembra 17 meses Hembra 17 meses Hembra 2 meses Hembra 2 meses

Hipocampo

200 pm 200 pm

200 pm 200 pm

Figura 15. Andlisis de la presencia de agregados amiloides por inmunofluorescencia de
dos ratones transgenicos 3xTgAD hembra de 17 meses y dos ratones transgenicos 3xTgAD
hembra de 2 meses, AP en color rojo y niicleos de células en azul.
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Discusion

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 anos. El
riesgo se incrementa con la edad (Villarejo et al., 2017), y esto hace que el estudio de la
patologia sea un tema sustancial a nivel global. Como otras enfermedades
neurodegenerativas, se trata de una condicion multifactorial y es necesario considerar todas
las implicaciones de la patologia (Morales et al., 2016; Kolarova et al., 2012)

La influencia de la neuroinflamacién es un evento clave en las enfermedades
neurodegenerativas como esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson y EA (Morales et
al., 2016). La inflamacidon contribuye significativamente a la patogenia de la EA. La
generacion y secrecion de mediadores proinflamatorios puede interactuar en multiples
niveles con el mecanismo neurodegenerativo (Ahmad et al., 2018; Heneka et al., 2010).
Incluso se demostrd6 que los cambios inmunologicos observados en ratones jovenes
3xTgAD son consistentes con la evidencia clinica sobre una mayor produccion de citocinas
proinflamatorias (Marchese et al., 2014).

La microglia es el principal representante del sistema inmunologico en el SNC. Este tipo de
célula puede detectar patdgenos extrafios o nocivos y desencadenar su propia activacion y
la generacion de procesos neuroinflamatorios a través de la fagocitosis, la liberacion de
citosinas y la expresion 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 neuroinflamacion en la EA, se ha reconocido la importancia de la
expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 como nuevas oportunidades
de tratamiento inexploradas. Cuando se utilizan como biomarcadores, pueden ser valiosas
herramientas para permitir el seguimiento clinico de la inflamacion relacionada con la EA
y sus complicaciones e incluso dar seguimiento a la respuesta al tratamiento (Wennstrom et
al 2012). Aunque el papel exacto de las células inmunes circulantes en la patogénesis y la
progresion de la EA no se comprende completamente, hay evidencia de que las CAMs
juegan un papel en el metabolismo de  amiloide, la plasticidad celular, la sefializacion, la
neuroinflamacién y los cambios vasculares (Leshchynska y Sytnyk 2016; Pietronigro et
al.2016). Debido a la participacion de ICAM-1 y VCAM-1 en la patogénesis de la EA, se
convierten en posibles factores de riesgo genético. Un estudio en la poblacion eslovaca
encontrd que un polimorfismo en el gen ICAM1 muestra una asociacion significativa con
una mayor gravedad del deterioro cognitivo en la EA (Shawkatova et al., 2019).
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La mayoria de los estudios sobre ICAM-1 y VCAM-1 durante la EA giran en torno a su
expresion en las células vasculares y su relacion con la disrupcion de la BHE (Dietrich et
al., 2002; Soto et al., 2015; Zenaro et al., 2015; Bowman et al., 2018). Cuando se observo
que estas CAMs estaban asociadas con placas seniles en la EA, se atribuy6 su expresion a
los astrocitos y su funcion como ligando de LFA- 1 para activar a la microglia (Akiyama et
al., 1993; Frohman et al., 1991). Incluso recientemente se encontré que SICAM-1 derivada
de células madre de cordon umbilical humano disminuye las placas de AP in vivo,
induciendo la expresion de una enzima degradante en microglia a través de la via de
sefnalizacion sSICAM-1 / LFA-1 (Kim, J.-Y, 2011). Ademas de las células endoteliales y
astrocitos, [CAM-1 y VCAM-1 unidas a membrana, se expresan también en las células de
la microglia (Lee y Benveniste, 1999; Hailer et al., 1997).

En este estudio observamos un aumento en la expresion de ICAM-1 en microglia 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 si, se observa un ligero aumento, sin embargo, no se
encuentran diferencias significativas (Tabla 3, Figura 14). Andlogo a la situacién de las
hembras, el grupo de ratones macho 3xTgAD de 17 meses tiene un aumento significativo
de expresion de ICAM-1 en microglia 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
neuroinflamacion es la edad. Durante el proceso de envejecimiento, la microglia reside en
un estado de activacion cronico de bajo nivel con una morfologia distréfica (Leng, 2020).
Ademas, en una publicacion previa se observo un drastico aumento de la expresion de
ICAM-1 extravascular que se produjo principalmente entre grupos de pacientes de 60 y 70
anos de edad (Miguel-Hidalgo et al., 2007). Se sabe que la edad también implica un avance
de la patologia y la acumulacion de péptido AP 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 expresion de ICAM-1
presento diferencias significativas, siendo el valor de porcentaje més 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 expresion de ICAM-1 en las células de la
microglia depende de la presencia de agregados de AP y no se debe Unicamente a la edad.
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En el andlisis de inmunofluorescencia realizado en ratones hembras 3xTgAD de 17 y 2
meses, encontramos una amplia sefial de AP (Figura 15) en los individuos de 17 meses,
tanto en hipocampo como en amigdala, demostrando que los ratones jovenes utilizados no
iniciaron la acumulacion de péptido AP. 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
realacion con las moléculas de adhesion, se encontrdé una mayor expresion de ICAM-1 y
VCAM-1 en células endoteliales de ratones de 4 meses 3xTgAD a comparacion del modelo
WT (Zenaro et al., 2015). Por otra parte, se reporté que el aumento de la expresion de
microglia en ratones 3xTgAD fue evidente a los 6 meses de edad (Belfiore et al., 2018).
Considerando ambos resultados, es probable que la expresion de ICAM-1 en microglia
empiece a aumentar a partir de los 6 meses de edad.

Al comparar los resultados de expresion de ICAM-1 por sexo, observamos que en el grupo
de ratones macho 3xTgAD mads envejecidos (18 meses) no hay aumento significativo en
comparacion con el grupo de hembras 3xTgAD mas envejecidas (20 meses). En cambio,
comparando los grupos de ratones mas jovenes (2 meses) observamos un aumento
significativo en la expresion 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 encontré que ICAM-1 es expresado mas en hombres
que en mujeres (Jandelize et al., 2018).

Se han presentado informes de hembras que sobreviven mas 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 AP y maranas 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 AP, sino a otro factor como la
neuroinflamacién, analogo a nuestros resultados.

Por otra parte, en el analisis de la expresion de VCAM-1 por citometria 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
observo 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 expresion de VCAM-1 con
la presencia de placas amiloides unicamente en células endoteliales (Jandelize et al., 2018;
Zenaro et al., 2015; Pietronigro et al., 2019; Wennstrom et al., 2012). También se ha
reportado un aumento relacionado con la edad: en un estudio se encontré que el bloqueo de
VCAM-1 con un anticuerpo o la eliminacion de su expresion en la BHC, contrarresto 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 expresion de VCAM-1 en microglia tras la
exposicion a estimulos agudos como lo es la exposicion a LPS (O’Sullivan et al., 2010) y
alrededor de lesiones de esclerosis multiple (Peterson et al., 2002). Aunque en este estudio
no se reportd un aumento dependiente de las lesiones y, al igual que con la EA, se ha
estudiado mas su expresion en las células endoteliales (Yednock et al., 1992; Serres et al.,
2011). Es posible que no hayamos visto un aumento en la expresion de VCAM-1 en
microglia debido a que esta célula no es capaz de regular la expresion de VCAM-1 en
presencia de agregados Ap.

La regulacion del incremento de ICAM-1y VCAM-1 en la microglia de pacientes con EA
aun no se conoce del todo. Una ruta sugerida para su activacion es por citocinas como TNFa,
TGF- B, IFN-y e IL-1P (Ferreti et al., 2016; Frohman et al., 1989), aunque ese podria ser
el caso de ICAM-1 y VCAM-1 solamente en células endoteliales. Entre las citosinas
proinflamatorias que estimulan la expresion de ICAM-1 y VCAM-1 en células gliales,
destaca el IFN-y ya que puede estimular su expresion tanto en astrocitos como en microglia
(Lee y Benveniste, 1999; Shrikant et al., 1995).

La funcién principal de las CAMs en el endotelio del SNC, es la migracion de los leucocitos
hacia el sitio de inflamacion. Su expresion se coordina para asegurar que los procesos de
rodamiento de leucocitos y adhesion/emigracion pueden ocurrir durante varias h después
del inicio de una respuesta inflamatoria. (Wennstrom et al., 2012; Granger et al., 2010). Es
posible que las CAMs expresadas en las células gliales puedan modular la activacion de las
cé¢lulas T aumentando la afinidad de las interacciones célula-célula o enviando senales
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 escision proteolitica de la superficie celular (Hahne et al.,
1994, Lee y Benveniste, 2019; Wennstrom 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 tenian un nivel
de sICAM-1 mas alto en comparacion con los sujetos control (Rentzos et al., 2004). Otro
estudio encontro que los niveles en el LCR de ICAM-1 y VCAM-1 aumentaron durante las
etapas de la EA, ademads 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 orientacion terapéutica de las moléculas de adhesion celular para disminuir la
inflamacion ha resultado prometedora en enfermedades neurodegenerativas como la
encefalomielitis autoinmune experimental, esclerosis multiple y EA (Peterson et al., 2002,
Wennstrom et al., 2012, Walker et al., 2017, Miklossy, et al., 2006).

A continuacion se mencionan algunos ejemplos donde el blanco terapéutico fueron ICAM-
1 y VCAM-1 en la EA. La administracion sistémica de anticuerpo anti-VCAMI1 contrarresta
los efectos perjudiciales en el plasma de individuos de edad avanzada en cerebros jovenes
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 administracion
de anti-ICAM-1 en modelos animales de lesiones por reperfusion demostré un efecto
neuroprotector (Cao et al., 2009; Kanemoto et al., 2002). La lipoxina A4 inhibi6 Ila
estimulacion inducida por IL-10 de la expresion 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 expresion de
CAMs en células gliales, aunque se necesitaran mas estudios para establecer su importancia.

- 38 -



Conclusiones

e Seevaluo la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 en células
de la microglia de cerebros de ratones transgénicos de diferentes edades por
citometria de flujo, asi como en cerebros de ratones de la cepa WT.

e Sedetermind que el aumento en la expresion de [CAM-1 en células de microglia se
debe a la presencia de AP en cerebros de ratones transgénicos con patologia tipo
Alzheimer.

e Se determin6 que el género no influye en el aumento de expresion de I[CAM-1.

e No se observé aumento de VCAM-1 en la microglia de los ratones transgénicos con
patologia tipo EA.

Perspectivas

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

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

e Comprobar en diferentes cepas transgénicas con patologia tipo Alzheimer los
resultados encontrados en este estudio.

e Evaluar la respuesta neuroinmunoldgica de los animales ante un bloqueador de
ICAM-1.
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