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Resumen 

La acumulación irregular de la proteína β-amiloide (Aβ), la proteína tau hiperfosforilada y la 
neuroinflamación son factores que afectan la función neuronal en la Enfermedad de Alzheimer (EA). 
La neuroinflamación asociada a la EA podría causar el daño sináptico por sí mismo o exacerbar el 
daño causado por la acumulación de Aβ. Se ha detectado un aumento de la citocina CCL1 (I-309) 
en el suero de sangre periférica de personas con Deterioro Cognitivo Leve (DCL) y con la EA, por lo 
que se propone que puede ser útil como un biomarcador diagnóstico del DCL y la EA. El objetivo 
general de este estudio fue evaluar el efecto de la sobreexpresión de la proteína CCL1 (I-309) en las 
espinas dendríticas de las neuronas localizadas en el hipocampo. Se utilizó ratas Sprague Dawley 
(N=6) como modelo animal, a quienes se les realizó cirugías estereotáxicas para inocular la 
sobreexpresión de CCL1. Se realizó la tinción de Golgi a los cerebros de las ratas, se utilizó un 
criostato para realizar los cortes histológicos y se evaluó la densidad de las espinas dendríticas 
mediante microscopia óptica. El ANOVA de una vía no mostró diferencias significativas (p>0.05) 
entre el grupo con sobreexpresión de CCL1 al compararlo con el grupo control y con el grupo con 
sobreexpresión Aβ1-42+CCL1. Se concluyó que la sobreexpresión de CCL1 no modifica 
significativamente la densidad de espinas dendríticas en el hipocampo.  

 
Palabras clave. CCL1 (I-309), enfermedad de Alzheimer, espinas dendríticas, hipocampo, modelo 
animal 
 

Abstract 
Abnormal accumulation of β-amyloid (Aβ), hyperphosphorylated tau protein, and neuroinflammation 
are factors that affect neuronal function in Alzheimer´s Disease (AD). AD-associated 
neuroinflammation could cause synaptic damage itself or exacerbate the damage caused by Aβ 
accumulation. The cytokine CCL1 (I-309) has been detected increased in the peripheral blood serum 
of people with Mild Cognitive Impairment (MCI) and AD, so it is proposed that it may be useful as a 
biomarker for the diagnosis of MCI and AD. The general objective of this study was to evaluate the 
effect of overexpression of the CCL1(I-309) in the dendritic spines of neurons located in the 
hippocampus. Sprague Dawley (N=6) were used as an animal model, in which stereotaxic surgeries 
were performed to inoculate CCL1 overexpression. Golgi staining was performed on the brains of the 
rats, a cryostat was used to make the histological sections and the density of dendritic spines was 
evaluated by optical microscopy. The one-way ANOVA did not show significant differences (p>0.05) 
between the CCL1 overexpression group when compared to the control group and the Aβ1-42+ CCL1 
overexpression group. It was concluded that CCL1 overexpression does not significantly modify the 
density of dendritic spines in the hippocampus. 
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Introducción 
 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia a nivel 

mundial e inicia con una disfunción de la función sináptica que causa la pérdida de la 

memoria y de las habilidades mentales de la persona que la padece de manera progresiva 

hasta provocar su muerte (Breijyeh & Karaman, 2020; World Health Organization, 2017). 

La EA es multifactorial, es producto de varios procesos fisiopatológicos, principalmente por 

la acumulación de la proteína β-amiloide (Aβ), por la proteína tau hiperfosforilada y por la 

neuroinflamación que afectan la función neuronal. Se ha propuesto que la inflamación del 

cerebro ocurre tempranamente en los estadios preclínicos de la EA y puede jugar un papel 

en la patología de la enfermedad (Monson et al., 2014).  

Las neuronas tienen la capacidad única de comunicarse entre ellas a través de 

espinas dendríticas o gémulas que son diminutas proyecciones especializadas de la 

superficie de las dendritas, que representan los sitios de contacto sináptico con terminales 

del axón de otras neuronas  (Splittgerber, 2019). Si ocurren cambios en el número y forma 

de las espinas dendríticas se puede alterar su dinámica, como ocurre cuando se acumula 

oligómeros de Aβ en la EA (Borbély et al., 2014; Dorostkar et al., 2015; Kasza et al., 2017; 

Ramírez et al., 2018). La neuroinflamación asociada a la EA también puede causar el daño 

sináptico por sí mismo o exacerbar el daño causado por la acumulación de Aβ  (Dorostkar 

et al., 2015; McGeer & McGeer, 1999).  

 

La neuroinflamación asociada a la EA se ha descrito parcialmente; de particular 

interés, estudios proteómicos han identificado biomarcadores inflamatorios de los cuáles 

poco se conoce en relación a su función en sistema nervioso y rol en enfermedades como 

la EA (Brosseron et al., 2021; Gupta et al., 2017; O’Bryant et al., 2011). Nuestro grupo, 

Panama Aging Research Initiative (PARI-HD), identificó la proteína I-309 (CCL1) 

diferencialmente expresada en una cohorte panameña de personas mayores sanos 

(control), con diagnóstico de Deterioro Cognitivo Leve (DCL) y con la EA (Villarreal et al., 

2016). Asimismo, en el meta-análisis realizado por Zhou et al. (2023) sobre las quimiocinas 

detectadas en la sangre y el fluido cerebroespinal de personas con DCL y EA, concluyeron 

que varias quimiocinas, entre ellas la CCL1, tuvieron diferencias significativas por lo que 
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concluyeron que las quimiocinas podrían servir como marcadores moleculares de deterioro 

cognitivo.    

La CCL1 (I-309) es miembro de la familia de quimiocinas CC cuya función es atraer 

células inmunes a los sitios donde ocurre injuria o infección y es producida por los linfocitos 

T (Ito et al., 2019). En relación al sistema nervioso, estudios han demostrado que la 

activación delas células gliales producen la neuroinflamación como una respuesta para 

combatir los cambios que ocurren en la fase preclínica de la EA, pero que a medida que 

progresa la EA la respuesta inmune aumenta y puede producir mayor daño en la función 

sináptica (Al-Ghraiybah et al., 2022). Los astrocitos inducidos por mediadores inflamatorios 

(ejemplo: TNFα, IL-1a, C1q) secretan varias quimiocinas que se unen a receptores 

específicos para cumplir un rol en la patología de la EA (Liu et al., 2014), como la CCL1 que 

se une al receptor CCR8 que se expresa en neuronas, astrocitos, y en la microglía aumenta 

su proliferación y capacidad fagocítica (Akimoto et al., 2013), como también en células T y 

monocitos-macrófagos para atraerlas al sitio de inflamación (Ito et al., 2019). 

 

Estos hallazgos proponen que la CCL-1 es una quimiocina regulada en la EA, con 

una función neuroinflamatoria. Evaluamos la acción de la citocina CCL1 en la estructura 

sináptica de las neuronas del hipocampo mediante sobreexpresión de la proteína CCL1 (I-

309) utilizando administración intracerebral. Reportamos que la sobreexpresión de la CCL1 

no causó cambios significativos en el número de espinas dendríticas comparado con el 

grupo control. Este hallazgo sugiere que la sinapsis no se afecta ante la sobreexpresión de 

la CCL1 (I-309).  

 

Materiales y métodos 

 

           Se realizó un estudio experimental controlado con ratas Sprague 

Dawley de aproximadamente 250 g como modelo animal de la EA. Las ratas jóvenes 

se mantuvieron bajo condiciones estándares con libre acceso a agua y comida en 

un ciclo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad siguiendo las normas establecidas 

por el Comité Institucional de Cuidad y Uso de Animales (CICUA) de INDICASAT 

AIP (estudio aprobado el 8 de julio de 2019 mediante   la nota CICUA19-006) para 

garantizar los aspectos éticos de las investigaciones con animales.  
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 Para evaluar las espinas dendríticas de las neuronas del giro dentado del 

hipocampo, Cada grupo experimental contó con dos ratas y se evaluaron tres 

neuronas piramidales del hipocampo dorsal por cada animal (n=6 por grupo). 

 

Las ratas fueron anestesiadas con una inyección intraperitoneal de una 

mezcla de ketamina y xilazina. Los animales fueron colocados en un aparato 

estereotáxico (Stoelting, USA) se les realizó una incisión en la línea media del cuero 

cabelludo, luego la piel y los músculos fueron cuidadosamente abiertos para 

exponer el cráneo, y se perforó un agujero sobre el área objetivo siguiendo las 

coordenadas Bregma: AP -3.8, ML +/-2, DV -4.2. 

 

Se utilizó micro-inyectores para infusión del vector AAV-GFP + mCherry, AAV 

CCL1-mCherry y AAV-Aβ1-42-GFP+ CCL1-mCherry (Vector Biolabs) en el área CA1 

del giro dentado del hipocampo. El animal se recuperó con cuidados postoperatorios 

por una semana, se esperó tres semanas para la expresión del vector AAV; 

transcurrido ese tiempo, se realizó la extracción del cerebro, se realizó la Tinción 

rápida de Golgi y por último se observó al microscopio (Figura 1). 

 

Figura 1 
 

Estrategia experimental para evaluar el efecto de la sobreexpresión de CCL1 en 

las espinas dendríticas de las neuronas del giro dentado del hipocampo. 
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El procedimiento de Tinción Rápida de Golgi (Pilati et al., 2008), con 

modificaciones menores, fue el siguiente: las ratas fueron anestesiadas con una 

sobredosis de ketamina/xilazina antes de remover los cerebros de sus cráneos. Los 

cerebros se retiraron de los cráneos, cortados por la mitad, y fijados inmediatamente 

en paraformaldehído al 5% (Sigma) en PBS con un pH 7.6 durante 2 días a 21°C; 

después de la fijación inicial, los cerebros se incubaron en una solución cromatada 

recién preparada conteniendo 3% de dicromato de potasio (MERCK) y 5% de 

paraformaldehído en PBS con pH 7.6, con cambios diarios de solución recién 

preparadas.  

 

Después de 48 horas de cromación, los cerebros se lavaron varias veces con 

una solución de nitrato de plata al 2% (AppliChem) en agua destilada antes de la 

incubación en nitrato de plata durante otras 48 horas para que se produjera la 

precipitación de metales pesados. Los cerebros se cubrieron con papel de aluminio, 

para evitar la exposición a la luz, y se guardaron a 4°C. 

 

Se cortaron secciones de cerebro en un criostato rotatorio de alta gama MNT 

(Slee, Alemania) a 5°C con un grosor de 80 micrómetros. Se colocaron a 

temperatura ambiente en portaobjetos cubiertos con gelatina y montados utilizando 

DPX (Sigma). 

 

Las secciones Golgi fueron estudiadas por microscopía óptico de luz Leica 

DM 3000 LED usando el objetivo de 100x de inmersión. Se contaron un total de 3 

neuronas piramidales del hipocampo dorsal por cada animal. Se analizó la densidad 

de las espinas proximales apicales (mínimo 100 micrómetros de soma). Cada 

neurona fue examinada y se eligió un segmento de 10 micrómetros de longitud de 

una dendrita de segundo o tercer orden (que sobresaliera de su dendrita apical 

original) para la cuantificación de la densidad de la columna (Ramírez et al., 2018). 

Todos los análisis por microscopía se hicieron ciego a condición experimental.  
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Las imágenes de las dendritas apicales seleccionadas se capturaron a través 

de una cámara fotográfica Leica MC170 HD conectada al microscopio óptico Leica 

(origen: Alemania). Se captaron imágenes en serie de cada dendrita en todo el 

segmento analizado (Z-stack) utilizando el Programa Leica Application Suite versión 

4.12.0. Las microfotografías de una dendrita se apilaron en un solo archivo. En la 

configuración manual del Programa se estableció un límite máximo de 40 capturas 

con un intervalo aproximado de dos micrómetros entre cada una. La cantidad de 

fotografías se tomaban hasta lograr captar toda la profundidad de la dendrita de 

interés. 

 

Se utilizó el Programa ImageJ para Windows (ImageJ blunded with 64-bit 

Java 8) para la evaluación de las secciones con tinción rápida de Golgi.  

Se tabularon los datos con gráficos utilizando el promedio y el Error Estándar 

de la Media. El análisis estadístico se completó utilizando Prism GraphPad (versión 

10) en donde se realizó la prueba de análisis de la varianza (ANOVA) de una vía y 

la prueba múltiple de comparación de Tukey.  

 

Resultados  

 

Se observaron y contabilizaron el número de espinas dendríticas de las 

neuronas del giro dentado del hipocampo de un segmento de 10 μm de longitud 

teñidas con la tinción Golgi según condición experimental.  

 

En la Figura 2 se muestran las imágenes fotográficas representativas de los 

tres grupos experimentales: A. AAV-GFP + mCherry (Vector vacío/Control), B. AAV-

CCL1-mCherry y C. AAV-Aβ1-42 + CCL1-mCherry.  
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Figura 2  

Microscopia óptica de las espinas dendríticas de las neuronas maduras del giro  

dentado según condición experimental, magnificación con objetivo de 100X. 

 

 

 En la Figura 3, reportamos diferencia significativa (F (2, 15) = 7.625 y una P= 

0.00520), específicamente entre el grupo Control (vector vacío) y el grupo 

experimental AVV+ Aβ1-42 + CCL1 (p= 0.0038), mientras no hubo diferencias 

significativas entre el grupo Control versus el grupo experimental (p= 0.1102) ni 

entre el grupo experimental AVV+ CCL1 versus el grupo experimental AVV+ Aβ1-42 

+ CCL1 (p= 0.2261). 

Figura 3.  

Gráfico de número de espinas dendríticas de las neuronas del giro dentado del 

hipocampo de cerebro de rata según condición experimental. 
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Discusión 

 

La neuroinflamación juega un papel importante en la EA, ya que sus efectos 

se pueden evidenciar en todas las etapas de la enfermedad (Götz et al., 2018; 

McLarnon, 2014; Xia et al., 2017). Recientes estudios preclínicos y clínicos han 

demostrado que la respuesta inflamatoria inicia muchos años antes que se formen 

las placas seniles y los ovillos neurofibrilares, durante el estadio preclínico de la EA, 

como un método de defensa y búsqueda de la homeostasis celular (Leng & Edison, 

2021; Monson et al., 2014).   

 

La EA se caracteriza por la acumulación anómala del péptido Aβ y la proteína 

tau fosforilada que conducen a una respuesta inflamatoria de la microglía que libera 

moléculas, como citocinas proinflamatorias, que pueden causar daño neuronal y 

degeneración (Petralia et al., 2020). Las quimiocinas en la EA regulan la migración 

microglial y el reclutamiento de los linfocitos al área de la inflamación que se produce 

por el depósito de Aβ.  

 

En el estudio realizado por Ito et al. (2019) determinaron que la proteína 

CCL1 (I-309) promueve la infiltración de linfocitos T reguladores en el cerebro de 

ratones que suprime la astrogliosis, posibilitando la recuperación neurológica 

después de un accidente isquémico. La quimiocina I-309 atrae y recluta células 

inflamatorias al sitio de la lesión y su aumento constante en pacientes con deterioro 

cognitivo leve puede indicar un aumento de la lesión cerebral o bien un mecanismo 

para promover la neurogénesis, que es un proceso que se ha propuesto como 

compensatorio en la EA (Taupin, 2009; Zhou et al., 2023). 

 

Se ha podido corroborar mediante estudios de la actividad electrofisiológica 

que las neuronas están hiperactivas en los estadios iniciales de la EA producto de 

la acumulación de Aβ y tau fosforilada, y progresivamente van perdiendo función 
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sináptica (Tzavellas et al., 2024). Se ha evidenciado que las espinas dendríticas 

pueden reorganizarse, cambiar de números y de formas durante la plasticidad 

sináptica (Chidambaram et al., 2019). Estudios han descrito una disminución de las 

espinas dendríticas en presencia de Aβ1-42 (como el de Ramírez et al. (2018) Borbély 

et al. (2014) y Kasza et al. (2017)). En nuestro estudio, la sobreexpresión de la 

proteína CCL1 no disminuyó el número de espinas dendríticas de manera 

significativa, pero sí disminuyó significativamente el número de dendritas en el grupo 

con el vector Aβ1-42 + CCL1 comparado con el grupo control, lo que coincide con 

estudios anteriores.  

 

La neurotoxicidad producida por la Aβ en el hipocampo provoca 

neuroinflamación y neurodegeneración, evidenciado por pérdida de sinapsis. 

Proponemos que estos cambios subyacen el deterioro cognitivo asociado a amiloide 

(Facchinetti et al., 2018) y sugieren que, en el contexto de la acumulación del 

péptido Aβ, la CCL1 no juega un rol modulador en la densidad sináptica.  

 

El estudio de los mecanismos que producen la pérdida de sinapsis puede 

ayudar a comprender mejor la enfermedad, y en un futuro prevenir su aparición y el 

progreso mediante la fabricación de medicamentos y/o terapias específicas. Por 

ello, son importantes los estudios en modelos animales para comprender el rol de 

todas las proteínas involucradas (Bale et al., 2019). 

 

Este estudio tuvo limitaciones importantes a tomar en consideración. La 

técnica de tinción por Golgi varia considerablemente, y es posible que el método 

que estandarizamos en este estudio sea menos conducente a evaluación de 

espinas (Ramírez et al., 2018). Aunque la unidad de análisis es la neurona, y se 

obtienen múltiples neuronas por cada animal, el estudio se basa en pocos animales 

por grupo. Futuros estudios podrán confirmar y ampliar los hallazgos de este 

estudio. 
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Conclusión 

 

La citocina CCL1 (I-309) ha sido útil como biomarcador para detectar los 

estadios preclínicos de la EA como se reportó en el estudio de Villarreal et al., (2016) 

y en nuestro estudio se observó que la sobreexpresión de la citocina no disminuyó 

significativamente el número de espinas dendríticas de las neuronas en el 

hipocampo, pero sí se evidenció la fragilidad de las espinas dendríticas ante la 

sobreexpresión del péptido Aβ1-42, involucrado en la neurodegeneración como se 

ha observado en otros estudios. 

 

En base a los resultados obtenidos recomendamos que para futuros estudios 

se confirme la observación en muestras adicionales evaluando la morfología de las 

espinas dendríticas utilizando microscopia confocal. 
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