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RESUMEN

El estrés oxidativo y la desregulacién de la sefalizacion de calcio son sefales
importantes en una variedad de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer (EA). El factor de transcripcion STAT3 tiene un rol crucial en
el desarrollo y mantencién del sistema nervioso. Recientemente, la pérdida de la
actividad transcripcional de STAT3 ha sido ligada a la EA. En este trabajo, tratamos
astrocitos primarios con los oligébmeros del péptido B-amiloide (ABOs), los cuales
muestran una potente actividad sinaptotdxica, y estudiamos los efectos de los
mediadores presentes en el medio condicionado de astrocitos tratados con ABOs
(MCA*™5%%) en la deplecion nuclear de STAT3 fosforilado en el residuo 727 (pSer-
STAT3) en las neuronas. El tratamiento de los cultivos neuronales ricos en astrocitos
con 0,5 uM de ABOs indujo en las neuronas una disminucion significativa de pSer-
STAT3, pero no de fosfotirosina 705-STAT3, la otra forma fosforilada de STAT3. Esta
disminucion no ocurrié en cultivos neuronales pobres en astrocitos revelando un rol
fundamental de los astrocitos en esta respuesta. Para probar si los mediadores,
liberados por los astrocitos en respuesta a los ABOs, induce la deplecion nuclear de
pSer-STAT3, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron tratados con MCA*£0s |o
que caus6 deplecidon nuclear de pSer-STAT3 pero no modificé los niveles totales de
STAT3. El uso de catalasa y hemoglobina extracelular previno la deplecién nuclear de
pSer-STAT3 causada por el MCA*¥°s  indicando que posiblemente el peroxido de
hidrogeno y el 6xido nitrico son los mediadores liberados por los astrocitos
involucrados en esta respuesta. Ademas, el MCA**¥°s indujo un aumento significativo

de la espresion y la secrecion de la citoquina pro-inflamamtoria IL-6. EI MCA*#80s
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aumenté el tono oxidativo neuronal y gener6 en las neuronas sefales de calcio
mediadas por el receptor de ryanodina, que son esenciales para la deplecién nuclear
de pSer-STAT3. Usando adenovirus, se demostré que la inhibicion de calcineurina
abolié la deplecion nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA*A°s: También se
demostré que la activacién de calcineurina produjo un leve aumento de la deplecion
nuclear y mayor defosforilacion de pSer-STAT3 en las neuronas, revelando que si bien
calcineurina participa en la deplecion nuclear de pSer-STAT3, no es el Unico
componente involucrado en el proceso. En suma, el MCA*%¢ generd una disminucion
significativa de los niveles de ARNm de genes de sobrevivencia Bcl-2 y survivina y un
aumento de la razon pro-apoptética Bax/Bcl-2. No obstante, el MCA*%S no promovié
la apoptosis por si solo. EI MCA*£%s sensibiliz6 a la neuronas hacia la muerte
apoptética pero solo en presencia de NMDA a concentraciones excitotoxicas. Esta es
la primera descripcion que el MCA**¥°s promueve sefiales de calcio neuronales que
regulan la distribucion nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. En esta tesis se
propone que los ABOs inducen la produccién de perdxido de hidrégeno, éxido nitric e
IL-6, lo cual aumenta el tono oxidativo neuronal, generando una sefial de calcio que
activa la fosfatasa calcineurina, la cual causa (en parte) la deplecién nuclear de pSer-

STAT3 Yy la pérdida de la actividad transcripcional protectora de STAT3.
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ABSTRACT

Oxidative stress and dysregulation of calcium signaling are pivotal signs in a variety of
neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease (AD). The transcription
factor STAT3 has a crucial role in the development and maintenance of the central
nervous system. Recently, the loss of transcriptional activity of STAT3 has been linked
to AD. In this work, we treated astrocytes with amyloid beta peptide oligomers (ABOSs),
which display potent synaptotoxic activity, and studied the nature and effects of
astrocyte-conditioned medium treated with ABOs on the nuclear depletion of neuronal
serine-727-phosphorylated STAT3 (pSer-STAT3). Treatment of mixed neuron-astrocyte
cultures with 0.5 yM ABOs induced in neurons a significant decrease of nuclear pSer-
STAT3, but not of phosphotyrosine-705 STAT3, the other form of STAT3
phosphorylation. This decrease did not occur in astrocyte-poor neuronal cultures
revealing a pivotal role for astrocytes in this response. To test if mediators released by
astrocytes in response to ABOs induce pSer-STAT3 nuclear depletion, we used
conditioned medium derived from ABOs-treated astrocyte cultures (ACM™¥%s),
Treatment of astrocyte-poor neuronal cultures with ACM*™£%s caused pSer-STAT3
nuclear depletion but did not modify overall STAT3 levels. Extracellular catalase and
haemoglobin prevented the pSerSTAT3 nuclear depletion caused by ABOs, indicating
that reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide could mediate this response.
Besides, ACM™¥%s produced an increase of production and secretion of the pro-
inflamamtory cytokine IL-6. Also, ACM**¥%s increased the neuronal oxidative tone and
calcium signals in neurons, leading to a ryanodine-sensitive intracellular calcium signal

that proved to be essential for pSer-STAT3 nuclear depletion. Using adenoviruses we
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showed that calcineurin inhibition abolished the nuclear depletion of pSer-STAT3
induced by ACM**°s and that calcineurin activation produced just a mild increase of the
nuclear depletion of pSer-STAT3 in neurons, revealing that calcineurin participate in
nuclear depletion of pSer-STATS3, however, it is not the only component involved in the
process. In addition, ACM**°s generated decreased Bcl-2 and Survivin transcription
and significantly increased Bax/Bcl-2 ratio but ACM**°s did not execute apoptosis itself.
ACM*0s sensibilized neurons to apoptotic death when it was incubated in presence of
NMDA at an excitotoxic concentration. This is the first description that ACM*¥#°s and
neuronal calcium signals jointly regulate pSer-STAT3 nuclear distribution in neurons.
We propose that ABOs induce hydrogen peroxide, nitric oxide and IL-6 production,
which by increasing the neuronal oxidative tone, generate a calcium signal that
activates the phosphatase calcineurin, which cause (in part) pSer-STAT3 nuclear

depletion and loss of STATS3 protective transcriptional activity.
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes bibliograficos

1.1.1 La enfermedad de Alzheimer y el estrés oxidativo

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas frecuente de demencia en los
adultos mayores. Si bien existen casos de Alzheimer hereditario, esta enfermedad
neurodegenerativa es principalmente idiopatica (De-Paula et al., 2012; Han et al.,
2016). En los casos de EA familiar se han identificado diversos genes que se
encuentran mutados, los cuales han servido de base para el desarrollo de
innumerables modelos transgénicos que han permitido entender mecanismos que
podrian producir la enfermedad. Sin embargo, es relevante tener en consideracién que
ningun animal transgénico desarrolla todas las caracteristicas claves de la enfermedad
observada en humanos (Bilkei-Gorzo, 2014). Esta enfermedad se caracteriza por
lapérdida de memoria y alteracion de cognicién, afectando en primera instancia la
corteza cerebral, entorrinal y el hipocampo, y posteriormente esparsiéndose por la
corteza cerebral frontal. Segun la hipotesis de la cascada amiloide, la escisién de la
proteina precursora amiloide (APP) por los complejos (- y y-secretasa, genera la
liberacion del péptido B-amiloide (AB) en la regién extracelular, generando agregados
téxicos del péptido AB en estas regiones, lo que es considerado la causa primaria de la
enfermedad (Selkoe and Hardy, 2016). Los agregados adquieren distintas
conformaciones, las que incluyen los oligobmeros de AB (ABOs), que son solubles y
téxicos y que pueden ser detectados en el liquido cefalorraquideo, y los agregados

fibrilares insolubles extracelulares, que son encontrados en las placas seniles. Estas



Ultimas son las lesiones que caracterizan histopatolégicamente la enfermedad, junto a
los ovillos neurofibrilares los cuales estan constituidos por agregados intracelulares de
la proteina tau hiperfosforilada (Lashley et al., 2018). Estudios que argumentaban en
contra de la hipétesis amiloide original encontraron que los patrones de pérdida de
sinapsis, mas que los depdsitos amiloides, correlacionan con los déficits cognitivos en
los pacientes con la EA (DeKosky and Scheff, 1990; Katzman et al., 1988; Terry et al.,
1991). Estudios posteriores en ratones modelos de la EA o el uso de preparaciones
oligoméricas del péptido A in vitro indicaron que la plasticidad sinaptica de las
sinapsis excitatorias estaba alterada (Hsia et al., 1999; Kamenetz et al., 2003; Larson
et al.,, 1999). Estudios subsecuentes indicaron que el tratamiento de rebanadas de
cerebro con ABOs o la injeccion de ABOs en los cerebros de roedores, indujeron
pérdida sinaptica, bloqueo de la potenciacién a largo plazo (LTP) y una funcion
cognitiva alterada (Cleary et al., 2005; Ferreira et al., 2015; Lacor et al., 2007; Mucke et
al., 2000; Palop et al., 2007; Palop and Mucke, 2010; Selkoe, 2002; Selkoe, 2008;

Shankar et al., 2007; Venkitaramani et al., 2007; Walsh et al., 2002).

Actualmente, hay consenso que la acumulacion de A gatilla un estado
neuroinflamatorio que juega un rol significativo en la EA (Heneka et al., 2015; Jevtic et
al.,, 2017). Normalmente, los niveles de AB en el cerebro son regulados por la
respuesta inmune innata. EI A8 puede activar una respuesta inflamatoria que
finalmente conduce a las microglias y astrocitos a fagocitarlo y eliminarlo del cerebro
(Colton et al., 2006; Jekabsone et al., 2006; Morgan, 2006). Estudios genéticos han
identificado polimorfismos de nucledtidos Unicos en genes pro-inflamatorios que son
asociados con el riesgo de la EA, enfatizando el involucramiento de la inflamacion en la

patogénesis de ésta (Jin et al., 2015; Malik et al., 2015). Ademas, los monocitos de



pacientes con EA producen mayores niveles de citoquinas inflamatorias en respuesta a
AB. Ademds, poseen mas inflamasomas activados que individuos de la misma edad

(Saresella et al., 2016).

También estd ampliamente demostrado que el estrés oxidativo producto de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), contribuye a la etiologia de la
EA (Patten et al., 2010). El cerebro es extremadamente sensible al estrés oxidativo a
pesar de la abundante presencia de moléculas antioxidantes en éste (Clarke and
Sokoloff, 1999). Los ROS/RNS pueden actuar como moléculas sefializadoras o como
inductores de estrés oxidativo, dependiendo de la concentraciébn en la que se
encuentren en el interior celular. El balance entre generacion de ROS y los sistema de
eliminacién es clave para determinar su contenido intracelular, asi el estrés oxidativo
se genera cuando existe una excesiva produccion de ROS y/o una deficiencia en el

sistema de defensa antioxidante (Hole et al., 2011; Ogasawara and Zhang, 2009).

El estrés oxidativo produce modificaciones oxidativas en las biomoléculas
fundamentales, culminando en la pérdida de funciones vitales y en la muerte neuronal.
Las citoquinas pro-inflamatorias inducen la produccion de ROS y RNS (Urrutia et al.,
2014) a través de la expresion de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Grzybicki et
al., 1996) y la NADPH oxidasa (NOX) en los astrocitos y las microglias. La iINOS se
induce fuertemente durante la gliosis en situaciones patoldgicas, como la EA (Aliev et
al., 2009; Smith et al., 1997; Vodovotz et al., 1996; Wallace et al., 1997). Diferentes
isoformas de la NOX patrticipan en la neuropatologia de la EA (de la Monte and Wands,
2006; Shimohama et al., 2000). Se ha demostrado que el péptido AB se une a los

astrocitos causando aumentos transitorios de calcio, los cuales se asociaron con el



aumento de la actividad de la NOX culminando en la muerte neuronal (Abramov et al.,
2004b; Abramov and Duchen, 2005). Ademas, nuestro grupo demostré que la
incubacion de neuronas de hipocampo con gp91l-ds-tat, un péptido inhibidor de la
actividad de la NOX que imposibilita su ensamblaje, impidi6 la generacion de sefiales
de calcio en respuesta a ABOs (SanMartin et al.,, 2017), lo que sugiere que estos
estimulan la actividad de NOX2, presumiblemente a través de la estimulacion del

receptor NMDA (Brennan et al., 2009).

1.1.2 Rol de los astrocitos en la funcién cerebral y en la neurodegeneracion

1.1.2.1 Los astrocitos como un célula clave del sistema nervioso central

Los astrocitos son las células mas versatiles y abundantes del sistema nervioso central
(SNC) (Sofroniew and Vinters, 2010), siendo indispensables para el apropiado
desarrollo del cerebro (Allen et al., 2012; Bialas and Stevens, 2013; Chung et al., 2013;
Kucukdereli et al., 2011). Los astrocitos funcionan en dominios o territorios conectando
la vasculatura con el tejido cerebral, participan en la sinapsis cuatripartita y se
comunican estrechamente con los oligodendrocitos, microglias y otros astrocitos. Este
intrincado sistema de conexiones le permite al astrocito ejercer el control sobre
diversas funciones cerebrales incluyendo: la regulacién de la barrera hematoencefalica,
la entrega de nutrientes, energia y neurotransmisores al tejido nervioso (Sattler and
Rothstein, 2006; Seifert et al., 2006; Simard and Nedergaard, 2004) y la mantencion
del balance de iones, agua y metabolitos (Haj-Yasein et al., 2011). Los astrocitos
pueden propagar corrientes de calcio y liberar factores de crecimiento y/o mediadores

inflamatorios (Choi et al., 2014; Malarkey and Parpura, 2008; Martineau et al., 2014).



Ademés, liberan neurotransmisores como glutamato, GABA y ATP, vy
neuromoduladores como D-serina y acido quinurénico, los cuales modulan la
sefializacion neuronal (Giaume et al., 2010; Henneberger et al., 2010; Panatier et al.,
2006; Pangrsic et al., 2007; Parpura et al., 2010; Parpura and Zorec, 2010). La
exocitosis de gliotransmisores es activada por un aumento del Ca?* citosélico -al igual
gue en las neuronas- aunque con una cinética menor que en las neuronas (Kreft et al.,
2004). La expresion de receptores de neurotransmisores en los astrocitos es altamente
heterogénea y es probablemente regulada por el ambiente local. En el cerebro de los
mamiferos se expresan al menos tres tipos de receptores ionotropicos en los
astrocitos, representados por los receptores tipo AMPA, NMDA y purinérgicos P2X
(Lalo et al., 2011), siendo los del tipo AMPA los mas abundantes en los astrocitos
corticales, hipocampales y del cerebelo (Condorelli et al., 1999; Gallo and Ghiani, 2000;
Seifert and Steinhauser, 2001). Estos receptores ionotrépicos son activados durante la
transmision sinptica formando la base de las corrientes sinpticas gliales las cuales
dependen directamente de la liberaciébn de neurotransmisor presinaptico (Lalo et al.,

2011).

Un astrocito Gnico en el cerebro humano puede, dentro de su dominio, participar en 2
millones de sinapsis (Oberheim et al., 2009). Por esta razon, una perspectiva mas
apropiada de un astrocito seria visualizarla como una célula que integra la funcion de
todas las otras células que componen el tejido nervioso. En nichos especificos del
cerebro adulto como la zona subventricular, los astrocitos B1 son células madre
guiescientes que funcionan como progenitores de neuroblastos destinados al bulbo
olfatorio (Mamber et al.,, 2013), lo cual demuestra lo multifacéticos que son los

astrocitos.



El rol fundamental de los astrocitos en el cerebro es proteger el SNC de cualquier tipo
de dafio y reparar el tejido nervioso después de una lesion. Esto se realiza de forma
primaria a través de la “astrogliosis”, un evento evolutivo conservado que contribuye a
la neuroproteccion y aislamiento del tejido dafiado a través de la formacion de una

cicatriz glial y la remocion del patégeno del SNC (Verkhratsky et al., 2010).

La astrogliosis ocurre cuando los astrocitos responden a lesiones en el SNC
produciendo un espectro de cambios morfoldgicos y moleculares. Mediadores
inflamatorios liberados por las microglias, neuronas, oligodendrocitos, células
endoteliales, leucocitos y otros astrocitos en respuesta a un dafio, inician los cambios
asociados a la reactividad. Los cambios moleculares involucran un amplio espectro de
genes, resultando en la expresién diferencial de proteinas estructurales, reguladores
transcripcionales, componentes de la matriz extracelular, reguladores inflamatorios,
reguladores vasculares y moduladores sinapticos. Interesantemente, esos cambios
moleculares son altamente dependientes del contexto. Mientras hay un grupo de genes
gue son consistentemente sobreexpresados en diferentes modelos reactivos,
aproximadamente el 50% de la expresion génica alterada varia dependiendo del tipo
de lesion (Daginakatte et al.,, 2008; Zamanian et al., 2012). EI cambio morfolégico
primario durante la astrogliosis reactiva es la hipertrofia de los procesos astrociticos, lo
cual esta ligado al aumento de la expresion de filamentos intermedios, principalmente
en la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y S1003 (Kamphuis et al., 2012; Wilhelmsson
et al., 2006). Aungue la consecuencia funcional del aumento de expresion de GFAP no
ha sido entendida del todo, parece ser critica para limitar la formacién de la placa de

AB en la EA.



El impacto de la astrogliosis reactiva en el contexto de una enfermedad es complejo ya
gue los astrocitos reactivos pueden ser dafiinos o beneficiosos para las células que los
rodean y pueden empeorar o resolver el dafio inicial al SNC. Notablemente, los
astrocitos reactivos son necesarios para la formacién de la cicatriz, la cual ayuda a
contener la propagacion de células inflamatorias, y para reparar lesiones de la barrera
hematoencefalica. Los astrocitos reactivos rodean las placas de AB de una manera
similar a la cicatriz glial y expresan receptores tales como: RAGE, proteina tipo
receptor de lipoproteina de baja densidad, proteoglicanos asociados a membrana y
receptores tipo-receptor scavenger que son conocidos por unir el péptido AB (Olabarria

et al., 2010).

Los astrocitos son reguladores claves de la respuesta inflamatoria y la astrogliosis
reactiva es observada en tejidos post-mortem de pacientes de EA y en modelos
murinos de la enfermedad. Ademas, el grado de astrogliosis correlaciona con el déficit
cognitivo (Beach and McGeer, 1988; Kashon et al., 2004; Mrak et al., 1996). Los
astrocitos sufren complejos cambios regién-especificos durante el transcurso de la EA.
Si bien se cree que el niumero de astrocitos permanece constante en el cerebro
durante la progresion de la enfermedad, algunas poblaciones cercanas a las placas
seniles se vuelven reactivos mientras que otros astrocitos sufren atrofia (Rodriguez et
al., 2014). La astrodegeneracién, definida como una reducciéon en el volumen y area
superficial y una disminuion de los procesos protoplasmaticos, también ha sido
observada en modelos murinos de la EA (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012; Olabarria et

al., 2010; Yeh et al., 2011) y se ha asociado a una respuesta tardia.



1.1.2.2 Astrocitos en la enfermedad de Alzheimer

Ambos, astrocitos basales o reactivos, son reguladores claves de la respuesta
inflamatoria y son capaces de liberar y/o responder a un espectro de mediadores
inmunes (Farina et al.,, 2007). Especialmente, los astrocitos secretan diversas
citoquinas capaces de inducir inflamacién: IFNy, IL-13, TNF-a, IL-6 y TGF-B (Carrero et
al., 2012; Constam et al., 1992; Hu et al., 1998; Johnstone et al., 1999; McGeer and
McGeer, 1995). Varias de esas citoquinas pro-inflamatorias estan sobreexpresadas en
muestras de cerebros de pacientes con EA y en los modelos de ratones transgénicos
(Abbas et al., 2002; Apelt and Schliebs, 2001; Benzing et al., 1999; Tan et al., 2002).
TNFa, se ha vinculado a la induccién de la fase-aguda de la inflamacién y se encuentra
elevada en el suero de pacientes, liquido encefaloraquidio y corteza (Tarkowski et al.,
1999). El raton transgénico Tg2576 deficiente en un gen del receptor de TNF llamado
CD40, presenta una disminucion de la actividad del complejo de la B-secretasa (BACE)
y de la carga de AB y de la gliosis comparada con el raton Tg2576, remarcando la
importancia de TNFa en la progresion de la EA (Tan et al., 2002). IL-6 puede ser pro-
inflamatoria o anti-inflamatoria y se ha reportado elevada en el plasma sanguineo,
liguido encefaloraquideo y en el cerebro de pacientes con EA (Galimberti et al., 2008;
Licastro et al.,, 2003; Licastro et al., 2000; Shibata et al., 2002). IL-1B se expresa
fuertemente en microglias y su liberacion depende del procesamiento de pre-IL-1B en
el inflamasoma. Se ha identificado altos niveles de esta citoquina en areas alrededor
de las placas amiloides (Griffin et al., 1989; Licastro et al.,, 2000). Estas citoquinas
actian directamente en las neuronas, los astrocitos y las microglias amplificando las
sefales inflamatorias e induciendo efectos toxicos en las neuronas (Glass et al., 2010),

contribuyendo a la progresion y severidad del EA, al aumentar la muerte celular in vitro



e in vivo en modelos animales de la EA. Vasta evidencia relaciona la reactividad de los
astrocitos a los ABOs con la degeneracion de las neuronas adyacentes en EA (Carrero
et al., 2012; Hou et al., 2011; Narayan et al., 2014; White et al., 2005; Zhang et al.,
2015). El tratamiento de los astrocitos con los ABOs produce disfuncién mitocondrial,
activacion de la NOX astrocitica e induccion de la iINOS (Abramov et al., 2004a;
Abramov and Duchen, 2005; Abramov et al., 2005; White et al., 2005). Por lo tanto, la
activacion crénica de los astrocitos genera un ambiente inflamatorio, oxidativo y

excitotoxico que altera el normal funcionamiento neuronal.

Por largo tiempo se pensO que las neuronas eran las Unicas células capaces de
producir el péptido AB (Laird et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que los astrocitos expresan BACEL en niveles suficientes para generar AB
y que ésta expresion puede ser aumentada debido al estrés celular (Blasko et al.,
2000; Jin et al., 2012; Leuba et al., 2005; Orre et al., 2014; Rossner et al., 2005; Zhao
et al., 2011). Ademas, ciertas condiciones estresantes pueden aumentar la expresion
de la proteina APP y por lo tanto, la secrecién de AB. Incluso en cultivos primarios de
astrocitos se detectd la expresion de APP, BACEL y las subunidades de complejo y-
secretasa PS1, PS2, PEN2 y NCT (Grolla et al., 2013). Dado que en el cerebro los
astrocitos son mas abundantes que las neuronas, la identificacibn de factores
ambientales (como por ejemplo la inflamacion), la cual promueve la produccion
astrocitica del péptido AB (Brugg et al., 1995; Goldgaber et al., 1989; Heinrich et al.,

1990), podria redefinir nuevas estrategias terapeuticas contra la EA.



1.1.3 El factor de transcripcion STAT3

El factor de transcripcion STAT3 (Signal transducer and Activator of Transcription 3) es
un factor de transcripcion latente que tras la activacion transloca al nucleo donde
promueve la transcripcion de diversos genes blancos (Darnell, 1997; Dziennis and
Alkayed, 2008; He and Karin, 2011; Yu et al., 2009). STAT3 es fundamental para el
desarrollo y la mantencion del sistema nervioso (Deverman and Patterson, 2009;
Mehta et al., 2016; Takeda et al., 1997). Los embriones del ratén deficiente de STAT3
(-/-) mostraron una rapida degeneracion y muerte entre los dias de gestaciéon E6,5 y
7,5, indicando que STAT3 es esencial para el desarrollo temprano de los embriones de
raton (Takeda et al.,, 1997). STAT3 ha sido involucrado en respuestas de
sobrevivencia, inmunidad, inflamacion y regeneracion neuronal (Benito et al., 2017;
Guo et al., 2008; Hillmer et al., 2016). Las proteinas STAT3 incluyen una forma no
fosforilada (STAT3), y formas fosforiladas tanto en la tirosina 705 (pTyr-STAT3) como
en la serina 727 (pSer-STAT3) (Qi and Yang, 2014; Stark and Darnell, 2012). En
condiciones basales STAT3 se encuentra en el citoplasma en la forma no fosforilada
(Darnell, 1997; Zhong et al., 1994). Citoquinas, principalmente de la familia de la IL-6,
inducen la fosforilacion de STAT3 en el residuo tirosina 705 (pTyrSTAT3) a través de la
activacion de las quinasas JAKs (Levy and Darnell, 2002; Rajan et al., 1996; Zhong et
al., 1994), produciendo la dimerizacién, translocacion al nicleo y unién a secuencias
especificas del ADN, induciendo la expresibn de genes neuroprotectivos y
neurotréficos (Darnell, 1997; Dziennis and Alkayed, 2008; He and Karin, 2011; Yu et
al., 2009). Factores troficos y estrés ambiental producen la fosforilacion del residuo
serina 727 de STAT3 (pSer-STAT3), la cual es requerida para la maxima actividad

transcripcional total de STAT3 (Decker and Kovarik, 2000; Wen et al., 1995). Ratones
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que expresan a STAT3 con el residuo serina reemplazado por una alanina tienen un
50% de la respuesta transcripcional en sus fibroblastos comparado con células
normales y presentan un disminuido nimero de timocitos asociado con un aumento en
la muerte apoptotica (Shen et al., 2004). Analisis de expresion génica por ensayos de
microarreglo revelaron que mas de mil ARNm tienen sus niveles alterados en
respuesta a un aumento en la expresion de STAT3 o de la forma mutada Tyr705Phe-
STAT3 (Yang et al., 2005). Ademas, un anticuerpo que se une especificamente al sitio
pTyr705, bloquea la acumulacion nuclear de pTyr-STAT3 y la expresion de proteinas
de respuesta de fase aguda inducida por IL-6, sin embargo, este anticuerpo no bloquea
los efectos rio abajo de pSer-STAT3 o de STAT3 no fosforilado (Koo et al., 2014),
indicando que pSer-STAT3 exhibe una actividad transcripcional “independiente de
pTyr-STAT3”. En suma, la expresion del mutante Tyr705Phe-STAT3 o de STAT3 en
células que carecen de STAT3 reveld que la actividad transcripcional de STAT3 es
independiente de pTyr-STAT3 (Yang and Stark, 2008) y que es la fosforilacién del
residuo serina 727 que aumenta la actividad transcripcional de STAT3 (Wen et al.,
1995), sin aumentar la unibn de STAT3 al ADN (Wen and Darnell, 1997). Esas
observaciones, apuntan a una funcién aun indeterminada de pSer-STAT3, que permite

el aumento de la actividad transcripcional de STAT3.

Varias lineas de evidencia sugieren que los cambios en el tono redox celular modifican
la actividad de STAT3. En células no neuronales, las ROS inducen la fosforilacion en la
tirosina de STAT3 y la actividad de unién al ADN (Carballo et al., 1999; Maziere et al.,
1999; Qu et al., 2013; Simon et al., 1998). Asimismo, otros reportes indican que STAT3
es un factor de transcripcién susceptible al estrés oxidativo (Li et al.,, 2010; Li and

Shaw, 2004; Maziere et al., 1999; Xie et al., 2009) y que tratamientos con peroxido de

11



hidrogeno inducen la oligomerizacién de STAT3 a través de la formacién de enlaces
disulfuro (Li et al., 2010; Li and Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015). La oxidacion de
cisteinas conservadas en el dominio de union al ADN dificultan esta union, afectando
su actividad transcripcional (Butturini et al., 2014; Li et al., 2010). Ademas, estrés
oxidativo leve induce S-glutationilacion de STAT3, disminuyendo su acumulacién
nuclear y perturbando la expresion de genes blancos (Butturini et al., 2013; Xie et al.,

2009).

En respuesta a ROS, STAT3 juega un rol critico en el desarrollo del cerebro y
promueve la sobrevivencia de neuronas adultas bajo condiciones normales (Murase et
al., 2012). No obstante, STAT3 también juega un rol pivote bajo condiciones
patologicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). Un estudio previo propuso que
oligbmeros solubles del péptido [B-amiloide producen problemas de memoria al
perturbar el eje JAK2/STAT3 en las neuronas hipocampales (Chiba et al., 2009). Una
disminucion en la expresion o en la activacion de STAT3 marcadamente atenud la
apoptosis neuronal inducida por AB, sugiriendo que la activacién de STAT3 contribuye
a la muerte neuronal seguida a la exposicién al AB (Wan et al., 2010). Ademas, se ha
propuesto que la acetilacién y fosforilacion de STAT3 estadn involucradas en la
capacidad de respuesta de la microglia al péptido AR (Eufemi et al., 2015). Un reporte
reciente demostré que la deplecion de la alipoproteina E en los astrocitos a través de la
inhibicion de la sefializacion TGF-a/Smad2/STAT3, recupera el aprendizaje espacial y
los déficit de memoria observados en el ratbn APP/PS1, un ratébn modelo de la EA
(Zheng et al.,, 2017). El efecto pro-inflamatorio del AB en los macréfagos ha sido
relacionado a la inactivacion de STAT1 y STATS, y la via JAK/STAT3 fue propuesta

como un comln inductor de la reactividad astrocitica en EA y la enfermedad de
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Huntington (Ben Haim et al., 2015). Por lo tanto, diversas evidencias sugieren que
STAT3 es un factor de transcripcion sensible al estrés oxidativo, que podria ser un
factor importante en la respuesta de sobrevivencia neuronal y un factor inductor de
activacion glial en condiciones patolégicas, lo cual podria ser tremendamente

perjudicial cuando se ejecuta de forma crénica al favorecer la degeneracioén neuronal.

1.1.4 Rol del calcio, receptor de ryanodina (RyR) y calcineurina en la enfermedad

de Alzheimer

El peréxido de hidrégeno (H20.) y el radical hidroxilo producen sefiales de calcio (Ca?")
en neuronas primarias de hipocampo (Munoz et al., 2011) y en células PC12 (Hidalgo
et al.,, 2007; Munoz et al., 2006). Diversos reportes han sugerido una contribucién
importante del reticulo endoplasmatico en la desregulacién de la homeostasis del
calcio en los procesos patologicos en la EA (Del Prete et al., 2014; Mattson, 2010),
especialmente del receptor de ryanodina (RyR) (Chakroborty et al., 2009; Del Prete et
al., 2014; Oules et al., 2012; Stutzmann et al., 2006; Stutzmann et al., 2007). EI RyR es
codificado por 3 genes: RyR1, 2 y 3. En el cerebro, RyR2 y 3 son expresados en
niveles moderados a altos, mientras que RyR1 es expresado en bajos niveles (Hertle
and Yeckel, 2007). Los niveles de RyR estdn aumentados en cerebros de pacientes
con EA (Kelliher et al., 1999) mientras que en los modelos animales de la EA, las
isoformas RyR2 y RyR3 estan sobreexpresadas en las etapas tempranas y tardias,
respectivamente (Chakroborty et al., 2009; Supnet et al., 2006; Supnet et al., 2010;
Zhang et al., 2010a). El RyR es altamente sensible a cambios del tono oxidativo,
sufriendo diversas modificaciones oxidativas como: 1) la oxidacion reversible de

cisteinas que estimulan la liberacién de Ca?* inducida por Ca?* (Carrasco et al., 2004;
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Hidalgo and Donoso, 2008), 2) S-glutationilacion mediada por peréxido de hidrégeno
en cultivos primarios y 3) S-nitrosilacion (Kemmerling et al., 2007), y 4) el
remodelamiento del complejo macromolecular del RyR2, caracterizado por la deplecion
de la proteina reguladora calstabina 2, resultando en un aumento de los niveles de
calcio citosolico y estrés oxidativo mitocondrial (Bussiere et al., 2017; Lacampagne et
al., 2017). Las modificaciones del RyR ocurren rio abajo del A a través de la cascada
de sefalizacion que activa a la PKA (Bussiere et al., 2017). Este conjunto de
evidencias sugiere que frente a aumentos del tono oxidativo, el RyR deberia aumentar
los niveles de calcio citosdlico, lo cual podria activar vias de sefializacion dependientes

de calcio.

Las sefiales de Ca?" también estimulan directamente, o via el complejo Ca?-
calmodulina (CaM), la actividad de varias quinasas y fosfatasas involucradas en la
sefalizacion celular, entre ellas calcineurina, una serina/treonina fosfatasa dependiente
de Ca?'y CaM. La actividad de calcineurina estd aumentada en muestras post-mortem
de cerebros de pacientes con EA (Liu et al., 2005a; Liu et al., 2005b; Qian et al., 2011).
Este aumento en la actividad est4d dado por un aumento en la formacién de una
subunidad A truncada de calcineurina (Liu et al., 2005b; Qian et al., 2011) producto de
la activacion de la proteasa calpaina (Wu et al., 2004), la cual remueve un dominio
autoinhibitorio critico llamado AID (Liu et al., 2005b). Sin el dominio AID la actividad de
calcineurina se mantiene elevada de forma irreversible independiente de los niveles de

calcio (Wu et al., 2004).

El aumento de la protedlisis de calcineurina se ha documentado en individuos con

deterioro cognitivo leve y los ABOs también aumentan la protedlisis en neuronas
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hipocampales de cultivo primario (Mohmmad Abdul et al., 2011). La protedlisis de
calcineurina es especialmente importante en astrocitos asociado con la patologia AB
(Pleiss et al., 2016), permitiendo la hiperactivacion de sustratos claves como NFAT
(Mohmmad Abdul et al., 2011), el cual esta aumentado en las etapas tempranas de la
EA, asociandose con el déficit cognitivo (Abdul et al., 2009) y esta ligada a fenotipos
gliales alterados y neuroinflamaciéon (Fernandez et al., 2007; Nagamoto-Combs and
Combs, 2010; Rojanathammanee et al., 2015). En concordancia, nuestro grupo
demostré que el tratamiento de neuronas de hipocampo con ABOs promueve la

activacion de NFAT, aumentando su translocacioén al nucleo (Lobos et al., 2016).

Asimismo RCAN1, una proteina que directamente se une el dominio catalitico de
calcineurina y lo inhibe (Ermak et al., 2002; Fuentes et al., 2000; Kingsbury and
Cunningham, 2000; Rothermel et al., 2000), estd sobreexpresada en cerebros de
pacientes con EA, sindrome de Down y en células expuestas a una aplicacion exdégena
del péptido ABi-42 (Fuentes et al., 2000; Ermak et al., 2001). Interesantemente, durante
la adaptacién al estrés oxidativo la induccion de RCAN1 resulta ser un proceso

dependiente de calcio (Crawford et al., 1997; Leahy et al., 1999).

La truncacién y activacién de calcineurina aumenta la actividad de la caspasa-3 en el
hipocampo del raton transgénico Tg2576-APPswe (D'Amelio et al.,, 2011). Esto
concuerda con estudios que demuestran que calcineurina esta involucrada en la
muerte apoptética neuronal (Asai et al., 1999; Honig and Rosenberg, 2000; Wu et al.,
2004). También se ha implicado la activacién de calcineurina en la inhibicion de la
potenciacién a largo plazo (LTP) inducida por AB (Xie, 2004) y en la participacion en la

depresion a largo plazo (LTD) (Dacher et al., 2013; Jensen and Edwards, 2012; Yuan
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and Burrell, 2012), al igual que STAT3 (Hofmann and Kirsch, 2012; McGregor et al.,
2017; Nicolas et al., 2012). La calcineurina también es sensible al estrés oxidativo. El
anion superdxido (O2) inhibe a calcineurina (Rusnak and Mertz, 2000), ya que
interactda con su centro redox activo de Fe?*-Zn?* oxidandolo a Fe**-Zn?* (Namgaladze
et al., 2002), mientras que la SOD previene la inactivacion de calcineurina, demostrado
in vitro e in vivo (Wang et al., 1996). Por otra parte, la inactivacion de calcineurina por
H.0; es dependiente de la concentracion y es revertida por la enzima tioredoxina ditiol
oxidoreductasa (Bogumil et al.,, 2000). La calcineurina también promueve la
degradacion de STAT3 mediante la via ubiquitin-proteosoma, ya que la inhibicién de
calcineurina aumenta los niveles totales de STAT3 y sus formas activadas (Murase,
2013), sin cambiar los niveles de ARNm de STAT3 en ratones y cultivo primario (Yang
et al., 2016). Asi, la calcineurina podria ser un interesante blanco molecular involucrado
en la desfosforilacion del residuo serina 727 de STAT3, ya que su actividad cambia

segun los niveles de ROS y Ca?* intracelular.

1.1.5 Glutamato y excitotoxidad en la enfermedad de Alzheimer

La mayor parte de la neurotransmision excitatoria en el sistema nervioso central (SNC)
de los mamiferos es mediada por el glutamato y sus receptores ionotropicos:
receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPAR),
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR), receptores de kainato y receptores delta.
Esos receptores juegan importantes roles en la plasticidad sinaptica, siendo
fundamentales para los procesos de memoria y aprendizaje (Riedel et al., 2003). Una
considerable cantidad de evidencias sugiere que la sobreactivacion excitotoxica de los

receptores de glutamato mediada por una excesiva entrada de Ca?*, especialmente por
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los del tipo NMDAR (Benarroch, 2011; Choi, 1987; Choi et al., 1988; Koh and Choi,
1991; Szydlowska and Tymianski, 2010; Tymianski et al., 1993), contribuye a la muerte
celular en EA, ya que los NMDARs tienen una mayor permeabilidad por Ca?*
comparado con los otros receptores de glutamato ionotrépicos (Choi, 1992). Ese
aumento patoldgico en los niveles de Ca?' genera pérdida gradual de la funcion
singptica y en ultima instancia muerte celular, lo cual correlaciona clinicamente con
disminuciéon progresiva en la cognicion y memoria en los pacientes con EA,
racionalizando el uso clinico de memantina, un antagonista del NMDAR, como un
tratamiento neuroprotectivo y sintomatologico para la EA (Danysz and Parsons, 2003;

Danysz et al., 2000; Wenk, 2006).

La recaptura de glutamato y el sistema de reciclamiento son importantes factores que
determinan la disponibilidad de glutamato para los procesos de sefalizacion.
Desafortunadamente, se ha observado que en pacientes con EA hay una disminucion
en la capacidad de transportar glutamato y una pérdida selectiva del transportador
vesicular de glutamato (VGlut) (Kirvell et al.,, 2006; Li et al., 1997b; Masliah et al.,
1996). Ademas, se ha reportado que el transportador excitatorio aminoacidico 2
(EAAT?2) localizado en los astrocitos perisinapticos esta alterado en la EA (Scott et al.,
2011). Estudios con distintas especies del péptido AB en cultivos neuronales apoyan la
idea que el AB téxico podria permitir mayor disponibilidad de glutamato, alterando sus
mecanismos de reciclaje y recaptura (Arias et al., 1995; Brito-Moreira et al., 2011;
Fernandez-Tome et al., 2004; Parpura-Gill et al., 1997; Paula-Lima et al., 2011; Paula-
Lima et al., 2013). Al respecto, se ha demostrado en astrocitos primarios que los ABOs
estimulan fuertemente la activacion de NFAT y producen una reduccion significativa de

los niveles proteicos de EAAT2 (Abdul et al., 2009). Estos resultados sugieren que la
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via de sefializacién de NFAT esta alterada selectivamente en la EA y que podria jugar
un importante rol en la neurodegeneracion inducida por los ABOs. Ademas, los ABOs
inducen una disminucién de la expression del transportador de glutamato GLUT1 en la
superficie celular de los astrocitos (Scimemi et al.,, 2013), aumentando el curso
temporal de la recaptura del glutamato. Estas evidencias sugieren fuertemente que los
ABOs facilitarian un exceso de glutamato en el espacio extra-sinaptico, debido a que
estimulan cascadas de sefalizacion en el astrocito que culminan en la desregulacion
de los transportadores de glutamato, generando un ambiente excitotoxico que conlleva

finalmente a la muerte neuronal.

1.1.6 Apoptosis y STATS.

La apoptosis es un tipo de muerte programada que ocurre normalmente en el
desarrollo, durante el envejecimiento o como un mecanismo de defensa cuando las
células son dafiadas por una disfuncién o por un agente toéxico (Norbury and Hickson,
2001). La apoptosis es un proceso coordinado que involucra una cascada de eventos
moleculares que dependen de energia. Existen tres principales vias apoptéticas: 1) la
via extrinseca o apoptosis por receptor de muerte (Receptor Fas o receptor de TNFa),
2) la via intrinseca o mitocondrial y 3) la via perforina/granzima (B o A). Las tres vias
convergen en la misma via de ejecucion la cual se inicia por el clivaje caspasas
iniciadoras (caspasa -2, -8, -9, -10) y luego por clivaje de caspasas ejecutoras
(caspasa -3,-6,-7), siendo el clivaje de caspasa-3 uno de los eventos mas importantes
ya que es parcial o totalmente responsable de la escisién proteolitica de diversas
“proteinas clave” resultando en la mediacion y amplificacion de las sefiales de muerte.

La activacién de caspasa-3 resulta en la fragmentacién del ADN y condensacion de la
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cromatina, degradacion de las proteinas del citoesqueleto y nucleares,
entrecruzamiento de proteinas, aparicion de protuberancias en la membrana
plasmatica, pérdida del volumen celular y formacién de cuerpos apoptéticos, expresion
de ligandos de receptores presentes en las células fagociticas y finalmente la captura
por células fagociticas. La granzima A activa en paralelo, una via de muerte celular

independiente de caspasa (Igney and Krammer, 2002; Martinvalet et al., 2005).

En la via intrinseca, diversos estimulos producen sefiales intracelulares que activan
blancos que inician eventos mitocondriales, tales como la apertura del poro de
transicion mitocondrial (MPTP), la pérdida del potencial de transmembrana y la
liberacién de dos grupos de proteinas pro-apoptéticas desde el espacio intermembrana
al citoplasma (Saelens et al., 2004). El primer grupo consiste de citocromo-c,
Smac/DIABLO y HtrA2/Omi, las cuales activan a la caspasa-9 y permiten la formacion
del apoptosoma (Cai et al., 1998; Du et al., 2000; Garrido et al., 2006; van Loo et al.,
2002). El segundo grupo consiste de: factor inductor de apoptosis (AlF), endonucleasa
G y CAD, las cuales son liberadas como un evento tardio después que la célula se ha
comprometido a morir. El control y regulacion de esos eventos mitocondriales ocurre a
través de miembros de la familia Bcl-2, en donde algunos miembros son anti-
apoptaticos, como Bcl-2, Bel-xL, Bcl.x, Bcl-XS, Bcl-w, BAG y otros son pro-apoptéticos,

como Bax, Bad, Bcl-10, Bak, Bid, Bim, Bik y Blk (Cory and Adams, 2002).

STAT3 participa en la respuesta de sobrevivencia celular a través de la transcripcion
de diversos genes como: Bcl-2, Bcl-xL (Komine-Kobayashi et al., 2006; Konnikova et
al., 2003; Solaroglu et al., 2006; Stephanou et al., 2000), survivina (Aoki et al., 2003;

Kanda et al., 2004; Mahboubi et al., 2001), Mcl-1 (Bhattacharya et al., 2005; Nam et al.,
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2005), clAP2 (Solaroglu et al., 2006) y Pim-1 (Shirogane et al., 1999). Bcl-2 y Bcl-xL
impiden la liberacion de factores pro-apoptéticos (Li et al., 1997a), mientras que
survivina, quien es un miembro de la familia de las proteinas IAPs (inhibidor de la
apoptosis), inhibe la activacion de las caspasas (Tamm et al., 1998), por lo tanto regula
la via apoptética intrinseca y extrinseca (Deveraux and Reed, 1999). Dado que STAT3
promueve la sobrevivencia de neuronas en condiciones patoldgicas (Jiang et al., 2014;
Jung et al., 2009; Manickam and Tulsawani, 2014; Schweizer et al., 2002), éste podria
ser un interesante blanco que podria mediar la respuesta de sobreviviencia de las

neuronas en respuesta a los oligdmeros del péptido AB.
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1.2. Hipotesis de trabajo:

“Los oligbmeros del péptido B-amiloide activan a los astrocitos induciendo la liberacién
de ROS y RNS, lo cual genera en las neuronas un aumento el tono oxidativo y la
liberacién de calcio a través del receptor de ryanodina, activando a la fosfatasa
calcineurina. La activacion de calcineurina resulta en la defosforilacion del residuo
serina 727 de STAT3, disminuyendo su localizacion nuclear y la expresion de genes
blancos de sobrevivencia, finalizando en una mayor sensibilidad a estimulos

excitotoxicos”.

1.3 Objetivo general

Evaluar la mediacién de los astrocitos en las vias de sefializacion que promueven
cambios adaptativos de expresion génica neuronales, en respuesta a los oligdbmeros
sinaptoxicos del péptido B-amiloide. Evaluar los mediadores liberados por los astrocitos
reactivos, posibles cambios del tono oxidativo y en las sefiales de calcio en las
neuronas. Determinar si la fosfatasa calcineurina participa en la desfosforilacién del
residuo serina 727 de STAT3 en neuronas y si esto genera cambios en la expresion

génica asociados a sobrevivencia y susceptibilidad a estimulos citotxicos.
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1.4 Objetivos especificos

1.4.1. Determinar el/los mediador(es) liberado(s) por astrocitos, después del
tratamiento con los oligobmeros del péptido B-amiloide (ABOs), que induce(n)
disminucion de pSer-STAT3 nuclear en las neuronas. Evaluar la posible participacion
de:

1.4.1.1 Especies reactivas de oxigeno.

1.4.1.2 Citoquinas inflamatorias IL-6, IL-1B o TNFa (se evaluara si aumentan su

expresion y secrecion)

1.4.1.3 Oxido nitrico.

1.4.2. Determinar si el medio condicionado de astrocitos tratado con ABOs, produce un

aumento del tono oxidativo en las neuronas.

1.4.2.1 Evaluar si hay cambios en la oxidacién del soma neuronal. Para ello,

medir si ocurre aumento de los niveles de tioles oxidados tras el tratamiento con el

medio condicionado de astrocitos.

1.4.2.2 Determinar si hay aumento del peréxido de hidrégeno en el soma y

neuritas.

1.4.2.3 Evaluar si diferentes antioxidantes abolen el efecto del medio

condicionado tratado con ABOs, reestableciendo la sefal de pSer-STAT3 en el nlcleo.
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1.4.3. Evaluar si el mecanismo de re-distribucion de pSer-STAT3 es dependiente de

calcio, receptor de ryanodina y calcineurina.

1.4.3.1 Evaluar si el medio condicionado tratado con ABOs produce aumento
del calcio intracelular en neuronas. En caso de que haya un aumento, evaluar si la
guelacion de calcio con BAPTA-AM revierte el efecto del medio condicionado de

astrocitos.

1.4.3.2 Evaluar si la inhibiciéon del receptor de ryanodina (RyR) revierte el efecto

del medio condicionado de astrocitos tratado con ABOs.

1.4.3.3 Evaluar la posible participacion de calcineurina como el regulador de la
fosforilacion de la serina 727 de STAT3. Para ello, evaluar si la expresion de un péptido
inhibitorio de calcineurina revierte el efecto del medio condicionado de astrocitos
tratado con ABOs vy si la sobreexpresién de una variante constitutivamente activa de

calcineurina exacerba el efecto del medio condicionado.

1.4.4. Evaluar si la disminucién de pSer-STAT3 en el ndcleo, producto del medio
condicionado de astrocitos tratado con ABOs, correlaciona con una disminucion en la
expresion de genes blancos de sobrevida y/o una sensibilizacion a estimulos

excitotoxicos.

1.4.4.1 Determinar los niveles de ARNm de los genes Bcl-2, Bcl-xL y survivina y

si ocurre cambio en la razén pro-apoptética Bax/Bcl-2. Evaluar si un antioxidante

recupera los niveles de ARNm de esos genes blancos
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1.4.4.2 Evaluar si el medio condicionado de astrocitos tratado con ABOs
aumenta la susceptibilidad de las neuronas a estimulos excitotoxicos, como NMDA o

glutamato.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

El péptido B-amiloide fue comprado en Bachem Inc. Los reactivos Hexafluoro-2-
propanol (HFIP), FluorSave, peroxido de hidrégeno y MCI-186 fueron adquiridos en
Merck (Darmstadt, Alemania). Dimetil sulféxido (DMSO), t-butil-hidroperéxido, Catalasa
(Cod. C1345) y Superoxido dismutasa (Cod. S5395), Hemoglobina (Céd. H2500),
matriz CNBr-Sefarosa activada, 4-cloro-m-cresol (CMC), EUK-134, DMTU, Etil galato,
Tempol, los anticuerpos anti-actina (A5441, ratén) y anti RCAN1 (D6694, conejo)
fueron obtenidos en Sigma (St. Louis, MO). Las columnas para extraer el ARN total
fueron compradas en Omega Bio-Tek (Norcross, GA). La enzima transcriptasa reversa
MLV y Amplex® Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina), el factor de crecimiento neural
(NGF), el medio neurobasal, HBSS, el suplemento B27, el medio minimo esencial
(MEM), medio minimo esencial Dulbecco (DMEM), suero de caballo y lipofectamina
2000, BAPTA-AM, los anticuerpos secundarios: Alexa Fluor® 488 anti-conejo IgG
(cabra), Alexa Fluor® 488 anti-ratdbn IgG (cabra), Alexa Fluor® 633 anti-ratén IgG
(cabra), Alexa Fluor® 546 anti-pollo IgG (cabra), Alexa Fluor® 488 C5 Maleimida, Alexa
Fluor® 555 C5 Maleimida, Fluo-4 AM, Fluo 3-AM y el kit de revelado SuperSignal
chemiluminescence assay fueron adquiridos en Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA) y el kit de gPCR KAPA SYBR® FAST Universal fue comprado a la empresa KAPA
biosystems (Wilmington, MA). El suero fetal bovino (FBS) inactivado fue comprado en
Biological Industries (Cromwell, CT). Los anticuerpos primarios: anti-fosfo serina727-
STAT3 (#9134, conejo); anti-fosfo tirosina705-STAT3 (#9145, ratdén), anti-STAT3

(#9139, ratén), anti-GFAP (#3670, raton) y anti-caspasa 3-activada Aspl75 (#9661,
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conejo) fueron adquiridos en Cell Signaling Techology (Danvers, MA). Los anticuerpos
anti-histona H1 (ab11079, raton) y anti-NFATc4 (ab62613, conejo) fueron comprados
en Abcam (Cambridge, Reino Unido). Los anticuerpos anti-AB 6E10 (SIG-39320, raton)
y anti-Blll-tubulina (TUJ, pollo) fueron adquiridos en Covance (Princeton, NJ) y Aves
Lab (Tigard, OR), respectivamente. El reactivo Western Lightning Plus-ECL
(NEL104001EA) fue adquirido en Perkin Elmer (Waltham, MA). El plasmido HyperCyto
fue adquirido en Evrogen (Moscu, Rusia). El kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL
System (Céd. G3250) fue comprado en Promega (Madison, WI). Los kits de ELISA
para detectar IL-1B (Cat N° RLBO0O0), IL-6 (Cat N° R6000B) y TNFa (Cat N° RTAQO)

fueron comprados en R&D systems (Minneapolis, MN).

2.2 Cultivos primarios

El comité de ética de la facultad de Ciencias de la Universidad de Chile aprobé el
protocolo de bioética usado en esta tesis. Todos los procedimientos fueron realizados
en concordancia con la guia de cuidados y usos de animales de experimentacion de
los institutos de la salud de Estados Unidos. Los animales dispusieron de comida y
agua ad libitum y fueron eutanasiados bajo profunda anestesia para evitar el

sufrimiento en cada etapa del sacrificio.

El cultivo primario de neuronas hipocampales fue preparado de embriones E19-20
obtenidos de ratas prefiadas Sprague-Dawley, como se ha descrito previamente
(Paula-Lima et al., 2011) con algunas modificaciones. En breve, los cerebros fueron
removidos y puestos en placas de petri que contenian una solucién HBSS-HEPES. Las

meninges fueron removidas, los hipocampos fueron disectados y se agregé tripsina
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0,5% por 20 minutos para disgregar el tejido. Luego, las células fueron disociadas
mecénicamente en una solucion de HBSS-HEPES vy fueron suspendidas en el medio
de plagueo (MEM suplementado con suero de caballo). Se realizé un conteo y las
células disociadas fueron plagueadas en placas o vidrios cubiertos con poli-lisina y se
incubaron por 1 h a 37°C. Después, el medio MEM fue reemplazado por el medio
neurobasal suplementado con B27 (medio de mantencién). Las células fueron
cultivadas por 7-8 dias in vitro (7-8 DIV) a 37°C en una atmoésfera humedecida en CO;
al 5%. Esos cultivos estaban altamente enriquecidos en neuronas, como se logro
evidenciar con el anticuerpo anti-BllI tubulina, con un contenido glial del 12% como fue
revelado por tincién con el anticuerpo anti-GFAP (proteina glial acidica fibrilar, GFAP,
Figura 1A). Para facilitar la nomenclatura, el cultivo de neuronas con 12% de astrocitos
seréa referido como cultivo neuronal rico en astrocitos. Cultivos neuronales pobres en
astrocitos fueron obtenidos después de la aplicacion de 1-b-D arabinofuranosil citosina
(AraC) a las 24 horas posteriores a la siembra, a una concentracién de 1,5 uM AraC
por 24 horas. El AraC fue agregado para evitar la proliferacién glial, los cultivos

resultantes mostraron un 4% de contenido glial (Figura 1B).

El cultivo de astrocitos primarios de corteza de rata fue obtenido como se describe en
(Viviani, 2006) con modificaciones. Brevemente, las cortezas cerebrales de ratas
neonatas Sprague—Dawley de 1 a 3 dias fueron disectadas en un medio HBSS-HEPES
y digeridas usando Tripsina-EDTA 0,25% suplementada con DNasa | a una
concentracién de 0,5 mg/mL. Los cultivos de glia mixta fueron incubados en medio
minimo esencial Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS). Las células se pegaron en la superficie plastica (sin polilisina) por 3 dias y luego

se les cambi6 todo el medio. Después de 13 dias en cultivo, las células fueron agitadas
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vigorosamente en un agitador a 300 rpm por 72 horas para soltar las microglias y los
oligodendrocitos. Después de la agitacion, los astrocitos fueron tripsinizados y re-
plaqueados en placas p6 o p35 y crecieron hasta alcanzar confluencia antes de ser

usados en los experimentos (Figura 1C).

2.3 Preparacion y caracterizacion de los oligobmeros del péptido B-amiloide

(ABOs)

Se prepar6é una capa con monémeros del péptido AB1-42 usando hexafluoro-2-
propanol (HFIP) y se alicuotd6 en tubos eppendorf de 1,5 mL. Los tubos fueron
guardados a -80°C por un periodo superior a los 4 meses. Antes de usar, esta capa fue
disuelta en DMSO estéril, preparando una solucién stock de 5 mM. La preparacion de
los oligbmeros se realizé segun métodos estandares (Lacor et al., 2007; Paula-Lima et
al., 2011). En resumen, la solucién de 5 mM fue diluida hasta una concentracién de
100 uM con buffer fosfato salino (PBS) frio, se dejo a 4°C sin agitacion toda la noche y
al dia siguiente se centrifugé a 14.000 g por 10 minutos a 4°C, para remover los
agregados insolubles (protofibrillas y fibrillas). El sobrenadante conteniendo los
oligbmeros solubles fue transferido un tubo limpio, la concentracién de proteinas fue
medida por el método de microBCA y almacenado a 4°C hasta su uso con un tiempo
limite de almacenamiento de 48 horas, ya que se trata de una preparacion
metaestable. La composicion oligomérica de los agregados en las preparaciones
frescas fue confirmada por andlisis de western blot y microscopia electrénica, como ha
sido descrito anteriormente (Paula-Lima et al., 2011). S6lo oligdmeros frescos (hasta 2
dias después de su preparacion) fueron utilizados en los experimentos. En el western

blot se utilizaron geles de Tris-Tricina de 3 fases, en donde las muestras fueron
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denaturadas solo con buffer de carga, lo cual permitio preservar las estructuras
oligoméricas en la corrida electroforética. Las muestras consistieron de distintas
cantidades de ABOs (0,4, 0,6 y 0,8 ug) y se usaron estandares de peso molecular en
los carriles localizados en los dos extremos, con el fin de comparar la migracion
electroforética de oligdbmeros de grandes a un lado y pequefios al otro lado del gel
(Figura 2A). Las muestras fueron corridas 1 hora a 50 V, 2 horas a 80 V y 2 horas a
110 V (a temperatura ambiente) y 2 horas en hielo. Luego, la transferencia se hizo en
una camara semi-himeda (0,63 A por 75 minutos) usando membranas de PVDF
activadas previamente con metanol (7 minutos en agitacion) y al término de esto, las
membranas fueron hervidas por 2 minutos para exponer los epitopes. El bloqueo se
realizé con leche descremada al 5% en un una solucién PBS-Tween 0,05% por 1 hora
a temperatura ambiente y el anti-AB (1:5000 raton, Covance) se incub6é a 4°C con
agitacion durante toda la noche. Se us6 un anticuerpo secundario anti-raton Ig 1:7000
en leche 5% por 1 hora a temperatura ambiente, se hicieron 3 lavados con PBS-Tween
0,05%, 2 lavados con PBS y las muestras fueron reveladas con el reactivo Western
Lightning Plus-ECL (Perkin Elmer). La caracterizacion mediante microscopia
electronica de contraste de fase consistio en analizar una muestra fresca de
oligbmeros, a los cuales se les agregé acetato de uranilo (coloracién de contraste). En
resumen, las grillas se des-ionizaron por 20 minutos con UV, se agregd 5 pL de ABOs
hasta que fue absorbido y luego se agregé 5 yL de acetato de uranilo al 4% y se
esperd que se absorbiera. Posteriormente las muestras fueron analizadas en el

microscopio electronico al dia siguiente.
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2.4 Medio condicionado de astrocitos (MCA*Af°s)

El medio condicionado de astrocitos (MCA) primarios consisti6 en medio neurobasal
suplementado con B27 (medio de mantencién) tratado con los oligbmeros del péptido
B-amiloide (MCA**8%%) a una concentracién de 0,5 uM por 24 horas. Este medio
condicionado soélo fue usado fresco (maximo 5 minutos luego de su obtencién). En
todos los experimentos que se us6 (MCA*"8%%) cultivos neuronales pobres en
astrocitos fueron incubados por 24 horas con este medio previo a la evaluacion de los
parametros de estudio. EI medio de astrocitos control fue obtenido de astrocitos
tratados con medio de mantencion sin los oligobmeros del péptido B-amiloide

(MCACon por 24 horas.

2.5 Immunocitoquimica

Cultivos neuronales ricos o pobres en astrocitos (DIV 7) fueron fijados con una solucion
de paraformaldehido (PFA) 4%/sacarosa 4% en PBS por 5 minutos, a una proporcion
1:1 con el volumen del medio de tratamiento experimental (prefijacion). Luego, esta
solucion fue reemplazada por PFA 4%/sacarosa 4% y las células fueron incubadas por
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS,
incubadas con Tritén X-100 al 0,1% en PBS por 30 minutos y bloqueadas con PBS-
BSA 10% por 1 hora. Las células fueron inmunomarcadas toda la noche a 4°C con
diferentes anticuerpos diluidos en PBS-BSA 3%. Anti-fosfo serina 727-STAT3 (1:50,
conejo), anti-Blll-tubulina (1:1000, pollo), anti-GFAP (1:500, raton), anti-fosfo tirosina
705-STAT3 (1:100, ratén) y anti-STAT3 (1:100, ratdon) fueron los anticuerpos primarios

usados. Después, las células fueron lavadas 5 veces con PBS e incubadas por 2 horas
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a temperatura ambiente en una cdmara humeda con DAPI (1:10.000) y los siguientes
anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 anti-conejo (cabra), Alexa Fluor 633 anti-
raton (cabra), Alexa 488 anti-ratén (cabra), Alexa Fluor 546 anti-pollo (cabra), todos
usados a una concentracion de 1:300 en PBS-BSA 3%. Las células fueron visualizadas
en un microscopio confocal Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss Microscopy GmbH: Jena,
Germany) usando el objetivo de inmersion 63x. Las imagenes fueron adquiridas
digitalmente con el software ZEN (Zeiss). El programa Image J (National Institutes of
Health, Baltimore, MD) se us6 para los analisis de imagenes y la generacion de
proyecciones en el eje z desde stacks compuestos de 5-8 fotos (0,4-pum de grosor cada
una). Se fotografiaron campos que contenian alrededor de 30-40 células. Usando la
herramienta ROl manager, se seleccionaron las areas totales de las neuronas usando
el canal de la Blll-tubulina y la densidad integrada de la marca de pSer-STAT3 fue
medida en este canal usando la herramienta Overlay from ROl manager, la cual
transfiere las areas de interés (ROI) de un canal a otro en la misma posicion. Luego,
las areas nucleares fueron seleccionadas a través de la marca del canal DAPI y esas
areas fueron transferidas al canal de la pSer-STAT3. La intensidad citoplasmaéatica fue
calculada como la diferencia entre la intensidad total de pSer-STAT3 y la intensidad
nuclear de pSer-STAT3. La distribucién es presentada como la razén de intensidad
entre la fluorescencia nuclear y citoplasmatica de pSer-STAT3. Todos los datos fueron

normalizados respecto a la condicién control.

2.6 Analisis de Western blot

Todos los extractos de proteina analizados provenian de cultivos neuronales pobres en

astrocitos. Los extractos fueron preparados por lisis de las células con buffer RIPA 1x
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(NaCl 150 mM, Nax-EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, NP-40 1%,
sodio deoxicolato 1%) mas una mezcla de inhibidores de proteasas e inhibidores de
serina fosfatasas (Na:P.O; 10 mM, NasVOs 5 mM y NaF 40 mM); después de 10
minutos de incubacién en hielo, se hizo una homogenizacién mecanica con una jeringa
(12 veces) y 3 ciclos de sonicacion de 20 segundos cada uno. Luego, las muestras
fueron centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos y la concentracién de proteinas de
los sobrenadantes fue determinada por el método del BCA. Las proteinas fueron
denaturadas a 95°C por 5 minutos y resueltas en geles de poliacrilamida-SDS al 10%,
transferidas a membranas de nitrocelulosa y bloqueadas por 1 hora a temperatura
ambiente con leche descremada al 5% (pSer-STAT3, STAT3, RCAN1, B-actina, a-
tubulina) o BSA 5% (Histona 1) en un buffer TBS-Tween 0,1% (NaCl 0,5 M, Tris 20
mM, pH 7.4). Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con agitacién, con
los siguientes anticuerpos: pSer-STAT3 (1:1.000, conejo), STAT3 (1:1.000, ratén),
Histona H1 (1:1.000, raton), RCAN1 (1:1.000, conejo), B-actina (1:5.000, raton), a-
tubulina (1:10.000, ratén). Un protocolo de stripping suave (Glicina 200 mM, SDS 0,1%,
Tween-20 1%, pH 2.2) fue realizado en casi todos los experimentos. Los anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa (anti-conejo 1:10.000 y anti-ratén 1:5.000) se
agregaron por 2 horas a temperatura ambiente con agitacién. Las bandas fueron
visualizadas con el kit SuperSignal Chemiluminescence (Thermo Fisher Scientific-
Invitrogen) y la cuantificacién densitométrica se realizé con el programa Image J. B-
actina fue usado como control de carga, Histona 1 fue usado como marcador nuclear.

NGF fue usado como un control positivo.

32



2.7 Preparacion de extractos nucleares y citoplasmaticos

Extractos nucleares y citoplasmaticos fueron preparados como se describio
previamente (Garcia-Yague et al., 2013). En breve, cultivos neuronales pobres en
astrocitos fueron lavados con PBS frio y 100 pL de buffer A frio (HEPES 10 mM, pH
7.9, MgCI2 1,5 mM, KCI 10 mM, DTT 0,5 mM, Nonidet P-40 0,05%, mas inhibidores de
serina fosfatasas: Na3vO4 5 mM, NaF 40 mM, Na4P207 10 mM) fue agregado e
incubado por 20 minutos en hielo. EI homogenizado fue centrifugado a 900 g por 10
minutos (el sobrenadante corresponde a la fraccion citoplasmatica). El pellet fue lavado
3 veces con 100 pL de buffer A. El pellet nuclear fue resuspendido en 50 pL del buffer
B, el cual es un buffer hiperténico, (HEPES 5 mM, pH 7.9, MgCl, 1,5 mM, EDTA 0,2
mM, DTT 0,5 mM, glicerol 26% (v/v), NaCl 300 mM mas los inhibidores de las serina
fofatasas) y fue incubado por 30 minutos en hielo. Las proteinas nucleares fueron
obtenidas por centrifugacion a 20.000 x g por 20 minutos. Todas las muestras fueron
diluidas con agua desionizada (1:1) y las proteinas fueron cuantificadas mediante el

ensayo del acido bicinconinico (BCA, Thermo Scientific-Pierce).

2.8 gPCR en tiempo real

Los cultivos de astrocitos primarios fueron tratados con o sin ABOs 0,5 uM por 24
horas y los medios condicionados (MCA*™%s y MCAC°"°) fyeron recolectados y el
ARNmM de los astrocitos fue extraido usando el kit de extraccibn de Omega Bio-Tek.
Igualmente, los cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con el
MCA*™¥s g MCAC°°! por 24 h y después de eso, se obtuvo el ARNm con columnas de

extraccion de ARN (kit Omega Bio-Tek). La pureza de la extraccion fue ensayada por
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la razon de absorbancia 260/280 y la integridad del ARN se evalué por electroforesis
en geles de agarosa. La primera hebra de cDNA fue sintetizada del ARN total (1 pg)
usando la transcriptasa reversa M-MLV (invitrogen). La expresion de los niveles de
ARNm de STATS, los genes blancos de STAT3 y las citoquinas pro-inflamatorias
fueron analizadas por PCR en tiempo real (pRT-PCR). En breve, 50 ng de cDNA en un
volumen final de 10 pL fue usado para la amplificacion de la reaccién de PCR (Applied
Biosystem Thermal Cycler). La amplificacion fue hecha usando los apropiados

partidores. Las secuencias de los pares de partidores (rata) fueron los siguientes:

STAT3 sentido/antisentido 5’-CAAAGAAAACATGGCCGGCA-3/
3-GGGGGCTTTGTGCTTAGGAT-5’ (Hafez et al., 2015);

e fB-actina sentido/antisentido 5’-AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3'/
3-ACCAGAGGCATACAGGGACAA-5’ (Pang et al., 2016);

e Bcl-2 sentido/ antisentido 5’-CTTCTCTCGTCGCTACCGTC-3/
3-CATGACCCCACCGAACTCAA-5 (Hafez et al., 2015);

e Bcl-xL sentido/antisentido 5'-CCCAGAAGAAACTGAACCA-3’/
3-TCACTGAATGCTCTCCGGTA-5’ (Singh-Mallah et al., 2017);

e Survivina sentido/antisentido 5-TAAGCCACTTGTCCCAGCTT-3/
3’-CTCATCCACTCCCTTCCTCA-5 (Fan et al., 2015);

e BAX sentido/antisentido 5’-TGCAGAGGATGATTGCTGA-3/
3-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-5’ (Singh-Mallah et al., 2017);

e 18S rRNA sentido/antisentido 5’- GGGCCCAAGCGTTTACTTT-3/
3-TTGCGCCGGTCCAAGAATTT-5;
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e IL-18 sentido/antisentido 5’-TGTGATGAAAGACGGCACAC-3'/
3-CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG-5';

e IL-6 sentido/antisentido 5-CCCTTCAGGAACAGCTATGAA-3/
3’-ACAACATCAGTCCCAAGAAGG-5';

¢ TNFa sentido/ antisentido 5-GCCCAGACCCTCACACTC-3/
3’-CCACTCCAGCTGCTCCTCT-5'.

El reactivo KAPA™ SYBR Fast gPCR (KAPA Biosystems) fue usado en un equipo Step
One Plus® real-time PCR (Applied Biosystems, Singapore) usando el siguiente
protocolo: 95 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 3 segundos y 60 °C
por 30 segundos, y finalmente una curva fue hecha a 95 °C por 15 segundos, por 1
minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C, para detectar la formacion de productos no
especificos y amplificacion de falsos positivos. Como control enddgeno, la expresion de
B-actina y del ARN 18S fueron cuantificadas. Las veces de cambio fueron cuantificadas
usando el método 2(-Delta C(T)) (Livak and Schmittgen, 2001). Los niveles de ARNm
de las citoquinas pro-inflamatorias fueron normalizadas con el ARNm 18S vy la
expresion del ARNm de STAT3 y de sus genes blancos se normaliz6 con la expresion

del ARNm de la B-actina.

2.9 Tratamientos con catalasa, hemoglobinay peréxido de hidrégeno

En los experimentos de catalasa, SOD y hemoglobina se usaron cultivos neuronales

ricos en astrocitos. En el experimento donde se aplicé peréxido de hidrégeno, se

utilizaron cultivos neuronales pobres en astrocitos. Las enzimas neutralizadoras de
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especies reactivas de oxigeno: Catalasa y Superoxido dismutasa fueron diluidas a 50
IU/mL con/sin ABOs, en un medio de mantencion. Los cultivos fueron incubados por 24
horas con esas enzimas, las cuales no ingresan a células polarizadas que se
encuentren intactas. Para determinar si la SOD posee actividad peroxidasa, se evalué
la produccion de peroxido de hidrogeno (H202) mediante la sonda Amplex Red en un
fluorimetro, el cual evidencié que habia una contaminacion de 35% de actividad
peroxidasa, por lo tanto, los experimentos realizados con la enzima SOD fueron
eliminados de la tesis. La hemoglobina es un scavenger de Oxido nitrico y fue
preparada como se describe en (Martin et al., 1985). La solucion de hemoglobina
reducida fue inmovilizada en una matriz de Sefarosa-CNBr siguiendo las instrucciones
del fabricante. La preparacion de hemoglobina-sefarosa inmovilizada fue almacenada
en HCI 1 M por 2 semanas a 4°C con azida de sodio al 0,05%. Las concentraciones de
hemoglobina fueron calculadas como se describe en (Hindley et al., 1997). Se
agregaron 8 dosis de peroxido de hidrégeno (50 uM) durante 24 horas y luego las
células fueron fijadas. Se siguié el protocolo de inmunocitoquimica, tal como se

describid antes.

2.10 Determinacion del peréxido de hidrogeno en el MCA™£% con Amplex Red®

Este ensayo se basa en la deteccibn de H»O, en una reaccidon que acopla a la
peroxidasa de rabanito (HRP) y al compuesto Ampex Red® (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazino). Se ha probado que Amplex Red es una sonda de H.O, altamente
sensible y estable, y su producto de reaccion llamado resorufina posee gran estabilidad
y es fluoescente, por lo que puede detectarse entre los 571-585 nm (fluorescencia de

emisién) (Zhou et al., 1997). La estioguiometria del Amplex Red y el H,0O; es 1:1. Se
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utilizé el amplex Red y la peroxidasa del kit ensayo de Amplex Red® Monoamino
Oxidasa (kit A12214, Invitrogen). Para ello se prepar6: 1) una solucion stock de Amplex
Red 20 mM utilizando DMSO como solvente (1 mg de Amplex en 200 uL de DMSO) y
se almacen6 a -20°C protegido de la luz, 2) una solucion de trabajo 1X del buffer de
reaccion, 3) una solucién de 200 U/mL de la peroxidasa HRP disolviendo el vial con 1
mL de buffer de reaccion 1X; y 4) una solucién de H.O- de trabajo a una concentracion
de 1 mM para hacer la curva de concentracion, del cual se hicieron diluciones seriadas.
Entonces, el cultivo de astrocitos primarios fue estimulado con o sin ABOs por 24 horas
y se recolectd el sobrenadante (MCA*™#0s o MCAC°"° respectivamente). Nétese que el
medio fue preparado con Neurobasal sin rojo fenol. A una placa de 96 pocillos se
agreg6 10 pL del medio condicionado (en sextuplicado) mas 90 uL del buffer de
reaccion 1X. Se prepar6 una curva de concentracion de H,O, desde los 100 nM hasta
los 5 UM, diluyendo el stock de H202 1 mM en el buffer de reaccion 1X generando un
stock 100 uM y otro 10 uM. Como control negativo se usé buffer de reaccién 1X sin
H.0,. Se prepard una solucion de trabajo que incluia Amplex Red 50 uM y HRP 1
U/mL y se agregd 90 pL de ésta solucién a los pocillos y luego la muestra (10 yL) y de
esta forma se comenzd la reaccion (oscuridad). Las reacciones se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Luego de esto se midio la
fluorescencia en el Biotek por 1 hora usando un rango de excitaciéon de 530-560 nm y
la emision se midio a 600 nm £ 20 nm. Las mediciones se realizaron cada 40
segundos. Se hizo un calculo de la pendiente a los 10 minutos en la condicién basal y
luego ese valor fue restado a las pendientes experimentales obtenidas en los 10
minutos. Luego, se determiné el promedio de los sextuplicados y se calculd la
concentracion de H.O, presente en las muestras seguln la ecuacién obtenida por la

curva estandar de H>O,. Dado que la cinética de formacion del producto (pendiente)
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resorufina disminuye considerablemente después de los 10 minutos, so6lo se considerd
el valor de la pendiente a los 10 minutos iniciales de registro para hacer los analisis.

Este experimento se realiz6 4 veces de forma independiente.

2.11 Tratamientos con antioxidantes, quelantes de calcio e inhibidores del

receptor de ryanodina (RyR)

En todos los experimentos se usaron cultivos neuronales pobres en astrocitos
sembrados en cubreobjetos de 12 mm (1,5 x 10° células/vidrio para inmunocitoquimica)
y en placas p6 (1,0x10°% células/pocillo para extraccion de ARN). Todos los
antioxidantes: cloruro de manganeso 3-metoxi-N,N-bis(saliciclideno)-etilendiamina
(EUK-134, 20 pM), Dimetil-tiourea (DMTU, 100 pM), 3-Metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona
(MCI-186, 50 uM), etil galato (20 uM) y 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxipiperidina
(Tempol, 1 mM) fueron co-incubados con el MCA**¥°s durante 24 horas y luego las
células fueron fijadas. EUK-134 y tempol son compuestos miméticos de la enzima SOD
(sintéticos) aunque EUK-134 tiene actividad catalasa también. DMTU y MCI-168 son
neutralizadores del oxidante llamado radical hidroxilo y etil galato es un atrapador de
radicales peroxil y peréxido de hidrégeno. El t-butil-hidroperéxido (5 uM), es un pro-
oxidante que no es metabolizable por las células, por lo cual se us6 como control
positivo de oxidaciéon. El quelante de calcio BAPTA-AM (100 uM) y ryanodina (50 pM,
concentracion inhibitoria) fueron incubados por 1 hora (Paula-Lima et al., 2011) y luego
se les agregé MCA*™¥%s g MCAC" por 1,5 o 3 horas. Las células fueron fijadas como
se describi6 anteriormente en el protocolo de inmunocitoquimica y el ARN fue extraido

de las células, tal como se describi6é antes.
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2.12 Citoquimica-Redox

Para determinar cisteinas oxidadas y reducidas se usé citoquimica redox como se
describe (Horowitz et al., 2011). En breve, cultivos neuronales pobres en astrocitos
fueron tratados por 24 horas con MCA*¥%s o MCAC"® Después las células fueron
fijadas y permeabilizadas por 30 minutos con una solucion de PFA 4%, etilmaleimida 1
mM, Alexa Fluor® 555 C5 maleimida 2 uM y Tritdon X-100 0,05% preparados en PBS a
pH 7.0 (este pH es critico para el ensayo). Las células fueron lavadas 3 veces con PBS
para remover el exceso de sonda que no reaccioné y entonces, los enlaces disulfuros
fueron reducidos por 30 minutos con Tris-(2-carboxietil)-fosfina (TCEP) 5 mM en PBS.
Ya que TCEP reacciona con las maleimidas, es necesario lavar las células con PBS
rapidamente (< 30 segundos). Después de eso, las células fueron incubadas en N-
etilmaleimida 1 mM en PBS y Alexa Fluor® 488 C5 maleimida 2 uM por 30 minutos.
Después de 3 lavados con PBS, la tincion fue fijada. Las células fueron visualizadas en
un microscopio Carl Zeiss LSM 710 usando el objetivo de inmersion en aceite 63x y las
imagenes fueron digitalmente adquiridas usando el software ZEN (Zeiss). El programa
Image J fue usado para el analisis de imagenes. Todas las imagenes fueron adquiridas
con los mismos parametros confocales. Usando la herramienta ROl manager, las areas
neuronales totales fueron seleccionadas en el canal Alexa Fluor® 488 (canal oxidado)
y la fluorescencia integrada fue medida. Esas areas fueron transferidas al canal Alexa
Fluor® 555 (canal reducido) usando la herramienta Overlay y se hizo la misma
medicion. El nivel de oxidacion fue calculado como la razon de intensidades entre el

canal oxidado y reducido usando la herramienta Image Calculator.
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2.13 Deteccion de la generacién de peroxido de hidrégeno con Hyper-Cyto

Neuronas de cultivos neuronales pobres en astrocitos (1,5 x 10° células/pocillo)
crecidas en cubreobjetos de 12 mm fueron transitoriamente transfectadas con el
plasmido Hyper-Cyto a los 7 dias de cultivo in vitro (DIV7), usando una proporcion de
1:2 DNA:Lipofectamina 2000 por 2 horas en neurobasal sin B27. En cada transfeccion
se usaron 400 ng de plasmido y al finalizar la transfeccion se agregd una mezcla 2:3 de
neurobasal/B27 antiguo: neurobasal/B27 nuevo precalentado. Hyper-Cyto es un sensor
intracelular radiométrico que detecta la produccion local de H»O, (Lukyanov and
Belousov, 2014). EI MCA**¥%s fue agregado a los cultivos después de 1 hora terminada
la transfeccion y fue incubado por 24 horas. Las células fueron fijadas a las 25 horas
post-transfeccion con PFA 4%/sacarosa 4% y fueron montados con el reactivo
FluorSave. Las neuronas transfectadas fueron excitadas con el laser a una longitud de
de onda de 488 nm (oxidado) y 405 nm (reducido) y la emision fue colectada a 505-530
nm. La fluorescencia de emisién de la excitacibn a 488 nm fue dividida por la
fluorescencia de emision de la excitacion a 405 nm (razén 488:405) como una medida
del contenido de H»O; (Lukyanov and Belousov, 2014). La fluorescencia de emisién a
una excitacién 488 nm y excitacién 405 nm varian inversamente (sonda radiométrica).
Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710
usando el objetivo de inmersion en aceite 63x. El programa Image J fue usado para el
analisis de imagenes. Una mascara con un umbral especifico fue creada para el canal
reducido (405 nm) y entonces, el canal reducido fue dividido por su mascara. La
produccion de H,O; fue calculada como una razén entre el canal oxidado (488 nm) y el
reducido (405 nm) usando la herramienta Image calculator. La imagen final (mapa de

Hyper) fue cuantificada. EI soma y las neuritas fueron analizados separadamente para
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cada neurona transfectada.

2.14 Determinacién de las sefiales de calcio intracelular

Cultivos neuronales pobres en astrocitos (5 x 10° células/pocillo) crecieron en
cubreobjetos de 25 mm. Las células fueron lavadas 3 veces con buffer Tyrode (NaCl
129 mM, KCI 5 mM, CaCl; 2 mM, MgCl, 1 mM, Glucosa 30 mM, HEPES-Tris 25 mM,
pH 7.3). En algunos experimentos se realizO6 una pre-incubacién de 1 h con los
antioxidantes EUK-134, MCI-186 y DMTU antes de cargar las células con Fluo 4-AM 2
MM por 20-30 minutos a 37°C. El BAPTA-AM (100 pM) y la ryanodina (50 uM) se pre-
incubaron por 30 minutos y luego fueron co-incubados con Fluo 3-AM por 30 minutos
mas (Paula-Lima et al., 2011). El 4-cloro-m-cresol (CMC) se utiliz6 como un potente
agonista del receptor de ryanodina (Herrmann-Frank et al., 1996). En los otros
experimentos no hubo pre-incubacion y las células fueron cargadas directamente con
Fluo 4-AM o Fluo3-AM. Después se hizo un lavado con buffer Tyrode y fueron
transferidos al microscopio con 100-200 uL de buffer Tyrode. Después de registrar la
fluorescencia basal del Fluo 4 por 3 minutos, el MCA*¥% o el MCA®°" fueron
agregados directamente sobre el cubreobjeto cuidadosamente hasta completar 1 mL.
Las imagenes de fluorescencia de Fluo-4, que reflejan los niveles de calcio intracelular,
fueron obtenidas en un microscopio confocal C2+ Spectral Nikon Eclipse Tl (Plan Fluor
40X aceite DIC H N2; Fluo-4 excitacion 488 nm, emision 515-520 nm) y en el
microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 usando el objetivo 40X, con captura de
imagenes en intervalos de 5 o 3 segundos.. usando un programa de adquisicion de
datos incluido en el equipo. Las sefiales de calcio son presentadas como valores F/Fo,

donde F es la fluorescencia experimental y Fo la fluorescencia basal. Los datos
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presentados fueron normalizados con respecto al valor promedio de la basal de
fluorescencia (promedio de aprox. 3 minutos). La fluorescencia maxima fue alcanzada
después de la adicion de un iono6foro de calcio, como ionomicina o A23187 (100 mg/mL
0 200 mg/mL, respectivamente). En todos los casos, los tratamientos no saturaron la

sonda. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente.

2.15 Deteccién de citoquinas

Las citoquinas IL-1B, IL-6; TNF-a fueron detectadas mediante ELISA (Cat N° RLBOO
para IL-1f, Cat N° R6000B para IL-6, Cat N° RTAQO para TNFa; R&D systems) desde
los sobrenadantes de cultivos de astrocitos con y sin tratamiento con 0,5 uM de ABOs
durante 24 horas en medio neurobasal con B27, segun instrucciones del fabricante. En
resumen se agregd 50 uL del diluyente, luego se adicioné 50 pL del sobrenadante de
los cultivos de astrocitos (MCA*™#%s o MCAC"™ y se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se lavé con 400 pL de buffer de lavado (4 veces), se agrego
100 uL de la citoquina de interés conjugada y se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente. Después se hicieron 4 lavados con el buffer de lavado y se agregé 100 uL
de la solucién sustrato y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Se protegio
de la luz y luego se adicion6 100 pL de solucién de detencion. Se determiné la

densidad o6ptica dentro de los primeros 30 minutos a 450 nm.

2.16 Viabilidad celular. Ensayo MTT

Cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron sembrados en placas p96 (0,5 x 10°

células/pocillo) y se mantuvieron con medio neurobasal suplementado con B27. Al
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DIV6 las células fueron infectadas con los adenovirus como se menciona en la
siguiente seccion. A las 48 horas post-transduccion, la viabilidad celular se cuantifico
mediante el ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium)
como previmente descrito (Aguirre et al., 2017; Paula-Lima et al., 2011), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El producto formazan se detecté mediante un

espectrofotdbmetro (Biotek) a una absorbancia de 570 nm.

2.17 Transduccion de los cultivos primarios usando los adenovirus CAIN y

calcineurina constutivamente activa (CN)

Cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron sembrados en cubreobjetos de 12 mm
en placas p24 (2 x 10° células/pocillo) o en placas p6 (1 x 10° células/pocillo). Al DIV6,
a las células se les quité el medio y se les agregdé medio neurobasal sin B27,
precalentado. Luego, las células fueron infectadas con 1.000 particulas virales/célula
(MOI 1000) durante 8 horas a 37°C. Los virus fueron diluidos en buffer de dilucién de
virus (Tris-HCI 10 mM, MgCl; 2 mM, Sacarosa 5%) y se agregdé: 30 puL de adenovirus a
los pocillos p96, 70 uL de virus a los pocillos p24 y 300 uL a los pocillos p6. Al término
de la transduccién se agregd una mezcla de 2/3 del medio antiguo (neurobasal/B27) y
1/3 de neurobasal/B27 nuevo. El control negativo consistié en agregar igual volumen
de buffer de dilucion de virus por 8 horas. El MCA*™¥°s g el MCA®°"® fyeron agregados
por 24 h y luego se procedié a la fijacion. Todos los experimentos fueron replicados al

menos 3 veces.
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2.17.1 Medicién de la eficiencia de la transduccidn de los adenovirus (Ad-LacZ2)

La transferencia génica y expresion de la proteina reportera fueron detectadas por la
presencia de la proteina (-galactosidasa, como se describe en (Parry et al., 1998). En
breve, las células fueron lavadas con PBS a las 24 horas después de la infeccion viral
y fueron fijadas con glutaraldehido al 0,5% por 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células fueron lavadas 2 veces con PBS por 10 minutos y tefiidas con una solucién que
contenia X-gal. La solucién de tefiido contenia: MgCl, 1 mM, ferricianuro de potasio 5
mM, ferrocianuro de potasio 5 mM y X-gal 1mg/mL en PBS, pH 7.4. Las células fueron
incubadas con la solucion de X-gal por 20 horas a 37°C. La eficiencia de transduccion
fue determinada contando el nimero de células tefiidas de azul por 100 células, bajo

microscopia de contraste de fase.

2.17.2 Verificacion de la actividad de calcineurina: NFATc4 y RCAN1

Dado que los adenovirus Ad-CAIN y Ad-CN no poseen una secuencia génica que
permita identificar las células transducidas, tal como GFP o B-galactosidasa, se tuvo
que verificar la actividad de calcineurina a través de su inhibidor endégeno llamado
RCANL1 y con NFATc4. Cuando la actividad de calcineurina aumenta: 1) se produce un
aumento de la proteina RCAN1 y 2) se favorece la translocacién del factor de
transcripcidén NFAT al ntcleo. NFAT es un factor de transcripcion altamente fosforilado
(Okamura et al., 2000), NFATc4 es una de las principales isoformas presentes en las
neuronas, que transloca al nucleo en respuesta a la desfoforilacion mediada por
calcineurina. Como control positivo, se us6 KClI 50 mM por 30 minutos para reducir la

inactivacién de la entrada de calcio por los canales dependientes de voltage (Ulrich et
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al., 2012). La deteccion de RCANL1 se realiz6 por western blot y la traslocacién de
NFATc4 se identifico mediante inmunocitoquimica, tal como se describié anteriormente

(Lobos et al., 2016).

2.18 Detecciton de caspasa-3 activada y ensayo de TUNEL

La caspasa-3 activada es uno de los principales “ejecutores” de la apoptosis y puede
ser detectada mediante inmunocitoquimica utilizando un adecuado anticuerpo primario.
La activacion de la caspasa-3 requiere el procesamiento proteolitico de su zimégeno
inactivo en los fragmentos pl7 y pl2. La escision de la caspasa-3 requiere acido
aspartico en la posiciéon P1 (Nicholson et al., 1995). El anticuerpo primario que se
utilizé en esta tesis detecta niveles enddégenos del fragmento largo (17/19 kDa) de la
caspasa-3, resultado de un clivaje adyacente al residuo Aspl175 (CST, #9661), el cual
no reconoce la caspasa-3 sin clivar ni otras caspasas clivadas. Cultivos neuronales
pobres en astrocitos (DIV 7) fueron tratados con MCACo©  MCA*A¥°s NMDA (50 o 100
M) o co-incubacion de NMDA con el MCA*¥°s, E| NMDA a esas concentraciones es
excitotéxico (Beaman-Hall et al., 1998; Dugan et al., 1995). Como control positivo de
apoptosis se uso tapsigargina. El procedimiento de inmunocitoquimica se realiz6 tal
como se describié antes. Para detectar la presencia de nlcleos apoptéticos en los
cultivos neuronales pobres en astrocitos, se utilizé el kit DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System (Cdédigo G3250, Promega). El ensayo TUNEL consiste en la
incorporacion del nucleétido dUTP-12-fluoresceina en el terminal 3" del ADN usando la
enzima recombinante deoxinucleotidil terminal transferasa (rTdT). El ADN marcado con

dUTP-12-fluoresceina se visualiza mediante microscopia de fluorescencia o citometria
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de flujo. Las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% en PBS (pH 7,4) por 25
minutos a 4°C, luego se realizaron 2 lavados con PBS, se permeabilizé con Tritén X-
100 0,2% en PBS por 5 minutos y se hicieron 2 lavados con PBS a temperatura
ambiente. Los cubreobjetos (12 mm) fueron trasladados a una camara humeda
(cubierta con papel metélico) y se les agregdé 50 pL de buffer de equilibrio a
temperatura ambiente por 5-10 minutos. Mientras tanto, se preparé el buffer de
incubacion (50 pL por muestra), cuya composicion para una muestra es la siguiente: 45
pL de buffer de equilibrio, 5 pL de la mezcla de nucleétidos y 1 yL de la enzima rTdT.
La enzima rTdT y la mezcla de nucleétidos siempre deben mantenerse en hielo y
protegidas de la luz. Luego, se agregd 50 uL del buffer de incubacion y se colocaron
plasticos rectangulares sobre los cubreobjetos para 1) asegurar que el buffer de
incubacion cubra toda la superficie del cubreobjetos y 2) evitar la evaporaciéon del
buffer. Se agregd papel empapado con agua en la cdmara hiumeda y las muestras se
incubaron a 37°C por 1 hora. La reaccién finalizé al absorber con papel el buffer de
incubacién y después agregar buffer SSC 2X por 15 minutos. Luego los cubreobjetos
fueron lavados con PBS (3 veces) a temperatura ambiente, para eliminar el nucleétido
12-dUTP-fluoresceina no incorporado. Finalmente, se agregd DAPI (1:10.000) en una
solucion de PBS, para tefiir el nUmero total de ndcleos, por 15 minutos en oscuridad.
Las muestras fueron guardadas a 4°C hasta la observacion en el microscopio. Las
imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 usando el
objetivo de inmersién en aceite 63x. Se fotografiaron campos amplios de 50 células
aproximadamente, 12 fotos por cada condicion experimental. Los nlcleos apoptoticos
se identificaron usando el laser 488 y los nulcleos totales usando el laser 405. El

programa Image J fue usado para el andlisis de imagenes.
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2.19 Andlisis estadistico

Todos los datos presentados son representativos de 3 0 mas experimentos
independientes. El test de Shapito-Wilk fue usado para la determinacion de la
distribucion normal de los replicados. ANOVA de 1 via con post-test Bonferroni o t-test
fueron utilizados para establecer las diferencias estadisticas en los valores promedios,
entre las diferentes condiciones experimentales. Un valor de p<0,05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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3. RESULTADOS
3.1 Modelo experimental

Tres tipos de cultivo primario fueron utilizados para desarrollar los objetivos de esta
tesis: un cultivo primario de neuronas hipocampales de rata rico en astrocitos (sin
tratamiento con AraC) o pobre en astrocitos (tratado con AraC), y cultivo de astrocitos

de corteza de ratas neonatas (Figura 1).

A B

Cultivo neuronal rico en astrocitos Cultivo neuronal pobre en astrocitos

N\ 4 Y ais

GFAP + Blll-tubulina + DAPI

Cultivo de astrocitos primarios

GFAP

Figura 1. Caracterizaciéon de los cultivos primarios de rata utilizados.
Inmunocitoquimica de un cultivo primario de hipocampo tefiido contra el marcador
neuronal Blll-tubulina en rojo, el marcador astrocitico GFAP en celeste y los nucleos
tefiidos con DAPI en blanco. Barra: 20 um. (A), cultivos neuronales ricos en astrocitos
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(sin AraC), (B) cultivos neuronales pobres en astrocitos (con AraC), (C) cultivo primario
de astrocitos marcados con GFAP en verde. Barra 50 pm.

El AraC (1-b-D arabinofuranosil citosina) es un clasico inhibidor de la proliferacion glial,
gue se agrega al cultivo después de sembrar las células y se retira a las 24 horas
desde su aplicacion. En los cultivos neuronales se evalué el porcentaje de neuronas y
astrocitos, evidenciandose que el AraC produce una disminucioén notoria de la cantidad
de astrocitos del cultivo primario, generando un cultivo altamente enriquecido en
neuronas (Figura 1B). El cultivo primario rico en astrocitos posee un 88,1 + 1,1% de
neuronas y un 11,9 + 1,1% de astrocitos mientras que el cultivo primario pobre en
astrocitos tiene un 96,0 + 1,3% de neuronas y sé6lo un 4,0 + 1,3% de astrocitos (Figura
1 A y B). El cultivo de astrocitos primarios se caracterizé con el clasico marcador
astrocitico llamado proteina fibrilar acidica glial (GFAP) (Figura 1C). GFAP es una
proteina fibrilar que es parte del citoesqueleto de los astrocitos, por lo que entrega

informacién sobre la morfologia de éstas células

3.1.1 Caracterizacion de la preparacion de oligémeros del péptido B-amiloide

Dado que existe diversa literatura acerca de la toxicidad de los oligdmeros del péptido
B-amiloide (ABOs) en forma dependiente de la conformacion de sus agregados, fue
necesario realizar una caracterizacion de la composicion oligomérica de nuestra
preparacion, mediante western blot en geles de tris-tricina de tres fases y microscopia
electrénica, para descartar la presencia de fibrillas. Ambos experimentos fueron
realizados en el laboratorio del Dr. Nibaldo Inestroza, de la Pontificia Universidad

Catdlica de Chile.
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La composicion de nuestras preparaciones de oligomeros del péptido B-amiloide
(ApOs), utilizadas hasta 48 horas post-preparacion, incluyeron diversas especies
oligoméricas, desde mondmeros (1-mer) hasta oligdmeros grandes (= 70-mer, Figura
2A). Sin embargo, las especies mas abundantes fueron los oligdmeros pequefios
(monémeros, dimeros, trimeros y tetrameros), tal como se muestra en la figura 2A.
Entre los oligbmeros grandes se distinguid la presencia de hexameros (6-mers),
nonameros (9-mers) y dodecameros (12-mers). Todas las especies oligoméricas
identificadas han sido ligadas a los efectos téxicos del péptido B-amiloide en la
literatura (Benilova et al., 2012; Chen and Glabe, 2006; Hung et al., 2008; Klyubin et
al., 2008; Lesne et al., 2006; O'Nuallain et al., 2011; Ono et al., 2009; Shankar et al.,
2007; Shankar et al., 2008; Townsend et al., 2006). Adicionalmente, se realizé
microscopia electrénica con tincion negativa de la preparacion de oligémeros, la cual
descartd la presencia de fibrillas del péptido B-amiloide en la preparacion y permitié

visualizar diversas estructuras oligoméricas (Figura 2B).
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Figura 2. Caracterizacién de la preparacion de oligdémeros del péptido B-amiloide
(ABOs). (A), Composicion de oligomeros del péptido B-amiloide analizada mediante
Western blot. La sobreexposicion de la placa (izquierda) muestra los oligdmeros totales
mientras que una menor exposicion de la placa (derecha) discrimina sélo oligdmeros
pequefios, los cuales se encuentran en mayor abundancia. Las bandas 1, 2, 3y 4
reflejan concentraciones crecientes de ApOs: 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 ug, respectivamente.
M, mondémero; D, dimero; Tr, trimero; Te, tetrdmero; H, hexamero; N, nonameros; D,
dodecamero. (B), Microscopia electrénica con tincién negativa de la preparacion de
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AOs. La tincidn descarta la presencia de fibrillas en la muestra. Barra: 100 nm.

La presencia de multiples formas oligoméricas en la preparacién asegura un efecto
sinaptotéxico para las neuronas en cultivo in vitro, como previamente fue descrito en

nuestro equipo de trabajo (Paula-Lima et al., 2011).

3.2 La distribucion nuclear/citoplasmatica de pSer-STAT3, pero no de pTyr-

STATS3, es afectada por los oligémeros del péptido B-amiloide

Ya que la generacion de ApOs causa disfuncién neuronal en modelos animales y en
pacientes de la EA y STAT3 es un importante factor de transcripcion involucrado en la
sobrevivencia neuronal en condiciones patoldgicas, en esta tesis se examiné en
primera instancia si los AfOs afectan la distribucion de STAT3 o de sus variantes

fosforiladas: pSer-STAT3 y pTyr-STAT3.

El tratamiento de cultivos neuronales ricos en astrocitos (DIV 7, los cuales contienen un
12% de astrocitos) con una concentracion de ApOs 0,5 pM (Forny-Germano et al.,
2014; Paula-Lima et al., 2011), gatilld6 una significativa deplecion nuclear de pSer-
STAT3 (tincién verde) en las neuronas, identificadas por la tincién positiva contra BllI-
tubulina (Figura 3A y 3D). En contraste, el tratamiento con 0,5 yM de AfOs no afecté la
marca nuclear de pTyr-STAT3 (Figuras 3B y 3E) o la de STAT3 total (Figuras 3C y 3F).
La pTyr-STAT3 ha sido asociada a la clasica actividad transcripcional mediada por
citoquinas de la familia de la IL-6 (Hirano et al., 2000; Takeda and Akira, 2000),
mientras que pSer-STAT3 actia como un modulador de la actividad transcripcional de

STAT3 (Fu et al., 2004; Schuringa et al., 2001; Shen et al., 2004; Wen et al., 1995),
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activada principalmente por factores tréficos (Decker and Kovarik, 2000; Wen et al.,
1995). Recientemente, se ha evidenciado que pSer-STAT3 posee actividad
trascripcional independiente de la fosforilacién en el residuo tirosina 705 (Koo et al.,

2014).

Ademas, la deplecién de la marca nuclear de pSer-STAT3 inducida por los ASOs en
cultivos ricos en astrocitos ocurrié en un rango de concentracion de 0,2-0,5 uM y este
efecto inhibitorio disminuy6 en el rango 1-5 uM de ABOs (Figura 4). Este resultado es
concordante con experimentos previos realizados en el laboratorio, donde los ASOs a
una concentraciéon de 0,5 uM produjeron el mayor efecto toxico en las neuronas (Paula-
Lima et al., 2011). Concentraciones de 1 a 5 uM de ApSOs inducen una leve
disminucion nuclear de pSer-STAT3, con una predominante marca nuclear similar a la
situacion control. Es posible que los oligdmeros a una alta concentracion se agreguen
mas rapido formando fibrillas, lo cual disminuye la disponibilidad de oligdbmeros
pequefios en el espacio extracelular, generando un efecto menos toxico (Bernstein et
al., 2009; Garai and Frieden, 2013; Podlisny et al., 1995). Esta explicacion concuerda
con estudios recientes que han descrito que las protofibrillas y las fibrillas insolubles
son menos neurotoxicas que los oligdbmeros solubles y que éstos Ultimos, en presencia
de nudcleos de agregacion de AB (dimeros-trimeros-tetrameros) generan protofibrillas

(Bieschke et al., 2011; Garai and Frieden, 2013; Tsigelny et al., 2014).
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Figura 3. Los ABOs inducen una disminucién de la marca nuclear de pSer-STAT3,
pero no de pTyr-STAT3 o STAT3, en cultivos neuronales ricos en astrocitos.
Paneles superiores: inmunotincién mostrando la distribucién neuronal de pSer-STAT3
(A), pTyr-STAT3 (B) y STAT3 (C) en células no tratadas y después del tratamiento con
ApOs 0,5 uM por 24 horas. La Beta-lll tubulina (rojo) fue usada como marcador
neuronal y el DAPI (magenta) como marcador nuclear. Cuantificacién de la razén de
inmunoflourescencia en el nucleo y citoplasma de pSer-STAT3 (D), pTyr-STAT (E) y
STAT3 (F). Barra de escala: 20 um. Los valores representan el promedio + SEM de
tres experimentos independientes, con 100 células evaluadas por cada condicién
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experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el t-test; ns, no
significativo comparado con la condicién control.
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Figura 4. Efectos de dosis-respuesta de los ASOs en la marca nuclear de pSer-
STAT3. (A), Imagenes representativas de cultivos neuronales ricos en astrocitos
incubados con diferentes concentraciones de ApOs por 24 horas. La marca de pSer-
STAT3 se observa en verde, Blll tubulina fue usado como marcador neuronal (rojo) y
DAPI como marcador nuclear (magenta). Barra de escala: 10 um. (B), Cuantificacion
de la inmunofluorescencia del nucleo y el citoplasma de pSer-STAT3 inducida con
distintas concentraciones de ApOs. Los valores representan el promedio + SEM de tres
experimentos independientes, con 100 células evaluadas por cada condicion
experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el test ANOVA 1
via seguido del post-test Bonferroni; ns, no significativo comparado con la condicion
control.
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3.3 Astrocitos median la deplecion nuclear de pSer-STAT3 inducida por los ABOs

Para determinar si los astrocitos reactivos juegan un rol critico en la deplecién nuclear
de pSer-STAT3 producida por los ABOs, realizamos experimentos en paralelo en
cultivos neuronales ricos y pobres en astrocitos. Para generar los cultivos neuronales
pobres en astrocitos, incubamos los cultivos mixtos con AraC 1,5 uM por 24 horas. El
AraC es un conocido inhibidor de la proliferacion glial y en estos cultivos disminuyo el
porcentaje de astrocitos desde 12% (sin AraC) a 4% (con AraC), Figura 1A y B. El
tratamiento con los ABOs (0,5 puM) disminuyé significativamente la sefial nuclear de
pSer-STAT3 neuronal comparado con el medio control (67,18% vs 100,02%,
respectivamente) en cultivos neuronales ricos en astrocitos (Figura 5A y 5C). Sin
embargo, en cultivos neuronales pobres en astrocitos los ABOs no afectaron la marca
nuclear de pSer-STAT3 comparado con el medio control (110,25% vs. 100,08%,

respectivamente, Figura 5B y 5D).

Como segunda aproximacion, a cultivos primarios de astrocitos se les agreg6é 1 dosis
0 3 dosis de ABOs, en donde cada dosis correspondié a una concentraciéon de 0,5 uM
por 24 horas y luego ese medio condicionado de astrocitos (MCA*™£%%) fue colectado,
agregado a cultivos neuronales pobres en astrocitos por 24 horas y posteriormente se
realizd la inmunocitoquimica contra pSer-STAT3. El MCA*™¥°s colectado de aquellos
astrocitos tratados con 3 dosis de ABOs produjo una disminucién mayor de la marca
nuclear de pSer-STAT3 neuronal comparado con el medio condicionado resultante del
tratamiento con 1 dosis de ABOs (Figura 5E y 5F). Es importante notar que el efecto
del medio condicionado en los cultivos neuronales pobres en astrocitos fue menor que

el efecto de los ABOs en un medio rico en astrocitos.
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Esos resultados combinados, més el dato presentado en la Figura 3, sugieren que la
deplecién nuclear de la proteina pSer-STAT3 en neuronas causada por los ABOs

requiere la presencia de los astrocitos.

Ya que hay evidencia que los astrocitos se vuelven reactivos en presencia de los
ABOs, como un control interno se evalué si nuestra preparacion de ApOs inducia
reactividad en los astrocitos primarios, a través del aumento de expresion de
marcadores de reactividad. Para ello, cultivos neuronales ricos en astrocitos fueron
tratados con 1 dosis o 3 dosis de AfOs, en donde cada dosis fue de 0,5 uM por 24
horas. La reactividad astrocitica se evalu6 con dos marcadores: la proteina fibrilar
astrocitica acidica GFAP y STAT3, ya que ambos son considerados proteinas claves
en la reactividad de los astrocitos en diversas condiciones patolégicas (Ben Haim et al.,
2015; Hol and Pekny, 2015; Li et al., 2011; Liu et al., 2013; Nobuta et al.,, 2012;
O'Callaghan et al., 2014; Shibata et al., 2010; Shiratori-Hayashi et al., 2015; Wang et

al., 2015; Zhang et al., 2013). El resultado se muestra en la Figura 6.
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Figure 5. La depleciéon nuclear de la pSer-STAT3 neuronal inducida por ABOs en
los cultivos neuronales mixtos depende de los astrocitos. Localizacién celular de
pSer-STAT3 (verde) después de la adicion de ApOs 0,5 uM por 24 horas en cultivos
neuronales ricos (A) y pobres (B) en astrocitos. Blll-tubulina (rojo) se usé como



marcador neuronal y DAPI (magenta) como marcador nuclear. Barra de escala: 20 pm.
(C) y (D) Cuantificacién de pSer-STAT3 neuronal en el nucleo y citoplasma de los
experimentos mostrados en (A) y (B), respectivamente. Los valores representan el
promedio + SEM de tres experimentos independientes, con 100 células evaluadas por
cada condicién experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por t-
test; ns, no significativo comparado con la condicion control. (E), Imégenes
representativas de cultivos neuronales pobres en astrocitos a los cuales se les agrego
medio condicionado de astrocitos previamente tratados con 1 o 3 dosis de ABOs. La
marca neuronal se observa con BllI-tubulina (rojo), el marcador astrocitico GFAP (cyan)
y DAPI (blanco). En el segundo panel pSer-STAT3 se observa en verde y DAPI en
magenta. Barra de escala: 20 pm. (F) Cuantificacion de la razon de
inmunofluorescencia del nucleo y el citoplasma de pSer-STAT3 neuronal del
experimento mostrado en (E). Los valores representan el promedio + SEM de tres
experimentos independientes, con 100 células evaluadas por cada condicién
experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el ANOVA de 1
via.

En la condicion control, GFAP se encuentra principalmente en el citoplasma y en las
prolongaciones de los astrocitos y STAT3 se ubica principalmente en el nacleo y en las
prolongaciones. La aplicacion de dosis crecientes de ASOs generd aumentos de GFAP
en el cuerpo celular de astrocitos y en el extremo distal de sus prolongaciones,
mientras que STAT3 se acumuldé predominantemente en el nucleo de los astrocitos.
Esta translocacion de STAT3 al nlcleo tras el tratamiento con los ABOs concuerda con
evidencias que muestran que hay un aumento de la expresidbn de citoquinas
inflamatorias que son blanco de STAT3, como IL-6, tras la aplicacién exdgena de Af
(Ben Haim et al., 2015; Carrero et al., 2012; White et al., 2005). Por lo tanto, nuestra
preparacion de ApOs produce reactividad en los astrocitos primarios tal como se ha

descrito anteriormente en la literatura.
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Figure 6. Los astrocitos de los cultivos neuronales se vuelven reactivos en
presencia de los ABOs. Localizacion celular de GFAP y STAT3 después de la adicion
de 1 o 3 dosis de ApOs 0,5 uM por 24 horas (en cada dosis) en cultivos neuronales
ricos en astrocitos. GFAP fue usado como un marcador astrocitico, STAT3 fue usado
como un marcador de reactividad y DAPI (magenta) como marcador nuclear. Barra de
escala: 20 um. La intensidad de fluorescencia de GFAP y STAT3 fue transformada en
una escala térmica con el programa Image J, en donde los cambios del azul al blanco
indican aumento en la sefal de fluorescencia (barra a la derecha de cada panel).
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3.4 Cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con AfOs no modifican los

niveles de pSer-STAT3, STAT3 ni los niveles del ARNm de STAT3

Para explorar el putativo rol de los astrocitos en la deplecién nuclear de pSer-STAT3
en las neuronas, examinamos los efectos de los ApOs sobre los niveles de la proteina
y del ARNm de STATS3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos. Dado que STAT3
Se expresa en neuronas y en astrocitos, el uso de AraC fue fundamental para disminuir

la contribucion de STAT3 astrocitica en las muestras.

El tratamiento de los cultivos neuronales pobres en astrocitos con ASOs 0,5 uM por 24
horas no modific6 de forma significativa la fosforilacion del residuo 727 de STAT3
(Figura 7A y 7B) ni STAT3 total (Figuras 7C). La neurotrofina NGF produce un
significativo aumento en la fosforilacion del residuo serina 727 sin afectar los niveles de
la proteina STAT3, tal como se habia reportado anteriormente (Pellegrino and

Habecker, 2013).
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Figura 7. Los ABOs no afectan la fosforilacion de Serina 727, los niveles de la
proteina o del ARNm de STAT3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos. (A),
Las proteinas pSerSTAT3, STAT3 and B-actina fueron identificadas por western blot en
cultivos neuronales pobres en astrocitos. EI NGF fue usado como un inductor de pSer-
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STAT3 (control positivo). (B), Cuantificacion densitométrica de la razon pSer-
STAT3/STAT3 y (C) cuantificacion de la razon STAT3/B-actina después del tratamiento
con ApBOs por 24 horas. Los datos son presentados como veces de cambio
comparados con el nivel basal. Los valores representan el promedio + SEM. La
significancia entre las diferencias en (B) y (C) fue determinada por ANOVA de 1 via
seguido del post-test Bonferroni (n = 7). (D), Determinacion de los niveles de ARNm de
STAT3 tras el tratamiento con el medio condicionado de astrocitos (MCA*AOs),
Cuantificacién de la razon STAT3/B-actina después del tratamiento con MCA*#°% por
24 horas. Los datos son presentados como veces de cambio comparados con el nivel
basal. Los valores representan el promedio + SEM. La significancia fue determinada
por t-test (n = 6).

3.5 El tratamiento de cultivos neuronales pobres en astrocitos con medio
condicionado de astrocitos (MCA™#) indujo la deplecion nuclear de pSer-

STAT3

Para probar si los astrocitos secretan factores que promueven la deplecién nuclear de
pSer-STAT3 en las neuronas, cultivos de astrocitos primarios fueron estimulados con
ApOs 0,5 uM por 24 horas y el sobrenadante, el cual es un medio condicionado de
astrocitos que llamaremos de ahora en adelante MCA*Af°s, fue colectado y utilizado

para testear sus efectos en cultivos neuronales pobres en astrocitos.

La adicion del MCA*¥°s a los cultivos neuronales pobres en astrocitos no modifico los
niveles de ARNm de STAT3 comparado con el medio condicionado control (MCACen
(Figura 7D). Sin embargo, el analisis de inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el
nucleo y citoplasma después de la estimulaciébn de cultivos neuronales ricos en
astrocitos con ABOs, o cultivos neuronales pobres en astrocitos con MCA*%s reveld
una significativa disminucion de la inmunotincion de pSer-STAT3 en ambos: ndcleo y

citoplasma (Figura 8A). Similarmente, la determinacion de proteinas en nucleos y
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citoplasma aislados mediante western blot, revel6 que los niveles de proteina STAT3
estaban significativamente disminuidos en ambas fracciones (Figura 8B). La histona H1
fue utilizada como un control de carga nuclear y actina como un control de carga
citoplasmatico. Si bien actina es un clasico marcador citoplasméatico cumpliendo roles
esenciales en el citoesqueleto también ha sido ligada a varios procesos nucleares,
tales como regulacion de la expresion génica a través de factores de transcripcion, la
participacién en complejos que regulan la cromatina y a las ARN polimerasas, y la
organizacion del contenido nuclear para la mantencién de la integridad gendmica (Viita
and Vatrtiainen, 2017; Virtanen and Vartiainen, 2017; Weston et al., 2012). Esto explica

por que B-actina se visualiza en las fracciones nucleares y citoplasmaticas.

Entonces, aunque los cultivos neuronales pobres en astrocitos sean tratados con ABOs
0 con MCA*¥%s no se afectan los niveles del ARNm o de la proteina STAT3 (Figura 7).
Sin embargo, la fluorescencia de la marca de pSer727-STAT3 disminuyd
significativamente después del tratamiento con el MCA*¥°s demostrado tanto por
inmunofluorescencia en cultivos ricos o pobres en astrocitos (Figura 8A), como por
western blot, tras el analisis de las fracciones nucelares y citoplasmaticas de los
cultivos pobres en astrocitos (Figura 8B). Esto sugiere fuertemente que existe un
mecanismo asociado a la desfosforilacion del residuo serina 727 de STAT3 relacionado

a un mediador liberado por los astrocitos.
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Figura 8. El tratamiento de cultivos ricos en astrocitos con ASOs y cultivos
pobres en astrocitos con MCA™E% induce defosforilaciébn nuclear y
citoplasmatica de pSer-STATS3. (A) Cultivos neuronales ricos y pobres en astrocitos
fueron tratados con ABOs o con MCA (MCA*Af°s), respectivamente. C corresponde al
medio control (panel izquierdo) y medio condicionado control (MCA®°"") en el panel de
la derecha. La inmunotincion de pSer-STAT3 total, nuclear o citoplasmatica fue
cuantificada como se describe en la seccién de Materiales y métodos. Un numero
promedio de 450-500 células fueron analizados por condiciébn experimental. Los
valores representan el promedio + SEM. La significancia entre las diferencias fue
determinada por t-test. (B) Cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron tratados
con C (MCAC°"°) con MCA (MCA*™$%%), Las células fueron separadas en fracciones
nucleares y citoplasmaticas y pSer-STAT3 fue determinado por western blot. Como
control de carga se uso B-actina e histona H1 (H1) como un marcador para proteinas
nucleares. Los valores del grafico representan el promedio *+ SEM de 6
determinaciones independientes. La significancia entre los promedios fue evaluada por
t-test.
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3.6 Identificacion de los posibles mediadores liberados tras la estimulacion con

los ABOs

Los astrocitos estimulados con ABOs, in vitro e in vivo, liberan ROS, citoquinas pro-
inflamatorias y 6xido nitrico (Abramov and Duchen, 2005; Wallace et al., 1997; White et
al., 2005). Entonces, probamos si las ROS, las citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFa
o IL-1B) o el éxido nitrico median la deplecién nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas.
Estos estudios fueron realizados a través del uso de enzimas neutralizadoras de
peréxido de hidrogeno y 6xido nitrico, y de la medicion de la produccién y secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias en el medio condicionado de astrocitos tras la estimulacion

con los ABOs.

Para determinar si los ROS median la distribucién de pSer-STAT3, co-incubamos los
cultivos ricos en astrocitos con ABOs 0,5 UM y con la enzima catalasa (Cat, 50 Ul/mL)
por 24 horas. Se realizé el mismo experimento con la enzima superéxido dismutasa
(SOD), sin embargo, mediante fluorimetria y utilizando el compuesto amplex Red® se
determind que SOD poseia un 35% de actividad peroxidasa, por lo que estos datos se
desestimaron en esta tesis. Debido a su gran tamafio, la catalasa no ingresa al interior
de las células a menos que se las someta a una pre-depolarizacién (Saez et al., 1987),
por lo tanto, se mantiene en el medio extracelular. La catalasa aboli6 de forma
significativa la deplecidon nuclear de pSer-STAT3 inducida por los ABOs (Figura 9A y
9B) llegando la sefial nuclear de pSer-STAT3 a un nivel similar al observado en el
control. Este ensayo no permite identificar la fuente de produccién de perdxido, ya que
astrocitos y neuronas expresan la NADPH oxidasa (NOX), la cual puede producir H205.

El complejo NOX produce anidon superdxido (O2) pero éste dismuta rapida y
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espontaneamente a H.Oy, el cual es mas estable y permea facilmente la membrana

celular.

El siguiente paso fue determinar si los ABOs inducen en los astrocitos primarios un
aumento de la produccién de H.O, que sea detectable en el medio condicionado de
astrocitos. Para ello, el medio condicionado de astrocitos proveniente de astrocitos
estimulados con ABOs (MCA*#%) o de astrocitos no estimulados con ABOs (MCACe)
fue recuperado y la concentracion de H,O, fue rapidamente determinada mediante el
kit Amplex Red®. El ensayo se basa en la deteccion del per6xido de hidrégeno en una
reaccion que acopla una peroxidasa y el reactivo Amplex Red® (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazino), el cual es una sonda fluorescente altamente sensible y estable
gue reacciona con el H,O, en una estequiometria 1:1, generando un producto de
oxidacion fluorescente llamado resorufina, el cual puede ser detectado en un

fluorimetro.

Entonces, determinamos la concentracion de peréxido de hidrégeno presente en el
MCAo v en el MCA™%s (Figura 9C). El ensayo revel6 que el MCA*™#%s posee
aproximadamente 3 veces mas peroxido de hidrégeno (13,1 uM) que el MCA®o! (4,9
1M), evidenciando que existe una liberacién basal de perdxido de hidrégeno al medio y
gue los ABOs inducen un aumento de la liberacidon de peréxido de hidrégeno por los

astrocitos.
Para dilucidar si el peréxido de hidrégeno promueve la deplecién nuclear de pSer-
STAT3, se aplico de forma exdgena peréxido de hidrégeno comercial a una

concentracion final de 50 uM. El peroxido de hidroégeno indujo una disminuciéon de la
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marca nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas de forma similar al efecto que produce
el MCA*™6%s (Figura 9D), con un efecto mucho menor que el observado en cultivos

neuronales ricos en astrocitos tratados con ABOs.
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Figura 9. El peréxido de hidrégeno producto de la estimulacion con los ABOs
genera la deplecion nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. (A), Imagenes
representativas de la co-incubacién de cultivos neuronales ricos en astrocitos con
ABOs y con catalasa (Cat), una enzima atrapadora de H202. Barra de escala: 20 ym.
(B), Cuantificacién de la razén de inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el nlcleo y
citoplasma después de la incubacién con ABOs y en presencia de Cat. Los valores
representan el promedio + SEM de tres experimentos independientes, 100 células
fueron analizadas por cada condicion experimental. La significancia entre los
promedios fue evaluada por ANOVA de 1 via. (C) Cuantificacion del peréxido de
hidrégeno presente en el MCAC°" y en MCA*¥°s ysando el kit Amplex Red®. La
significancia entre los promedios fue evaluada por t-test, en cuatro experimentos
independientes. (D) Cuantificacion de la inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el
nucleo y en el citoplasma en cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con
peroxido de hidrogeno 50 uM por 24 horas. Los valores representan el valor promedio
+ SEM. La significancia entre los promedios fue evaluada por t-test.

Posteriormente, se evalué la expresidbn y la secreciébn de las citoquinas pro-

inflamatorias IL-6, TNF-a e IL-18 aumenta tras la incubaciéon de astrocitos primarios
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con ABOs. Para ello, cultivos primarios de astrocitos fueron estimulados con ABOs 0,5
UM por 24 horas y luego el MCA*¥s y el MCAC (medio condicionado sin
tratamiento con ABOs) fue colectado para analizar la secrecién de las citoquinas
mediante ELISA y los astrocitos fueron procesados inmediatamente para determinar

los niveles de ARNm de las citoquinas pro-inflamatorias mediante qPCR.

Se observo que el tratamiento con los ABOs aumentd significativamente los niveles de
ARNm de IL-6 y TNF-a (2,6 veces y 2,1 veces, respectivamente) en los astrocitos
primarios (Figura 10A). No obstante, los ABOs no indujeron un aumento significativo de
los niveles de mensajero de IL-13 en los astrocitos primarios (p<0,0715). Dado que IL-

1B es predominantemente expresada en microglias, este resultado era esperable.

Luego, mediante el ensayo ELISA, se analiz la secrecion de estas citoquinas en el
medio condicionado de astrocitos. Los medios MCAC y MCA*¥Os  fyeron
recolectados, centrifugados y los sobrenadantes utilizados para analizar la secrecion
de las citoquinas. Los astrocitos primarios secretaron basalmente 83,6 pg/mL de IL-6.
El tratamiento con los ABOs incrementa este a 205,7 pg/mL (p<0,05). Con respecto a
TNF-a, la secrecion basal fue 9,7 pg/mL y tras el tratamiento con los ABOs los niveles
aumentaron a 11,1 pg/mL, el cual no fue un cambio significativo (ns, Figura 10B). En el
caso de IL-1B, no se observaron diferencias significativas en su secrecion (83,8 pg/mL

en el MCA®"°l yvs 74,17 pg/mL en el MCA*A83),
En resumen, los datos indican que los ABOs generan un fenotipo pro-inflamatorio en
los astrocitos, aumentando la expresion de los ARN mensajeros de IL-6 y TNF-a pero

sélo la secrecion de IL-6 aumenta con este tratamiento.
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Figura 10. Los astrocitos estimulados con ABOs aumentan significativamente la
expresion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFa pero sélo IL-6 presenta
un aumento en su secrecion en el MCA*£%_(A), Niveles de ARNm de las citoquinas
pro-inflamatorias IL-6, TNFa e IL-1 en cultivos de astrocitos primarios estimulados con
ABOs cuantificados por RT-gPCR. Los niveles de ARNm fueron normalizados por los
niveles del ARNm del 18S. Los valores representan el promedio + SEM de 5-7
experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios
fue determinada por t-test. (B) Citoquinas secretadas por los astrocitos estimulados
con los ABOs o con medio control medido por ELISA. Los valores representan el
promedio + SEM de 6-7 experimentos independientes. La significancia de las
diferencias entre los promedios fue determinada por t-test.

La enzima productora de Oxido nitrico, llamada Oxido nitrico sintasa (NOS), esta
presente en el cerebro de los mamiferos en tres diferentes isoformas: 2 constitutivas
(nNOS y eNOS) y una inducible (iNOS). Las tres estan sobre-expresadas en la EA

generando altos niveles de Oxido nitrico (de la Monte and Bloch, 1997; Norris et al.,

1996; Vodovotz et al., 1996; Yew et al., 1999). En muestras de cerebros de pacientes
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con EA y del raton transgénico APP23 hay un aumento de la iNOS en los astrocitos

(Heneka et al., 2001; Luth et al., 2001; Wong et al., 2001).

Para examinar si hay un aumento de la produccién de éxido nitrico tras el tratamiento
con los ABOs se us6 hemoglobina, el cual es un potente neutralizador de éxido nitrico
(Hindley et al., 1997). Al incubar cultivos neuronales ricos en astrocitos con ABOs 0,5
MM en la presencia o ausencia de 10 nM o 50 nM hemoglobina por 24 horas, se
encontré que la hemoglobina produjo una proteccion parcial pero significativa contra el

efecto de los ABOs en la deplecion nuclear de pSer-STAT3 (Figuras 11Ay 11B).
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Figura 11. El éxido nitrico inducido por los ABOs produce una deplecién parcial
de pSer-STAT3 en las neuronas. (A), Imagenes representativas de la co-incubacién
de cultivos neuronales ricos en astrocitos con ABOs y la enzima neutralizadora de
oxido nitrico, hemoglobina. Barra de escala: 20 ym. (B), Cuantificacion de la razon de
inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el ndcleo y citoplasma del experimento
descrito en (A). Los valores representan el valor promedio + SEM de 3 experimentos
independientes. La significancia de las diferencias fue determinada por ANOVA de 1
via seguido del post-test Bonferroni.
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Ya que la hemoglobina no generd una recuperacion total de la sefial nuclear de pSer-
STAT3, este resultado sugiere que el 6xido nitrico contribuye en menor medida que el
peréxido de hidrégeno a los a los agentes oxidantes inducidos por el tratamiento con
los ABOs. La recuperacion parcial de la localizacion nuclear de pSer-STAT3 indica que
existe otro componente, aparte del éxido nitrico, que genera una disminucién de pSer-

STAT3 en el nucleo.

En resumen, los resultados sugieren que los ABOs estimularon la produccién de
peroxido de hidrogeno y oOxido nitrico en los cultivos mixtos. Ademas, los ABOs
indujeron en los astrocitos una mayor expresion de las citoquinas pro-inflamatorias I1L-6
y TNF-a a las 24 horas de tratamiento, aunque solo la secrecion de IL-6 aumento en el
MCA*80s Estos resultados concuerdan plenamente con lo descrito en la literatura, en
donde la aplicacion exdégena de ABOs estimula la actividad de la NOX (en astrocitos y
neuronas) e induce la expresion de la INOS y la subsecuente producciéon de 6xido

nitrico.

3.7 El MCA* % gumenta el tono oxidativo neuronal

Los resultados anteriores sugirieron que posiblemente los ROS, IL-6 y 6xido nitrico son
los principales mediadores liberados por los astrocitos estimulados con los ABOs. Es
sabido que ciertas citoquinas inducen la activacion transcripcional del gen de la iNOs,
generando un aumento del tono oxidativo (Grzybicki et al., 1996; Hewett and Hewett,
2012; Possel et al., 2000). Por esta razon, se evalud si el MCA*%s afecta el tono
oxidativo en las neuronas. Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron

tratados con el MCA®" o con el MCA*¥°s y el tono oxidativo neuronal fue medido
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usando la técnica citoquimica redox, la cual permite detectar cambios en la oxidacion
de los grupos tioles de las proteinas en un rango fisiolégico mediante el marcaje de las
cisteinas reducidas y oxidadas con distintos fluoréforos. El tratamiento con el MCA*™#°s
produjo un aumento significativo en la oxidacién de los grupos tioles de las proteinas
de las neuronas comparado con el MCA®"™° (Figura 12A), sugiriendo un aumento del
tono oxidativo de las neuronas. La oxidacion fue determinada mediante la razén de los

grupos tioles oxidados sobre los grupos tioles reducidos (Figura 12B).

La co-incubacion de cultivos neuronales pobres en astrocitos con el MCA*#%% y con los
agentes antioxidantes 3-Metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona (MCI-186, 50 pM), un atrapador
de radicales libres; EUK-134 (20 pM), un mimético sintético de la Superédxido
dismutasa/Catalasa; dimetil-tiourea (DMTU, 100 uM), un potente atrapador del radical
hidroxilo; 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxipiperidina (Tempol, 1 mM), un mimético
permeable de la superdxido dismutasa citosoélica y etil galato (20 uM), un atrapador de
peréxido de hidrégeno, disminuyd significativamente (en todos los casos) la oxidacion
neuronal inducida por el MCA*¥°s (Figuras 12A y 12B). De notar, los antioxidantes por
si solos no cambiaron los niveles de oxidacion neuronal (Figura 12B), un indicativo que
ellos contrarrestan las especies oxidantes dentro de las células producto de los
mediadores presentes en el MCA*A¥%s, E| pro-oxidante tert-butil-hidroperdxido (t-BHP, 5
HUM), el cual es un oxidante no metabolizable por las células, fue usado como un control

positivo de la oxidacion de tioles (Figura 12B).
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Figura 12. El tratamiento con el MCA™£% aumenta significativamente el tono
oxidativo en las neuronas y distintos agentes antioxidantes abolen este efecto.
(A), Imagenes representativas colectadas en el canal que determina las cisteinas
oxidadas (S-S) (ver métodos) después de la adicion de MCA*™¥#°s o MCA®™ en la
ausencia o presencia de los antioxidantes MCI-186, EUK-134, Dimetil-tio-urea (DMTU),
Tempol o Etil galato. El agente pro-oxidante tert-Butil-hidroperéxido (t-BHP, 5 uM) fue
usado como control positivo. La intensidad de fluorescencia S-S fue transformada en
una escala térmica (programa Image J) en donde un cambio de azul a blanco indica un
aumento en el grado de oxidacion (barra mano derecha). (B), Cuantificacién de la
razon oxidado/reducido (S-S/S-H) de los grupos tioles fue hecho como se describe en
métodos. Los valores representan el promedio + SEM de 3 experimentos
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independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios fue determinada
por ANOVA de 1 via, seguido del post-test Bonferroni.

Para determinar si particularmente habian aumentos del peréxido de hidrégeno en las
neuronas tras el tratamiento con el MCA*™¥% se utiliz6 el biosensor redox-activo
llamado Hyper-Cyto. Hyper fue disefiado en base al OxyR, un sensor natural de
peréxido de hidrégeno presente en las bacterias (Belousov et al.,, 2006). Cultivos
neuronales pobres en astrocitos fueron transfectados con el sensor HyPer-Cyto, el cual
detecta niveles de peréxido de hidrégeno citoplasmatico a través de la oxidacién de un
residuo cisteina susceptible a aumento del peroxido de hidrégeno local (Lukyanov and
Belousov, 2014). La medicién a una excitacion de 405 nm evidencia el tiol reducido de
la proteina y la excitaciébn a 480 nm muestra el tiol oxidado. La razén 480:405 nm
evidencia el aumento de la oxidacion de Hyper, la cual correlaciona con la presencia de

peréxido de hidrégeno (estequiometria 1:1).

El tratamiento con el MCA*™8% gener6 un aumento significativo en los niveles de
peréxido de hidrégeno en el soma y en las neuritas de las neuronas hipocampales

comparado con el MCA®®™° (1,34 y 1,51 veces, respectivamente) (Figura 13A y 13B).

STAT3 es una proteina susceptible al estrés oxidativo que sufre diversas
modificaciones oxidativas en cisteinas claves, lo cual evita su unién al ADN (Li et al.,
2010) Buttirini et al., 2014) y permite la formacion de oligémeros a través de enlaces
disulfuros (Li et al., 2010; Li and Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015). Por lo tanto, una
modificacion oxidativa de STAT3 podria afectar su localizaciéon nuclear. Entonces, se

evaluo si el tratamiento con los distintos agentes antioxidantes impedia la deplecion
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nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA™£%, Para ello, los cultivos neuronales
pobres en astrocitos fueron incubados con MCAC" g con MCA*¥°s o co-incubados
con MCA*™©s y |os agentes antioxidantes por 24 horas y luego se realizé la

inmunocitoquimica contra pSer-STATS3.
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Figura 13. El MCA™£° produce un aumento del peréxido de hidrégeno en el
soma y en las neuritas. (A), Imdgenes representativas de la fluorescencia de HyPer-
Cyto determinada en cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con MCA*™#%s,
La intensidad de fluorescencia de HyPer-Cyto fue transformada en una escala térmica
(barra mano derecha) en donde un cambio de verde a amarillo indica aumentos en el
grado de oxidacion. Barra de escala: 10 um. (B) El gréfico representa la cuantificacion
de razon de fluorescencia de Hyper oxidado/reducido en el soma y en las neuritas en
30 células analizadas por cada experimento independiente. Los valores representan el
promedio + SEM de 3 experimentos independientes. La significancia de las diferencias
entre los promedios fue determinada por t-test.
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De todos los antioxidantes utilizados, s6lo EUK-134, MCI-186 y DMTU abolieron de
forma parcial aunque significativa, la deplecién nuclear de pSer-STAT3 inducida por el
el MCA*™$%s (Figuras 14A y 14B). Los antioxidantes etil galato y tempol no generaron
diferencias estadisticamente significativas comparado con el MCA*™%  Estos
resultados sugieren que el aumento del tono oxidativo producto del MCA*#% es un

determinante en la deplecion nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas.
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Figura 14. Los antioxidantes EUK-134, MCI-186 y DMTU abolen parcialmente la
deplecién nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA*F°  (A), Imagenes
representativas de la distribucion ndcleo/citoplasma pSer-STAT3 en cultivos
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neuronales pobres en astrocitos tratados con MCA*f°s y |os agentes antioxidantes
MCI-186, EUK-134, DMTU, Tempol o Etil galato. Sélo MCI-186, EUK-134 y DMTU
abolen de forma parcial la deplecién nuclear de pSer-STAT3 inducida por MCA*A#%s,
Barra de escala: 10 um. (B), Cuantificacion de la razén de inmunofluorescencia de
pSer-STAT3 del experimento mostrado en (A). Los valores representan el promedio *
SEM de 3 experimentos independientes, habiendo sido evaluadas 100 células por cada
condiciéon experimental. La significancia de las diferencias entre los promedios fue
determinada por ANOVA de 1 via, seguida del post-test Bonferroni.

3.8 El mecanismo de deplecién nuclear de pSer-STAT3 es dependiente de calcio,
del receptor de ryanodina y parcialmente dependiente de la fosfatasa

calcineurina

Las ROS y el oxido nitrico son importantes inductores de las sefiales de calcio
neuronal a través de la activacion de canales de calcio intracelulares y de la membrana
plasmatica (Paula-Lima et al., 2014; Yermolaieva et al., 2000). Ya que las ROS
aumentan los niveles de calcio en neuronas, se evaluo si las sefiales de calcio
dependian de cambios del tono oxidativo inducido por el MCA*#%s, Para ello, cultivos
neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con los antioxidantes EUK-134 (20
uM), MCI-186 (50 uM) o DMTU (100 uM) por 1 hora, cargados con Fluo 4-AM en
presencia de los antioxidantes y luego fueron tratados con el MCA*¥°s o el MCA®!,
Los cambios en sefial de calcio fueron medidos siguiendo la fluorescencia del indicador
Fluo-4 mediante microscopia. Se realiz6 una medicién basal de 3 min, después se
agregd el MCAco" o MCA*™%s y se registrd el efecto por 15 minutos; luego se agrego
el iondéforo ionomicina (100 pg/mL), para alcanzar la maxima sefial de Fluo-4 en cada

célula.
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El MCA*80s (curva roja) produjo un rapido y significativo aumento de la sefial de calcio
en las neuronas (al menos 2 veces el valor basal, p<0,001) comparado con el MCAce!
(curva azul), la cual se mantuvo en un nivel basal durante todo el registro (Figura 15A).
Notablemente, este aumento de la sefial de calcio inducido por el MCA*¥°s fue
constante en el tiempo, sugiriendo una posible desregulacién de la homeostasis del
calcio ya que normalmente los cambios de calcio intracelular son rapidos debido a los
multiples sistemas de recaptura del calcio. La pre-incubacién de los antioxidantes EUK-
134 (curva gris), MCI-186 (curva amarilla) y DMTU (curva negra) evit6 completamente
el aumento de la sefial de calcio inducida por el MCA*#%s (Figura 15Ay 15B). Este
resultado sugiere que los mediadores del MCA*#°s inducen una fuerte sefial de calcio
en las neuronas y que los antioxidantes al neutralizar los cambios en el tono oxidativo,

evitan el aumento del calcio intracelular en las neuronas.

Dado que el MCA*¥°s induce una potente sefial de calcio en las neuronas, se quiso
dilucidar si el calcio estaba involucrado en la deplecién nuclear de pSer-STAT3. Para
ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con el quelante de
calcio BAPTA-AM (100 uM) por 1 hora y luego fueron estimulados con el MCA*™¥°s g
MCAc™ por 1,5 o 3 horas y luego se procedié a realizar la inmunocitoquimica. La
incubacién del BAPTA-AM por 1 hora es suficiente para quelar el calcio intracelular
(Paula-Lima et al., 2011). En este experimento el MCA*¥°s fue incubado por periodos
cortos de tiempo (1,5 y 3 horas) ya que el BAPTA quela el calcio por un periodo corto
de tiempo. El control BAPTA consisti6é en incubar el BAPTA-AM por 1 hora, se retir6 el
medio, se hizo un lavado con PBS precalentado y luego se agregdé medio neurobasal

de mantencion por 3 horas. El resultado muestra que la quelacion del calcio intracelular
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con BAPTA-AM previno la deplecion nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA*™#°s
1,5 h o 3h (p<0,001), recuperando la sefal a un nivel similar al control (Figuras 15C y
15D). Ninguno de los tratamientos experimentales generé cambios en la intensidad de

fluorescencia de STATS3 total (Figura 15C).
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Figura 15. EIl MCA™£%s induce sefiales de calcio mediadas por aumento del tono
oxidativo. La quelacion de calcio evita la deplecién nuclear de pSer-STAT3 (A),
Cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con antioxidantes EUK-
134, MCI-186 o DMTU por 30 min, fueron cargados con Fluo-4-AM en presencia de los
antioxidantes por 30 min y luego en la plataforma del microscopio fueron estimulados
con MCA*™%s g MCA®" | as sefiales de calcio fueron registradas en funcion del
tiempo y fueron cuantificadas usando el programa Image J. Los valores representan el
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promedio + SEM de la fluorescencia de Fluo-4 determinada en 50 células individuales
por condicién experimental. La significancia de las diferencias entre los promedios fue
determinada por ANOVA de 1 via, seguido del post-test Bonferroni. (B), Cuantificacion
de la intensidad de fluorescencia de Fluo-4 (F/Fo) post-estimulo (asterisco). Los
valores representan el promedio + DS La significancia de las diferencias entre los
promedios fue determinada por ANOVA de 1 via, seguido del post-test Bonferroni. ns,
no significativo. (C), Imagenes representativas de la sefial de fluorescencia de pSer-
STATS3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos que fueron pre-incubados con y sin
BAPTA-AM 100 uM por 1 hora antes de la incubaciéon del MCA®"° o el MCA**#° (por
1,5 o 3 horas). Barra de escala: 20 ym. (D), Cuantificacion de la razén de
inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el nucleo y en el citoplasma mostrado en (C).
Los valores representan el promedio £+ SEM de 3 experimentos independientes, en
donde se analizaron 100 células por condicion experimental. La significancia de las
diferencias entre los promedios fue determinada por ANOVA de 1 via, seguido del
post-test Bonferroni.

Estos resultados sugieren que las sefiales de Ca?' inducidas por el MCA*A0s: 1)
dependen de cambios en el tono oxidativo de las neuronas y 2) median la deplecion

nuclear del pSer-STAT3 neuronal.

El aumento de calcio inducido por el MCA*#%s podria ser mediado por los receptores
de ryanodina (RyR), ya que estos canales de calcio son altamente sensibles a
estimulos redox (Carrasco et al., 2004; Hidalgo and Donoso, 2008; Kemmerling et al.,
2007). RyR2 es altamente expresado en neuronas hipocampales y se ha notificado que
los ABOs estimulan la liberacién de calcio a través del RyR (Paula-Lima et al., 2011) y
gue en especifico, la mediacién por RyR2 es crucial para la entrada de calcio en la red

mitocondrial y su posterior fragmentacion (SanMartin et al., 2017).
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Figura 16. El receptor de ryanodina media el aumento de calcio inducido por el
MCA™E% (A), Imagenes representativas de la sefial de fluorescencia de pSer-STAT3
en cultivos neuronales pobres en astrocitos que fueron incubados con y sin ryanodina
50 uM por 1 hora y luego fueron estimulados con MCA**¥°s g con MCA®" por 3
horas. Barra: 20 ym. (B), Cuantificacion de la raz6n de inmunofluorescencia de pSer-
STAT3 en el ndcleo y en el citoplasma mostrado en (A). Los valores representan el
promedio £+ SEM, se midieron 100 células por cada condicion experimental en 3
experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios
fue determinada por ANOVA de 1 via, seguida del post-test Bonferroni. (C) Cultivos
neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con ryanodina (50 puM) o
BAPTA-AM (100 pM) por 30 min, cargados con Fluo-3-AM por 30 min y luego
estimulados con CMC, MCA®"° o MCA*™°s_ |as sefiales de calcio fueron registradas
en funcién del tiempo y fueron cuantificadas usando el programa Image J. Los valores
representan el promedio + SEM de la fluorescencia de Fluo-3 determinada entre 40-50
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células individuales por condicion experimental. (D), Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de Fluo3 (F/Fo) post estimulo (asterisco). La significancia de las
diferencias entre los promedios fue determinada por ANOVA de 1 via, seguido del
post-test Bonferroni. ns, no significativo.

Considerando que el MCA*¥% aumenta el tono oxidativo de las neuronas, induciendo
aumentos de calcio y que la quelacion del calcio inhibe la deplecién nuclear de pSer-
STAT3, se evalud la participacion del RyR en la deplecion nuclear de pSer-STATS.
Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con ryanodina
50 puM (concentracién inhibitoria) por 1 hora y luego fueron tratados con el MCA*Af%s g
el MCA®"™° por 3 horas. El control de ryanodina consisti6 en una incubacién de
ryanodina por 1 hora, se retiré el medio, se hizo un lavado con PBS precalentado y

luego se agregé medio neurobasal de mantencion por 3 horas. Finalmente, las células

fueron fijadas y se realiz6 una inmunocitoquimica contra pSer-STAT3.

La inhibicion del RyR con ryanodina (50 uM) suprimié significativamente el efecto del
MCA*80s (p<0,001), evitando la deplecién de la sefial de pSer-STAT3 nuclear
obteniéndose una sefial de fluorescencia similar a la observada con el MCAco
(p>0,05, ns) (Figura 16A y 16B). La ryanodina por si sola no afect6 de forma
estadisticamente significativa la distribucion nuclear de pSer-STAT3 comparada con el
MCAce! (p>0,05, ns) (Figura 16A y 16B). Ninguno de los tratamientos experimentales
generd cambios significativos en la intensidad de fluorescencia de STATS3 total (Figura

16A).

Para probar que la ryanodina estaba realmente inhibiendo al RyR de forma especifica,
se analizaron las sefales de calcio en cultivos neuronales pobres en astrocitos que

habian sido pre-incubadas con ryanodina 50 uM por 1 hora y luego se agreg6 4-cloro-
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m-cresol (4-CMC, 500 uM), un potente y especifico agonista del RyR (Herrmann-Frank
et al., 1996). Si bien estudios farmacoldgicos clasicos sugieren que la dosis de 4-CMC
gue produce la méxima liberacion de calcio es 1 mM (Zorzato et al.,, 1993), hay
evidencia reciente que demuestra que concentraciones =2 1 mM de 4-CMC producen
inhibiciéon del RyR (Al-Mousa and Michelangeli, 2009) por esta razén se us6 500 uM
(Figura 16C). Como se esperaba, la preincubacion con ryanodina produjo una
inhibicién completa del RyR, impidiendo que 4-CMC pudiese promover la liberacion de
calcio desde el reticulo hacia citoplasma (curva azul) (Figura 16C). Es posible que la
ryanodina no haya inhibido todos los receptores de ryanodina, de esta forma, la
aplicacién de 4-CMC podria haber permitido una ligera salida de calcio a través del
RyR y al abrirse el canal la ryanodina podria unirse a éste inhibiéndolo, bajando la
disponibilidad de calcio intracelular y por lo tanto, la sefial de fluorescencia del Fluo-3.

Para dilucidar si la intensidad de la sefial de Fluo-3 producto de la liberacion de calcio
desde el reticulo endoplasmatico es similar a la observada con el MCA*#%s a las
células cargadas con Fluo-3 se les agregd 4-CMC al bafio y se registré su efecto por
varios minutos (curva gris). El 4-CMC indujo una rapida y potente alza de la sefial de
calcio intracelular (3,5 veces mas que el MCA®"°) similar en magnitud a la observada
con el MCA*%s pero con una cinética distinta ya que esta sefial declin6 en el tiempo
en concordancia con un buen funcionamiento de la homestasis del calcio. Dado que la
sefial de calcio producto de la estimulacion con el MCA*¥°s se mantiene elevada en el
tiempo, se podria sugerir que el MCA**¥°s produce una pérdida de la homeostasis del

calcio neuronal (Figura 16C, 16D).

Por otro lado, para verificar si el aumento de calcio intracelular depende del RyR, las

células fueron pre-incubadas con BAPTA-AM (100 pM) por 1 hora y luego se les

82



agreg6 4-CMC (curva roja) (Figura 16C). Dado que el BAPTA quela todo el calcio
intracelular, se espera que 4-CMC libere rapidamente el calcio desde el reticulo
endoplasmatico y éste sea secuestrado por el BAPTA, por lo tanto, la sefial de calcio
deberia aumentar rapidamente y luego disminuir. Tal como se esperaba, tras la
guelacion del calcio intracelular el 4-CMC generd una rapida sefal de calcio y luego
una caida abrupta de la intensidad de Fluo-3, debido al efecto quelante del BAPTA. Ya
gue la concentracion de 4-CMC utilizada es alta, se genera una segunda sefial de
calcio la cual es quelada lentamente en el tiempo (Figura 16C). Probablemente, el 4-
CMC produce una liberacibn masiva de calcio alcanzando una concentracion
intracelular cercana al rango milimolar, haciendo que el BAPTA no pueda contener
(buferizar) tal concentracién de inmediato pero a medida que pasa el tiempo, el BAPTA
va secuestrando calcio que inicialmente estaba unido al Fluo-3, debido a la diferencias

en las constantes de afinidad del BAPTA y el Fluo-3.

En resumen, los resultados de estos experimentos sugieren que el aumento de calcio
inducido por el MCA*¥°s que es necesario para la deplecion nuclear de pSer-STAT3

en las neuronas, al parecer proviene principalmente de la activacion del RyR.

Hasta ahora, los resultados obtenidos sugieren que mediadores presentes en el medio
condicionado, tras el tratamiento de astrocitos primarios con los ABOs, inducen sefales
de calcio en las neuronas, lo cual podria reclutar alguna serina/treonina fosfatasa
dependiente de calcio, tal como calcineurina, la cual eventualmente podria catalizar la
defosforilacion del residuo serina 727 de STAT3. Alternativamente, el eje de sefales
ROS-calcio podria inhibir la actividad de una fosfoserina quinasa relevante para la

fosforilacion de pSer-STAT3.
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Para determinar la participacion de calcineurina en la desfosforilacion de la serina 727
de STATS3 tras el tratamiento con el MCA*™#°5, cultivos neuronales pobres en astrocitos
fueron transducidos con distintos adenovirus que modulan la actividad de calcineurina
previo al tratamiento con el medio condicionado. Se utilizaron 3 distintos adenovirus
facilitados por la Dra. Valentina Parra, de la facultad de Bioguimica de la Universidad
de Chile: Uno de ellos expresa la secuencia de un péptido inhibidor no competitivo de
calcineurina llamado CAIN (Ad-CAIN), el segundo adenovirus expresa la secuencia de
calcineurina constitutivamente activa (Ad-CN) (Delling et al., 2000; Jofuku et al., 2005;
Yoon et al., 2003) y el udltimo adenovirus expresa la secuencia de la enzima (-
galactosidasa (Ad-LacZ), la cual se utiliz6 como un adenovirus control que permitié
establecer el porcentaje de células infectadas a través de la identificacion colorimétrica

de un producto insoluble llamado 5,5-dibromo-4,4’-dicloro-indigo (azul, Figura 22).

Dada la carencia de una secuencia blanco que permitiera monitorear la expresion del
péptido CAIN o de la calcineurina constituivamente activa dentro de las células Ad-
CAIN y Ad-CN, estos adenovirus fueron caracterizados detalladamente antes de su
uso (Figura 22 y 23, ANEXO). Para ello, fue importante demostrar que los Ad-CAIN vy
Ad-CN tenian la habilidad de disminuir o aumentar los niveles de la proteina RCANL1, el
cual es un inhibidor endégeno de la actividad de calcineurina cuya expresion aumenta
con la mayor actividad de cacineurina. Ademas, fue necesario determinar si Ad-CN y
Ad-CAIN inducian o no la translocacion nuclear del factor de transcripcibn NFATc4 en
las neuronas, respectivamente (Figura 23A y 23B, Anexo). Ad-CAIN, Ad-CN y LacZ
fueron utilizados con un indice de multiplicidad (MOI) de 1000 y el tiempo de

transduccion fue de 8 horas en un medio neurobasal sin B27 a 37°C.
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La transduccién de neuronas primarias con el Ad-CAIN previno de forma significativa la
deplecion nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA*#%s (p<0,001), aunque la sefial
de fluorescencia de pSer-STAT3 no alcanzé el nivel del MCA®"™® sin infectar (Figuras
17A y 17B). Las células transducidas con el Ad-CAIN no mostraron cambios
significativos en la fluorescencia nuclear de pSer-STAT3 comparado con el MCAce
sin infectar (p>0,05). A su vez, la transduccion de las células con el adenovirus Ad-CN,
aumentd la deplecion nuclear de pSer-STAT3 producida por el MCA*#%s comparado
con la condicion MCA*#%s sin infectar (p<0,001), aunque su efecto fue mucho menor al
esperado (Figuras 17A, 17B). Las células transducidas con el Ad-CN muestran una
disminucion del 25% de la sefial nuclear de pSer-STAT3 comparada con el MCAco!
sin infectar (p<0,001), una disminucién pequefia comparado con lo esperado si fuese el
Gnico componente involucrado en la desfosforilacion del residuo serina 727 (Figuras
17A y 17B). El uso del Ad-LacZ demostré que la transduccion de loc cultivos con los
adenovirus no afectd la sefial nuclear de pSer-STAT3. Estos son los primeros
resultados que conectan la deplecion nuclear de pSer-STAT3 con la posible activacion
de la fosfatasa calcineurina, en el contexto del cambio en la interaccion entre astrocitos

y neuronas inducida por AGOs.
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Figura 17. La inhibicién de calcineurina abole o previene la deplecion nuclear de pSer-
STAT3. La expresion de una calcineurina constitutivamente activa causa una
disminucion de pSer-STAT3 nuclear. (A), Imagenes representativas de la distribucion
nucleo/citoplasma pSer-STAT3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos que fueron
transducidos con los adenovirus CAIN, CN o LacZ usando un MOI de 1000 por 8 horas
para cada virus y luego fueron estimulados con MCA*A8%s g MCAc" por 24 horas.
Barra de escala: 20 um. (B), Cuantificacién de la razén de inmunofluorescencia de
pSer-STAT3 en el ndcleo y en el citoplasma mostrado (A). Los valores representan el
promedio + SEM, se midieron 100 células por cada condicion experimental en 3
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experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios
fue determinada por ANOVA de 1 via, seguida del post-test Bonferroni.

Ya que el Ad-CN no generé una deplecién absoluta de la fosforilacion del residuo 727
de STAT3 medido por inmunocitoquimica, se evalué el nivel de fosforilacién del residuo
serina 727 tras el uso de los distintos adenovirus mediante western blot, con el fin de

dilucidar si se obtienen los mimos resultados descritos anteriormente.

Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron transducidos con Ad-CAIN,
Ad-CN y Ad-LacZ, luego se les someti6 al tratamiento con MCA®" g MCA**#%s por 24
horas y se hizo la extraccién de proteina totales. La comparacion se hizo con respecto

a los cultivos neuronales no transducidos.

En las muestras sin infectar, el MCA*¥°s produjo una disminucion leve y no
significativa de la fosforilacién de serina 727, sin cambios en los niveles de la proteina
STAT3 (Figura 18A y 18B). Si bien la transduccién de los cultivos con el Ad-CAIN no
produjo diferencias significativas con respecto al MCA°"" sin infectar, la inhibicién de
calcineurina con el péptido CAIN no produjo un aumento significativo de la fosforilacion
en serina 727 ni caus6 un aumento significativo de STATS3 total, a diferencia de lo que
report6 (Murase, 2013) en neuronas durante el desarrollo, en donde calcineurina
promovié la degradacion de STAT3 mediante la via ubiquitin-proteosoma. Si bien, la
transduccién de los cultivos neuronales con el Ad-CN redujo los niveles de la
fosforilacion del residuo serina 727, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas comparadas con el MCA®°" o MCA*¥°s sin infectar (Figura 18A y 18B).
La infeccion con el virus LacZ no evidencié cambios en la fosforilacion del residuo

serina 727 comparado con el MCA®" sin infectar (ns, Figura 18A y 18B). Las Unicas

87



diferencias significativas que se obtuvieron fueron en los niveles de fosforilacion de la
serina 727 cuando se comparan las condiciones antagonistas, es decir, la condicion
MCA"° de la muestra infectada con el Ad-CAIN versus el Ad-CN (p<0,05) y cuando
se comparan la condicién MCA*¥ de la muestra infectada con el Ad-CAIN versus el
Ad-CN (p<0,001). La infeccién con el Ad-LacZ no afect6 la fosforilacién de serina 727
comparado con las condiciones sin infectar. Si bien en el ANEXO se demuestra que los
adenovirus Ad-CAIN y Ad-CN funcionan, los experimentos de las figuras 17 y 18
muestran que calcineurina podria estar involucrada en el proceso de desfosforilacion
de serina 727 de STAT3, sin embargo, no es la principal molécula involucrada en ese

proceso.
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Figura 18. La fosforilacion del residuo 727 de STAT3 no aumenta ni disminuye
significativamente con la infeccion de los adenovirus Ad-CAIN y Ad-CN
comparado con las muestras sin infectar. La sobreexpresion o inhibicion de
calcineurina no afecta significativamente los niveles de la proteina STAT3. (A),
Imagénes del western blot representativo de cultivos neuronales pobres en astrocitos
transducidos con Ad-CAIN, Ad-CN y Ad-LacZ (B y C), Analisis densitométrico de la
fosforilacion del residuo serina 727 y de la proteina STAT3 total de la figura A,
respectivamente. Los valores representan el promedio + SEM, de 3 experimentos
independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios fue determinada
por ANOVA de 1 via, seguida del post-test Bonferroni.
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3.9 El MCA*AE% potencia la apoptosis inducida por un estimulo excitotoxico

STAT3 regula la expresién de diversos genes de sobrevivencia y se ha evidenciado
que promueve la sobrevivencia de neuronas adultas bajo condiciones normales
(Murase et al., 2012) y patolégicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). Ademas,
el estrés oxidativo induce modificaciones oxidativas reversibles o irreversibles en
STATS3, entre ellas se ha evidenciado: 1) la oxidacién de cisteinas criticas involucradas
en la interaccion con el ADN (Li et al., 2010); 2) oligomerizacion (Li et al., 2010; Li and
Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015) y 3) S-glutationilacion (Butturini et al., 2013; Butturini
et al., 2014; Xie et al., 2009). Estos cambios sugieren que modificaciones oxidativas de
STAT3 podrian afectar su actividad transcripcional. Por largo tiempo la actividad
transcripcional de STAT3 ha sido ligada especificamente a la fosforilacién en la tirosina
705, sin embargo, la fosforilacion en serina es necesaria para obtener la maxima

actividad transcripcional.

Para evaluar si el MCA*¥°s modifica la actividad transcripcional de STAT3, cultivos
neuronales pobres en astrocitos fueron estimulados con MCA*Af%s g MCA®"° por 24
horas y se determiné la expresion de los niveles de ARNm de Bcl-2, Bcl-xL y survivina,
los cuales son genes blancos de STAT3 involucrados en la respuesta de sobrevivencia
en distintas etapas de la muerte apoptética. Todos los niveles de ARNm fueron

normalizados con los niveles de actina.

Los niveles de ARNm de Bcl-2 y Survivina fueron significativamente reducidos (p<0,05)
en respuesta al tratamiento con el MCA*™#%s comparado con el MCA®" (Figura 18A),

mientras que la disminucién de la expresiébn de Bcl-xL no fue estadisticamente
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significativa debido a la gran dispersion de los datos. La expresion de Bax no fue
alterada con la aplicacion del MCA*% (p>0,05; ns). Ademas, el MCA**¥°s produjo un

ligero aumento de la razén pro-apoptética Bax/Bcl-2 (Figura 18B) en las neuronas.

Dado que los antioxidantes impedian o revertian el aumento del tono oxidativo inducido
por el MCA*A¥%s y que algunos de ellos, como EUK-134, también abolian parcialmente
la deplecion nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas, se evalud si EUK-134 revertia o

no la disminucién de la expresién de Bcl-2, survivina, Bcl-xL inducida por el MCA*A£%s,

Para esto, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con EUK-134 (20
uUM) en presencia o ausencia del MCA*¥°s por 24 horas y luego determinamos la
expresion de los niveles relativos de ARNm de los genes de sobrevivencia mediante
PCR en tiempo real (QRT-PCR). En el control EUK-134, las células fueron incubadas

con el antioxidante por 24 horas en medio neurobasal de mantencion.

La co-incubacion de EUK-134 con el MCA**°s |ogra re-establecer los niveles de los
ARNm de Bcl-2, Bcl-xL y survivina a un valor cercano al control, sin embargo, las
diferencias no son estadisticamente significativas (Figura 19A). En la razén pro-
apoptoticaBax/Bcl-2 la co-incubaciéon de el MCA*¥#°s con EUK-134 disminuye la razén
a un nivel similar al MCA®"" pero no presenta diferencias significativas con respecto al
MCA*¥°s debido a la gran dispersion de los datos (Figuras 19A y 19B). En el caso del
control EUK-134, sélo la expresién de Bcl-2 aument6 significativamente con respecto a
la condicion MCAc" (p<0,05). Estos resultados sugieren que el MCA*™¥°s disminuye
el ARNm de Bcl-2 y survivina. El antioxidante EUK-134 genera un efecto positivo en la

expresion de esos genes, sin embargo, la co-incubacion de EUK-134 con el MCA*#80s
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no logra compensar significativamente el efecto del MCA**#°s en esos genes. Esto esta
en concordancia con la Figura 14B en donde se muestra que evitar el aumento del tono
oxidativo no es suficiente para impedir la deplecion nuclear de pSer-STAT3 en las

neuronas.

Dado que Bcl-2 heterodimeriza con Bax y previene la formaciéon del poro de transicion
mitocondrial (MPTP) y que survivina previene la activacion de las caspasas, es posible
que la disminucién de Bcl-2 y survivina mediada por el MCA*#° podria promover la
muerte apoptotica, al menos en la etapa inicial favoreciendo la formacion del MPTP y la

activacion de las caspasa, un evento posterior al MPTP.
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Figura 19. EI MCA™F%promueve una disminucion de la expresion de los genes
blancos de sobrevida de STAT3, Bcl-2 y survivina, y aumenta la razébn pro-
apoptética Bax/Bcl-2 en las neuronas. Sin embargo, la co-incubacién del
MCA*™£% con EUK-134 no recupera los niveles de expresion de esos genes. (A),
ARNmM de Bcl-2, Bcl-xL, Bax y Survivina fueron cuantificados por PCR en tiempo real
(QRT-PCR) en cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con MCAco!
MCA*™¥0s  EUK-134 (20 uM) o la co-incubacion EUK/MCA* s por 24 h. Todos los
valores de ARNm fueron normalizados por los niveles de ARNm de actina. Los valores
representan el promedio + SEM. La significancia de las diferencias fue determinada por
t-test. Estos resultados provienen de 5-6 experimentos independientes. (B), Razén pro-
apoptdtica Bax/Bcl-2. Los valores representan el promedio + SEM de 5-6 experimentos
independientes. La significancia estadistica fue evaluada mediante t-test.

El siguiente paso fue determinar si el MCA*¥#°s producia la ejecucion de la muerte
apoptdtica a través de la activaciéon de la caspasa 3 y la observacion de nucleos

apoptdticos (condensados). Para ello, se determind la activacion de caspasa 3
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mediante inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo especifico que detecta los niveles
endogenos del fragmento largo (17/19 kDa) de la caspasa-3 producto del clivaje
adyacente al residuo Asp175 (Nicholson et al., 1995), en evento fundamental en la
activacion de esta caspasa. La evaluacion de los nlcleos apoptéticos se realizd
mediante el ensayo de TUNEL utilizando el kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL system

(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos se trataron con el MCA®" g gl
MCA*8%s por 24 horas y se evalud la presencia del fragmento largo de la caspasa-3 en

las neuronas.

El MCA*™8% no produjo una significativa activacion de la caspasa-3, comparado con el
MCA"° (Figura 20A, B). Los cultivos pre-tratados con AraC son mas sensibles que
los cultivos sin esta droga ya que se ha reportado que AraC induce apoptosis mediante
la activacion de caspasa-3 (Datta et al., 1996) y eso explica el porcentaje basal de
neuronas con caspasa-3 activada (aproximadamente 8-10 neuronas/campo gue estan

en apoptosis).

La concentracion de ABOs que se utilizd en esta tesis ha sido considerada subletal por
nuestro grupo de trabajo y otros investigadores (De Felice et al., 2007; Paula-Lima et
al., 2011) y se ha descrito ampliamente que los ABOs afectan la plasticidad sinptica
en las neuronas. Entonces, se evalud si el EI MCA™"% producia sensibilidad a la
muerte apoptética en presencia de un estimulo excitotéxico como el exceso de
glutamato o de NMDA. La sobreactivacion excitotéxica, especialmente del NMDAR,

induce la entrada excesiva de calcio y la muerte neuronal (Benarroch, 2011; Choi,
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1987; Choi et al., 1988; Koh and Choi, 1991; Tymianski et al., 1993). Ademas, los
mecanismos de reciclaje/recaptura de glutamato en los astrocitos estan alterados en la
EA (Arias et al., 1995; Fernandez-Tome et al., 2004; Parpura-Gill et al., 1997) y son

mediados en cierta parte por los ABOs (Abdul et al., 2009).

Para probar si el MCA*¥°s inducia sensibilidad a la muerte apoptética, cultivos
neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con NMDA (50 o 100 pM) en
presencia o ausencia del MCA*¥°s por 24 horas y luego se hizo la inmunocitoquimica
contra caspasa-3 activada. El medio de tratamiento fue medio neurobasal
suplementado con B27, tal como se usé en (Wang et al., 2000) y las concentraciones
excitotoxicas de NMDA fueron las mismas que se usaron en (Beaman-Hall et al., 1998;
Dugan et al., 1995). Tapsigargina, un inhibidor no competitivo de la bomba
Ca?'/ATPasa del reticulo endoplasmatico, induce la apoptosis al incrementar el calcio
intracelular mediante el vaciamiento del reticulo (Rogers et al., 1995). Tapsigargina (20

KM) por 1 hora fue usada como control positivo de muerte apoptotica.

Tal como se esperaba, la aplicacion de NMDA 50 o 100 uM produjo un considerable
aumento (p<0,001) de caspasa-3 activada en las neuronas (4 y 5 veces mas que el
MCAce°! - respectivamente). El co-tratamiento de las dos concentraciones de NMDA
con el MCA™%produjo un aumento significativo (p<0,001) de la activacion de
caspasa-3 comparado con los tratamientos con NMDA solo sugiriendo un efecto
sinérgico entre un estimulo excitotoxico y el MCA*™¥°s (Figura 20B). La distribucién
nuclear de caspasa-3 activada esta en concordancia con reportes anteriores (Kamada
et al., 2005), ya que la gran mayoria de sus blancos moleculares corresponden a

proteinas asociadas a la cromatina y a funciones nucleares (Casciola-Rosen et al.,
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1996; Degen et al., 2000; Greidinger et al., 1996; Rosen and Casciola-Rosen, 1997;
Sahara et al., 1999; Sanghavi et al., 1998; Slee et al., 2001; Tang and Kidd, 1998;

Teraoka et al., 1996).

La segunda aproximacion fue establecer la presencia de ndcleos apoptéticos producto
de la fragmentacion del ADN nuclear a través del ensayo fluorimétrico TUNEL. En
resumen, el ensayo consiste en la incorporacion del nucledtido dUTP-12-fluoresceina
en el terminal 3" del ADN usando la enzima recombinante deoxinucleotidil terminal
transferasa (rTdT). EI ADN marcado con dUTP-12-fluoresceina puede ser visualizado
mediante microscopia de fluorescencia o citometria de flujo. Los nudcleos totales se

tineron con DAPI.

Entonces al igual que en el experimento anterior, cultivos neuronales pobres en
astrocitos fueron incubados con NMDA (50 o 100 uM) en presencia y ausencia de
MCA*%s por 24 horas y luego se hizo el ensayo de TUNEL segun las indicaciones

sugeridas en el kit. Tapsigargina (20 uM) por 1 hora fue usada como control positivo.
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Figura 20. El MCA™#%s potencia el efecto de altas concentraciones de NMDA de
promover la activacién de caspasa-3 en las neuronas. (A) Imagenes
representativas de la caspasa-3 activada en neuronas después de 24 horas de co-
incubacion de MCA*™°s con NMDA (50 uM y 100 puM). MCAC°" fye usado como
medio control y tapsigargina 20 uM se us6 como inductor de muerte apoptética (control
positivo). Caspasa-3 activada se visualiza en verde, el marcador neuronal Blll-tubulina
en rojo y DAPI en magenta. Barra 10um. (B), Cuantificacion del panel A. Las barras
representan el promedio + SEM de 3 experimentos independientes. Se cont6 el
numero de células caspasa-3 positivas por cada condicion experimental y se hormalizé
con respecto al control. La significancia de las diferencias fue determinada por ANOVA
de 1 via, post-test Bonferroni.
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Consistente con el resultado anterior, el MCA™#% no generé un aumento significativo
del nimero de nucleos TUNEL positivos comparado con el MCA®" (Figura 21A). El
tratamiento con NMDA 50 uM genera un promedio de 26% de células TUNEL positivas,
casi el doble que el MCA®"™ o e|l MCA*Afs (p<0,001). No obstante, el tratamiento del
MCA*8% con NMDA 50 puM solo produce un 29% de nlcleos apoptéticos/campo, un
aumento significativo comparado con MCA*¥°s (p<0,001) pero no significativo con
respecto a NMDA 50 puM (ns, Figura 21B). La incubacién con NMDA 100 puM produce
un 31% de células TUNEL positivas y el tratamiento de NMDA 100 uM con MCA*A80s
genera un 38% de nucleos apoptéticos/campo, una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al medio MCA**°s y a la condicion NMDA 100 pM (p<0,001 y

p<0,05, respectivamente).

En resumen, los resultados de caspasa-3-activada y el ensayo de TUNEL revelaron
que el MCA*™#% no produce un aumento significativo de la ejecucién de la muerte
apoptotica, evaluada por la activacion de la caspasa ejecutora caspasa-3 o0 la
fragmentacion del ADN. Sin embargo, el MCA*¥°s en presencia de un estimulo
excitotéxico, como el NMDA, produce un efecto deletéreo sinérgico que culmina en un

aumento de la apoptosis neuronal a las 24 horas de tratamiento.
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Figura 21. El MCA™#% potencia el efecto de altas concentraciones de NMDA de
aumentar el numero de nudcleos apoptoéticos. (A) Imagenes representativas del
ensayo de TUNEL después de 24 horas de la co-incubacion de MCA*™#% con NMDA.
MCACe™° fye usado como medio control y tapsigargina 20 pM se usé como control
positivo. Los ndcleos apoptdticos marcados con nucleétido dUTP-12-fluoresceina se
visualizan en verde y los nlcleos totales en magenta. La sobreposicion del color
magenta y verde se distingue en color blanco y se indica con flechas rojas. Barra de
escala: 10um. (B), El porcentaje de nucleos apoptéticos se obtuvo contando el nimero
de nucleos apoptéticos dividido por el niumero total de células en el campo por 100,
para cada una de las 10 imagenes de cada condicion experimental. Luego los valores
se normalizaron con respecto al control. Las barras representan el promedio + SEM en
cada condicion experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por
ANOVA de 1 via, post-test Bonferroni de 3 experimentos independientes.
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4. DISCUSION

En esta tesis exploramos la interaccién entre los ABOs, los astrocitos y las neuronas, y
probamos si los astrocitos estimulados con los ABOs se activaban y generaban
mediadores que producian cambios en la expresion de genes asociados a viabilidad
neuronal. Los resultados sugieren que pSer-STAT3 neuronal, una de las formas
fosforiladas de STAT3, es importante para la expresion de genes blancos cuya

actividad es obstruida por el medio de astrocitos estimulados con los ABOs.

4.1 Concentraciones subletales de ABOs producen la depleciéon nuclear de pSer-

STAT3 en las neuronas

La maxima actividad transcripcionalde STAT3 se obtiene tras la fosforilacién del
residuo serina 727 (Decker and Kovarik, 2000; Wen et al., 1995), sin embargo, los

factores que determinan la localizacion nuclear de pSer-STAT3 son desconocidos.

Nosotros encontramos que el tratamiento de cultivos neuronales ricos en astrocitos con
concentraciones sub-letales de ABOs disminuyd la localizacion nuclear de pSer-STAT3
en las neuronas con un comportamiento en forma de U. Mientras que a
concentraciones entre 0,05- y 0,1 uM no se observa un cambio en la sefial nuclear de
pSer-STAT3, entre 0,2-0,5 uM hay una disminucién de la sefial y a concentraciones de
1-5 uyM hay un aumento de la sefal nuclear de pSer-STAT3, sin diferencias
significativas con respecto a la situacién control. Dado que los dimeros, trimeros y
tetrameros actan como nucleos de agregacion de AB generando oligbmeros grandes

y protofibrillas in vitro (Bernstein et al., 2009; Bieschke et al., 2011; Garai and Frieden,
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2013; Podlisny et al., 1995; Tsigelny et al., 2014) y que la fibrilacion es un proceso
altamente favorecido por el aumento de la concentracion de AB y el tiempo transcurrido
a 37°C (Pike et al., 1991; Stine et al., 2003), es posible que la formacion de oligobmeros
de alto peso molecular o fibrillas disminuya la disponibilidad de oligbmeros pequefios
en el espacio extracelular, generando un efecto menos téxico y por lo tato, no se
observe un efecto en la sefial de pSer-STAT3. Los oligbmeros solubles son mas
neurotoxicos que las protofibrillas, ya que afectan principalmente la actividad sinaptica
y la potenciacién a largo plazo (Ferreira et al., 2015; Lambert et al., 1998; Shankar et

al., 2007).

Todas las especies oligoméricas identificadas en nuestra preparacion han sido ligadas
a los efectos téxicos del AB (Benilova et al., 2012; Ono et al., 2009) a excepcion del
monomero, el cual ha sido descrito como neuroprotector (Giuffrida et al., 2009). Si bien
aun existe controversia acerca de cudl especie soluble es la mas toxica, los oligébmeros
de bajo peso molecular (dimeros estables en SDS, trimeros y tetrameros) causan
pérdida de la sinapsis (Shankar et al., 2007) y afectan fuertemente la plasticidad
sinaptica (Ferreira et al., 2015) y al citoesqueleto (Brouillette et al., 2012; Davis et al.,
2011). Dimeros aislados de cerebros de pacientes o de liquido encefaloraquideo
afectan las sinapsis in vivo (Klyubin et al.,, 2008; Shankar et al.,, 2008) y su
neutralizacién con anticuerpos monoclonales corrige los defectos en la plasticidad
sinaptica (Klyubin et al., 2008; O'Nuallain et al., 2011). Los trimeros correlacionan con
la neurotoxicidad in vitro (Hung et al., 2008; Townsend et al., 2006).Por su parte, los
oligbmeros 9-mers y los 12-mers han sido ligados al déficit cognitivo y de memoria en

animales transgénicos (Lesne et al., 2006).
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4.2 La interaccién astrocito-neurona media la deplecién nuclear de pSer-STAT3

inducida por los ABOs.

La enfermedad de Alzheimer (EA), al igual que otras enfermedades
neurodegenerativas, esta acompafada por una marcada activacion glial (Bouvier and
Murai, 2015; Heneka et al., 2015). Aunque es un fendmeno mas notorio alrededor de
los depdésitos de AB en las etapas tardias de la enfermedad, las microglias y astrocitos
activados también aparecen al comienzo de los sintomas clinicos (Carter et al., 2012;
Scholl et al., 2015; Yokokura et al., 2017), sugiriendo que estrategias de modulacién
glial podrian enlentecer la progresion de la EA: Los fenotipos activados de las células
gliales se relacionan con las caracteristicas del insulto y finalmente se convierten en
importantes perpetradores de la respuesta inflamatoria y potencialmente de la

disfuncion neuronal.

El factor de transcripcion STAT3 es importante en la respuesta de “sobrevivencia”
neuronal en condiciones patoldgicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). En esta
tesis se mostré que el tratamiento de cultivos neuronales ricos en astrocitos con los
ABOs no cambid la localizacion de STAT3 total o de pTyr-STATS3, sugiriendo que los
ABOs soblo producen un efecto en la deplecion nuclear de la forma fosforilada en el
residuo serina 727 (pSer-STAT3) (Figura 3) y de una manera dosis-dependiente
(Figura 4). Interesantemente, ni la deplecion nuclear de pSer-STAT3 (Figura 5) ni
cambios en la fosforilacién del resido serina 727 (Figura 7) se observaron en los
cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con ABOs. Esos resultados sugieren
gue la deplecion nuclear de pSer-STAT3 requiere de la presencia de astrocitos(Figuras

5A y 5B) y de algun mediador liberado por ellos ya que la adicion de un medio
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condicionado de astrocitos (previamente estimulado con 1 o 3 dosis de ABOs
(MCA*£%9) a los cultivos neuronales pobres en astrocitos, causé una deplecion nuclear
de pSer-STAT3 similar a la observada en los cultivos neuronales ricos en astrocitos y
dependio6 de la dosis de ABOs utilizada (Figura 5E, F). Ademas, se demostré que los
ABOs indujeron la activacion de los astrocitos mediante un notorio aumento de STAT3
en el ndcleo y GFAP en las prolongaciones (Figura 6). Esto concuerda con
publicaciones que han demostrado que STAT3 es un importante inductor de la
reactividad en astrocitos en modelos degenerativos como la EA y la enfermedad de
Huntington (Ben Haim et al., 2015; Ceyzeriat et al., 2016). Entonces los astrocitos
activados producto de la estimulacion con los ABOs podrian liberar

agentes/mediadores que median la deplecién nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas.

Notablemente, identificamos mediante inmunocitoquimica y western blot que los
niveles de pSer-STAT3 total, nuclear y citoplasmatico en las neuronas disminuyeron
significativamente después del tratamiento de los cultivos neuronales ricos en
astrocitos con ABOs o después del tratamiento de los cultivos neuronales pobres en
astrocitos con el MCA*™B% (Figura 8A y 8B). Estos resultados sugieren la
desfosforilacion del residuo serina 727 de STAT3 mediado por una serina fosfatasa.
Calcineurina es una serina/treonina fosfatasa que podria ser estar implicada en este
proceso ya que los ABOs aumentan la protedlisis de calcineurina en neuronas
hipocampales de cultivo primario, generando una variante activa constitutuvamente
(Mohmmad Abdul et al., 2011). Ademas, la calcineurina truncada aumento la actividad
de caspasa 3 y la apoptosis en el hipocampo del ratén transgénico Tg2576-APPswe
(D'Amelio et al., 2011), sugiriendo una pérdida de la sobrevida neuronal que podria ser

mediada por STAT3.

103



4.3 Los mediadores liberados en el MCA*A®% producen aumentos del tono

oxidativo neuronal

4.3.1. Los mediadores

Los astrocitos poseen receptores llamados Toll-like receptors (TLR) 2 y 4 (Jin et al.,
2008), los cuales reconocen clasicamente la presencia del lipopolisacacarido (LPS)
(Yang et al., 1998) y el péptido AB. Los TLRs inducen la activacion de las vias de
sefializacion intracelular que favorecen la expresion de la 6xido nitrico sintasa (iNOS) y
la activacién del complejo de la NADPH oxidasa (NOX), produciendo la liberacién de

oxido nitrico y H,O,, respectivamente (Forloni et al., 1997; Tahara et al., 2006).

Por otra parte, los ABOs disminuyen los niveles de glutatién reducido en astrocitos y
neuronas (Abramov et al., 2003; Angelova and Abramov, 2014), sugiriendo un posible
cambio en el tono oxidativo basal de ambos tipos celulares mediado por el AB. En
nuestro modelo experimental, los ABOs indujeron un fenotipo reactivo en los astrocitos
gque estimuld la liberacién de H.O, y éxido nitrico. Mediante el ensayo de catalasa
extracelular en un cultivo de neuronas rico en astrocitos, se demostré que la
neutralizacién del H>O, elimin6 completamente la deplecion nuclear de pSer-STAT3
inducida por los ABOs. Sin embargo, el complejo NOX esta presente en astrocitos y en
neuronas, por lo tanto, los ABOs podrian estar activando a la NOX de ambos tipos
celulares. Asi como hay evidencias que los ABOs activan la NOX de los astrocitos
(Abramov et al., 2004a; Abramov and Duchen, 2005; Wyssenbach et al., 2016),
también existe evidencia que el receptor de NMDA y los ABOs inducen la produccion

de ROS en las neuronas a través de la activacion de la NOX (Brennan et al., 2009;
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Shelat et al., 2008) y que esa activacion genera una alteracion en la plasticidad
sinaptica y problemas de memoria (Kishida and Klann, 2007). Por lo tanto, en ese
ensayo (Figura 9A y B), no se puede asegurar que el H,O- neutralizado por la enzima
provenga exclusivamente de los astrocitos. Sin embargo, el ensayo con Amplex Red®
permitid dilucidar que el medio condicionado de los astrocitos estimulados con los
ABOs (MCA*¥%s) posee aproximadamente tres veces mas concentracion de H,O»
comparado con el MCA®" el cual no fue tratado con los ABOs (Figura 9C), lo cual
indica que nuestra preparacion de ABOs activa a los astrocitos primarios y genera un
aumento significativo del H»O; en el medio condicionado que luego se usa en los

cultivos neuronales pobres en astrocitos.

El experimento donde se uso6 la catalasa sugiri6 que el H,O, podria ser el principal
mediador liberado ya que esta enzima recuperé en un 100% la localizacién nuclear de
pSer-STAT3, sin embargo, la hemoglobina produjo una recuperacién parcial aunque
mayor a la esperado (aproximadamente el 70% de la respuesta). La hemoglobina es
conocida por ser un fuerte neutralizador de 6xido nitrico (Martin et al., 1985), no
obstante, se ha sugerido que la hemoglobina posee actividad peroxidasa (Widmer et
al.,, 2010) en presencia de los nucleétidos piridinicos NADH y NADPH, con una
capacidad menor que catalasa pero mucho mayor que el sistema glutatiéon peroxidasa-
glutation reductasa (Masuoka et al., 2003). La hemoglobina se oxida en presencia del
H20. y los nucleétidos de piridina permiten su reduccion. Esta actividad peroxidasa

podria en parte explicar la gran recuperacién observada en la Figura 11.

La activacion de la INOS ha sido demostrado en astrocitos estimulados con oligdmeros

del péptido AB in vitro e in vivo (Heneka et al., 2001; Luth et al., 2001; Wong et al.,
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2001), mediante un proceso que también requiere la participacion de citoquinas pro-
inflamatorias (Akama et al., 1998; Rossi and Bianchini, 1996; Urrutia et al., 2017). El
oxido nitrico, al igual que el perdxido de hidrogeno, actia como un segundo mensajero
o como una molécula oxidante dependiendo de su concentracion. La produccion
excesiva de Oxido nitrico se ha vinculado con la apoptosis aunque su efecto pro-
apoptético es extremadamente controlado. Mas bien, la apoptosis se correlaciona con
el aumento de los niveles de las proteinas modificadas por el 6xido nitrico (Lechner et
al., 2005), principalmente por la S-nitrosilacion de proteinas, el cual es el mecanismo
mejor estudiado de las modificaciones inducidas por el 6xido nitrico (Lillig and
Holmgren, 2007; Lipton et al., 1998). La S-nitrosilacién involucra el acoplamiento de
oxido nitrico (NO) al grupo sulfidrilo de las cisteinas y constituye un importante
mecanismo que regula la actividad bioldgica de varias proteinas y por lo tanto, de una
plétora de procesos bioldgicos (Lillig and Holmgren, 2007; Wang et al., 2010).
Entonces, la excesiva produccion de O6xido nitrico podria estar produciendo
modificaciones oxidativas en las neuronas y en los astrocitos, ya que ambos tipos
celulares expresan la iINOS, generando perturbaciones de la sefializacion celular y en

biomoléculas esenciales

Por otra parte, los ABOs indujeron un aumento significativo de los niveles de expresiéon
de los ARNm de IL-6 y TNFa (p<0,01 y p<0,05, respectivamente) en los astrocitos
primarios (Munoz et al., 2018). Sin embargo, sélo la secrecién de IL-6 presenté un
aumento estadisticamente significativo tras la exposicién a los ABOs (p<0,05, Figura
10B). La secrecion de TNF-a en el medio condicionado no varié entre el MCA®"° y el
MCA*™¥0s  manteniéndose como una secrecion basal. Dado que IL-6 no es una

citoquina iniciadora de la respuesta inflamatoria (como lo es TNF-a) sino mas bien es
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una citoquina reguladora, el aumento de la expression y secrecién no es suficiente
para activar fuertemente a los astrocitos. Hay evidencias que en estados inflamatorios
o0 en enfermedades, TNF-a y otros mediadores como IL-1 son predominantemente
secretados por las microglias activadas. La secrecién de TNF-a e IL-13 activa a las
células gliales de forma autocrina y paracrina, induciendo una mayor produccion de
citoquinas y astrogliosis, generando un circulo vicioso que conlleva a la degeneracion
neuronal (Glass et al., 2010). Dado que se trabaj6 con un cultivo de astrocitos
purificados mas que cultivos de glia mixta (astrocitos-microglias), no se logré imitar el
ambiente inflamatorio descrito en modelos de animales transgénicos ni en los

pacientes con EA (Bouvier et al., 2016; Carrero et al., 2012).

IL-6 es una citoquina multifuncional que tiene un rol fundamental en la regulacion de la
respuesta inflamatoria (Raivich et al., 1999). IL-6 pertenece a la familia de las
citoguinas neuropoietinas (Hopkins and Rothwell, 1995) y tiene efectos neurotréficos
directos e indirectos en las neuronas (Benveniste, 1998). IL-6 promueve la astrogliosis
(Selmaj et al., 1990), activa a la microglia (Heyser et al., 1997) y estimula la produccién
de proteinas asociada a la fase de respuesta aguda. STAT3 controla la expresion de
IL-6 y de su receptor, por lo que se ha sugerido que STAT3 es un inductor de la
respuesta inflamatoria en los astrocitos. En el caso de TNF-a, éste juega un rol
esencial en la iniciacion y regulacién de la cascada de citoquinas durante la respuesta
inflamatoria. Ya que los niveles de expresién de TNF-a en un cerebro sano son bajos,
es dificil determinar el rol preciso de esta citoquina bajo condiciones fisiol6gicas. TNF-a
tiene la habilidad de iniciar cascadas inflamatorias, modificando la actividad y funcion
de los astrocitos (Belanger et al., 2011; Dumont et al., 2014; van Kralingen et al., 2013),

induciendo vias inflamatorias dependientes de NF-kp (Phulwani et al., 2008) y STAT3
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(Ben Haim et al., 2015), gatillando la produccién de citoquinas como IL-6 (Aloisi et al.,
1992; Norris et al., 1994; Sawada et al., 1992) e IL-1B (Didier et al., 2003). La
interleuquina IL-18 es principalmente sintetizada y secretada por las microglias
activadas (Allan et al., 2005; Basu et al., 2004; John et al., 2005; Rothwell and Luheshi,
2000), y los ABOs inducen la maduracion de IL-1B en la microglia aumentando su
neurotoxicidad (Parajuli et al., 2013). Los astrocitos primarios muestran un aumento de
pro-IL-18 tras la exposicién a ABOs a concentraciones mayores a las usadas en esta
tesis (White et al., 2005). Astrocitos de pacientes con EA y de ratones transgénicos
presentan un aumento de la IL-18 madura, en las etapas tardias de la enfermedad
(Bouvier et al., 2016). Quizas es posible observar una mayor induccién de IL-18 en los

astrocitos con un tratamiento crénico con ABOs mas que con tratamientos agudos.

A pesar del clasico rol deletéreo de las citoquinas pro-inflamatorias en la EA, se ha
reportado que TNF-a e IL-1 tienen propiedades neuroprotectoras in los cerebros con
EA y en modelos trangénicos (Akiyama et al., 2000; Lemere, 2007; Shaftel et al.,
2007), demostrando que la regulacion de la respuesta inflamatoria es clave en la

mantencion de la homesostasis celular.

Estos resultados estan en concordancia con reportes en la literatura que describen un

fenotipo pro-inflamatorio en astrocitos estimulados con ABOs in vivo e in vitro (Carrero

et al., 2012; White et al., 2005).
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4.3.2 El MCA*8%s gumenta el tono oxidativo neuronal

Las neuronas mantienen la homeostasis redox controlando la razén de especies
oxidadas y reducidas. El glutation reducido (GSH) es la principal defensa antioxidante
de las neuronas y cambios en la dupla glutatién/glutation disulfido (GSH/GSSG) ha
sido implicada en la etiologia o progresion de la EA (Ballatori et al., 2009; Ren et al.,
2017). La deficiencia de GSH aumenta la susceptibilidad al estrés oxidativo, causando
modificaciones oxidativas reversibles o irreversibles en proteinas sensibles, lo cual
puede cambiar la actividad o funcion de éstas (Finkel and Holbrook, 2000; Wang et al.,
2012). Los astrocitos proporcionan precursores de GSH a las neuronas (Dringen,
2000), sin embargo, el péptido Afis. induce estrés oxidativo en los astrocitos,
disminuyendo los niveles de GSH en ellos y en las neuronas (Abramov et al., 2003). La
y-glutamilcisteina etil ester (un compuesto que aporta el sustrato limitante en la
biosintesis de GSH), el antioxidante vitamina E y el N-acetil-cisteina, inhiben el dafio
oxidativo neuronal y las sefiales de calcio aberrantes inducidas por el péptido AS,
produciendo neuroproteccion (Boyd-Kimball et al., 2005; Yatin et al., 2000); Paula-Lima

et al., 2011; SanMartin et al., 2017).

Mediante el uso de maleimidas conjugadas con fluor6foros se demostré que el
MCA*°s produjo un aumento de las cisteinas oxidadas de las proteinas totales
(Figura 12A) y un incremento significativo de la oxidacién total de las neuronas
(p<0,001) similar a lo producido con el oxidante t-BHP (Figura 12B). Las maleimidas
son reactivos que identifican grupos tioles (-OH), de forma mas selectiva que las
iodoacetamidas, ya que no presentan reaccion con las histidinas o las metioninas. Los

tioles son un grupo funcional extremadamente reactivo en presencia de ROS, actuando
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como sensores primarios (Winterbourn and Hampton, 2008). Si bien el GSH se
encuentra en concentraciones milimolares dentro de las células y la determinacion de
la dupla GSH/GSSG es un reconocido método para identificar cambios en el tono
redox, las maleimidas identifican todos los tioles que se modifican producto de los ROS
(GSH vy del resto de las proteinas), por lo cual, el uso de las maleimidas es un mejor
método que la dupla GSH/GSSG para identificar cambios en el tono redox en un rango
fisiolégico, ya que la razén GSH/GSSG sélo limita la observacion a los cambios del

GSH.

En esta tesis se evidencié un aumento de la oxidacién total de las proteinas del soma
de las neuronas después del tratamiento con el MCA*#°, sino que también hay un
aumento significativo del peroxido de hidrogeno en el MCA*A¥°s comparado con el
MCAC mediante Amplex Red (Figura 9C). Ademas, utilizando la herramienta Hyper-
cyto se demostré un aumento significativo del peréxido de hidrégeno en el soma y en
las neuritas de las neuronas hipocampales tras el tratamiento con el MCA*™¥%s
comparado con el tratamiento con el MCA®°"® (Figura 13) (Munoz et al., 2018). Hyper
es una gquimera en donde 2 cisteinas del dominio OxyR forman un puente disulfuro
reversible el cual induce un cambio conformacional. La gran ventaja de Hyper es que
tiene una afinidad por el perdoxido de hidrégeno a un nivel submicromolar y que se ha
mostrado que es insensible a otros oxidantes como aniéon superdxido, GSSG, 6xido
nitrico y peroxinitrito. Entonces, esta herramienta genétic