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RESUMEN 

 

El estrés oxidativo y la desregulación de la señalización de calcio son señales 

importantes en una variedad de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la 

enfermedad de Alzheimer (EA). El factor de transcripción STAT3 tiene un rol crucial en 

el desarrollo y mantención 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 oligómeros del péptido β-amiloide (AβOs), los cuales 

muestran una potente actividad sinaptotóxica, y estudiamos los efectos de los 

mediadores presentes en el medio condicionado de astrocitos tratados con AβOs 

(MCA+AβOs) en la depleción 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 µM de AβOs indujo en las neuronas una disminución significativa de pSer-

STAT3, pero no de fosfotirosina 705-STAT3, la otra forma fosforilada de STAT3. Esta 

disminución no ocurrió 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 AβOs, induce la depleción nuclear de 

pSer-STAT3, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron tratados con MCA+AβOs, lo 

que causó depleción nuclear de pSer-STAT3 pero no modificó los niveles totales de 

STAT3. El uso de catalasa y hemoglobina extracelular previno la depleción nuclear de 

pSer-STAT3 causada por el MCA+AβOs, indicando que posiblemente el peróxido de 

hidrógeno y el óxido nítrico son los mediadores liberados por los astrocitos 

involucrados en esta respuesta. Además, el MCA+AβOs indujo un aumento significativo 

de la espresión y la secreción de la citoquina pro-inflamamtoria IL-6. El MCA+AβOs 
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aumentó el tono oxidativo neuronal y generó en las neuronas señales de calcio 

mediadas por el receptor de ryanodina, que son esenciales para la depleción nuclear 

de pSer-STAT3. Usando adenovirus, se demostró que la inhibición de calcineurina 

abolió la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs: También se 

demostró que la activación de calcineurina produjo un leve aumento de la depleción 

nuclear y mayor defosforilación de pSer-STAT3 en las neuronas, revelando que si bien 

calcineurina participa en la depleción nuclear de pSer-STAT3, no es el único 

componente involucrado en el proceso. En suma, el MCA+AβOs generó una disminución 

significativa de los niveles de ARNm de genes de sobrevivencia Bcl-2 y survivina y un 

aumento de la razón pro-apoptótica Bax/Bcl-2. No obstante, el MCA+AβOs no promovió 

la apoptosis por si solo. El MCA+AβOs sensibilizó a la neuronas hacia la muerte 

apoptótica pero solo en presencia de NMDA a concentraciones excitotóxicas. Esta es 

la primera descripción que el MCA+AβOs promueve señales de calcio neuronales que 

regulan la distribución nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. En esta tesis se 

propone que los AβOs inducen la producción de peróxido de hidrógeno, óxido nitric e 

IL-6, lo cual aumenta el tono oxidativo neuronal, generando una señal de calcio que 

activa la fosfatasa calcineurina, la cual causa (en parte) la depleción nuclear de pSer-

STAT3 y 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 (AβOs), 

which display potent synaptotoxic activity, and studied the nature and effects of 

astrocyte-conditioned medium treated with AβOs on the nuclear depletion of neuronal 

serine-727-phosphorylated STAT3 (pSer-STAT3). Treatment of mixed neuron-astrocyte 

cultures with 0.5 μM AβOs 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 AβOs induce pSer-STAT3 nuclear depletion, we used 

conditioned medium derived from AβOs-treated astrocyte cultures (ACM+AβOs). 

Treatment of astrocyte-poor neuronal cultures with ACM+AβOs caused pSer-STAT3 

nuclear depletion but did not modify overall STAT3 levels. Extracellular catalase and 

haemoglobin prevented the pSerSTAT3 nuclear depletion caused by AβOs, indicating 

that reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide could mediate this response. 

Besides, ACM+AβOs produced an increase of production and secretion of the pro-

inflamamtory cytokine IL-6. Also, ACM+AβOs 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+AβOs 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-STAT3, however, it is not the only component involved in the 

process. In addition, ACM+AβOs generated decreased Bcl-2 and Survivin transcription 

and significantly increased Bax/Bcl-2 ratio but ACM+AβOs did not execute apoptosis itself. 

ACM+AβOs sensibilized neurons to apoptotic death when it was incubated in presence of 

NMDA at an excitotoxic concentration. This is the first description that ACM+AβOs and 

neuronal calcium signals jointly regulate pSer-STAT3 nuclear distribution in neurons. 

We propose that AβOs 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 STAT3 protective transcriptional activity. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Antecedentes bibliográficos 

 

1.1.1 La enfermedad de Alzheimer y el estrés oxidativo 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más frecuente de demencia en los 

adultos mayores. Si bien existen casos de Alzheimer hereditario, esta enfermedad 

neurodegenerativa es principalmente idiopática (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 

podrían producir la enfermedad. Sin embargo, es relevante tener en consideración que 

ningún animal transgénico desarrolla todas las características claves de la enfermedad 

observada en humanos (Bilkei-Gorzo, 2014). Esta enfermedad se caracteriza por 

lapérdida de memoria y alteración de cognición, afectando en primera instancia la 

corteza cerebral, entorrinal y el hipocampo, y posteriormente esparsiéndose por la 

corteza cerebral frontal. Según la hipótesis de la cascada amiloide, la escisión de la 

proteína precursora amiloide (APP) por los complejos β- y γ-secretasa, genera la 

liberación del péptido β-amiloide (Aβ) en la región extracelular, generando agregados 

tóxicos del péptido Aβ 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 oligómeros de Aβ (AβOs), que son solubles y 

tóxicos y que pueden ser detectados en el líquido cefalorraquídeo, y los agregados 

fibrilares insolubles extracelulares, que son encontrados en las placas seniles. Estas 
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últimas son las lesiones que caracterizan histopatológicamente la enfermedad, junto a 

los ovillos neurofibrilares los cuales están constituidos por agregados intracelulares de 

la proteína tau hiperfosforilada (Lashley et al., 2018). Estudios que argumentaban en 

contra de la hipótesis amiloide original encontraron que los patrones de pérdida de 

sinapsis, más que los depósitos 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 Aβ in vitro indicaron que la plasticidad sináptica 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 AβOs o la injección de AβOs en los cerebros de roedores, indujeron 

pérdida sináptica, bloqueo de la potenciación a largo plazo (LTP) y una función 

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 acumulación de Aβ gatilla un estado 

neuroinflamatorio que juega un rol significativo en la EA (Heneka et al., 2015; Jevtic et 

al., 2017). Normalmente, los niveles de Aβ en el cerebro son regulados por la 

respuesta inmune innata. El Aβ 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 nucleótidos únicos en genes pro-inflamatorios que son 

asociados con el riesgo de la EA, enfatizando el involucramiento de la inflamación en la 

patogénesis de ésta (Jin et al., 2015; Malik et al., 2015). Además, los monocitos de 
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pacientes con EA producen mayores niveles de citoquinas inflamatorias en respuesta a 

Aβ. Además, poseen más inflamasomas activados que individuos de la misma edad 

(Saresella et al., 2016). 

 

También está ampliamente demostrado que el estrés oxidativo producto de las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS), contribuye a la etiología 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 señalizadoras o como 

inductores de estrés oxidativo, dependiendo de la concentración en la que se 

encuentren en el interior celular. El balance entre generación de ROS y los sistema de 

eliminación es clave para determinar su contenido intracelular, así el estrés oxidativo 

se genera cuando existe una excesiva producción 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 producción de ROS y RNS (Urrutia et al., 

2014) a través de la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (Grzybicki et 

al., 1996) y la NADPH oxidasa (NOX) en los astrocitos y las microglias. La iNOS se 

induce fuertemente durante la gliosis en situaciones patológicas, como la EA (Aliev et 

al., 2009; Smith et al., 1997; Vodovotz et al., 1996; Wallace et al., 1997). Diferentes 

isoformas de la NOX participan en la neuropatología de la EA (de la Monte and Wands, 

2006; Shimohama et al., 2000). Se ha demostrado que el péptido Aβ se une a los 

astrocitos causando aumentos transitorios de calcio, los cuales se asociaron con el 
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aumento de la actividad de la NOX culminando en la muerte neuronal (Abramov et al., 

2004b; Abramov and Duchen, 2005). Además, nuestro grupo demostró que la 

incubación de neuronas de hipocampo con gp91-ds-tat, un péptido inhibidor de la 

actividad de la NOX que imposibilita su ensamblaje, impidió la generación de señales 

de calcio en respuesta a AβOs (SanMartin et al., 2017), lo que sugiere que estos 

estimulan la actividad de NOX2, presumiblemente a través de la estimulación del 

receptor NMDA (Brennan et al., 2009).  

 

1.1.2 Rol de los astrocitos en la función cerebral y en la neurodegeneración 

 

1.1.2.1 Los astrocitos como un célula clave del sistema nervioso central 

 

Los astrocitos son las células más versátiles 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 regulación de la barrera hematoencefálica, 

la entrega de nutrientes, energía y neurotransmisores al tejido nervioso (Sattler and 

Rothstein, 2006; Seifert et al., 2006; Simard and Nedergaard, 2004) y la mantención 

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). 
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Además, liberan neurotransmisores como glutamato, GABA y ATP, y 

neuromoduladores como D-serina y ácido quinurénico, los cuales modulan la 

señalización 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 Ca2+ citosólico -al igual 

que en las neuronas- aunque con una cinética menor que en las neuronas (Kreft et al., 

2004). La expresión de receptores de neurotransmisores en los astrocitos es altamente 

heterogénea y es probablemente regulada por el ambiente local. En el cerebro de los 

mamíferos se expresan al menos tres tipos de receptores ionotrópicos en los 

astrocitos, representados por los receptores tipo AMPA, NMDA y purinérgicos P2X 

(Lalo et al., 2011), siendo los del tipo AMPA los más abundantes en los astrocitos 

corticales, hipocampales y del cerebelo (Condorelli et al., 1999; Gallo and Ghiani, 2000; 

Seifert and Steinhauser, 2001). Estos receptores ionotrópicos son activados durante la 

transmisión sináptica formando la base de las corrientes sinápticas gliales las cuales 

dependen directamente de la liberación de neurotransmisor presináptico (Lalo et al., 

2011).  

 

Un astrocito único en el cerebro humano puede, dentro de su dominio, participar en 2 

millones de sinapsis (Oberheim et al., 2009). Por esta razón, una perspectiva más 

apropiada de un astrocito sería visualizarla como una célula que integra la función de 

todas las otras células que componen el tejido nervioso. En nichos específicos del 

cerebro adulto como la zona subventricular, los astrocitos B1 son células madre 

quiescientes que funcionan como progenitores de neuroblastos destinados al bulbo 

olfatorio (Mamber et al., 2013), lo cual demuestra lo multifacéticos que son los 

astrocitos.  
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El rol fundamental de los astrocitos en el cerebro es proteger el SNC de cualquier tipo 

de daño y reparar el tejido nervioso después de una lesión. Esto se realiza de forma 

primaria a través de la “astrogliosis”, un evento evolutivo conservado que contribuye a 

la neuroprotección y aislamiento del tejido dañado a través de la formación de una 

cicatriz glial y la remoción del patógeno del SNC (Verkhratsky et al., 2010). 

 

La astrogliosis ocurre cuando los astrocitos responden a lesiones en el SNC 

produciendo un espectro de cambios morfológicos y moleculares. Mediadores 

inflamatorios liberados por las microglias, neuronas, oligodendrocitos, células 

endoteliales, leucocitos y otros astrocitos en respuesta a un daño, inician los cambios 

asociados a la reactividad. Los cambios moleculares involucran un amplio espectro de 

genes, resultando en la expresión diferencial de proteínas estructurales, reguladores 

transcripcionales, componentes de la matriz extracelular, reguladores inflamatorios, 

reguladores vasculares y moduladores sinápticos. Interesantemente, esos cambios 

moleculares son altamente dependientes del contexto. Mientras hay un grupo de genes 

que son consistentemente sobreexpresados en diferentes modelos reactivos, 

aproximadamente el 50% de la expresión génica alterada varía dependiendo del tipo 

de lesión (Daginakatte et al., 2008; Zamanian et al., 2012). El cambio morfológico 

primario durante la astrogliosis reactiva es la hipertrofia de los procesos astrocíticos, lo 

cual está ligado al aumento de la expresión de filamentos intermedios, principalmente 

en la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) y S100β (Kamphuis et al., 2012; Wilhelmsson 

et al., 2006). Aunque la consecuencia funcional del aumento de expresión de GFAP no 

ha sido entendida del todo, parece ser crítica para limitar la formación de la placa de 

Aβ en la EA. 
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El impacto de la astrogliosis reactiva en el contexto de una enfermedad es complejo ya 

que los astrocitos reactivos pueden ser dañinos o beneficiosos para las células que los 

rodean y pueden empeorar o resolver el daño inicial al SNC. Notablemente, los 

astrocitos reactivos son necesarios para la formación de la cicatriz, la cual ayuda a 

contener la propagación de células inflamatorias, y para reparar lesiones de la barrera 

hematoencefálica. Los astrocitos reactivos rodean las placas de Aβ de una manera 

similar a la cicatriz glial y expresan receptores tales como: RAGE, proteína tipo 

receptor de lipoproteína de baja densidad, proteoglicanos asociados a membrana y 

receptores tipo-receptor scavenger que son conocidos por unir el péptido Aβ (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. Además, 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 región-específicos durante el transcurso de la EA. 

Si bien se cree que el número de astrocitos permanece constante en el cerebro 

durante la progresión de la enfermedad, algunas poblaciones cercanas a las placas 

seniles se vuelven reactivos mientras que otros astrocitos sufren atrofia (Rodriguez et 

al., 2014). La astrodegeneración, definida como una reducción en el volumen y área 

superficial y una disminuión de los procesos protoplasmáticos, 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 tardía. 
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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 inflamación: IFNγ, IL-1β, TNF-α, IL-6 y TGF-β (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 están 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). 

TNFα, se ha vinculado a la inducción de la fase-aguda de la inflamación y se encuentra 

elevada en el suero de pacientes, líquido encefaloraquídio y corteza (Tarkowski et al., 

1999). El ratón transgénico Tg2576 deficiente en un gen del receptor de TNF llamado 

CD40, presenta una disminución de la actividad del complejo de la β-secretasa (BACE) 

y de la carga de Aβ y de la gliosis comparada con el ratón Tg2576, remarcando la 

importancia de TNFα en la progresión de la EA (Tan et al., 2002). IL-6 puede ser pro-

inflamatoria o anti-inflamatoria y se ha reportado elevada en el plasma sanguíneo, 

líquido encefaloraquídeo 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-1β se expresa 

fuertemente en microglias y su liberación depende del procesamiento de pre-IL-1β en 

el inflamasoma. Se ha identificado altos niveles de esta citoquina en áreas alrededor 

de las placas amiloides (Griffin et al., 1989; Licastro et al., 2000). Estas citoquinas 

actúan directamente en las neuronas, los astrocitos y las microglias amplificando las 

señales inflamatorias e induciendo efectos tóxicos en las neuronas (Glass et al., 2010), 

contribuyendo a la progresión y severidad del EA, al aumentar la muerte celular in vitro 
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e in vivo en modelos animales de la EA. Vasta evidencia relaciona la reactividad de los 

astrocitos a los AβOs con la degeneración 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 AβOs produce disfunción mitocondrial, 

activación de la NOX astrocítica e inducción de la iNOS (Abramov et al., 2004a; 

Abramov and Duchen, 2005; Abramov et al., 2005; White et al., 2005). Por lo tanto, la 

activación crónica de los astrocitos genera un ambiente inflamatorio, oxidativo y 

excitotóxico que altera el normal funcionamiento neuronal. 

 

Por largo tiempo se pensó que las neuronas eran las únicas células capaces de 

producir el péptido Aβ (Laird et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes han 

demostrado que los astrocitos expresan BACE1 en niveles suficientes para generar Aβ 

y que ésta expresión 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). Además, ciertas condiciones estresantes pueden aumentar la expresión 

de la proteína APP y por lo tanto, la secreción de Aβ. Incluso en cultivos primarios de 

astrocitos se detectó la expresión de APP, BACE1 y las subunidades de complejo γ-

secretasa PS1, PS2, PEN2 y NCT (Grolla et al., 2013). Dado que en el cerebro los 

astrocitos son más abundantes que las neuronas, la identificación de factores 

ambientales (como por ejemplo la inflamación), la cual promueve la producción 

astrocítica del péptido Aβ (Brugg et al., 1995; Goldgaber et al., 1989; Heinrich et al., 

1990), podría redefinir nuevas estrategias terapeúticas contra la EA. 
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1.1.3 El factor de transcripción STAT3 

 

El factor de transcripción STAT3 (Signal transducer and Activator of Transcription 3) es 

un factor de transcripción latente que tras la activación transloca al núcleo donde 

promueve la transcripción 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 mantención del sistema nervioso (Deverman and Patterson, 2009; 

Mehta et al., 2016; Takeda et al., 1997). Los embriones del ratón deficiente de STAT3 

(-/-) mostraron una rápida degeneración y muerte entre los días de gestación E6,5 y 

7,5, indicando que STAT3 es esencial para el desarrollo temprano de los embriones de 

ratón (Takeda et al., 1997). STAT3 ha sido involucrado en respuestas de 

sobrevivencia, inmunidad, inflamación y regeneración neuronal (Benito et al., 2017; 

Guo et al., 2008; Hillmer et al., 2016). Las proteínas 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 fosforilación de STAT3 en el residuo tirosina 705 (pTyrSTAT3) a través de la 

activación de las quinasas JAKs (Levy and Darnell, 2002; Rajan et al., 1996; Zhong et 

al., 1994), produciendo la dimerización, translocación al núcleo y unión a secuencias 

específicas del ADN, induciendo la expresión de genes neuroprotectivos y 

neurotróficos (Darnell, 1997; Dziennis and Alkayed, 2008; He and Karin, 2011; Yu et 

al., 2009). Factores tróficos y estrés ambiental producen la fosforilación del residuo 

serina 727 de STAT3 (pSer-STAT3), la cual es requerida para la máxima 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 número de timocitos asociado con un aumento en 

la muerte apoptótica (Shen et al., 2004). Análisis de expresión génica por ensayos de 

microarreglo revelaron que más de mil ARNm tienen sus niveles alterados en 

respuesta a un aumento en la expresión de STAT3 o de la forma mutada Tyr705Phe-

STAT3 (Yang et al., 2005). Además, un anticuerpo que se une específicamente al sitio 

pTyr705, bloquea la acumulación nuclear de pTyr-STAT3 y la expresión de proteínas 

de respuesta de fase aguda inducida por IL-6, sin embargo, este anticuerpo no bloquea 

los efectos río 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 expresión del mutante Tyr705Phe-STAT3 o de STAT3 en 

células que carecen de STAT3 reveló que la actividad transcripcional de STAT3 es 

independiente de pTyr-STAT3 (Yang and Stark, 2008) y que es la fosforilación del 

residuo serina 727 que aumenta la actividad transcripcional de STAT3 (Wen et al., 

1995), sin aumentar la unión de STAT3 al ADN (Wen and Darnell, 1997). Esas 

observaciones, apuntan a una función aún indeterminada de pSer-STAT3, que permite 

el aumento de la actividad transcripcional de STAT3. 

 

Varias líneas de evidencia sugieren que los cambios en el tono redox celular modifican 

la actividad de STAT3. En células no neuronales, las ROS inducen la fosforilación en la 

tirosina de STAT3 y la actividad de unión 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 transcripción susceptible al estrés oxidativo (Li et al., 2010; Li and 

Shaw, 2004; Maziere et al., 1999; Xie et al., 2009) y que tratamientos con peróxido de 
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hidrógeno inducen la oligomerización de STAT3 a través de la formación de enlaces 

disulfuro (Li et al., 2010; Li and Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015). La oxidación de 

cisteínas conservadas en el dominio de unión al ADN dificultan esta unión, afectando 

su actividad transcripcional (Butturini et al., 2014; Li et al., 2010). Además, estrés 

oxidativo leve induce S-glutationilación de STAT3, disminuyendo su acumulación 

nuclear y perturbando la expresión de genes blancos (Butturini et al., 2013; Xie et al., 

2009).  

 

En respuesta a ROS, STAT3 juega un rol crítico 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 

patológicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). Un estudio previo propuso que 

oligómeros solubles del péptido β-amiloide producen problemas de memoria al 

perturbar el eje JAK2/STAT3 en las neuronas hipocampales (Chiba et al., 2009). Una 

disminución en la expresión o en la activación de STAT3 marcadamente atenuó la 

apoptosis neuronal inducida por Aβ, sugiriendo que la activación de STAT3 contribuye 

a la muerte neuronal seguida a la exposición al Aβ (Wan et al., 2010). Además, se ha 

propuesto que la acetilación y fosforilación de STAT3 están involucradas en la 

capacidad de respuesta de la microglia al péptido Aβ (Eufemi et al., 2015). Un reporte 

reciente demostró que la depleción de la alipoproteína E en los astrocitos a través de la 

inhibición de la señalización TGF-α/Smad2/STAT3, recupera el aprendizaje espacial y 

los déficit de memoria observados en el ratón APP/PS1, un ratón modelo de la EA 

(Zheng et al., 2017). El efecto pro-inflamatorio del Aβ en los macrófagos ha sido 

relacionado a la inactivación de STAT1 y STAT3, y la vía JAK/STAT3 fue propuesta 

como un común inductor de la reactividad astrocítica 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 transcripción sensible al estrés oxidativo, que podría ser un 

factor importante en la respuesta de sobrevivencia neuronal y un factor inductor de 

activación glial en condiciones patológicas, lo cual podría ser tremendamente 

perjudicial cuando se ejecuta de forma crónica al favorecer la degeneración neuronal. 

 

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

de Alzheimer 

 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo producen señales de calcio (Ca2+) 

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 contribución 

importante del retículo endoplasmático en la desregulación de la homeostasis del 

calcio en los procesos patológicos 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). El 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 están 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 están sobreexpresadas en las etapas tempranas y tardías, 

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 oxidación reversible de 

cisteínas que estimulan la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (Carrasco et al., 2004; 
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Hidalgo and Donoso, 2008), 2) S-glutationilación mediada por peróxido de hidrógeno 

en cultivos primarios y 3) S-nitrosilación (Kemmerling et al., 2007), y 4) el 

remodelamiento del complejo macromolecular del RyR2, caracterizado por la depleción 

de la proteína reguladora calstabina 2, resultando en un aumento de los niveles de 

calcio citosólico y estrés oxidativo mitocondrial (Bussiere et al., 2017; Lacampagne et 

al., 2017). Las modificaciones del RyR ocurren río abajo del Aβ a través de la cascada 

de señalización que activa a la PKA (Bussiere et al., 2017). Este conjunto de 

evidencias sugiere que frente a aumentos del tono oxidativo, el RyR debería aumentar 

los niveles de calcio citosólico, lo cual podría activar vías de señalización dependientes 

de calcio. 

 

Las señales de Ca2+ también estimulan directamente, o vía el complejo Ca2+-

calmodulina (CaM), la actividad de varias quinasas y fosfatasas involucradas en la 

señalización celular, entre ellas calcineurina, una serina/treonina fosfatasa dependiente 

de Ca2+ y CaM. La actividad de calcineurina está 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 está dado por un aumento en la formación de una 

subunidad A truncada de calcineurina (Liu et al., 2005b; Qian et al., 2011) producto de 

la activación de la proteasa calpaína (Wu et al., 2004), la cual remueve un dominio 

autoinhibitorio crítico 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 proteólisis de calcineurina se ha documentado en individuos con 

deterioro cognitivo leve y los A𝛽Os también aumentan la proteólisis en neuronas 
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hipocampales de cultivo primario (Mohmmad Abdul et al., 2011). La proteólisis de 

calcineurina es especialmente importante en astrocitos asociado con la patología Aβ 

(Pleiss et al., 2016), permitiendo la hiperactivación de sustratos claves como NFAT 

(Mohmmad Abdul et al., 2011), el cual está aumentado en las etapas tempranas de la 

EA, asociándose con el déficit cognitivo (Abdul et al., 2009) y está ligada a fenotipos 

gliales alterados y neuroinflamación (Fernandez et al., 2007; Nagamoto-Combs and 

Combs, 2010; Rojanathammanee et al., 2015). En concordancia, nuestro grupo 

demostró que el tratamiento de neuronas de hipocampo con AβOs promueve la 

activación de NFAT, aumentando su translocación al núcleo (Lobos et al., 2016).  

 

Asimismo RCAN1, una proteína que directamente se une el dominio catalítico de 

calcineurina y lo inhibe (Ermak et al., 2002; Fuentes et al., 2000; Kingsbury and 

Cunningham, 2000; Rothermel et al., 2000), está sobreexpresada en cerebros de 

pacientes con EA, síndrome de Down y en células expuestas a una aplicación exógena 

del péptido Aβ1-42 (Fuentes et al., 2000; Ermak et al., 2001). Interesantemente, durante 

la adaptación al estrés oxidativo la inducción de RCAN1 resulta ser un proceso 

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

 

La truncación y activación de calcineurina aumenta la actividad de la caspasa-3 en el 

hipocampo del ratón transgénico Tg2576-APPswe (D'Amelio et al., 2011). Esto 

concuerda con estudios que demuestran que calcineurina está involucrada en la 

muerte apoptótica neuronal (Asai et al., 1999; Honig and Rosenberg, 2000; Wu et al., 

2004). También se ha implicado la activación de calcineurina en la inhibición de la 

potenciación a largo plazo (LTP) inducida por Aβ (Xie, 2004) y en la participación en la 

depresión 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 

anión superóxido (O2
-) inhibe a calcineurina (Rusnak and Mertz, 2000), ya que 

interactúa con su centro redox activo de Fe2+-Zn2+ oxidándolo a Fe3+-Zn2+ (Namgaladze 

et al., 2002), mientras que la SOD previene la inactivación de calcineurina, demostrado 

in vitro e in vivo (Wang et al., 1996). Por otra parte, la inactivación de calcineurina por 

H2O2 es dependiente de la concentración y es revertida por la enzima tioredoxina ditiol 

oxidoreductasa (Bogumil et al., 2000). La calcineurina también promueve la 

degradación de STAT3 mediante la vía ubiquitin-proteosoma, ya que la inhibición 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). Así, la calcineurina podría ser un interesante blanco molecular involucrado 

en la desfosforilación del residuo serina 727 de STAT3, ya que su actividad cambia 

según los niveles de ROS y Ca2+ intracelular. 

 

1.1.5 Glutamato y excitotoxidad en la enfermedad de Alzheimer 

 

La mayor parte de la neurotransmisión excitatoria en el sistema nervioso central (SNC) 

de los mamíferos es mediada por el glutamato y sus receptores ionotrópicos: 

receptores del ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPAR), 

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR), receptores de kainato y receptores delta. 

Esos receptores juegan importantes roles en la plasticidad sináptica, siendo 

fundamentales para los procesos de memoria y aprendizaje (Riedel et al., 2003). Una 

considerable cantidad de evidencias sugiere que la sobreactivación excitotóxica de los 

receptores de glutamato mediada por una excesiva entrada de Ca2+, 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 Ca2+ 

comparado con los otros receptores de glutamato ionotrópicos (Choi, 1992). Ese 

aumento patológico en los niveles de Ca2+ genera pérdida gradual de la función 

sináptica y en última instancia muerte celular, lo cual correlaciona clínicamente con 

disminución progresiva en la cognición y memoria en los pacientes con EA, 

racionalizando el uso clínico de memantina, un antagonista del NMDAR, como un 

tratamiento neuroprotectivo y sintomatológico 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 señalización. 

Desafortunadamente, se ha observado que en pacientes con EA hay una disminución 

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). Además, se ha reportado que el transportador excitatorio aminoacídico 2 

(EAAT2) localizado en los astrocitos perisinápticos está alterado en la EA (Scott et al., 

2011). Estudios con distintas especies del péptido Aβ en cultivos neuronales apoyan la 

idea que el Aβ tóxico podría 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 AβOs 

estimulan fuertemente la activación de NFAT y producen una reducción significativa de 

los niveles proteicos de EAAT2 (Abdul et al., 2009). Estos resultados sugieren que la 
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vía de señalización de NFAT está alterada selectivamente en la EA y que podría jugar 

un importante rol en la neurodegeneración inducida por los AβOs. Además, los AβOs 

inducen una disminución 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 

AβOs facilitarían un exceso de glutamato en el espacio extra-sináptico, debido a que 

estimulan cascadas de señalización en el astrocito que culminan en la desregulación 

de los transportadores de glutamato, generando un ambiente excitotóxico que conlleva 

finalmente a la muerte neuronal. 

 

1.1.6 Apoptosis y STAT3. 

 

La apoptosis es un tipo de muerte programada que ocurre normalmente en el 

desarrollo, durante el envejecimiento o cómo un mecanismo de defensa cuando las 

células son dañadas por una disfunción o por un agente tóxico (Norbury and Hickson, 

2001). La apoptosis es un proceso coordinado que involucra una cascada de eventos 

moleculares que dependen de energía. Existen tres principales vías apoptóticas: 1) la 

vía extrínseca o apoptosis por receptor de muerte (Receptor Fas o receptor de TNFα), 

2) la vía intrínseca o mitocondrial y 3) la vía perforina/granzima (B o A). Las tres vías 

convergen en la misma vía de ejecución 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 más importantes 

ya que es parcial o totalmente responsable de la escisión proteolítica de diversas 

“proteínas clave” resultando en la mediación y amplificación de las señales de muerte. 

La activación de caspasa-3 resulta en la fragmentación del ADN y condensación de la 
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cromatina, degradación de las proteínas del citoesqueleto y nucleares, 

entrecruzamiento de proteínas, aparición de protuberancias en la membrana 

plasmática, pérdida del volumen celular y formación de cuerpos apoptóticos, expresión 

de ligandos de receptores presentes en las células fagocíticas y finalmente la captura 

por células fagocíticas. La granzima A activa en paralelo, una vía de muerte celular 

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

 

En la vía intrínseca, diversos estímulos producen señales intracelulares que activan 

blancos que inician eventos mitocondriales, tales como la apertura del poro de 

transición mitocondrial (MPTP), la pérdida del potencial de transmembrana y la 

liberación de dos grupos de proteínas pro-apoptóticas 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 formación 

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 (AIF), endonucleasa 

G y CAD, las cuales son liberadas como un evento tardío después que la célula se ha 

comprometido a morir. El control y regulación de esos eventos mitocondriales ocurre a 

través de miembros de la familia Bcl-2, en donde algunos miembros son anti-

apoptóticos, como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl.x, Bcl-XS, Bcl-w, BAG y otros son pro-apoptóticos, 

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 transcripción 

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), McI-1 (Bhattacharya et al., 2005; Nam et al., 
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2005), cIAP2 (Solaroglu et al., 2006) y Pim-1 (Shirogane et al., 1999). Bcl-2 y Bcl-xL 

impiden la liberación de factores pro-apoptóticos (Li et al., 1997a), mientras que 

survivina, quien es un miembro de la familia de las proteínas IAPs (inhibidor de la 

apoptosis), inhibe la activación de las caspasas (Tamm et al., 1998), por lo tanto regula 

la vía apoptótica intrínseca y extrínseca (Deveraux and Reed, 1999). Dado que STAT3 

promueve la sobrevivencia de neuronas en condiciones patológicas (Jiang et al., 2014; 

Jung et al., 2009; Manickam and Tulsawani, 2014; Schweizer et al., 2002), éste podría 

ser un interesante blanco que podría mediar la respuesta de sobreviviencia de las 

neuronas en respuesta a los oligómeros del péptido Aβ.  
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1.2. Hipótesis de trabajo: 

 

“Los oligómeros del péptido β-amiloide activan a los astrocitos induciendo la liberación 

de ROS y RNS, lo cual genera en las neuronas un aumento el tono oxidativo y la 

liberación de calcio a través del receptor de ryanodina, activando a la fosfatasa 

calcineurina. La activación de calcineurina resulta en la defosforilación del residuo 

serina 727 de STAT3, disminuyendo su localización nuclear y la expresión de genes 

blancos de sobrevivencia, finalizando en una mayor sensibilidad a estímulos 

excitotóxicos”. 

 

 

1.3 Objetivo general 

 

Evaluar la mediación de los astrocitos en las vías de señalización que promueven 

cambios adaptativos de expresión génica neuronales, en respuesta a los oligómeros 

sinaptóxicos del péptido β-amiloide. Evaluar los mediadores liberados por los astrocitos 

reactivos, posibles cambios del tono oxidativo y en las señales de calcio en las 

neuronas. Determinar si la fosfatasa calcineurina participa en la desfosforilación del 

residuo serina 727 de STAT3 en neuronas y si esto genera cambios en la expresión 

génica asociados a sobrevivencia y susceptibilidad a estímulos citotóxicos. 
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1.4 Objetivos específicos 

 

1.4.1. Determinar el/los mediador(es) liberado(s) por astrocitos, después del 

tratamiento con los oligómeros del péptido β-amiloide (AβOs), que induce(n) 

disminución de pSer-STAT3 nuclear en las neuronas. Evaluar la posible participación 

de:  

1.4.1.1 Especies reactivas de oxígeno. 

 

1.4.1.2 Citoquinas inflamatorias IL-6, IL-1β o TNFα (se evaluará si aumentan su 

expresión y secreción) 

 

 1.4.1.3 Óxido nítrico.  

 

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

aumento del tono oxidativo en las neuronas. 

 

 1.4.2.1 Evaluar si hay cambios en la oxidación 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 peróxido de hidrógeno en el soma y 

neuritas.  

 

 1.4.2.3 Evaluar si diferentes antioxidantes abolen el efecto del medio 

condicionado tratado con AβOs, reestableciendo la señal de pSer-STAT3 en el núcleo. 



 

 

23 

1.4.3. Evaluar si el mecanismo de re-distribución de pSer-STAT3 es dependiente de 

calcio, receptor de ryanodina y calcineurina. 

 

 1.4.3.1 Evaluar si el medio condicionado tratado con AβOs produce aumento 

del calcio intracelular en neuronas. En caso de que haya un aumento, evaluar si la 

quelación de calcio con BAPTA-AM revierte el efecto del medio condicionado de 

astrocitos. 

 

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

del medio condicionado de astrocitos tratado con AβOs. 

 

 1.4.3.3 Evaluar la posible participación de calcineurina como el regulador de la 

fosforilación de la serina 727 de STAT3. Para ello, evaluar si la expresión de un péptido 

inhibitorio de calcineurina revierte el efecto del medio condicionado de astrocitos 

tratado con AβOs y si la sobreexpresión de una variante constitutivamente activa de 

calcineurina exacerba el efecto del medio condicionado. 

 

1.4.4. Evaluar si la disminución de pSer-STAT3 en el núcleo, producto del medio 

condicionado de astrocitos tratado con AβOs, correlaciona con una disminución en la 

expresión de genes blancos de sobrevida y/o una sensibilización a estímulos 

excitotóxicos. 

  

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

si ocurre cambio en la razón pro-apoptótica 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 AβOs 

aumenta la susceptibilidad de las neuronas a estímulos excitotóxicos, como NMDA o 

glutamato.  
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2. MATERIALES Y METODOS 

 

2.1 Materiales 

 

El péptido β-amiloide fue comprado en Bachem Inc. Los reactivos Hexafluoro-2-

propanol (HFIP), FluorSave, peróxido de hidrógeno y MCI-186 fueron adquiridos en 

Merck (Darmstadt, Alemania). Dimetil sulfóxido (DMSO), t-butil-hidroperóxido, Catalasa 

(Cód. C1345) y Superóxido dismutasa (Cód. S5395), Hemoglobina (Cód. H2500), 

matriz CNBr-Sefarosa activada, 4-cloro-m-cresol (CMC), EUK-134, DMTU, Etil galato, 

Tempol, los anticuerpos anti-actina (A5441, ratón) 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 mínimo esencial 

(MEM), medio mínimo 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-ratón IgG (cabra), Alexa Fluor® 633 anti-ratón 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 qPCR 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, ratón), anti-STAT3 

(#9139, ratón), anti-GFAP (#3670, ratón) y anti-caspasa 3-activada Asp175 (#9661, 
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conejo) fueron adquiridos en Cell Signaling Techology (Danvers, MA). Los anticuerpos 

anti-histona H1 (ab11079, ratón) y anti-NFATc4 (ab62613, conejo) fueron comprados 

en Abcam (Cambridge, Reino Unido). Los anticuerpos anti-Aβ 6E10 (SIG-39320, ratón) 

y anti-βIII-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 plásmido HyperCyto 

fue adquirido en Evrogen (Moscú, Rusia). El kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL 

System (Cód. G3250) fue comprado en Promega (Madison, WI). Los kits de ELISA 

para detectar IL-1β (Cat Nº RLB00), IL-6 (Cat Nº R6000B) y TNFα (Cat Nº RTA00) 

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 aprobó el 

protocolo de bioética usado en esta tesis. Todos los procedimientos fueron realizados 

en concordancia con la guía de cuidados y usos de animales de experimentación 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 preñadas 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 contenían una solución HBSS-HEPES. Las 

meninges fueron removidas, los hipocampos fueron disectados y se agregó tripsina 
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0,5% por 20 minutos para disgregar el tejido. Luego, las células fueron disociadas 

mecánicamente en una solución de HBSS-HEPES y fueron suspendidas en el medio 

de plaqueo (MEM suplementado con suero de caballo). Se realizó un conteo y las 

células disociadas fueron plaqueadas 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 mantención). Las células fueron 

cultivadas por 7-8 días in vitro (7-8 DIV) a 37°C en una atmósfera humedecida en CO2 

al 5%. Esos cultivos estaban altamente enriquecidos en neuronas, como se logró 

evidenciar con el anticuerpo anti-βIII tubulina, con un contenido glial del 12% como fue 

revelado por tinción con el anticuerpo anti-GFAP (proteína glial acídica fibrilar, GFAP, 

Figura 1A). Para facilitar la nomenclatura, el cultivo de neuronas con 12% de astrocitos 

será referido como cultivo neuronal rico en astrocitos. Cultivos neuronales pobres en 

astrocitos fueron obtenidos después de la aplicación de 1-b-D arabinofuranosil citosina 

(AraC) a las 24 horas posteriores a la siembra, a una concentración de 1,5 μM AraC 

por 24 horas. El AraC fue agregado para evitar la proliferación 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 días fueron disectadas en un medio HBSS-HEPES 

y digeridas usando Tripsina-EDTA 0,25% suplementada con DNasa I a una 

concentración de 0,5 mg/mL. Los cultivos de glia mixta fueron incubados en medio 

mínimo esencial Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(FBS). Las células se pegaron en la superficie plástica (sin polilisina) por 3 días y luego 

se les cambió todo el medio. Después de 13 días 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 agitación, 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 Preparación y caracterización de los oligómeros del péptido β-amiloide 

(AβOs) 

 

Se preparó una capa con monómeros del péptido Aβ1–42 usando hexafluoro-2-

propanol (HFIP) y se alicuotó 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 solución stock de 5 mM. La preparación de 

los oligómeros se realizó según métodos estándares (Lacor et al., 2007; Paula-Lima et 

al., 2011). En resumen, la solución de 5 mM fue diluida hasta una concentración de 

100 μM con buffer fosfato salino (PBS) frío, se dejó a 4°C sin agitación toda la noche y 

al día siguiente se centrifugó a 14.000 g por 10 minutos a 4°C, para remover los 

agregados insolubles (protofibrillas y fibrillas). El sobrenadante conteniendo los 

oligómeros solubles fue transferido un tubo limpio, la concentración de proteínas fue 

medida por el método de microBCA y almacenado a 4°C hasta su uso con un tiempo 

límite de almacenamiento de 48 horas, ya que se trata de una preparación 

metaestable. La composición oligomérica de los agregados en las preparaciones 

frescas fue confirmada por análisis de western blot y microscopia electrónica, como ha 

sido descrito anteriormente (Paula-Lima et al., 2011). Sólo oligómeros frescos (hasta 2 

días después de su preparación) 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 sólo con buffer de carga, lo cual permitió preservar las estructuras 

oligoméricas en la corrida electroforética. Las muestras consistieron de distintas 

cantidades de AβOs (0,4, 0,6 y 0,8 μg) y se usaron estándares de peso molecular en 

los carriles localizados en los dos extremos, con el fin de comparar la migración 

electroforética de oligómeros de grandes a un lado y pequeños 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 cámara semi-húmeda (0,63 A por 75 minutos) usando membranas de PVDF 

activadas previamente con metanol (7 minutos en agitación) y al término de esto, las 

membranas fueron hervidas por 2 minutos para exponer los epítopes. El bloqueo se 

realizó con leche descremada al 5% en un una solución PBS-Tween 0,05% por 1 hora 

a temperatura ambiente y el anti-Aβ (1:5000 ratón, Covance) se incubó a 4°C con 

agitación durante toda la noche. Se usó un anticuerpo secundario anti-ratón 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 caracterización mediante microscopia 

electrónica de contraste de fase consistió en analizar una muestra fresca de 

oligómeros, a los cuales se les agregó acetato de uranilo (coloración de contraste). En 

resumen, las grillas se des-ionizaron por 20 minutos con UV, se agregó 5 µL de AβOs 

hasta que fue absorbido y luego se agregó 5 µL de acetato de uranilo al 4% y se 

esperó que se absorbiera. Posteriormente las muestras fueron analizadas en el 

microscopio electrónico al día siguiente.  

 

 

 



 

 

30 

2.4 Medio condicionado de astrocitos (MCA+AβOs) 

 

El medio condicionado de astrocitos (MCA) primarios consistió en medio neurobasal 

suplementado con B27 (medio de mantención) tratado con los oligómeros del péptido 

β-amiloide (MCA+AβOs) a una concentración de 0,5 μM por 24 horas. Este medio 

condicionado sólo fue usado fresco (máximo 5 minutos luego de su obtención). En 

todos los experimentos que se usó (MCA+AβOs), cultivos neuronales pobres en 

astrocitos fueron incubados por 24 horas con este medio previo a la evaluación de los 

parámetros de estudio. El medio de astrocitos control fue obtenido de astrocitos 

tratados con medio de mantención sin los oligómeros del péptido β-amiloide 

(MCAControl) por 24 horas. 

 

2.5 Immunocitoquímica 

 

Cultivos neuronales ricos o pobres en astrocitos (DIV 7) fueron fijados con una solución 

de paraformaldehído (PFA) 4%/sacarosa 4% en PBS por 5 minutos, a una proporción 

1:1 con el volumen del medio de tratamiento experimental (prefijación). Luego, esta 

solución 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 Tritón 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-βIII-tubulina (1:1000, pollo), anti-GFAP (1:500, ratón), anti-fosfo tirosina 

705-STAT3 (1:100, ratón) y anti-STAT3 (1:100, ratón) 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 cámara húmeda con DAPI (1:10.000) y los siguientes 

anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 anti-conejo (cabra), Alexa Fluor 633 anti-

ratón (cabra), Alexa 488 anti-ratón (cabra), Alexa Fluor 546 anti-pollo (cabra), todos 

usados a una concentración 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 inmersión 63x. Las imágenes fueron adquiridas 

digitalmente con el software ZEN (Zeiss). El programa Image J (National Institutes of 

Health, Baltimore, MD) se usó para los análisis de imágenes y la generación de 

proyecciones en el eje z desde stacks compuestos de 5-8 fotos (0,4-µm de grosor cada 

una). Se fotografiaron campos que contenían alrededor de 30-40 células. Usando la 

herramienta ROI manager, se seleccionaron las áreas totales de las neuronas usando 

el canal de la βIII-tubulina y la densidad integrada de la marca de pSer-STAT3 fue 

medida en este canal usando la herramienta Overlay from ROI manager, la cual 

transfiere las áreas de interés (ROI) de un canal a otro en la misma posición. Luego, 

las áreas nucleares fueron seleccionadas a través de la marca del canal DAPI y esas 

áreas fueron transferidas al canal de la pSer-STAT3. La intensidad citoplasmática fue 

calculada como la diferencia entre la intensidad total de pSer-STAT3 y la intensidad 

nuclear de pSer-STAT3. La distribución es presentada como la razón de intensidad 

entre la fluorescencia nuclear y citoplasmática de pSer-STAT3. Todos los datos fueron 

normalizados respecto a la condición control. 

 

2.6 Análisis de Western blot  

 

Todos los extractos de proteína analizados provenían 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, Na2-EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, NP-40 1%, 

sodio deoxicolato 1%) más una mezcla de inhibidores de proteasas e inhibidores de 

serina fosfatasas (Na4P2O7 10 mM, Na3VO4 5 mM y NaF 40 mM); después de 10 

minutos de incubación en hielo, se hizo una homogenización mecánica con una jeringa 

(12 veces) y 3 ciclos de sonicación de 20 segundos cada uno. Luego, las muestras 

fueron centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos y la concentración de proteínas de 

los sobrenadantes fue determinada por el método del BCA. Las proteínas 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, β-actina, α-

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 agitación, con 

los siguientes anticuerpos: pSer-STAT3 (1:1.000, conejo), STAT3 (1:1.000, ratón), 

Histona H1 (1:1.000, ratón), RCAN1 (1:1.000, conejo), β-actina (1:5.000, ratón), α-

tubulina (1:10.000, ratón). 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-ratón 1:5.000) se 

agregaron por 2 horas a temperatura ambiente con agitación. Las bandas fueron 

visualizadas con el kit SuperSignal Chemiluminescence (Thermo Fisher Scientific-

Invitrogen) y la cuantificación densitométrica se realizó con el programa Image J. β-

actina fue usado como control de carga, Histona 1 fue usado como marcador nuclear. 

NGF fue usado como un control positivo. 
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2.7 Preparación de extractos nucleares y citoplasmáticos 

 

Extractos nucleares y citoplasmáticos fueron preparados como se describió 

previamente (Garcia-Yague et al., 2013). En breve, cultivos neuronales pobres en 

astrocitos fueron lavados con PBS frío y 100 μL de buffer A frío (HEPES 10 mM, pH 

7.9, MgCl2 1,5 mM, KCl 10 mM, DTT 0,5 mM, Nonidet P-40 0,05%, más inhibidores de 

serina fosfatasas: Na3VO4 5 mM, NaF 40 mM, Na4P2O7 10 mM) fue agregado e 

incubado por 20 minutos en hielo. El homogenizado fue centrifugado a 900 g por 10 

minutos (el sobrenadante corresponde a la fracción citoplasmática). El pellet fue lavado 

3 veces con 100 μL de buffer A. El pellet nuclear fue resuspendido en 50 μL del buffer 

B, el cual es un buffer hipertónico, (HEPES 5 mM, pH 7.9, MgCl2 1,5 mM, EDTA 0,2 

mM, DTT 0,5 mM, glicerol 26% (v/v), NaCl 300 mM más los inhibidores de las serina 

fofatasas) y fue incubado por 30 minutos en hielo. Las proteínas nucleares fueron 

obtenidas por centrifugación a 20.000 x g por 20 minutos. Todas las muestras fueron 

diluidas con agua desionizada (1:1) y las proteínas fueron cuantificadas mediante el 

ensayo del ácido bicinconínico (BCA, Thermo Scientific-Pierce). 

 

2.8 qPCR en tiempo real 

 

Los cultivos de astrocitos primarios fueron tratados con o sin AβOs 0,5 μM por 24 

horas y los medios condicionados (MCA+AβOs y MCAControl) fueron recolectados y el 

ARNm de los astrocitos fue extraído usando el kit de extracción de Omega Bio-Tek. 

Igualmente, los cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con el 

MCA+AβOs o MCAControl por 24 h y después de eso, se obtuvo el ARNm con columnas de 

extracción de ARN (kit Omega Bio-Tek). La pureza de la extracción fue ensayada por 
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la razón de absorbancia 260/280 y la integridad del ARN se evaluó por electroforesis 

en geles de agarosa. La primera hebra de cDNA fue sintetizada del ARN total (1 µg) 

usando la transcriptasa reversa M-MLV (invitrogen). La expresión de los niveles de 

ARNm de STAT3, 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 µL fue usado para la amplificación de la reacción de PCR (Applied 

Biosystem Thermal Cycler). La amplificación 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);  

 

 β-actina sentido/antisentido 5’-AGGCCAACCGTGAAAAGATG-3’/ 

3’-ACCAGAGGCATACAGGGACAA-5’ (Pang et al., 2016);  

 

 Bcl-2 sentido/ antisentido 5’-CTTCTCTCGTCGCTACCGTC-3’/ 

3’-CATGACCCCACCGAACTCAA-5’ (Hafez et al., 2015);  

 

 Bcl-xL sentido/antisentido 5’-CCCAGAAGAAACTGAACCA-3’/ 

3’-TCACTGAATGCTCTCCGGTA-5’ (Singh-Mallah et al., 2017);  

 

 Survivina sentido/antisentido 5’-TAAGCCACTTGTCCCAGCTT-3’/ 

3’-CTCATCCACTCCCTTCCTCA-5’ (Fan et al., 2015);  

 

 BAX sentido/antisentido 5’-TGCAGAGGATGATTGCTGA-3’/ 

3’-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-5’ (Singh-Mallah et al., 2017); 

 

 18S rRNA sentido/antisentido 5’- GGGCCCAAGCGTTTACTTT-3’/ 

3’-TTGCGCCGGTCCAAGAATTT-5’;  
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 IL-1β sentido/antisentido 5’-TGTGATGAAAGACGGCACAC-3’/ 

3’- CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG-5’; 

 

 IL-6 sentido/antisentido 5’-CCCTTCAGGAACAGCTATGAA-3’/ 

3’-ACAACATCAGTCCCAAGAAGG-5’;  

 

 TNFα  sentido/ antisentido 5’-GCCCAGACCCTCACACTC-3’/ 

3’-CCACTCCAGCTGCTCCTCT-5’. 

 

El reactivo KAPA™ SYBR Fast qPCR (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 formación de productos no 

específicos y amplificación de falsos positivos. Como control endógeno, la expresión de 

β-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 y la 

expresión del ARNm de STAT3 y de sus genes blancos se normalizó con la expresión 

del ARNm de la β-actina. 

 

2.9 Tratamientos con catalasa, hemoglobina y peróxido de hidrógeno 

 

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

ricos en astrocitos. En el experimento donde se aplicó peróxido de hidrógeno, se 

utilizaron cultivos neuronales pobres en astrocitos. Las enzimas neutralizadoras de 
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especies reactivas de oxígeno: Catalasa y Superóxido dismutasa fueron diluidas a 50 

IU/mL con/sin AβOs, en un medio de mantención. 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 evaluó 

la producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) mediante la sonda Amplex Red en un 

fluorímetro, el cual evidenció que había una contaminación 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 óxido nítrico y fue 

preparada como se describe en (Martin et al., 1985). La solución de hemoglobina 

reducida fue inmovilizada en una matriz de Sefarosa-CNBr siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La preparación de hemoglobina-sefarosa inmovilizada fue almacenada 

en HCl 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 peróxido de hidrógeno (50 µM) durante 24 horas y luego las 

células fueron fijadas. Se siguió el protocolo de inmunocitoquímica, tal como se 

describió antes. 

 

2.10 Determinación del peróxido de hidrógeno en el MCA+AβOs con Amplex Red® 

 

Este ensayo se basa en la detección de H2O2 en una reacción 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 H2O2 altamente 

sensible y estable, y su producto de reacción llamado resorufina posee gran estabilidad 

y es fluoescente, por lo que puede detectarse entre los 571-585 nm (fluorescencia de 

emisión) (Zhou et al., 1997). La estioquiometría del Amplex Red y el H2O2 es 1:1. Se 
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utilizó el amplex Red y la peroxidasa del kit ensayo de Amplex Red® Monoamino 

Oxidasa (kit A12214, Invitrogen). Para ello se preparó: 1) una solución stock de Amplex 

Red 20 mM utilizando DMSO como solvente (1 mg de Amplex en 200 µL de DMSO) y 

se almacenó a -20°C protegido de la luz, 2) una solución de trabajo 1X del buffer de 

reacción, 3) una solución de 200 U/mL de la peroxidasa HRP disolviendo el vial con 1 

mL de buffer de reacción 1X; y 4) una solución de H2O2 de trabajo a una concentración 

de 1 mM para hacer la curva de concentración, del cual se hicieron diluciones seriadas. 

Entonces, el cultivo de astrocitos primarios fue estimulado con o sin AβOs por 24 horas 

y se recolectó el sobrenadante (MCA+AβOs o MCAControl, respectivamente). Nótese que el 

medio fue preparado con Neurobasal sin rojo fenol. A una placa de 96 pocillos se 

agregó 10 µL del medio condicionado (en sextuplicado) más 90 µL del buffer de 

reacción 1X. Se preparó una curva de concentración de H2O2 desde los 100 nM hasta 

los 5 µM, diluyendo el stock de H2O2 1 mM en el buffer de reacción 1X generando un 

stock 100 µM y otro 10 µM. Como control negativo se usó buffer de reacción 1X sin 

H2O2. Se preparó una solución de trabajo que incluía Amplex Red 50 µM y HRP 1 

U/mL y se agregó 90 µL de ésta solución a los pocillos y luego la muestra (10 µL) y de 

esta forma se comenzó la reacción (oscuridad). Las reacciones se incubaron por 30 

minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Luego de esto se midió la 

fluorescencia en el Biotek por 1 hora usando un rango de excitación de 530-560 nm y 

la emisión se midió a 600 nm ± 20 nm. Las mediciones se realizaron cada 40 

segundos. Se hizo un cálculo de la pendiente a los 10 minutos en la condición basal y 

luego ese valor fue restado a las pendientes experimentales obtenidas en los 10 

minutos. Luego, se determinó el promedio de los sextuplicados y se calculó la 

concentración de H2O2 presente en las muestras según la ecuación obtenida por la 

curva estándar de H2O2. Dado que la cinética de formación del producto (pendiente) 
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resorufina disminuye considerablemente después de los 10 minutos, sólo se consideró 

el valor de la pendiente a los 10 minutos iniciales de registro para hacer los análisis. 

Este experimento se realizó 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 105 células/vidrio para inmunocitoquímica) 

y en placas p6 (1,0x106 células/pocillo para extracción de ARN). Todos los 

antioxidantes: cloruro de manganeso 3-metoxi-N,N-bis(saliciclideno)-etilendiamina 

(EUK-134, 20 µM), Dimetil-tiourea (DMTU, 100 µM), 3-Metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona 

(MCI-186, 50 µM), etil galato (20 µM) y 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxipiperidina 

(Tempol, 1 mM) fueron co-incubados con el MCA+AβOs 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 peróxido de hidrógeno. El t-butil-hidroperóxido (5 µM), es un pro-

oxidante que no es metabolizable por las células, por lo cual se usó como control 

positivo de oxidación. El quelante de calcio BAPTA-AM (100 µM) y ryanodina (50 µM, 

concentración inhibitoria) fueron incubados por 1 hora (Paula-Lima et al., 2011) y luego 

se les agregó MCA+AβOs o MCAControl por 1,5 o 3 horas. Las células fueron fijadas como 

se describió anteriormente en el protocolo de inmunocitoquímica y el ARN fue extraído 

de las células, tal como se describió antes. 
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2.12 Citoquímica-Redox 

 

Para determinar cisteínas oxidadas y reducidas se usó citoquímica redox como se 

describe (Horowitz et al., 2011). En breve, cultivos neuronales pobres en astrocitos 

fueron tratados por 24 horas con MCA+AβOs o MCAControl. Después las células fueron 

fijadas y permeabilizadas por 30 minutos con una solución de PFA 4%, etilmaleimida 1 

mM, Alexa Fluor® 555 C5 maleimida 2 μM y Tritón X-100 0,05% preparados en PBS a 

pH 7.0 (este pH es crítico para el ensayo). Las células fueron lavadas 3 veces con PBS 

para remover el exceso de sonda que no reaccionó 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 

rápidamente (< 30 segundos). Después de eso, las células fueron incubadas en N-

etilmaleimida 1 mM en PBS y Alexa Fluor® 488 C5 maleimida 2 μM por 30 minutos. 

Después de 3 lavados con PBS, la tinción fue fijada. Las células fueron visualizadas en 

un microscopio Carl Zeiss LSM 710 usando el objetivo de inmersión en aceite 63x y las 

imágenes fueron digitalmente adquiridas usando el software ZEN (Zeiss). El programa 

Image J fue usado para el análisis de imágenes. Todas las imágenes fueron adquiridas 

con los mismos parámetros confocales. Usando la herramienta ROI manager, las áreas 

neuronales totales fueron seleccionadas en el canal Alexa Fluor® 488 (canal oxidado) 

y la fluorescencia integrada fue medida. Esas áreas fueron transferidas al canal Alexa 

Fluor® 555 (canal reducido) usando la herramienta Overlay y se hizo la misma 

medición. El nivel de oxidación fue calculado como la razón de intensidades entre el 

canal oxidado y reducido usando la herramienta Image Calculator. 
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2.13 Detección de la generación de peróxido de hidrógeno con Hyper-Cyto 

 

Neuronas de cultivos neuronales pobres en astrocitos (1,5 × 105 células/pocillo) 

crecidas en cubreobjetos de 12 mm fueron transitoriamente transfectadas con el 

plásmido Hyper-Cyto a los 7 días de cultivo in vitro (DIV7), usando una proporción de 

1:2 DNA:Lipofectamina 2000 por 2 horas en neurobasal sin B27. En cada transfección 

se usaron 400 ng de plásmido y al finalizar la transfección se agregó una mezcla 2:3 de 

neurobasal/B27 antiguo: neurobasal/B27 nuevo precalentado. Hyper-Cyto es un sensor 

intracelular radiométrico que detecta la producción local de H2O2 (Lukyanov and 

Belousov, 2014). El MCA+AβOs fue agregado a los cultivos después de 1 hora terminada 

la transfección y fue incubado por 24 horas. Las células fueron fijadas a las 25 horas 

post-transfección con PFA 4%/sacarosa 4% y fueron montados con el reactivo 

FluorSave. Las neuronas transfectadas fueron excitadas con el láser a una longitud de 

de onda de 488 nm (oxidado) y 405 nm (reducido) y la emisión fue colectada a 505-530 

nm. La fluorescencia de emisión de la excitación a 488 nm fue dividida por la 

fluorescencia de emisión de la excitación a 405 nm (razón 488:405) como una medida 

del contenido de H2O2 (Lukyanov and Belousov, 2014). La fluorescencia de emisión a 

una excitación 488 nm y excitación 405 nm varían inversamente (sonda radiométrica). 

Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 

usando el objetivo de inmersión en aceite 63x. El programa Image J fue usado para el 

análisis de imágenes. Una máscara con un umbral específico fue creada para el canal 

reducido (405 nm) y entonces, el canal reducido fue dividido por su máscara. La 

producción de H2O2 fue calculada como una razón entre el canal oxidado (488 nm) y el 

reducido (405 nm) usando la herramienta Image calculator. La imagen final (mapa de 

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

 

2.14 Determinación de las señales de calcio intracelular 

 

Cultivos neuronales pobres en astrocitos (5 × 105 células/pocillo) crecieron en 

cubreobjetos de 25 mm. Las células fueron lavadas 3 veces con buffer Tyrode (NaCl 

129 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, Glucosa 30 mM, HEPES-Tris 25 mM, 

pH 7.3). En algunos experimentos se realizó una pre-incubación de 1 h con los 

antioxidantes EUK-134, MCI-186 y DMTU antes de cargar las células con Fluo 4-AM 2 

µM por 20-30 minutos a 37°C. El BAPTA-AM (100 µM) y la ryanodina (50 µM) se pre-

incubaron por 30 minutos y luego fueron co-incubados con Fluo 3-AM por 30 minutos 

más (Paula-Lima et al., 2011). El 4-cloro-m-cresol (CMC) se utilizó como un potente 

agonista del receptor de ryanodina (Herrmann-Frank et al., 1996). En los otros 

experimentos no hubo pre-incubación 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 μL de buffer Tyrode. Después de registrar la 

fluorescencia basal del Fluo 4 por 3 minutos, el MCA+AβOs o el MCAControl fueron 

agregados directamente sobre el cubreobjeto cuidadosamente hasta completar 1 mL. 

Las imágenes de fluorescencia de Fluo-4, que reflejan los niveles de calcio intracelular, 

fueron obtenidas en un microscopio confocal C2+ Spectral Nikon Eclipse TI (Plan Fluor 

40X aceite DIC H N2; Fluo-4 excitación 488 nm, emisión 515-520 nm) y en el 

microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 usando el objetivo 40X, con captura de 

imágenes en intervalos de 5 o 3 segundos.. usando un programa de adquisición de 

datos incluido en el equipo. Las señales de calcio son presentadas como valores F/F0, 

donde F es la fluorescencia experimental y F0 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 máxima fue alcanzada 

después de la adición de un ionóforo de calcio, como ionomicina o A23187 (100 mg/mL 

o 200 mg/mL, respectivamente). En todos los casos, los tratamientos no saturaron la 

sonda. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente. 

 

2.15 Detección de citoquinas  

 

Las citoquinas IL-1β, IL-6; TNF-α fueron detectadas mediante ELISA (Cat Nº RLB00 

para IL-1β, Cat Nº R6000B para IL-6, Cat Nº RTA00 para TNFα; R&D systems) desde 

los sobrenadantes de cultivos de astrocitos con y sin tratamiento con 0,5 µM de AβOs 

durante 24 horas en medio neurobasal con B27, según instrucciones del fabricante. En 

resumen se agregó 50 µL del diluyente, luego se adicionó 50 µL del sobrenadante de 

los cultivos de astrocitos (MCA+AβOs o MCAControl) y se incubó por 2 horas a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se lavó con 400 µL de buffer de lavado (4 veces), se agregó 

100 µL de la citoquina de interés conjugada y se incubó por 2 horas a temperatura 

ambiente. Después se hicieron 4 lavados con el buffer de lavado y se agregó 100 µL 

de la solución sustrato y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. Se protegió 

de la luz y luego se adicionó 100 µL de solución de detención. Se determinó la 

densidad óptica 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 105 

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 sección. A las 48 horas post-transducción, la viabilidad celular se cuantificó 

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 formazán se detectó mediante un 

espectrofotómetro (Biotek) a una absorbancia de 570 nm. 

 

2.17 Transducción 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 105 células/pocillo) o en placas p6 (1 x 106 células/pocillo). Al DIV6, 

a las células se les quitó el medio y se les agregó medio neurobasal sin B27, 

precalentado. Luego, las células fueron infectadas con 1.000 partículas virales/célula 

(MOI 1000) durante 8 horas a 37°C. Los virus fueron diluidos en buffer de dilución de 

virus (Tris-HCl 10 mM, MgCl2 2 mM, Sacarosa 5%) y se agregó: 30 µL de adenovirus a 

los pocillos p96, 70 µL de virus a los pocillos p24 y 300 µL a los pocillos p6. Al término 

de la transducción se agregó una mezcla de 2/3 del medio antiguo (neurobasal/B27) y 

1/3 de neurobasal/B27 nuevo. El control negativo consistió en agregar igual volumen 

de buffer de dilución de virus por 8 horas. El MCA+AβOs o el MCAControl fueron agregados 

por 24 h y luego se procedió a la fijación. Todos los experimentos fueron replicados al 

menos 3 veces. 
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2.17.1 Medición de la eficiencia de la transducción de los adenovirus (Ad-LacZ) 

 

La transferencia génica y expresión de la proteína reportera fueron detectadas por la 

presencia de la proteína β-galactosidasa, como se describe en (Parry et al., 1998). En 

breve, las células fueron lavadas con PBS a las 24 horas después de la infección viral 

y fueron fijadas con glutaraldehído al 0,5% por 10 minutos a temperatura ambiente. Las 

células fueron lavadas 2 veces con PBS por 10 minutos y teñidas con una solución que 

contenía X-gal. La solución de teñido contenía: MgCl2 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 solución de X-gal por 20 horas a 37°C. La eficiencia de transducción 

fue determinada contando el número de células teñidas de azul por 100 células, bajo 

microscopía de contraste de fase.  

 

2.17.2 Verificación 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 β-galactosidasa, se tuvo 

que verificar la actividad de calcineurina a través de su inhibidor endógeno llamado 

RCAN1 y con NFATc4. Cuando la actividad de calcineurina aumenta: 1) se produce un 

aumento de la proteína RCAN1 y 2) se favorece la translocación del factor de 

transcripción NFAT al núcleo. NFAT es un factor de transcripción altamente fosforilado 

(Okamura et al., 2000), NFATc4 es una de las principales isoformas presentes en las 

neuronas, que transloca al núcleo en respuesta a la desfoforilación mediada por 

calcineurina. Como control positivo, se usó KCl 50 mM por 30 minutos para reducir la 

inactivación de la entrada de calcio por los canales dependientes de voltage (Ulrich et 
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al., 2012). La detección de RCAN1 se realizó por western blot y la traslocación de 

NFATc4 se identificó mediante inmunocitoquímica, tal como se describió anteriormente 

(Lobos et al., 2016).  

 

2.18 Detección 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 inmunocitoquímica utilizando un adecuado anticuerpo primario. 

La activación de la caspasa-3 requiere el procesamiento proteolítico de su zimógeno 

inactivo en los fragmentos p17 y p12. La escisión de la caspasa-3 requiere ácido 

aspártico en la posición P1 (Nicholson et al., 1995). El anticuerpo primario que se 

utilizó en esta tesis detecta niveles endógenos del fragmento largo (17/19 kDa) de la 

caspasa-3, resultado de un clivaje adyacente al residuo Asp175 (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 MCAControl, MCA+AβOs, NMDA (50 o 100 

µM) o co-incubación de NMDA con el MCA+AβOs. El NMDA a esas concentraciones es 

excitotóxico (Beaman-Hall et al., 1998; Dugan et al., 1995). Como control positivo de 

apoptosis se usó tapsigargina. El procedimiento de inmunocitoquímica se realizó tal 

como se describió antes. Para detectar la presencia de núcleos apoptóticos en los 

cultivos neuronales pobres en astrocitos, se utilizó el kit DeadEnd™ Fluorometric 

TUNEL System (Código G3250, Promega). El ensayo TUNEL consiste en la 

incorporación del nucleótido dUTP-12-fluoresceína en el terminal 3´ del ADN usando la 

enzima recombinante deoxinucleotidil terminal transferasa (rTdT). El ADN marcado con 

dUTP-12-fluoresceína se visualiza mediante microscopía de fluorescencia o citometría 
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de flujo. Las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% en PBS (pH 7,4) por 25 

minutos a 4°C, luego se realizaron 2 lavados con PBS, se permeabilizó con Tritón 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 cámara húmeda 

(cubierta con papel metálico) y se les agregó 50 µL de buffer de equilibrio a 

temperatura ambiente por 5-10 minutos. Mientras tanto, se preparó el buffer de 

incubación (50 µL por muestra), cuya composición para una muestra es la siguiente: 45 

µL de buffer de equilibrio, 5 µL de la mezcla de nucleótidos y 1 µL de la enzima rTdT. 

La enzima rTdT y la mezcla de nucleótidos siempre deben mantenerse en hielo y 

protegidas de la luz. Luego, se agregó 50 µL del buffer de incubación y se colocaron 

plásticos rectangulares sobre los cubreobjetos para 1) asegurar que el buffer de 

incubación cubra toda la superficie del cubreobjetos y 2) evitar la evaporación del 

buffer. Se agregó papel empapado con agua en la cámara húmeda y las muestras se 

incubaron a 37°C por 1 hora. La reacción finalizó al absorber con papel el buffer de 

incubación y después agregar buffer SSC 2X por 15 minutos. Luego los cubreobjetos 

fueron lavados con PBS (3 veces) a temperatura ambiente, para eliminar el nucleótido 

12-dUTP-fluoresceína no incorporado. Finalmente, se agregó DAPI (1:10.000) en una 

solución de PBS, para teñir el número total de núcleos, por 15 minutos en oscuridad. 

Las muestras fueron guardadas a 4°C hasta la observación en el microscopio. Las 

imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 usando el 

objetivo de inmersión en aceite 63x. Se fotografiaron campos amplios de 50 células 

aproximadamente, 12 fotos por cada condición experimental. Los núcleos apoptóticos 

se identificaron usando el láser 488 y los núcleos totales usando el láser 405. El 

programa Image J fue usado para el análisis de imágenes. 
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2.19 Análisis estadístico 

 

Todos los datos presentados son representativos de 3 o más experimentos 

independientes. El test de Shapito-Wilk fue usado para la determinación de la 

distribución normal de los replicados. ANOVA de 1 vía con post-test Bonferroni o t-test 

fueron utilizados para establecer las diferencias estadísticas en los valores promedios, 

entre las diferentes condiciones experimentales. Un valor de p<0,05 fue considerado 

como estadísticamente 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).  

 

Figura 1. Caracterización de los cultivos primarios de rata utilizados. 

Inmunocitoquímica de un cultivo primario de hipocampo teñido contra el marcador 

neuronal βIII-tubulina en rojo, el marcador astrocítico GFAP en celeste y los núcleos 

teñidos con DAPI en blanco. Barra: 20 µm. (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 µm. 

 
El AraC (1-b-D arabinofuranosil citosina) es un clásico inhibidor de la proliferación glial, 

que se agrega al cultivo después de sembrar las células y se retira a las 24 horas 

desde su aplicación. En los cultivos neuronales se evaluó el porcentaje de neuronas y 

astrocitos, evidenciándose que el AraC produce una disminución 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 sólo un 4,0 ± 1,3% de astrocitos (Figura 

1 A y B). El cultivo de astrocitos primarios se caracterizó con el clásico marcador 

astrocítico llamado proteína fibrilar acídica glial (GFAP) (Figura 1C). GFAP es una 

proteína fibrilar que es parte del citoesqueleto de los astrocitos, por lo que entrega 

información sobre la morfología de éstas células 

 

3.1.1 Caracterización de la preparación de oligómeros del péptido β-amiloide 

Dado que existe diversa literatura acerca de la toxicidad de los oligómeros del péptido 

β-amiloide (AβOs) en forma dependiente de la conformación de sus agregados, fue 

necesario realizar una caracterización de la composición oligomérica de nuestra 

preparación, mediante western blot en geles de tris-tricina de tres fases y microscopía 

electrónica, para descartar la presencia de fibrillas. Ambos experimentos fueron 

realizados en el laboratorio del Dr. Nibaldo Inestroza, de la Pontificia Universidad 

Católica de Chile. 
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La composición de nuestras preparaciones de oligómeros del péptido β-amiloide 

(AOs), utilizadas hasta 48 horas post-preparación, incluyeron diversas especies 

oligoméricas, desde monómeros (1-mer) hasta oligómeros grandes ( 70-mer, Figura 

2A). Sin embargo, las especies más abundantes fueron los oligómeros pequeños 

(monómeros, dímeros, trímeros y tetrámeros), tal como se muestra en la figura 2A. 

Entre los oligómeros grandes se distinguió la presencia de hexámeros (6-mers), 

nonámeros (9-mers) y dodecámeros (12-mers). Todas las especies oligoméricas 

identificadas han sido ligadas a los efectos tóxicos del péptido β-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 realizó 

microscopía electrónica con tinción negativa de la preparación de oligómeros, la cual 

descartó la presencia de fibrillas del péptido β-amiloide en la preparación y permitió 

visualizar diversas estructuras oligoméricas (Figura 2B). 

 

Figura 2. Caracterización de la preparación de oligómeros del péptido β-amiloide 

(AOs). (A), Composición de oligómeros del péptido β-amiloide analizada mediante 

Western blot. La sobreexposición de la placa (izquierda) muestra los oligómeros totales 
mientras que una menor exposición de la placa (derecha) discrimina sólo oligómeros 
pequeños, los cuales se encuentran en mayor abundancia. Las bandas 1, 2, 3 y 4 

reflejan concentraciones crecientes de AOs: 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 µg, respectivamente. 
M, monómero; D, dímero; Tr, trímero; Te, tetrámero; H, hexámero; N, nonámeros; D, 
dodecámero. (B), Microscopía electrónica con tinción negativa de la preparación de 
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AOs. La tinción descarta la presencia de fibrillas en la muestra. Barra: 100 nm.  

 

La presencia de múltiples formas oligoméricas en la preparación asegura un efecto 

sinaptotóxico para las neuronas en cultivo in vitro, como previamente fue descrito en 

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

 

3.2 La distribución nuclear/citoplasmática de pSer-STAT3, pero no de pTyr-

STAT3, es afectada por los oligómeros del péptido β-amiloide 

 

Ya que la generación de AOs causa disfunción neuronal en modelos animales y en 

pacientes de la EA y STAT3 es un importante factor de transcripción involucrado en la 

sobrevivencia neuronal en condiciones patológicas, en esta tesis se examinó en 

primera instancia si los AOs afectan la distribución 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 concentración de AOs 0,5 μM (Forny-Germano et al., 

2014; Paula-Lima et al., 2011), gatilló una significativa depleción nuclear de pSer-

STAT3 (tinción verde) en las neuronas, identificadas por la tinción positiva contra βIII-

tubulina (Figura 3A y 3D). En contraste, el tratamiento con 0,5 μM de AOs no afectó 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 clásica actividad transcripcional mediada por 

citoquinas de la familia de la IL-6 (Hirano et al., 2000; Takeda and Akira, 2000), 

mientras que pSer-STAT3 actúa 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 tróficos (Decker and Kovarik, 2000; Wen et al., 

1995). Recientemente, se ha evidenciado que pSer-STAT3 posee actividad 

trascripcional independiente de la fosforilación en el residuo tirosina 705 (Koo et al., 

2014). 

 

Además, la depleción de la marca nuclear de pSer-STAT3 inducida por los AOs en 

cultivos ricos en astrocitos ocurrió en un rango de concentración de 0,2-0,5 μM y este 

efecto inhibitorio disminuyó en el rango 1-5 μM de AOs (Figura 4). Este resultado es 

concordante con experimentos previos realizados en el laboratorio, donde los AOs a 

una concentración de 0,5 µM produjeron el mayor efecto tóxico en las neuronas (Paula-

Lima et al., 2011). Concentraciones de 1 a 5 µM de AOs inducen una leve 

disminución nuclear de pSer-STAT3, con una predominante marca nuclear similar a la 

situación control. Es posible que los oligómeros a una alta concentración se agreguen 

más rápido formando fibrillas, lo cual disminuye la disponibilidad de oligómeros 

pequeños en el espacio extracelular, generando un efecto menos tóxico (Bernstein et 

al., 2009; Garai and Frieden, 2013; Podlisny et al., 1995). Esta explicación concuerda 

con estudios recientes que han descrito que las protofibrillas y las fibrillas insolubles 

son menos neurotóxicas que los oligómeros solubles y que éstos últimos, en presencia 

de núcleos de agregación de Aβ (dímeros-trímeros-tetrámeros) generan protofibrillas 

(Bieschke et al., 2011; Garai and Frieden, 2013; Tsigelny et al., 2014). 
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Figura 3. Los AβOs inducen una disminución de la marca nuclear de pSer-STAT3, 
pero no de pTyr-STAT3 o STAT3, en cultivos neuronales ricos en astrocitos. 

Paneles superiores: inmunotinción mostrando la distribución neuronal de pSer-STAT3 
(A), pTyr-STAT3 (B) y STAT3 (C) en células no tratadas y después del tratamiento con 

AOs 0,5 µM por 24 horas. La Βeta-III tubulina (rojo) fue usada como marcador 
neuronal y el DAPI (magenta) como marcador nuclear. Cuantificación de la razón de 
inmunoflourescencia en el núcleo y citoplasma de pSer-STAT3 (D), pTyr-STAT (E) y 
STAT3 (F). Barra de escala: 20 µm.  Los valores representan el promedio ± SEM de 

tres experimentos independientes, con 100 células evaluadas por cada condición 



 

 

54 

experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el t-test; ns, no 
significativo comparado con la condición control. 
 

 

 

Figura 4. Efectos de dosis-respuesta de los AOs en la marca nuclear de pSer-
STAT3. (A), Imágenes representativas de cultivos neuronales ricos en astrocitos 

incubados con diferentes concentraciones de AOs por 24 horas. La marca de pSer-
STAT3 se observa en verde, βIII tubulina fue usado como marcador neuronal (rojo) y 
DAPI como marcador nuclear (magenta). Barra de escala: 10 µm. (B), Cuantificación 
de la inmunofluorescencia del núcleo y el citoplasma de pSer-STAT3 inducida con 

distintas concentraciones de AOs. Los valores representan el promedio ± SEM de tres 
experimentos independientes, con 100 células evaluadas por cada condición 
experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el test ANOVA 1 
vía seguido del post-test Bonferroni; ns, no significativo comparado con la condición 
control.  
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3.3 Astrocitos median la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por los AOs 

 

Para determinar si los astrocitos reactivos juegan un rol crítico en la depleción nuclear 

de pSer-STAT3 producida por los AβOs, 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 µM por 24 horas. El 

AraC es un conocido inhibidor de la proliferación glial y en estos cultivos disminuyó el 

porcentaje de astrocitos desde 12% (sin AraC) a 4% (con AraC), Figura 1A y B. El 

tratamiento con los AβOs (0,5 µM) disminuyó significativamente la señal 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 AβOs 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 aproximación, a cultivos primarios de astrocitos se les agregó  1 dosis 

o 3 dosis de AβOs, en donde cada dosis correspondió a una concentración de 0,5 µM 

por 24 horas y luego ese medio condicionado de astrocitos (MCA+AβOs) fue colectado, 

agregado a cultivos neuronales pobres en astrocitos por 24 horas y posteriormente se 

realizó la inmunocitoquímica contra pSer-STAT3. El MCA+AβOs colectado de aquellos 

astrocitos tratados con 3 dosis de AβOs produjo una disminución mayor de la marca 

nuclear de pSer-STAT3 neuronal comparado con el medio condicionado resultante del 

tratamiento con 1 dosis de AβOs (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 AβOs en un medio rico en astrocitos.  
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Esos resultados combinados, más el dato presentado en la Figura 3, sugieren que la 

depleción nuclear de la proteína pSer-STAT3 en neuronas causada por los AβOs 

requiere la presencia de los astrocitos. 

 

Ya que hay evidencia que los astrocitos se vuelven reactivos en presencia de los 

AβOs, como un control interno se evaluó si nuestra preparación de AOs inducía 

reactividad en los astrocitos primarios, a través del aumento de expresión de 

marcadores de reactividad. Para ello, cultivos neuronales ricos en astrocitos fueron 

tratados con 1 dosis o 3 dosis de AOs, en donde cada dosis fue de 0,5 µM por 24 

horas. La reactividad astrocítica se evaluó con dos marcadores: la proteína fibrilar 

astrocítica acidica GFAP y STAT3, ya que ambos son considerados proteínas claves 

en la reactividad de los astrocitos en diversas condiciones patológicas (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. 

 



 

 

57 

 
Figure 5. La depleción nuclear de la pSer-STAT3 neuronal inducida por AOs en 
los cultivos neuronales mixtos depende de los astrocitos. Localización celular de 

pSer-STAT3 (verde) después de la adición de AOs 0,5 µM por 24 horas en cultivos 
neuronales ricos (A) y pobres (B) en astrocitos. βIII-tubulina (rojo) se usó como 
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marcador neuronal y DAPI (magenta) como marcador nuclear. Barra de escala: 20 μm. 
(C) y (D) Cuantificación de pSer-STAT3 neuronal en el núcleo 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 condición experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por t-
test; ns, no significativo comparado con la condición control. (E), Imágenes 
representativas de cultivos neuronales pobres en astrocitos a los cuales se les agregó 
medio condicionado de astrocitos previamente tratados con 1 o 3 dosis de AβOs. La 

marca neuronal se observa con βIII-tubulina (rojo), el marcador astrocítico GFAP (cyan) 
y DAPI (blanco). En el segundo panel pSer-STAT3 se observa en verde y DAPI en 
magenta. Barra de escala: 20 µm. (F) Cuantificación de la razón de 

inmunofluorescencia del núcleo 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 condición 
experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por el ANOVA de 1 
vía. 
 
 

En la condición control, GFAP se encuentra principalmente en el citoplasma y en las 

prolongaciones de los astrocitos y STAT3 se ubica principalmente en el núcleo y en las 

prolongaciones. La aplicación de dosis crecientes de AOs generó aumentos de GFAP 

en el cuerpo celular de astrocitos y en el extremo distal de sus prolongaciones, 

mientras que STAT3 se acumuló predominantemente en el núcleo de los astrocitos. 

Esta translocación de STAT3 al núcleo tras el tratamiento con los AβOs concuerda con 

evidencias que muestran que hay un aumento de la expresión de citoquinas 

inflamatorias que son blanco de STAT3, como IL-6, tras la aplicación exógena de Aβ 

(Ben Haim et al., 2015; Carrero et al., 2012; White et al., 2005). Por lo tanto, nuestra 

preparación de AOs 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 AOs. Localización celular de GFAP y STAT3 después de la adición 

de 1 o 3 dosis de AOs 0,5 µM por 24 horas (en cada dosis) en cultivos neuronales 
ricos en astrocitos. GFAP fue usado como un marcador astrocítico, STAT3 fue usado 
como un marcador de reactividad y DAPI (magenta) como marcador nuclear. Barra de 
escala: 20 μm. 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 señal de fluorescencia (barra a la derecha de cada panel).  
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3.4 Cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con AOs 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 depleción nuclear de pSer-STAT3 

en las neuronas, examinamos los efectos de los AOs sobre los niveles de la proteína 

y del ARNm de STAT3 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 contribución de STAT3 astrocítica en las muestras. 

 

El tratamiento de los cultivos neuronales pobres en astrocitos con AOs 0,5 μM por 24 

horas no modificó de forma significativa la fosforilación del residuo 727 de STAT3 

(Figura 7A y 7B) ni STAT3 total (Figuras 7C). La neurotrofina NGF produce un 

significativo aumento en la fosforilación del residuo serina 727 sin afectar los niveles de 

la proteína STAT3, tal como se había reportado anteriormente (Pellegrino and 

Habecker, 2013).  

 

 

Figura 7. Los AOs no afectan la fosforilación de Serina 727, los niveles de la 
proteína o del ARNm de STAT3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos. (A), 

Las proteínas pSerSTAT3, STAT3 and β-actina fueron identificadas por western blot en 
cultivos neuronales pobres en astrocitos. El NGF fue usado como un inductor de pSer-
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STAT3 (control positivo). (B), Cuantificación densitométrica de la razón pSer-
STAT3/STAT3 y (C) cuantificación de la razón STAT3/β-actina después del tratamiento 

con AOs 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 vía 
seguido del post-test Bonferroni (n = 7). (D), Determinación de los niveles de ARNm de 
STAT3 tras el tratamiento con el medio condicionado de astrocitos (MCA+AβOs). 
Cuantificación de la razón STAT3/β-actina después del tratamiento con MCA+AβOs  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+AβOs) indujo la depleción nuclear de pSer-

STAT3 

 

Para probar si los astrocitos secretan factores que promueven la depleción nuclear de 

pSer-STAT3 en las neuronas, cultivos de astrocitos primarios fueron estimulados con 

AOs 0,5 μM por 24 horas y el sobrenadante, el cual es un medio condicionado de 

astrocitos que llamaremos de ahora en adelante MCA+AβOs, fue colectado y utilizado 

para testear sus efectos en cultivos neuronales pobres en astrocitos.  

 

La adición del MCA+AβOs a los cultivos neuronales pobres en astrocitos no modificó los 

niveles de ARNm de STAT3 comparado con el medio condicionado control (MCAControl) 

(Figura 7D). Sin embargo, el análisis de inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el 

núcleo y citoplasma después de la estimulación de cultivos neuronales ricos en 

astrocitos con AβOs, o cultivos neuronales pobres en astrocitos con MCA+AβOs reveló 

una significativa disminución de la inmunotinción de pSer-STAT3 en ambos: núcleo y 

citoplasma (Figura 8A). Similarmente, la determinación de proteínas en núcleos y 
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citoplasma aislados mediante western blot, reveló que los niveles de proteína 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 

citoplasmático. Si bien actina es un clásico marcador citoplasmático cumpliendo roles 

esenciales en el citoesqueleto también ha sido ligada a varios procesos nucleares, 

tales como regulación de la expresión génica a través de factores de transcripción, la 

participación en complejos que regulan la cromatina y a las ARN polimerasas, y la 

organización del contenido nuclear para la mantención de la integridad genómica (Viita 

and Vartiainen, 2017; Virtanen and Vartiainen, 2017; Weston et al., 2012). Esto explica 

por que β-actina se visualiza en las fracciones nucleares y citoplasmáticas. 

 

Entonces, aunque los cultivos neuronales pobres en astrocitos sean tratados con AβOs 

o con MCA+AβOs, no se afectan los niveles del ARNm o de la proteína STAT3 (Figura 7). 

Sin embargo, la fluorescencia de la marca de pSer727-STAT3 disminuyó 

significativamente después del tratamiento con el MCA+AβOs, demostrado tanto por 

inmunofluorescencia en cultivos ricos o pobres en astrocitos (Figura 8A), como por 

western blot, tras el análisis de las fracciones nucelares y citoplasmáticas de los 

cultivos pobres en astrocitos (Figura 8B). Esto sugiere fuertemente que existe un 

mecanismo asociado a la desfosforilación 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 AOs y cultivos 
pobres en astrocitos con MCA+AβOs induce defosforilación nuclear y 
citoplasmática de pSer-STAT3. (A) Cultivos neuronales ricos y pobres en astrocitos 
fueron tratados con AβOs o con MCA (MCA+AβOs), respectivamente. C corresponde al 

medio control (panel izquierdo) y medio condicionado control (MCAControl) en el panel de 
la derecha. La inmunotinción de pSer-STAT3 total, nuclear o citoplasmática fue 
cuantificada como se describe en la sección de Materiales y métodos. Un número 
promedio de 450-500 células fueron analizados por condición 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 (MCAControl) con MCA (MCA+AβOs). Las células fueron separadas en fracciones 

nucleares y citoplasmáticas y pSer-STAT3 fue determinado por western blot. Como 
control de carga se usó β-actina e histona H1 (H1) como un marcador para proteínas 
nucleares. Los valores del gráfico representan el promedio ± SEM de 6 
determinaciones independientes. La significancia entre los promedios fue evaluada por 
t-test.  
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3.6 Identificación de los posibles mediadores liberados tras la estimulación con 

los AβOs 

 
Los astrocitos estimulados con AβOs, in vitro e in vivo, liberan ROS, citoquinas pro-

inflamatorias y óxido nítrico (Abramov and Duchen, 2005; Wallace et al., 1997; White et 

al., 2005). Entonces, probamos si las ROS, las citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFα 

o IL-1β) o el óxido nítrico median la depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. 

Estos estudios fueron realizados a través del uso de enzimas neutralizadoras de 

peróxido de hidrógeno y óxido nítrico, y de la medición de la producción y secreción de 

citoquinas pro-inflamatorias en el medio condicionado de astrocitos tras la estimulación 

con los A𝛽Os. 

 

Para determinar si los ROS median la distribución de pSer-STAT3, co-incubamos los 

cultivos ricos en astrocitos con AβOs 0,5 µM y con la enzima catalasa (Cat, 50 UI/mL) 

por 24 horas. Se realizó el mismo experimento con la enzima superóxido dismutasa 

(SOD), sin embargo, mediante fluorimetría y utilizando el compuesto amplex Red® se 

determinó que SOD poseía un 35% de actividad peroxidasa, por lo que estos datos se 

desestimaron en esta tesis. Debido a su gran tamaño, la catalasa no ingresa al interior 

de las células a menos que se las someta a una pre-depolarización (Saez et al., 1987), 

por lo tanto, se mantiene en el medio extracelular. La catalasa abolió de forma 

significativa la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por los AβOs (Figura 9A y 

9B) llegando la señal nuclear de pSer-STAT3 a un nivel similar al observado en el 

control. Este ensayo no permite identificar la fuente de producción de peróxido, ya que 

astrocitos y neuronas expresan la NADPH oxidasa (NOX), la cual puede producir H2O2. 

El complejo NOX produce anión superóxido (O2
-) pero éste dismuta rápida y 
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espontáneamente a H2O2, el cual es más estable y permea fácilmente la membrana 

celular.  

 

El siguiente paso fue determinar si los AβOs inducen en los astrocitos primarios un 

aumento de la producción de H2O2 que sea detectable en el medio condicionado de 

astrocitos. Para ello, el medio condicionado de astrocitos proveniente de astrocitos 

estimulados con AβOs (MCA+AβOs) o de astrocitos no estimulados con AβOs (MCAControl) 

fue recuperado y la concentración de H2O2 fue rápidamente determinada mediante el 

kit Amplex Red®. El ensayo se basa en la detección del peróxido de hidrógeno en una 

reacción que acopla una peroxidasa y el reactivo Amplex Red® (10-acetil-3,7-

dihidroxifenoxazino), el cual es una sonda fluorescente altamente sensible y estable 

que reacciona con el H2O2 en una estequiometría 1:1, generando un producto de 

oxidación fluorescente llamado resorufina, el cual puede ser detectado en un 

fluorímetro.  

 

Entonces, determinamos la concentración de peróxido de hidrógeno presente en el 

MCAcontrol y en el MCA+AβOs (Figura 9C). El ensayo reveló que el MCA+AβOs posee 

aproximadamente 3 veces más peróxido de hidrógeno (13,1 µM) que el MCAControl (4,9 

µM), evidenciando que existe una liberación basal de peróxido de hidrógeno al medio y 

que los AβOs inducen un aumento de la liberación de peróxido de hidrógeno por los 

astrocitos.  

 

Para dilucidar si el peróxido de hidrógeno promueve la depleción nuclear de pSer-

STAT3, se aplicó de forma exógena peróxido de hidrógeno comercial a una 

concentración final de 50 µM. El peróxido de hidrógeno indujo una disminución de la 
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marca nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas de forma similar al efecto que produce 

el MCA+AβOs (Figura 9D), con un efecto mucho menor que el observado en cultivos 

neuronales ricos en astrocitos tratados con AβOs.  

 

 
Figura 9. El peróxido de hidrógeno producto de la estimulación con los AβOs 
genera la depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. (A), Imágenes 

representativas de la co-incubación de cultivos neuronales ricos en astrocitos con 
AβOs y con catalasa (Cat), una enzima atrapadora de H2O2. Barra de escala: 20 μm. 
(B), Cuantificación de la razón de inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el núcleo y 
citoplasma después de la incubación con AβOs y en presencia de Cat. Los valores 

representan el promedio ± SEM de tres experimentos independientes, 100 células 
fueron analizadas por cada condición experimental. La significancia entre los 
promedios fue evaluada por ANOVA de 1 vía. (C) Cuantificación del peróxido de 
hidrógeno presente en el MCAControl y en MCA+AβOs usando el kit Amplex Red®. La 
significancia entre los promedios fue evaluada por t-test, en cuatro experimentos 
independientes. (D) Cuantificación de la inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el 

núcleo y en el citoplasma en cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con 
peróxido de hidrógeno 50 μM por 24 horas. Los valores representan el valor promedio 
± SEM. La significancia entre los promedios fue evaluada por t-test.  
 
 
Posteriormente, se evaluó la expresión y la secreción de las citoquinas pro-

inflamatorias IL-6, TNF-α e IL-1β aumenta tras la incubación de astrocitos primarios 
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con AβOs. Para ello, cultivos primarios de astrocitos fueron estimulados con AβOs 0,5 

µM por 24 horas y luego el MCA+AβOs y el MCAControl (medio condicionado sin 

tratamiento con AβOs) fue colectado para analizar la secreción 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 observó que el tratamiento con los AβOs aumentó  significativamente los niveles de 

ARNm de IL-6 y TNF-α (2,6 veces y 2,1 veces, respectivamente) en los astrocitos 

primarios (Figura 10A). No obstante, los AβOs no indujeron un aumento significativo de 

los niveles de mensajero de IL-1β en los astrocitos primarios (p<0,0715). Dado que IL-

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

 

Luego, mediante el ensayo ELISA, se analizó la secreción de estas citoquinas en el 

medio condicionado de astrocitos. Los medios MCAControl y MCA+AβOs fueron 

recolectados, centrifugados y los sobrenadantes utilizados para analizar la secreción 

de las citoquinas. Los astrocitos primarios secretaron basalmente 83,6 pg/mL de IL-6. 

El tratamiento con los AβOs incrementa este a 205,7 pg/mL (p<0,05). Con respecto a 

TNF-α, la secreción basal fue 9,7 pg/mL y tras el tratamiento con los AβOs los niveles 

aumentaron a 11,1 pg/mL, el cual no fue un cambio significativo (ns, Figura 10B). En el 

caso de IL-1β, no se observaron diferencias significativas en su secreción (83,8 pg/mL 

en el MCAControl vs.74,17 pg/mL en el MCA+AβOs). 

 

En resumen, los datos indican que los AβOs generan un fenotipo pro-inflamatorio en 

los astrocitos, aumentando la expresión de los ARN mensajeros de IL-6 y TNF-α pero 

sólo la secreción de IL-6 aumenta con este tratamiento. 
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Figura 10. Los astrocitos estimulados con AβOs aumentan significativamente la 
expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFα pero sólo IL-6 presenta 
un aumento en su secreción en el MCA+AβOs. (A), Niveles de ARNm de las citoquinas 

pro-inflamatorias IL-6, TNFα e IL-1β en cultivos de astrocitos primarios estimulados con 
AβOs cuantificados por RT-qPCR. 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 AβOs 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 óxido nítrico, llamada óxido nítrico sintasa (NOS), está 

presente en el cerebro de los mamíferos en tres diferentes isoformas: 2 constitutivas 

(nNOS y eNOS) y una inducible (iNOS). Las tres están sobre-expresadas en la EA 

generando altos niveles de óxido nítrico (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 ratón 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 producción de óxido nítrico tras el tratamiento 

con los AβOs se usó hemoglobina, el cual es un potente neutralizador de óxido nítrico 

(Hindley et al., 1997). Al incubar cultivos neuronales ricos en astrocitos con AβOs 0,5 

µM en la presencia o ausencia de 10 nM o 50 nM hemoglobina por 24 horas, se 

encontró que la hemoglobina produjo una protección parcial pero significativa contra el 

efecto de los AβOs en la depleción nuclear de pSer-STAT3 (Figuras 11A y 11B).  

 

 

Figura 11. El óxido nítrico inducido por los AβOs produce una depleción parcial 
de pSer-STAT3 en las neuronas. (A), Imágenes representativas de la co-incubación 
de cultivos neuronales ricos en astrocitos con AβOs y la enzima neutralizadora de 
óxido nítrico, hemoglobina. Barra de escala: 20 μm. (B), Cuantificación de la razón de 

inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el núcleo 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 
vía seguido del post-test Bonferroni.  
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Ya que la hemoglobina no generó una recuperación total de la señal nuclear de pSer-

STAT3,  este resultado sugiere que el óxido nítrico contribuye en menor medida que el 

peróxido de hidrógeno a los a los agentes oxidantes inducidos por el tratamiento con 

los AβOs. La recuperación parcial de la localización nuclear de pSer-STAT3 indica que 

existe otro componente, aparte del óxido nítrico, que genera una disminución de pSer-

STAT3 en el núcleo. 

 

En resumen, los resultados sugieren que los AβOs estimularon la producción de 

peróxido de hidrógeno y óxido nítrico en los cultivos mixtos. Además, los AβOs 

indujeron en los astrocitos una mayor expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 

y TNF-α a las 24 horas de tratamiento, aunque sólo la secreción de IL-6 aumentó en el 

MCA+AβOs. Estos resultados concuerdan plenamente con lo descrito en la literatura, en 

donde la aplicación exógena de AβOs estimula la actividad de la NOX (en astrocitos y 

neuronas) e induce la expresión de la iNOS y la subsecuente producción de óxido 

nítrico. 

 
3.7 El MCA+AβOs aumenta el tono oxidativo neuronal 

 

Los resultados anteriores sugirieron que posiblemente los ROS, IL-6 y óxido nítrico son 

los principales mediadores liberados por los astrocitos estimulados con los AβOs. Es 

sabido que ciertas citoquinas inducen la activación 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 razón, se evaluó si el MCA+AβOs afecta el tono 

oxidativo en las neuronas. Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron 

tratados con el MCAControl o con el MCA+AβOs y el tono oxidativo neuronal fue medido 
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usando la técnica citoquímica redox, la cual permite detectar cambios en la oxidación 

de los grupos tioles de las proteínas en un rango fisiológico mediante el marcaje de las 

cisteínas reducidas y oxidadas con distintos fluoróforos. El tratamiento con el MCA+AβOs 

produjo un aumento significativo en la oxidación de los grupos tioles de las proteínas 

de las neuronas comparado con el MCAcontrol (Figura 12A), sugiriendo un aumento del 

tono oxidativo de las neuronas. La oxidación fue determinada mediante la razón de los 

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

 

La co-incubación de cultivos neuronales pobres en astrocitos con el MCA+AβOs y con los 

agentes antioxidantes 3-Metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona (MCI-186, 50 µM), un atrapador 

de radicales libres; EUK-134 (20 µM), un mimético sintético de la Superóxido 

dismutasa/Catalasa; dimetil-tiourea (DMTU, 100 µM), un potente atrapador del radical 

hidroxilo; 1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxipiperidina (Tempol, 1 mM), un mimético 

permeable de la superóxido dismutasa citosólica y etil galato (20 µM), un atrapador de 

peróxido de hidrógeno, disminuyó significativamente (en todos los casos) la oxidación 

neuronal inducida por el MCA+AβOs (Figuras 12A y 12B). De notar, los antioxidantes por 

si solos no cambiaron los niveles de oxidación neuronal (Figura 12B), un indicativo que 

ellos contrarrestan las especies oxidantes dentro de las células producto de los 

mediadores presentes en el MCA+AβOs. El pro-oxidante tert-butil-hidroperóxido (t-BHP, 5 

µM), el cual es un oxidante no metabolizable por las células, fue usado como un control 

positivo de la oxidación de tioles (Figura 12B). 
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Figura 12. El tratamiento con el MCA+AβOs aumenta significativamente el tono 
oxidativo en las neuronas y distintos agentes antioxidantes abolen este efecto. 
(A), Imágenes representativas colectadas en el canal que determina las cisteínas 
oxidadas (S-S) (ver métodos) después de la adición de MCA+AβOs o MCAcontrol, 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-hidroperóxido (t-BHP, 5 µM) 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 oxidación (barra mano derecha). (B), Cuantificación de la 

razón 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 vía, seguido del post-test Bonferroni. 
 
 

Para determinar si particularmente habían aumentos del peróxido de hidrógeno en las 

neuronas tras el tratamiento con el MCA+AβOs se utilizó el biosensor redox-activo 

llamado Hyper-Cyto. Hyper fue diseñado en base al OxyR, un sensor natural de 

peróxido de hidrógeno 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 peróxido de hidrógeno citoplasmático a través de la oxidación de un 

residuo cisteína susceptible a aumento del peróxido de hidrógeno local (Lukyanov and 

Belousov, 2014). La medición a una excitación de 405 nm evidencia el tiol reducido de 

la proteína y la excitación a 480 nm muestra el tiol oxidado. La razón 480:405 nm 

evidencia el aumentó de la oxidación de Hyper, la cual correlaciona con la presencia de 

peróxido de hidrógeno (estequiometría 1:1). 

 

El tratamiento con el MCA+AβOs generó un aumento significativo en los niveles de 

peróxido de hidrógeno en el soma y en las neuritas de las neuronas hipocampales 

comparado con el MCAControl (1,34 y 1,51 veces, respectivamente) (Figura 13A y 13B).  

 

STAT3 es una proteína susceptible al estrés oxidativo que sufre diversas 

modificaciones oxidativas en cisteínas claves, lo cual evita su unión al ADN (Li et al., 

2010) Buttirini et al., 2014) y permite la formación de oligómeros a través de enlaces 

disulfuros (Li et al., 2010; Li and Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015). Por lo tanto, una 

modificación oxidativa de STAT3 podría afectar su localización nuclear. Entonces, se 

evaluó si el tratamiento con los distintos agentes antioxidantes impedía la depleción 
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nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs. Para ello, los cultivos neuronales 

pobres en astrocitos fueron incubados con MCAControl o con MCA+AβOs o co-incubados 

con MCA+AβOs y los agentes antioxidantes por 24 horas y luego se realizó la 

inmunocitoquímica contra pSer-STAT3.  

 

 
Figura 13. El MCA+AβOs produce un aumento del peróxido de hidrógeno en el 
soma y en las neuritas. (A), Imágenes representativas de la fluorescencia de HyPer-
Cyto determinada en cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con MCA+AβOs. 

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 oxidación. Barra de escala: 10 μm. (B) El gráfico representa la cuantificación 

de razón 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, sólo EUK-134, MCI-186 y DMTU abolieron de 

forma parcial aunque significativa, la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el 

el MCA+AβOs (Figuras 14A y 14B). Los antioxidantes etil galato y tempol no generaron 

diferencias estadísticamente significativas comparado con el MCA+AβOs. Estos 

resultados sugieren que el aumento del tono oxidativo producto del MCA+AβOs es un 

determinante en la depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. 

 

 

Figura 14. Los antioxidantes EUK-134, MCI-186 y DMTU abolen parcialmente la 
depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs. (A), Imágenes 

representativas de la distribución núcleo/citoplasma pSer-STAT3 en cultivos 
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neuronales pobres en astrocitos tratados con MCA+AβOs y los agentes antioxidantes 

MCI-186, EUK-134, DMTU, Tempol o Etil galato. Sólo MCI-186, EUK-134 y DMTU 

abolen de forma parcial la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por MCA+AβOs. 
Barra de escala: 10 μm. (B), Cuantificación de la razón 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 
condición experimental. La significancia de las diferencias entre los promedios fue 
determinada por ANOVA de 1 vía, seguida del post-test Bonferroni. 
 

 

3.8 El mecanismo de depleción nuclear de pSer-STAT3 es dependiente de calcio, 

del receptor de ryanodina y parcialmente dependiente de la fosfatasa 

calcineurina 

 

Las ROS y el óxido nítrico son importantes inductores de las señales de calcio 

neuronal a través de la activación de canales de calcio intracelulares y de la membrana 

plasmática (Paula-Lima et al., 2014; Yermolaieva et al., 2000). Ya que las ROS 

aumentan los niveles de calcio en neuronas, se evaluó si las señales de calcio 

dependian de cambios del tono oxidativo inducido por el MCA+AβOs. Para ello, cultivos 

neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con los antioxidantes EUK-134 (20 

µM), MCI-186 (50 µM) o DMTU (100 µM) por 1 hora, cargados con Fluo 4-AM en 

presencia de los antioxidantes y luego fueron tratados con el MCA+AβOs o el MCAcontrol. 

Los cambios en señal de calcio fueron medidos siguiendo la fluorescencia del indicador 

Fluo-4 mediante microscopía. Se realizó una medición basal de 3 min, después se 

agregó el MCAcontrol o MCA+AβOs y se registró el efecto por 15 minutos; luego se agregó 

el ionóforo ionomicina (100 µg/mL), para alcanzar la máxima señal de Fluo-4 en cada 

célula.  
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El MCA+AβOs (curva roja) produjo un rápido y significativo aumento de la señal de calcio 

en las neuronas (al menos 2 veces el valor basal, p<0,001) comparado con el MCAcontrol 

(curva azul), la cual se mantuvo en un nivel basal durante todo el registro (Figura 15A). 

Notablemente, este aumento de la señal de calcio inducido por el MCA+AβOs fue 

constante en el tiempo, sugiriendo una posible desregulación de la homeostasis del 

calcio ya que normalmente los cambios de calcio intracelular son rápidos debido a los 

múltiples sistemas de recaptura del calcio. La pre-incubación de los antioxidantes EUK-

134 (curva gris), MCI-186 (curva amarilla) y DMTU (curva negra) evitó completamente 

el aumento de la señal de calcio inducida por el MCA+AβOs (Figura 15Ay 15B). Este 

resultado sugiere que los mediadores del MCA+AβOs inducen una fuerte señal 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+AβOs induce una potente señal de calcio en las neuronas, se quiso 

dilucidar si el calcio estaba involucrado en la depleción nuclear de pSer-STAT3. Para 

ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con el quelante de 

calcio BAPTA-AM (100 µM) por 1 hora y luego fueron estimulados con el MCA+AβOs o 

MCAcontrol por 1,5 o 3 horas y luego se procedió a realizar la inmunocitoquímica. La 

incubación del BAPTA-AM por 1 hora es suficiente para quelar el calcio intracelular 

(Paula-Lima et al., 2011). En este experimento el MCA+AβOs 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 consistió en incubar el BAPTA-AM por 1 hora, se retiró el 

medio, se hizo un lavado con PBS precalentado y luego se agregó medio neurobasal 

de mantención por 3 horas. El resultado muestra que la quelación del calcio intracelular 
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con BAPTA-AM previno la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs 

1,5 h o 3h (p<0,001), recuperando la señal a un nivel similar al control  (Figuras 15C y 

15D). Ninguno de los tratamientos experimentales generó cambios en la intensidad de 

fluorescencia de STAT3 total (Figura 15C). 

 

 
Figura 15. El MCA+AβOs induce señales de calcio mediadas por aumento del tono 
oxidativo. La quelación de calcio evita la depleción 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+AβOs o MCAcontrol. Las señales de calcio fueron registradas en función 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 condición experimental. La significancia de las diferencias entre los promedios fue 
determinada por ANOVA de 1 vía, seguido del post-test Bonferroni. (B), Cuantificación 

de la intensidad de fluorescencia de Fluo-4 (F/Fo) post-estímulo (asterisco). Los 
valores representan el promedio ± DS La significancia de las diferencias entre los 
promedios fue determinada por ANOVA de 1 vía, seguido del post-test Bonferroni. ns, 
no significativo. (C), Imágenes representativas de la señal de fluorescencia de pSer-

STAT3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos que fueron pre-incubados con y sin 
BAPTA-AM 100 μM por 1 hora antes de la incubación del MCAcontrol o el MCA+AβOs (por 
1,5 o 3 horas). Barra de escala: 20 μm. (D), Cuantificación de la razón de 

inmunofluorescencia de pSer-STAT3 en el núcleo y en el citoplasma mostrado en (C). 
Los valores representan el promedio ± SEM de 3 experimentos independientes, en 
donde se analizaron 100 células por condición experimental. La significancia de las 
diferencias entre los promedios fue determinada por ANOVA de 1 vía, seguido del 
post-test Bonferroni.  
  

 

Estos resultados sugieren que las señales de Ca2+ inducidas por el MCA+AβOs: 1) 

dependen de cambios en el tono oxidativo de las neuronas y 2) median la depleción 

nuclear del pSer-STAT3 neuronal. 

 

El aumento de calcio inducido por el MCA+AβOs podría ser mediado por los receptores 

de ryanodina (RyR), ya que estos canales de calcio son altamente sensibles a 

estímulos 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 AβOs estimulan la liberación de calcio a través del RyR (Paula-Lima et al., 2011) y 

que en específico, la mediación por RyR2 es crucial para la entrada de calcio en la red 

mitocondrial y su posterior fragmentación (SanMartin et al., 2017).  
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Figura 16. El receptor de ryanodina media el aumento de calcio inducido por el 
MCA+AβOs. (A), Imágenes representativas de la señal de fluorescencia de pSer-STAT3 

en cultivos neuronales pobres en astrocitos que fueron incubados con y sin ryanodina 
50 µM por 1 hora y luego fueron estimulados con MCA+AβOs o con MCAcontrol por 3 
horas. Barra: 20 μm. (B), Cuantificación de la razón de inmunofluorescencia de pSer-
STAT3 en el núcleo y en el citoplasma mostrado en (A). Los valores representan el 

promedio ± SEM, se midieron 100 células por cada condición experimental en 3 
experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios 
fue determinada por ANOVA de 1 vía, seguida del post-test Bonferroni. (C) Cultivos 

neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con ryanodina (50 µM) o 
BAPTA-AM (100 µM) por 30 min, cargados con Fluo-3-AM por 30 min y luego 
estimulados con CMC, MCAcontrol o MCA+AβOs. Las señales de calcio fueron registradas 

en función 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 condición experimental. (D), Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia de Fluo3 (F/Fo) post estímulo (asterisco). La significancia de las 
diferencias entre los promedios fue determinada por ANOVA de 1 vía, seguido del 
post-test Bonferroni. ns, no significativo. 
 

Considerando que el MCA+AβOs aumenta el tono oxidativo de las neuronas, induciendo 

aumentos de calcio y que la quelación del calcio inhibe la depleción nuclear de pSer-

STAT3, se evaluó la participación del RyR en la depleción nuclear de pSer-STAT3. 

Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron pre-incubados con ryanodina 

50 µM (concentración inhibitoria) por 1 hora y luego fueron tratados con el MCA+AβOs o 

el MCAcontrol por 3 horas. El control de ryanodina consistió en una incubación de 

ryanodina por 1 hora, se retiró el medio, se hizo un lavado con PBS precalentado y 

luego se agregó medio neurobasal de mantención por 3 horas. Finalmente, las células 

fueron fijadas y se realizó una inmunocitoquímica contra pSer-STAT3.  

 

La inhibición del RyR con ryanodina (50 µM) suprimió significativamente el efecto del 

MCA+AβOs (p<0,001), evitando la depleción de la señal de pSer-STAT3 nuclear 

obteniéndose una señal de fluorescencia similar a la observada con el MCAcontrol 

(p>0,05, ns) (Figura 16A y 16B). La ryanodina por sí sola no afectó de forma 

estadísticamente significativa la distribución nuclear de pSer-STAT3 comparada con el 

MCAcontrol (p>0,05, ns) (Figura 16A y 16B). Ninguno de los tratamientos experimentales 

generó cambios significativos en la intensidad de fluorescencia de STAT3 total (Figura 

16A). 

 
Para probar que la ryanodina estaba realmente inhibiendo al RyR de forma específica, 

se analizaron las señales de calcio en cultivos neuronales pobres en astrocitos que 

habían sido pre-incubadas con ryanodina 50 µM por 1 hora y luego se agregó 4-cloro-
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m-cresol (4-CMC, 500 µM), un potente y específico agonista del RyR (Herrmann-Frank 

et al., 1996). Si bien estudios farmacológicos clásicos sugieren que la dosis de 4-CMC 

que produce la máxima liberación de calcio es 1 mM (Zorzato et al., 1993), hay 

evidencia reciente que demuestra que concentraciones ≥ 1 mM de 4-CMC producen 

inhibición del RyR (Al-Mousa and Michelangeli, 2009) por esta razón se usó 500 µM 

(Figura 16C). Como se esperaba, la preincubación con ryanodina produjo una 

inhibición completa del RyR, impidiendo que 4-CMC pudiese promover la liberación de 

calcio desde el retículo hacia citoplasma (curva azul) (Figura 16C). Es posible que la 

ryanodina no haya inhibido todos los receptores de ryanodina, de esta forma, la 

aplicación de 4-CMC podría haber permitido una ligera salida de calcio a través del 

RyR y al abrirse el canal la ryanodina podría unirse a éste inhibiéndolo, bajando la 

disponibilidad de calcio intracelular y por lo tanto, la señal de fluorescencia del Fluo-3.  

Para dilucidar si la intensidad de la señal de Fluo-3 producto de la liberación de calcio 

desde el retículo endoplasmático es similar a la observada con el MCA+AβOs, a las 

células cargadas con Fluo-3 se les agregó 4-CMC al baño y se registró su efecto por 

varios minutos (curva gris). El 4-CMC indujo una rápida y potente alza de la señal de 

calcio intracelular (3,5 veces más que el MCAcontrol) similar en magnitud a la observada 

con el MCA+AβOs, pero con una cinética distinta ya que esta señal declinó en el tiempo 

en concordancia con un buen funcionamiento de la homestasis del calcio. Dado que la 

señal de calcio producto de la estimulación con el MCA+AβOs se mantiene elevada en el 

tiempo, se podría sugerir que el MCA+AβOs 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 µM) por 1 hora y luego se les 
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agregó 4-CMC (curva roja) (Figura 16C). Dado que el BAPTA quela todo el calcio 

intracelular, se espera que 4-CMC libere rápidamente el calcio desde el retículo 

endoplasmático y éste sea secuestrado por el BAPTA, por lo tanto, la señal de calcio 

debería aumentar rápidamente y luego disminuir. Tal como se esperaba, tras la 

quelación del calcio intracelular el 4-CMC generó una rápida señal de calcio y luego 

una caída abrupta de la intensidad de Fluo-3, debido al efecto quelante del BAPTA. Ya 

que la concentración de 4-CMC utilizada es alta, se genera una segunda señal de 

calcio la cual es quelada lentamente en el tiempo (Figura 16C). Probablemente, el 4-

CMC produce una liberación masiva de calcio alcanzando una concentración 

intracelular cercana al rango milimolar, haciendo que el BAPTA no pueda contener 

(buferizar) tal concentración 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+AβOs, que es necesario para la depleción nuclear de pSer-STAT3 

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

 

Hasta ahora, los resultados obtenidos sugieren que mediadores presentes en el medio 

condicionado, tras el tratamiento de astrocitos primarios con los AβOs, inducen señales 

de calcio en las neuronas, lo cual podría reclutar alguna serina/treonina fosfatasa 

dependiente de calcio, tal como calcineurina, la cual eventualmente podría catalizar la 

defosforilación del residuo serina 727 de STAT3. Alternativamente, el eje de señales 

ROS-calcio podría inhibir la actividad de una fosfoserina quinasa relevante para la 

fosforilación de pSer-STAT3.  
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Para determinar la participación de calcineurina en la desfosforilación de la serina 727 

de STAT3 tras el tratamiento con el MCA+AβOs, 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 Bioquímica 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 último adenovirus expresa la secuencia de la enzima β-

galactosidasa (Ad-LacZ), la cual se utilizó como un adenovirus control que permitió 

establecer el porcentaje de células infectadas a través de la identificación 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 expresión 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 y 

Ad-CN tenían la habilidad de disminuir o aumentar los niveles de la proteína RCAN1, el 

cual es un inhibidor endógeno de la actividad de calcineurina cuya expresión aumenta 

con la mayor actividad de cacineurina. Además, fue necesario determinar si Ad-CN y 

Ad-CAIN inducían o no la translocación nuclear del factor de transcripción NFATc4 en 

las neuronas, respectivamente (Figura 23A y 23B, Anexo). Ad-CAIN, Ad-CN y LacZ 

fueron utilizados con un índice de multiplicidad (MOI) de 1000 y el tiempo de 

transducción fue de 8 horas en un medio neurobasal sin B27 a 37°C.  
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La transducción de neuronas primarias con el Ad-CAIN previno de forma significativa la 

depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs (p<0,001), aunque la señal 

de fluorescencia de pSer-STAT3 no alcanzó el nivel del MCAcontrol  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 MCAcontrol 

sin infectar (p>0,05). A su vez, la transducción de las células con el adenovirus Ad-CN, 

aumentó la depleción nuclear de pSer-STAT3 producida por el MCA+AβOs comparado 

con la condición MCA+AβOs 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 

disminución del 25% de la señal nuclear de pSer-STAT3 comparada con el MCAcontrol 

sin infectar (p<0,001), una disminución pequeña comparado con lo esperado si fuese el 

único componente involucrado en la desfosforilación del residuo serina 727 (Figuras 

17A y 17B). El uso del Ad-LacZ demostró que la transducción de loc cultivos con los 

adenovirus no afectó la señal nuclear de pSer-STAT3. Estos son los primeros 

resultados que conectan la depleción nuclear de pSer-STAT3 con la posible activación 

de la fosfatasa calcineurina, en el contexto del cambio en la interacción entre astrocitos 

y neuronas inducida por AβOs. 

 

 



 

 

86 

 

Figura 17. La inhibición de calcineurina abole o previene la depleción nuclear de pSer-
STAT3. La expresión de una calcineurina constitutivamente activa causa una 
disminución de pSer-STAT3 nuclear . (A), Imágenes representativas de la distribución 

núcleo/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+AβOs o MCAcontrol por 24 horas. 
Barra de escala: 20 μm. (B), Cuantificación de la razón de inmunofluorescencia de 

pSer-STAT3 en el núcleo y en el citoplasma mostrado (A). Los valores representan el 
promedio ± SEM, se midieron 100 células por cada condición experimental en 3 
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experimentos independientes. La significancia de las diferencias entre los promedios 
fue determinada por ANOVA de 1 vía, seguida del post-test Bonferroni.  
 
 
Ya que el Ad-CN no generó una depleción absoluta de la fosforilación del residuo 727 

de STAT3 medido por inmunocitoquímica, se evaluó el nivel de fosforilación 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 sometió al tratamiento con MCAcontrol o MCA+AβOs por 24 

horas y se hizo la extracción de proteína totales. La comparación se hizo con respecto 

a los cultivos neuronales no transducidos. 

 

En las muestras sin infectar, el MCA+AβOs produjo una disminución leve y no 

significativa de la fosforilación de serina 727, sin cambios en los niveles de la proteína 

STAT3 (Figura 18A y 18B). Si bien la transducción de los cultivos con el Ad-CAIN no 

produjo diferencias significativas con respecto al MCAcontrol sin infectar, la inhibición de 

calcineurina con el péptido CAIN no produjo un aumento significativo de la fosforilación 

en serina 727 ni causó un aumento significativo de STAT3 total, a diferencia de lo que 

reportó (Murase, 2013) en neuronas durante el desarrollo, en donde calcineurina 

promovió la degradación de STAT3 mediante la vía ubiquitin-proteosoma. Si bien, la 

transducción de los cultivos neuronales con el Ad-CN redujo los niveles de la 

fosforilación del residuo serina 727, las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas comparadas con el MCAcontrol o MCA+AβOs sin infectar (Figura 18A y 18B). 

La infección con el virus LacZ no evidenció cambios en la fosforilación del residuo 

serina 727 comparado con el MCAcontrol sin infectar (ns, Figura 18A y 18B). Las únicas 
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diferencias significativas que se obtuvieron fueron en los niveles de fosforilación de la 

serina 727 cuando se comparan las condiciones antagonistas, es decir, la condición 

MCAcontrol de la muestra infectada con el Ad-CAIN versus el Ad-CN (p<0,05) y cuando 

se comparan la condición MCA+AβOs de la muestra infectada con el Ad-CAIN versus el 

Ad-CN (p<0,001). La infección con el Ad-LacZ no afectó la fosforilación 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 podría estar involucrada en el proceso de desfosforilación 

de serina 727 de STAT3, sin embargo, no es la principal molécula involucrada en ese 

proceso. 
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Figura 18. La fosforilación del residuo 727 de STAT3 no aumenta ni disminuye 
significativamente con la infección de los adenovirus Ad-CAIN y Ad-CN 
comparado con las muestras sin infectar. La sobreexpresión o inhibición de 
calcineurina no afecta significativamente los niveles de la proteína 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), Análisis densitométrico de la 
fosforilación del residuo serina 727 y de la proteína 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 vía, seguida del post-test Bonferroni. 
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3.9 El MCA+AβOs potencia la apoptosis inducida por un estímulo excitotóxico 

 

STAT3 regula la expresión de diversos genes de sobrevivencia y se ha evidenciado 

que promueve la sobrevivencia de neuronas adultas bajo condiciones normales 

(Murase et al., 2012) y patológicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). Además, 

el estrés oxidativo induce modificaciones oxidativas reversibles o irreversibles en 

STAT3, entre ellas se ha evidenciado: 1) la oxidación de cisteínas críticas involucradas 

en la interacción con el ADN (Li et al., 2010); 2) oligomerización (Li et al., 2010; Li and 

Shaw, 2004; Sobotta et al., 2015) y 3) S-glutationilación (Butturini et al., 2013; Butturini 

et al., 2014; Xie et al., 2009). Estos cambios sugieren que modificaciones oxidativas de 

STAT3 podrían afectar su actividad transcripcional. Por largo tiempo la actividad 

transcripcional de STAT3 ha sido ligada específicamente a la fosforilación en la tirosina 

705, sin embargo, la fosforilación en serina es necesaria para obtener la máxima 

actividad transcripcional.  

 

Para evaluar si el MCA+AβOs modifica la actividad transcripcional de STAT3, cultivos 

neuronales pobres en astrocitos fueron estimulados con MCA+AβOs o MCAcontrol por 24 

horas y se determinó la expresión 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 apoptótica. 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+AβOs comparado con el MCAcontrol (Figura 18A), 

mientras que la disminución de la expresión de Bcl-xL no fue estadísticamente 
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significativa debido a la gran dispersión de los datos. La expresión de Bax no fue 

alterada con la aplicación del MCA+AβOs (p>0,05; ns). Además, el MCA+AβOs produjo un 

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

 

Dado que los antioxidantes impedían o revertían el aumento del tono oxidativo inducido 

por el MCA+AβOs y que algunos de ellos, como EUK-134, también abolían parcialmente 

la depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas, se evaluó si EUK-134 revertía o 

no la disminución de la expresión de Bcl-2, survivina, Bcl-xL inducida por el MCA+AβOs.  

 

Para esto, cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con EUK-134 (20 

µM) en presencia o ausencia del MCA+AβOs por 24 horas y luego determinamos la 

expresión 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 mantención. 

 

La co-incubación de EUK-134 con el MCA+AβOs logra 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 estadísticamente significativas (Figura 19A). En la razón pro-

apoptóticaBax/Bcl-2 la co-incubación de el MCA+AβOs con EUK-134 disminuye la razón 

a un nivel similar al MCAcontrol pero no presenta diferencias significativas con respecto al 

MCA+AβOs debido a la gran dispersión de los datos (Figuras 19A y 19B). En el caso del 

control EUK-134, sólo la expresión de Bcl-2 aumentó significativamente con respecto a 

la condición MCAcontrol (p<0,05). Estos resultados sugieren que el MCA+AβOs disminuye 

el ARNm de Bcl-2 y survivina. El antioxidante EUK-134 genera un efecto positivo en la 

expresión de esos genes, sin embargo, la co-incubación de EUK-134 con el MCA+AβOs 
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no logra compensar significativamente el efecto del MCA+AβOs en esos genes. Esto está 

en concordancia con la Figura 14B en donde se muestra que evitar el aumento del tono 

oxidativo no es suficiente para impedir la depleción nuclear de pSer-STAT3 en las 

neuronas.  

 

Dado que Bcl-2 heterodimeriza con Bax y previene la formación del poro de transición 

mitocondrial (MPTP) y que survivina previene la activación de las caspasas, es posible 

que la disminución de Bcl-2 y survivina mediada por el MCA+AβOs podría promover la 

muerte apoptótica, al menos en la etapa inicial favoreciendo la formación del MPTP y la 

activación de las caspasa, un evento posterior al MPTP.  

 



 

 

93 

 

Figura 19. El MCA+AβOspromueve una disminución de la expresión de los genes 
blancos de sobrevida de STAT3, Bcl-2 y survivina, y aumenta la razón pro-
apoptótica Bax/Bcl-2 en las neuronas. Sin embargo, la co-incubación del 
MCA+AβOs con EUK-134 no recupera los niveles de expresión de esos genes. (A), 

ARNm 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 MCAcontrol, 
MCA+AβOs, EUK-134 (20 µM) o la co-incubación EUK/MCA+AβOs 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), Razón pro-

apoptótica Bax/Bcl-2. Los valores representan el promedio ± SEM de 5-6 experimentos 
independientes. La significancia estadística fue evaluada mediante t-test.  
 
 
El siguiente paso fue determinar si el MCA+AβOs producía la ejecución de la muerte 

apoptótica a través de la activación de la caspasa 3 y la observación de núcleos 

apoptóticos (condensados). Para ello, se determinó la activación de caspasa 3 
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mediante inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo específico que detecta los niveles 

endógenos 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 

activación de esta caspasa. La evaluación de los núcleos apoptóticos se realizó 

mediante el ensayo de TUNEL utilizando el kit DeadEndTM Fluorometric TUNEL system 

(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Para ello, cultivos neuronales pobres en astrocitos se trataron con el MCAcontrol o el 

MCA+AβOs por 24 horas y se evaluó la presencia del fragmento largo de la caspasa-3 en 

las neuronas. 

 

El MCA+AβOs no produjo una significativa activación de la caspasa-3, comparado con el 

MCAcontrol (Figura 20A, B). Los cultivos pre-tratados con AraC son más sensibles que 

los cultivos sin esta droga ya que se ha reportado que AraC induce apoptosis mediante 

la activación de caspasa-3 (Datta et al., 1996) y eso explica el porcentaje basal de 

neuronas con caspasa-3 activada (aproximadamente 8-10 neuronas/campo que están 

en apoptosis).  

 

La concentración de AβOs que se utilizó 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 AβOs afectan la plasticidad sináptica 

en las neuronas. Entonces, se evaluó si el El MCA+AβOs producía sensibilidad a la 

muerte apoptótica en presencia de un estímulo excitotóxico como el exceso de 

glutamato o de NMDA. La sobreactivación excitotóxica, 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). Además, los 

mecanismos de reciclaje/recaptura de glutamato en los astrocitos están 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 AβOs (Abdul et al., 2009).  

 

Para probar si el MCA+AβOs inducía sensibilidad a la muerte apoptótica, cultivos 

neuronales pobres en astrocitos fueron incubados con NMDA (50 o 100 µM) en 

presencia o ausencia del MCA+AβOs por 24 horas y luego se hizo la inmunocitoquímica 

contra caspasa-3 activada. El medio de tratamiento fue medio neurobasal 

suplementado con B27, tal como se usó en (Wang et al., 2000) y las concentraciones 

excitotóxicas 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 

Ca2+/ATPasa del retículo endoplasmático, induce la apoptosis al incrementar el calcio 

intracelular mediante el vaciamiento del retículo (Rogers et al., 1995). Tapsigargina (20 

µM) por 1 hora fue usada como control positivo de muerte apoptótica. 

 

Tal como se esperaba, la aplicación de NMDA 50 o 100 µM produjo un considerable 

aumento (p<0,001) de caspasa-3 activada en las neuronas (4 y 5 veces más que el 

MCAcontrol, respectivamente). El co-tratamiento de las dos concentraciones de NMDA 

con el MCA+AβOsprodujo un aumento significativo (p<0,001) de la activación de 

caspasa-3 comparado con los tratamientos con NMDA solo sugiriendo un efecto 

sinérgico entre un estímulo excitotóxico y el MCA+AβOs (Figura 20B). La distribución 

nuclear de caspasa-3 activada está en concordancia con reportes anteriores (Kamada 

et al., 2005), ya que la gran mayoría de sus blancos moleculares corresponden a 

proteínas 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 aproximación fue establecer la presencia de núcleos apoptóticos producto 

de la fragmentación del ADN nuclear a través del ensayo fluorimétrico TUNEL. En 

resumen, el ensayo consiste en la incorporación del nucleótido dUTP-12-fluoresceína 

en el terminal 3´ del ADN usando la enzima recombinante deoxinucleotidil terminal 

transferasa (rTdT). El ADN marcado con dUTP-12-fluoresceína puede ser visualizado 

mediante microscopía de fluorescencia o citometría de flujo. Los núcleos totales se 

tiñeron con DAPI.  

 

Entonces al igual que en el experimento anterior, cultivos neuronales pobres en 

astrocitos fueron incubados con NMDA (50 o 100 µM) en presencia y ausencia de 

MCA+AβOs por 24 horas y luego se hizo el ensayo de TUNEL según las indicaciones 

sugeridas en el kit. Tapsigargina (20 µM) por 1 hora fue usada como control positivo.  
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Figura 20. El MCA+AβOs potencia el efecto de altas concentraciones de NMDA de 
promover la activación de caspasa-3 en las neuronas. (A) Imágenes 
representativas de la caspasa-3 activada en neuronas después de 24 horas de co-
incubación de MCA+AβOs con NMDA (50 µM y 100 µM). MCAControl fue usado como 

medio control y tapsigargina 20 µM se usó como inductor de muerte apoptótica (control 
positivo). Caspasa-3 activada se visualiza en verde, el marcador neuronal βIII-tubulina 
en rojo y DAPI en magenta. Barra 10µm. (B), Cuantificación del panel A. Las barras 

representan el promedio ± SEM de 3 experimentos independientes. Se contó el 
número de células caspasa-3 positivas por cada condición experimental y se normalizó 
con respecto al control. La significancia de las diferencias fue determinada por ANOVA 
de 1 vía, post-test Bonferroni. 
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Consistente con el resultado anterior, el MCA+AβOs no generó un aumento significativo 

del número de núcleos TUNEL positivos comparado con el MCAcontrol (Figura 21A). El 

tratamiento con NMDA 50 µM genera un promedio de 26% de células TUNEL positivas, 

casi el doble que el MCAcontrol o el MCA+AβOs (p<0,001). No obstante, el tratamiento del 

MCA+AβOs con NMDA 50 µM sólo produce un 29% de núcleos apoptóticos/campo, un 

aumento significativo comparado con MCA+AβOs (p<0,001) pero no significativo con 

respecto a NMDA 50 µM (ns, Figura 21B). La incubación con NMDA 100 µM produce 

un 31% de células TUNEL positivas y el tratamiento de NMDA 100 µM con MCA+AβOs 

genera un 38% de núcleos apoptóticos/campo, una diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al medio MCA+AβOs y a la condición NMDA 100 µM (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+AβOs no produce un aumento significativo de la ejecución de la muerte 

apoptótica, evaluada por la activación de la caspasa ejecutora caspasa-3 o la 

fragmentación del ADN. Sin embargo, el MCA+AβOs en presencia de un estímulo 

excitotóxico, 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+AβOs potencia el efecto de altas concentraciones de NMDA de 
aumentar el número de núcleos apoptóticos. (A) Imágenes representativas del 
ensayo de TUNEL después de 24 horas de la co-incubación de MCA+AβOs con NMDA. 

MCAControl fue usado como medio control y tapsigargina 20 µM se usó como control 
positivo. Los núcleos apoptóticos marcados con nucleótido dUTP-12-fluoresceína se 
visualizan en verde y los núcleos totales en magenta. La sobreposición del color 
magenta y verde se distingue en color blanco y se indica con flechas rojas. Barra de 
escala: 10µm. (B), El porcentaje de núcleos apoptóticos se obtuvo contando el número 

de núcleos apoptóticos dividido por el número total de células en el campo por 100, 
para cada una de las 10 imágenes de cada condición experimental. Luego los valores 
se normalizaron con respecto al control. Las barras representan el promedio ± SEM en 
cada condición experimental. La significancia de las diferencias fue determinada por 
ANOVA de 1 vía, post-test Bonferroni de 3 experimentos independientes.  
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4. DISCUSIÓN 

 

En esta tesis exploramos la interacción entre los AβOs, los astrocitos y las neuronas, y 

probamos si los astrocitos estimulados con los AβOs se activaban y generaban 

mediadores que producían cambios en la expresión de genes asociados a viabilidad 

neuronal. Los resultados sugieren que pSer-STAT3 neuronal, una de las formas 

fosforiladas de STAT3, es importante para la expresión de genes blancos cuya 

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

 

4.1 Concentraciones subletales de AβOs producen la depleción nuclear de pSer-

STAT3 en las neuronas 

 

La máxima actividad transcripcionalde STAT3 se obtiene tras la fosforilación del 

residuo serina 727 (Decker and Kovarik, 2000; Wen et al., 1995), sin embargo, los 

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

 

Nosotros encontramos que el tratamiento de cultivos neuronales ricos en astrocitos con 

concentraciones sub-letales de AβOs disminuyó la localización nuclear de pSer-STAT3 

en las neuronas con un comportamiento en forma de U. Mientras que a 

concentraciones entre  0,05- y 0,1 µM no se observa un cambio en la señal nuclear de 

pSer-STAT3, entre 0,2-0,5 µM  hay una disminución de la señal y a concentraciones de 

1-5 µM hay un aumento de la señal nuclear de pSer-STAT3, sin diferencias 

significativas con respecto a la situación control. Dado que los dimeros, trímeros y 

tetrámeros actúan como núcleos de agregación de Aβ generando oligómeros 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 fibrilación es un proceso  

altamente favorecido por el aumento de la concentración de Aβ y el tiempo transcurrido 

a 37°C (Pike et al., 1991; Stine et al., 2003), es posible que la formación de oligómeros 

de alto peso molecular o fibrillas disminuya la disponibilidad de oligómeros pequeños 

en el espacio extracelular, generando un efecto menos tóxico  y por lo tato, no se 

observe un efecto en la señal de pSer-STAT3. Los oligómeros solubles son más 

neurotóxicos que las protofibrillas, ya que afectan principalmente la actividad sináptica 

y la potenciación a largo plazo (Ferreira et al., 2015; Lambert et al., 1998; Shankar et 

al., 2007). 

 

Todas las especies oligoméricas identificadas en nuestra preparación han sido ligadas 

a los efectos tóxicos del Aβ (Benilova et al., 2012; Ono et al., 2009) a excepción del 

monómero, el cual ha sido descrito como neuroprotector (Giuffrida et al., 2009). Si bien 

aún existe controversia acerca de cuál especie soluble es la más tóxica, los oligómeros 

de bajo peso molecular (dímeros estables en SDS, trímeros y tetrámeros) causan 

pérdida de la sinapsis (Shankar et al., 2007) y afectan fuertemente la plasticidad 

sináptica (Ferreira et al., 2015) y al citoesqueleto (Brouillette et al., 2012; Davis et al., 

2011). Dímeros aislados de cerebros de pacientes o de líquido encefaloraquídeo 

afectan las sinapsis in vivo (Klyubin et al., 2008; Shankar et al., 2008) y su 

neutralización con anticuerpos monoclonales corrige los defectos en la plasticidad 

sináptica (Klyubin et al., 2008; O'Nuallain et al., 2011). Los trímeros correlacionan con 

la neurotoxicidad in vitro (Hung et al., 2008; Townsend et al., 2006).Por su parte, los 

oligómeros 9-mers y los 12-mers han sido ligados al déficit cognitivo y de memoria en 

animales transgénicos (Lesne et al., 2006). 

 



 

 

102 

4.2 La interacción astrocito-neurona media la depleción nuclear de pSer-STAT3 

inducida por los AβOs. 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA), al igual que otras enfermedades 

neurodegenerativas, está acompañada por una marcada activación glial (Bouvier and 

Murai, 2015; Heneka et al., 2015). Aunque es un fenómeno más notorio alrededor de 

los depósitos de Aβ en las etapas tardías de la enfermedad, las microglias y astrocitos 

activados también aparecen al comienzo de los síntomas clínicos (Carter et al., 2012; 

Scholl et al., 2015; Yokokura et al., 2017), sugiriendo que estrategias de modulación 

glial podrían enlentecer la progresión de la EA: Los fenotipos activados de las células 

gliales se relacionan con las características del insulto y finalmente se convierten en 

importantes perpetradores de la respuesta inflamatoria y potencialmente de la 

disfunción neuronal. 

 

El factor de transcripción STAT3 es importante en la respuesta de “sobrevivencia” 

neuronal en condiciones patológicas (Jung et al., 2009; Schweizer et al., 2002). En esta 

tesis se mostró que el tratamiento de cultivos neuronales ricos en astrocitos con los 

AβOs no cambió la localización de STAT3 total o de pTyr-STAT3, sugiriendo que los 

AβOs sólo producen un efecto en la depleción 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 depleción nuclear de pSer-STAT3 (Figura 5) ni 

cambios en la fosforilación del resido serina 727 (Figura 7) se observaron en los 

cultivos neuronales pobres en astrocitos tratados con AβOs. Esos resultados sugieren 

que la depleción nuclear de pSer-STAT3 requiere de la presencia de astrocitos(Figuras 

5A y 5B) y de algún mediador liberado por ellos ya que la adición de un medio 
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condicionado de astrocitos (previamente estimulado con 1 o 3 dosis de AβOs 

(MCA+AβOs) a los cultivos neuronales pobres en astrocitos, causó una depleción nuclear 

de pSer-STAT3 similar a la observada en los cultivos neuronales ricos en astrocitos y 

dependió de la dosis de AβOs utilizada (Figura 5E, F). Además, se demostró que los 

AβOs indujeron la activación de los astrocitos mediante un notorio aumento de STAT3 

en el núcleo 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 estimulación con los AβOs podrían liberar 

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

 

Notablemente, identificamos mediante inmunocitoquímica y western blot que los 

niveles de pSer-STAT3 total, nuclear y citoplasmático en las neuronas disminuyeron 

significativamente después del tratamiento de los cultivos neuronales ricos en 

astrocitos con AβOs o después del tratamiento de los cultivos neuronales pobres en 

astrocitos con el MCA+AβOs (Figura 8A y 8B). Estos resultados sugieren la 

desfosforilación del residuo serina 727 de STAT3 mediado por una serina fosfatasa. 

Calcineurina es una serina/treonina fosfatasa que podría ser estar implicada en este 

proceso ya que los A𝛽Os aumentan la proteólisis de calcineurina en neuronas 

hipocampales de cultivo primario, generando una variante activa constitutuvamente 

(Mohmmad Abdul et al., 2011). Además, la calcineurina truncada aumentó la actividad 

de caspasa 3 y la apoptosis en el hipocampo del ratón transgénico Tg2576-APPswe 

(D'Amelio et al., 2011), sugiriendo una pérdida de la sobrevida neuronal que podría ser 

mediada por STAT3. 



 

 

104 

4.3 Los mediadores liberados en el MCA+AβOs 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 clásicamente la presencia del lipopolisacácarido (LPS) 

(Yang et al., 1998) y el péptido Aβ. Los TLRs inducen la activación de las vías de 

señalización intracelular que favorecen la expresión de la óxido nítrico sintasa (iNOS) y 

la activación del complejo de la NADPH oxidasa (NOX), produciendo la liberación de 

óxido nítrico y H2O2, respectivamente (Forloni et al., 1997; Tahara et al., 2006).  

 

Por otra parte, los AβOs disminuyen los niveles de glutatión 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 Aβ. En 

nuestro modelo experimental, los AβOs indujeron un fenotipo reactivo en los astrocitos 

que estimuló la liberación de H2O2 y óxido nítrico. Mediante el ensayo de catalasa 

extracelular en un cultivo de neuronas rico en astrocitos, se demostró que la 

neutralización del H2O2 eliminó completamente la depleción nuclear de pSer-STAT3 

inducida por los AβOs. Sin embargo, el complejo NOX está presente en astrocitos y en 

neuronas, por lo tanto, los AβOs podrían estar activando a la NOX de ambos tipos 

celulares. Asi como hay evidencias que los AβOs 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 AβOs inducen la producción 

de ROS en las neuronas a través de la activación de la NOX (Brennan et al., 2009; 
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Shelat et al., 2008) y que esa activación genera una alteración en la plasticidad 

sináptica y problemas de memoria (Kishida and Klann, 2007). Por lo tanto, en ese 

ensayo (Figura 9A y B), no se puede asegurar que el H2O2 neutralizado por la enzima 

provenga exclusivamente de los astrocitos. Sin embargo, el ensayo con Amplex Red® 

permitió dilucidar que el medio condicionado de los astrocitos estimulados con los 

AβOs (MCA+AβOs) posee aproximadamente tres veces más concentración de H2O2 

comparado con el MCAcontrol, el cual no fue tratado con los AβOs (Figura 9C), lo cual 

indica que nuestra preparación de AβOs activa a los astrocitos primarios y genera un 

aumento significativo del H2O2 en el medio condicionado que luego se usa en los 

cultivos neuronales pobres en astrocitos.  

 

El experimento donde se usó la catalasa sugirió que el H2O2 podría ser el principal 

mediador liberado ya que esta enzima recuperó en un 100% la localización nuclear de 

pSer-STAT3, sin embargo, la hemoglobina produjo una recuperación parcial aunque 

mayor a la esperado (aproximadamente el 70% de la respuesta). La hemoglobina es 

conocida por ser un fuerte neutralizador de óxido nítrico (Martin et al., 1985), no 

obstante, se ha sugerido que la hemoglobina posee actividad peroxidasa (Widmer et 

al., 2010) en presencia de los nucleótidos piridínicos NADH y NADPH, con una 

capacidad menor que catalasa pero mucho mayor que el sistema glutatión peroxidasa- 

glutatión reductasa (Masuoka et al., 2003). La hemoglobina se oxida en presencia del 

H2O2 y los nucleótidos de piridina permiten su reducción. Esta actividad peroxidasa 

podría en parte explicar la gran recuperación observada en la Figura 11. 

 

La activación de la iNOS ha sido demostrado en astrocitos estimulados con oligómeros 

del péptido Aβ 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 participación de citoquinas pro-

inflamatorias (Akama et al., 1998; Rossi and Bianchini, 1996; Urrutia et al., 2017). El 

óxido nitrico, al igual que el peróxido de hidrógeno, actúa como un segundo mensajero 

o como una molécula oxidante dependiendo de su concentración. La producción 

excesiva de óxido nítrico se ha vinculado con la apoptosis aunque su efecto pro-

apoptótico es extremadamente controlado. Mas bien, la apoptosis se correlaciona con 

el aumento de los niveles de las proteínas modificadas por el óxido nítrico (Lechner et 

al., 2005), principalmente por la S-nitrosilación de proteínas, el cual es el mecanismo 

mejor estudiado de las modificaciones inducidas por el óxido nítrico (Lillig and 

Holmgren, 2007; Lipton et al., 1998). La S-nitrosilación involucra el acoplamiento de 

óxido nítrico (NO) al grupo sulfidrilo de las cisteínas y constituye un importante 

mecanismo que regula la actividad biológica de varias proteínas y por lo tanto, de una 

plétora de procesos biológicos (Lillig and Holmgren, 2007; Wang et al., 2010). 

Entonces, la excesiva producción de óxido nitrico podría estar produciendo 

modificaciones oxidativas en las neuronas y en los astrocitos, ya que ambos tipos 

celulares expresan la iNOS, generando perturbaciones de la señalización celular y en 

biomoléculas esenciales 

 

Por otra parte, los AβOs indujeron un aumento significativo de los niveles de expresión 

de los ARNm de IL-6 y TNFα (p<0,01 y p<0,05, respectivamente) en los astrocitos 

primarios (Munoz et al., 2018). Sin embargo, sólo la secreción de IL-6 presentó un 

aumento estadísticamente significativo tras la exposición a los AβOs (p<0,05, Figura 

10B). La secreción de TNF-α en el medio condicionado no varió entre el MCAcontrol y el 

MCA+AβOs, manteniéndose como una secreción basal. Dado que IL-6 no es una 

citoquina iniciadora de la respuesta inflamatoria (como lo es TNF-α) sino más bien es 
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una citoquina reguladora, el aumento de la expression y secreción no es suficiente 

para activar fuertemente a los astrocitos. Hay evidencias que en estados inflamatorios 

o en enfermedades, TNF-α y otros mediadores como IL-1β son predominantemente 

secretados por las microglias activadas. La secreción de TNF-α e IL-1β activa a las 

células gliales de forma autocrina y paracrina, induciendo una mayor producción de 

citoquinas y astrogliosis, generando un círculo vicioso que conlleva a la degeneración 

neuronal (Glass et al., 2010). Dado que se trabajó con un cultivo de astrocitos 

purificados más que cultivos de glia mixta (astrocitos-microglias), no se logró 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 regulación de la 

respuesta inflamatoria (Raivich et al., 1999). IL-6 pertenece a la familia de las 

citoquinas neuropoietinas (Hopkins and Rothwell, 1995) y tiene efectos neurotróficos 

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 producción 

de proteínas asociada a la fase de respuesta aguda. STAT3 controla la expresión 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-α, éste juega un rol 

esencial en la iniciación y regulación de la cascada de citoquinas durante la respuesta 

inflamatoria. Ya que los niveles de expresión de TNF-α en un cerebro sano son bajos, 

es difícil determinar el rol preciso de esta citoquina bajo condiciones fisiológicas. TNF-α 

tiene la habilidad de iniciar cascadas inflamatorias, modificando la actividad y función 

de los astrocitos (Belanger et al., 2011; Dumont et al., 2014; van Kralingen et al., 2013), 

induciendo vías inflamatorias dependientes de NF-κβ (Phulwani et al., 2008) y STAT3 
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(Ben Haim et al., 2015), gatillando la producción de citoquinas como IL-6 (Aloisi et al., 

1992; Norris et al., 1994; Sawada et al., 1992) e IL-1β (Didier et al., 2003). La 

interleuquina IL-1β 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 AβOs inducen la maduración de IL-1β en la microglia aumentando su 

neurotoxicidad (Parajuli et al., 2013). Los astrocitos primarios muestran un aumento de 

pro-IL-1β tras la exposición a AβOs 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-1β madura, en las etapas tardías de la enfermedad 

(Bouvier et al., 2016). Quizás es posible observar una mayor inducción de IL-1β en los 

astrocitos con un tratamiento crónico con AβOs más que con tratamientos agudos. 

 

A pesar del clásico rol deletéreo de las citoquinas pro-inflamatorias en la EA, se ha 

reportado que TNF-α 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 regulación de la respuesta inflamatoria es clave en la 

mantención de la homesostasis celular. 

 

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

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

et al., 2012; White et al., 2005).  
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4.3.2 El MCA+AβOs aumenta el tono oxidativo neuronal 

 

Las neuronas mantienen la homeostasis redox controlando la razón de especies 

oxidadas y reducidas. El glutatión reducido (GSH) es la principal defensa antioxidante 

de las neuronas y cambios en la dupla glutatión/glutatión disulfido (GSH/GSSG) ha 

sido implicada en la etiología o progresión 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 proteínas sensibles, lo cual 

puede cambiar la actividad o función 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 Aβ1-42 induce estrés oxidativo en los astrocitos, 

disminuyendo los niveles de GSH en ellos y en las neuronas (Abramov et al., 2003). La 

γ-glutamilcisteína etil ester (un compuesto que aporta el sustrato limitante en la 

biosíntesis de GSH), el antioxidante vitamina E y el N-acetil-cisteína, inhiben el daño 

oxidativo neuronal y las señales de calcio aberrantes inducidas por el péptido Aβ, 

produciendo neuroprotección (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 fluoróforos se demostró que el 

MCA+AβOs produjo un aumento de las cisteínas oxidadas de las proteínas totales 

(Figura 12A) y un incremento significativo de la oxidación 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 más selectiva que las 

iodoacetamidas, ya que no presentan reacción 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 determinación 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 y del resto de las proteínas), 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 

fisiológico, ya que la razón GSH/GSSG sólo limita la observación a los cambios del 

GSH. 

 

En esta tesis se evidenció un aumento de la oxidación total de las proteínas del soma 

de las neuronas después del tratamiento con el MCA+AβOs, sino que también hay un 

aumento significativo del peróxido de hidrógeno en el MCA+AβOs comparado con el 

MCAControl mediante Amplex Red (Figura 9C). Además, utilizando la herramienta Hyper-

cyto se demostró un aumento significativo del peróxido de hidrógeno en el soma y en 

las neuritas de las neuronas hipocampales tras el tratamiento con el MCA+AβOs 

comparado con el tratamiento con el MCAControl (Figura 13) (Munoz et al., 2018). Hyper 

es una quimera en donde 2 cisteínas 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 peróxido de hidrógeno a un nivel submicromolar y que se ha 

mostrado que es insensible a otros oxidantes como anión superóxido, GSSG, óxido 

nítrico y peroxinitrito. Entonces, esta herramienta genética permite asegurar que la 

medición de peróxido de hidrógeno es específica y ocurre dentro de un rango 

fisiológico. 

 

Luego se evidenció que el aumento en el tono oxidativo fue abolido completamente con 
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el uso de cinco diferentes tipos de antioxidantes: EUK-134, MCI-186, DMTU, Tempol y 

etil galato, los cuales por si solos no afectaron de forma significativa el tono redox 

neuronal (Figura 12, Muñoz et al., 2018). De estos cinco antioxidantes, sólo EUK-134, 

MCI-186 y DMTU abolieron de forma parcial la depleción nuclear de pSer-STAT3 

inducida por el MCA+AβOs (Figura 14, Muñoz et al., 2018). Tanto EUK-134 como tempol 

son miméticos de la enzima SOD, sin embargo, EUK-134 partenece al grupo de 

compuestos llamado complejos manganeso (Mn)-saleno y posee actividad catalasa 

(Baudry et al., 1993; Decraene et al., 2004; Sharpe et al., 2002) y tempol posee 

propiedades secuestradoras de ROS (Mitchell et al., 1990; Thiemermann, 2003) pero 

no actividad catalasa. Además de su actividad peroxidasa, EUK-134 tiene el potencial 

de catalizar el óxido nítrico y de su derivado peroxinitrito, produciendo agua, nitrito y 

nitrato (Sharpe et al., 2002). Entonces, EUK-134 tiene la capacidad de neutralizar el 

peróxido de hidrógeno y el anión superóxido (el cual dismuta a peróxido de hidrógeno) 

reduciendo la generación de radical hidroxilo (Samai et al., 2007). Esto podría explicar 

por que EUK-134 pudo evitar parcialmente la depleción nuclear de pSer-STAT3 y no 

asi el tempol (Figura 14B), ya que según los experimentos de las Figuras 9 y 11, el 

peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico son parte de los mediadores que participan de 

la depleción nuclear de pSer-STAT3. MCI-186 y el DMTU son potentes neutralizadores 

del radical hidroxilo, cuya formación depende de la presencia de peróxido de hidrógeno 

y el hierro redox activo (éste último actúa como un metal catalizador de la reacción de 

Fenton). Ya que ambos neutralizadores recuperan de forma parcial la señal nuclear de 

pSer-STAT3 y dado que hay evidecia de un aumento de peróxido de hidrógeno en el 

MCA+AβOs, existe la posibilidad que el radical hidroxilo se esté produciendo en el 

citoplasma de las neuronas y se esté afectando el tono oxidativo de éstas. 
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Diversos reportes muestran que STAT3 sufre varias modificaciones oxidativas, las 

cuales afectan su actividad transcripcional. STAT3 sufre S-glutationilación (Xie et al., 

2009; Buttirini et al., 2011; Buttirini et al., 2013, Buttirini et al., 2014) y S-nitrosilación 

(Kim et al., 2014). La S-glutationilación fue asociada con el estrés oxidativo producto de 

la caida del GSH (Butturini et al., 2011) e inhibió la fosforilación del residuo tirosina 705 

produciendo una pérdida de la acumulación nuclear de STAT3 y evitó la expresión de 

genes blancos (Xie et al., 2009), entre ellos, de los genes Bcl-2 y survivina llevando a 

las células a la muerte apoptótica (Butturini et al., 2013). El agente reductor ditiotreitol 

revirtió completamente la S-glutationilación sugiriendo la formación de puentes 

disulfuro (Butturini et al., 2014) y análisis por espectrometría de masas identificó 2 

residuos cisteína glutationilados (Cys328 y Cys542) dentro del dominio de unión al 

ADN y el dominio conector, respectivamente. Ensayos in vitro de actividad quinasa 

confirmaron la importancia de ambas cisteínas en el complejo mecanismo regulatorio 

redox (Buttirini et al., 2014). Estas evidencias sugieren que existe una posible 

comunicación cruzada entre fosforilación y glutationilación y apunta a que STAT3 

efectivamente es una molécula susceptible a la regulación redox.  

 

Por otra parte, la S-nitrosilación es una modificación post-traduccional mediada por el 

óxido nítrico y por el S-nitrosoglutatión (GSNO) (Kim et al., 2014; Singh et al., 2015). La 

S-nitrosilación de STAT3 ocurre en la Cys259 e inhibe su interacción con el ADN, 

afectando la transactivación inducida por IL-6 y la expresión de genes blancos 

asociados a sobrevida y proliferación en microglias (Kim et al., 2014). 

 

Por lo tanto, dado el aumento del tono oxidativo de las neuronas producto del 

tratamiento con el MCA+AβOs, existe la posibilidad que el STAT3 sufra alguna 
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modificación oxidativa que le impida llevar a cabo su función como factor de 

transcripción al alterar cisteínas importantes en el dominio de union al ADN, lo que 

afectaría la transcripción de genes blancos. 

 

4.4 Las señales de calcio neuronales mediadas por el RyR y la calcineurina 

median la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs 

 

Los ROS y el óxido nítrico son importantes inductores de la señalización de calcio en 

las neuronas a través de la activación de canales de calcio intracelulares y de la 

membrana plasmática (Paula-Lima et al., 2014; Yermolaieva et al., 2000). Con esta 

evidencia se probó el posible involucramiento de las señales de calcio en la depleción 

nuclear de pSer-STAT3 inducido por el MCA+AβOs. El MCA+AβOs produjo un aumento de 

la señal de calcio constante en el tiempo (Figura15A). Esta señal de calcio fue 

completamente inhibida al pre-incubar con el quelante de calcio llamado BAPTA-AM. 

Además, la pre-incubación con BAPTA previno la depleción nuclear de pSer-STAT3 en 

las neuronas aunque estas fueron tratadas con el MCA+AβOs, sugiriendo fuertemente 

que la señal de calcio es fundamental para la depleción de pSer-STAT3. Después se 

evaluó si esta señal de calcio dependía de aumentos del tono oxidativo y el el pre-

tratamiento de las células con los antioxidants EUK-134, MCI-186 y DMTU 

completamente abolió la señal de calcio inducida por el MCA+AβOs evidenciando que el 

aumento del tono oxidativo es clave en la generación del aumento del calcio 

intracelular (Figura 15A y 15B, Muñoz et al., 2018). El receptor de ryanodina (RyR) es 

un canal de calcio tremendamente susceptible al tono oxidativo (Bull et al., 2008; 

Lacampagne et al., 2017; Lanner et al., 2010; Liu et al., 2012; Marengo et al., 1998) y 

aumenta el flujo de calcio cuando se modifican oxidativamente ciertas cisteínas 
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susceptibles (Bull et al., 2003; Hidalgo et al., 2000; Marengo et al., 1998). Dado esto, 

se evaluó si el RyR estaba involucrado en este aumento de calcio intracelular inducido 

por el MCA+AβOs. La inhibición del RyR con ryanodina (50 µM) abolió completamente la 

depleción nuclear inducida por el MCA+AβOs observándose una señal muy parecida al 

MCAControl (ns, Figura 16B), indicando que el RyR media el aumento del calcio 

intracelular en nuestras condiciones experimentales. Además, en los estudios de la 

cinética de calcio se demostró que al quelar el calcio intracelular con BAPTA y luego 

estimular la liberación del calcio desde el RyR con el agonista del RyR llamado 4-CMC, 

la magnitud de la liberación del calcio es similar a la observada con el tratamiento con 

el MCA+AβOs (Figura 16C), aunque éste último presenta una cinética constante y más 

prolongada en el tiempo comparada con el CMC. La curva bifásica que se observa en 

la condición BAPTA/CMC se puede explicar de la siguiente forma: el 4-CMC produce 

una liberación masiva de calcio a nivel milimolar que el BAPTA no es capaz de 

buferizar completamente al principio, por lo tanto, este calcio liberado se une al Fluo-3 

y se genera el aumento de la intensidad de fluorescencia del Fluo-3. Sin embargo, a 

medida que pasa el tiempo el BAPTA va uniendo calcio que inicialmente estaba unido 

al Fluo-3. El BAPTA posee una constante de disociación pequeña, es decir, une el 

calcio con alta afinidad, Kd = 160 nM en ausencia de Mg2+, mientras que el Fluo-3 

posee una Kd = 390 nM (datos extraídos de Thermo Fischer y el handbook de 

molecular probes, respectivamente). Comparando las Kd se infiere que el BAPTA-AM 

une más fuertemente el calcio que el Fluo-3, por lo tanto, una vez que el calcio se 

disocia del Fluo-3 se une al BAPTA con mayor afinidad, generando una dismución de 

la intensidad de fluorescencia del Fluo-3 tal como se observa en la gráfica (Figura 

16C). 
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La ryanodina es un alcaloide que actúa como un modulador del RyR produciendo 

diferentes efectos dependiendo de su concentración. A baja concentración (0,01-10 

µM) produce un aumento de la liberación de Ca2+ desde el retículo endoplasmático, 

mientras que altas concentraciones (sobre 10 µM) induce una inhibición del canal, por 

lo tanto, la ryanodina puede aumentar o disminuir la probabilidad de apertura del RyR 

de una forma dosis-dependiente. Dentro del RyR se han identificado sitios de alta (Kd  

1-10 nM) y baja (Kd 1-10 µM) afinidad (Sutko et al., 1997).  

 

Altas concentraciones de ryanodina (micromolar) en un largo tiempo, inicialmente 

estimulan la liberación de calcio desde el RyR ya que se unen a los sitios de unión de 

alta afinidad, sin embargo, a medida que pasa el tiempo inhiben al canal (Chu et al., 

1990). Esta disminución en la probabilidad de apertura del canal correlaciona con la 

interacción de ryanodina con los sitios de unión de baja afinidad del RyR. Cuando la 

concentración intracelular de ryanodina alcanza niveles suficientes para permitir la 

interacción con los sitios de baja afinidad, la permeabilidad del calcio se reduce y el 

canal se cierra. Por esta razón, cuando se inhibió el canal con ryanodina (50 µM) por 1 

hora y luego se aplicó 4-CMC (un fuerte agonista del RyR), se observa una 

disminución de la fluorescencia del Fluo-3 debida probablemente, a que la ryanodina 

inhibió gran parte de los RyR de la neurona, no obstante, en el momento que el 4-CMC 

se une al RyR, abre los canales que no estaban inhibidos completamente y permite 

una ligera liberación de calcio, entonces la ryanodina que se encuentra en exceso se 

une a esos canales y los cierra completamente, por lo cual, ya no hay liberación de 

calcio por parte del RyR (Figura 16C). Este experimento permitió demostrar que la 

ryanodina efectivamente inhibió al RyR y que la pre-incubación de la ryanodina previno 

el aumento del calcio inducido por el MCA+AβOs (Figura 16C y 16D), por lo tanto, el RyR 
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está involucrado en este aumento del calcio intracelular. 

 

Dado el aumento del tono oxidativo y del calcio citoplasmático, se quiso investigar el 

posible involucramiento de la calcineurina en nuestro fenómeno, ya que calcineurina es 

una serina/treonina fosfatasa cuya actividad depende de calcio e interacciona con 

STAT3 (Murase, 2013; Yang et al., 2016). Hay consenso que la hiperactivación de 

calcineurina es un contribuidor clave en la patofisiología y síntomas clínicos de la EA 

(Abdul et al., 2009; Furman et al., 2012; Norris et al., 2005; Reese et al., 2008; 

Rojanathammanee et al., 2015; Wu et al., 2010). Estos efectos nocivos producto de la 

desregulación de calcineurina podrían surgir a través de alteraciones únicas en 

neuronas y células gliales (Abdul et al., 2010; Reese and Taglialatela, 2011).  

 

El uso de dos aproximaciones experimentales usando adenovirus dilucidó que 

efectivamente la inhibición de calcineurina con el péptido inhibitorio CAIN abolió la 

depleción de pSer-STAT3 neuronal inducida por el MCA+AβOs. Además, encontramos 

que la sobreexpresión de una variante de calcineurina constitutivamente activa, produjo 

una mayor depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas, aunque los niveles de 

no fueron tan bajos como se esperaba, considerando la eficiencia de infección del virus 

y que se estaba sobreexpresando una calcineurina activa (Figura 17). Este resultado 

sugiere que otro mecanismo dependiente de calcio y del tono redox puede estar 

afectando la fosforilación del residuo serina 727 de STAT3. Por lo tanto, de forma 

alternativa el eje de señales ROS-calcio podría inhibir la actividad de las serina 

quinasas relevantes para la fosforilación de STAT3. Recientemente, se ha evidenciado 

que Cdk5 y ERK, dos serina quinasas que fosforilan a STAT3, sufren modificaciones 

oxidativas que disminuyen su actividad quinasa y por lo tanto podría estar participando 
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de este fenómeno. 

 

La serina/treonina quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) fosforila el residuo serina 

727 de STAT3 (Courapied et al., 2010; Hsu et al., 2013; Lam et al., 2015) y exhibe una 

actividad quinasa “reducida” tras la S-nitrosilación (Cdk5-SNO) de la Cys83, un residuo 

crítico en el bolsillo de unión del ATP de la quinasa (Zhang et al., 2010b). Además, 

Cdk5-SNO está altamente expresada en tejido postmortem de pacientes con EA pero 

no en cerebros de pacientes controles (Qu et al., 2011). Esta evidencia podría 

concordar con nuestro hallazgo que el MCA+AβOs produce un aumento del tono 

oxidativo neuronal y esto podría modificar la actividad de serina quinasas, como un 

posible mecanismo de disminución de la fosforilación de STAT3 mediado por el 

MCA+AβOs. Estos hallazgos están en discordancia con estudios clásicos que han 

mostrado que el aumento de la actividad de Cdk5 está ligado a la degeneración 

neuronal (Patrick et al., 1999). La activación de Cdk5 requiere estar asociada a p35, sin 

embargo, se ha identificado una acumulación de p25 (una forma truncada de p35) en 

neuronas de pacientes con EA, lo cual correlaciona con un aumento de la actividad 

quinasa de Cdk5 (Patrick et al., 1999). Consistente con este hallazgo, Qu y cols 

encontraron que la Cdk5-SNO (en donde los residuos Cys83 y Cys157 están 

nitrosilados) tiene una actividad quinasa aumentada (Qu et al., 2011). Al parecer las 

diferencias observadas en los resultados publicados que vinculan la S-nitrosilación de 

Cdk5 y cómo esto afecta se actividad quinasa, están dadas por el nivel del estrés 

nitrosativo inducido en los experimentos (Zhao et al., 2015). Recientemente, un estudio 

reveló que la S-nitrosilación de ciertas proteínas asociadas a neurodegeneración, tal 

como Cdk5, genera un incremento de la hiperfosforilación de tau y una alterada 

viabilidad neuronal (Wang et al., 2017).  
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Otra serina quinasa que ha sido asociada a la fosforilación del residuo 727 de STAT3 

es ERK1/2 (Chung et al., 1997). La ERK es crítica para el aprendizaje humano (Costa 

et al., 2002) y regula diversos eventos neuronales dependientes de actividad (Grewal 

et al., 1999). Aunque la activación transitoria de ERK es importante en procesos de 

memoria, la activación persistente puede mediar la excitotoxicidad producto de la 

activación del NMDAR (Amadoro et al., 2006). Tanto en pacientes con EA como en 

modelos animales se ha identificado que ERK se encuentra activada en etapas 

tempranas, mientras que en las etapas tardías la activación de ERK está reducida 

(Dineley et al., 2001; Webster et al., 2006). La inyección intracerebroventricular de Aβ 

inhibe la actividad de ERK en ratas (Jin et al., 2005). A nivel celular, el péptido Aβ (o 

sus fragmentos) inhibe a ERK en neuronas hipocampales, células de neuroblastoma y 

endoteliales (Daniels et al., 2001; Magrane et al., 2006; Xie, 2004). Dada la importancia 

de ERK en el proceso de memoria y aprendizaje, la hipótesis que la hipo-activación de 

ERK en la EA contribuye al déficit cognitivo, es bastante factible. 

 

Bajo estrés oxidativo, ERK sufre diversas modificaciones redox. Aparentemente, la S-

nitrosilación de ERK ocurre en el residuo Cys183, inhibiendo su fosforilación 

(activación) y su actividad quinasa (Feng et al., 2013). Además, ERK sufre inactivación 

por la formación de cisteína-ácido sulfénico (Cys-SOH) mediado por anión superóxido 

(Luanpitpong et al., 2012). Asimismo, ERK1/2 sufre S-sulfenilación mediada por 

peróxido de hidrógeno, en respuesta a una variedad de señales proliferativas (Keyes et 

al., 2017). 

 

Los antecedentes bibliográficos sugieren que dependiendo del nivel de estrés oxidativo 

al cual está expuesta la neurona, distintos mecanismos regulatorios podrían 
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manifestarse y alterar el funcionamiento de proteínas claves en respuestas ya sea de 

sobrevivencia o de apoptosis neuronal. Bajo estas circunstancias, el aumento del calcio 

intracelular y del estrés oxidativo inducido por el MCA+AβOs podría activar a la fosfatasa 

calcineurina o bien, inhibir la actividad de serina quinasas como Cdk5 y ERK, 

defosforilando o disminuyendo la fosforilación del residuo 727 de STAT3, 

respectivamente. 

 

4.5 El MCA+AβOs disminuye los ARNm de Bcl-2 y survivina y potencia la muerte 

apoptótica inducida por un estímulo excitotóxico 

 

STAT3 promueve la sobrevivencia de neuronas adultas en condiciones normales 

(Murase et al., 2012) y bajo condiciones patológicas (Jiang et al., 2014; Jung et al., 

2009; Manickam and Tulsawani, 2014; Schweizer et al., 2002) En esta tesis se 

demostró que el MCA+AβOs indujo una disminución significativa de los niveles de ARNm 

de Bcl-2 y survivina, proteínas que evitan la liberación de factores pro-apoptóticos y la 

activación de las caspasas, respectivamente, sugiriendo que el MCA+AβOs afecta la 

actividad transcripcional de STAT3. Además se evidenció un ligero aumento de la 

razón pro-apoptótica Bax/Bcl-2 sugiriendo que se podría estar induciendo muerte 

apoptótica, al menos por la vía intrínseca. Ya que se han descrito diversas 

modificaciones oxidativas que afectan la unión al ADN y por lo tanto, la actividad de 

STAT3, se pensó que la incubación de un antioxidante con el MCA+AβOs podría impedir 

el aumento del tono oxidativo y de esta forma se podrían re-establecer los niveles de 

ARNm de los genes que anteriormente fueron afectados por el MCA+AβOs. Aunque se 

observa una recuperación de los niveles de ARNm a un nivel similar a los niveles 

observados con el tratamiento MCAControl, las diferencias no resultaron ser 
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estadísticamente significativas debido a la gran dispersión de los datos producto de la 

gran variabilidad del modelo (Figura 19). Esto concuerda con los resultados de la 

Figura 14 en donde se muestra que ningún antioxidante, ni siquiera EUK-134, re-

establece completamente la señal de pSer-STAT3 en el núcleo de las neuronas, 

considerando que esa fosforilación es importante para obtener la máxima actividad 

transcripcional. 

 

Dado que existía literatura que relacionaba al aumento del tono oxidativo con STAT3 y 

la apoptosis mediada por caspasa-3 (Park et al., 2014), el siguiente paso fue 

determinar si el MCA+AβOs ejecutaba la muerte apoptótica, sin embargo, el MCA+AβOs no 

genera un aumento significativo de caspasa-3 activada o un mayor número de núcleos 

TUNEL+ comparado con el MCAControl, al menos en la temporalidad estudiada (Figuras 

20 y 21). 

 

Dado que se ha planteado que un mecanismo primario en la neurodegeneración 

relacionada con la EA podría ser la baja expresión o el mal funcionamiento de los 

receptores y/o transportadores de glutamato en los astrocitos, lo cual se ha asociado a 

la hiperactividad neuronal observada en la EA (Abdul et al., 2009; Audrain et al., 2016; 

Hefendehl et al., 2016; Masliah et al., 1996; Masliah et al., 2000; Meeker et al., 2015; 

Mookherjee et al., 2011; Scimemi et al., 2013; Schallier et al., 2011; Sompol et al., 

2017; Xu et al., 2016), se quiso determinar si el MCA+AβOs en presencia de un estímulo 

excitotóxico como el NMDA producía un efecto sinérgico, es decir, más muerte 

apoptótica que el NMDA por si solo. El NMDA a las concentraciones utilizadas (50 y 

100 µM) produce un aumento significativo de la activación de caspasa 3 y del número 

de núcleos TUNEL+ comparado con los tratamientos MCAControl y MCA+AβOs. 
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Efectivamente, la presencia del MCA+AβOs con el NMDA genera más muerte apoptótica 

que el tratamiento con NMDA solo (Figura 20 y 21), por lo tanto, el MCA+AβOs genera en 

las neuronas un efecto de sensibilización hacia la muerte apoptótica. 

 

La hiperexcitabilidad es un fenómeno común en los cerebros de pacientes con EA y en 

modelos murinos de la enfermedad (Bakker et al., 2012; Bomben et al., 2014; Busche 

et al., 2008; Fontana et al., 2017; Grienberger et al., 2012; Kellner et al., 2014; 

Minkeviciene et al., 2009; Noebels, 2011; Palop et al., 2007; Putcha et al., 2011; 

Siskova et al., 2014; Vossel et al., 2016). Los astrocitos son la primera barrera que 

evita la hiperexcitabilidad en las redes neuronales ya que en el animal transgénico 

5xFAD se ha visto que alteraciones en la vía de señalización mediada por NFAT 

producen una desregulación de los receptores de glutamato (Sompol et al., 2017). 

Además, los AβOs producen una reducción del transportador excitatorio aminoacídico 

2 (EAAT2) (Abdul et al., 2009) y del transportador de glutamato (GLUT1) en la 

superficie celular de los astrocitos (Scimemi et al., 2013) y promueven el aumento de 

las concentraciones extracelulares de glutamato en cultivos primarios de hipocampo 

(Brito-Moreira et al., 2011), aumentando el curso temporal de la recaptura del 

glutamato. Entonces, la literatura sugiere que los AβOs facilitan un exceso de 

glutamato en el espacio extra-sináptico, estimulando cascadas de señalización en el 

astrocito que culminan en la desregulación de los transportadores de glutamato, 

generando un ambiente excitotóxico que conlleva finalmente a la muerte de las 

neuronas adyacentes. 

 

Particularmente, en esta tesis se comprobó que los AβOs produjeron activación de 

nuestros astrocitos primarios  (Figura 6), los cuales liberaron mediadores oxidativos e 
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inflamatorios al medio extracelular (Figura 9 y 11). Por lo tanto, en este contexto se 

puede inferir que la presencia de altas concentraciones de glutamato más el peróxido 

de hidrógeno y óxido nítrico podrían generar un efecto sinérgico promoviendo: 1) la 

oxidación neuronal y 2) la inducción de la señalización de calcio (ambas características 

clave de la EA), alterando respuestas de sobrevida y finalizando en una muerte 

apoptótica de la neurona (Figura 20 y 21). 

 

La caspasa-3 es un ejecutor crítico de la apoptosis neuronal y es considerada un 

evento terminal que precede la muerte celular (Lakhani et al., 2006). La activación 

requiere el procesamiento proteolítico de su zimógeno inactivo en los fragmentos p17 y 

p12 y esa escisión requiere de un ácido aspártico en la posición P1 (Nicholson et al., 

1995). El anticuerpo primario que se utilizó en esta tesis detecta específicamente los 

niveles endógenos del fragmento largo (17/19 kDa) de la caspasa-3. Dado que los 

niveles de caspasa-3 son mayores en cerebros de pacientes con EA que en controles 

de la misma edad (Shimohama et al., 1999), la inhibición de la activación de caspasa-3 

se ha considerado una posible terapia contra la EA. La distribución nuclear de 

caspasa-3 activada observada en la Figura 20 está en concordancia con (Kamada et 

al., 2005), en donde se demostró que la subunidad p17 de la caspasa-3 se encuentra 

en el núcleo de las células apoptóticas y que la translocación al núcleo dependía de la 

proteólisis de la procaspasa-3.. Además, caspasa-3 posee diversos blancos nucleares, 

entre los que destacan: a la enzima PARP, lamin B, fodrin, NuMA (nuclear mitotic 

apparatus protein), acinus (caspasa-3-activada requerida para la condensación de la 

cromatina), DFF45/ICAD (Factor de fragmentación del ADN-45/DNasa activada por 

caspasa, la cual media la degradación del ADN genómico durante la apoptosis), DNA-

PK (proteína quinasa nuclear dependiente de ADN), Rb (proteína del retinoblastoma, 
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un inhibidor de la proliferación celular), U1 snRNP (Casciola-Rosen et al., 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). Dado que caspasa-3 es responsable del clivaje de muchas proteínas claves de 

la mantención fidedigna de la cromatina y del funcionamiento del núcleo celular, su 

activación correlaciona fuertemente con los cambios morfológicos observados en las 

células apoptóticas. 

 

Por otra parte, TUNEL es un ensayo altamente sensible, reproducible y rápido que 

permite detectar rupturas simples y doble en el ADN a través del uso de la enzima 

terminal transferasa. Con el uso de caspasa-3-activada y de TUNEL nos aseguramos 

de abarcar 2 fenómenos cruciales y finales de la muerte apoptótica, con la idea de 

robustecer el resultado obtenido. 

 

Considerando los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis, se propone 

que los AβOs inducen la liberación de mediadores oxidativos (ROS y óxido nítrico) y 

pro-inflamatorios que producen específicamente una depleción nuclear de pSer-STAT3 

en las neuronas, a través de aumento del peróxido de hidrógeno y de las señales de 

calcio mediadas por el RyR con la subsecuente activación de la fosfatasa calcineurina, 

la cual da cuenta del fenómeno en al menos un porcentaje de éste. Además, el 

MCA+AβOs generó una disminución de la expresión de genes anti-apoptóticos. Si bien el 

MCA+AβOs no desencadenó la apoptosis neuronal directamente, sí generó un efecto de 

sinergía en presencia de un estímulo excitotóxico como el NMDA. Estos resultados 

sugieren que la desregulación de la comunicación que existe entre los astrocitos y las 

neuronas inducida por AβOs es un factor que promueve la muerte neuronal.   
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

 

1. Los oligómeros del péptido β-amiloide (AβOs) inducen la depleción nuclear de pSer-

STAT3, pero no de pTyr-STAT3 ni STAT3, en cultivos neuronales ricos en astrocitos. 

Esta depleción es dependiente de la dosis de AβOs. 

 

2. La depleción nuclear de la pSer-STAT3 neuronal inducida por AβOs en los cultivos 

neuronales mixtos depende de los astrocitos. 

 

3. Los AβOs no afectan la fosforilación de Serina 727, los niveles de la proteína o del 

ARNm de STAT3 en cultivos neuronales pobres en astrocitos. Sin embargo, el 

tratamiento de cultivos neuronales pobres en astrocitos con medio condicionado de 

astrocitos (MCA+AβOs) indujo la desfosforilación nuclear y citoplasmática del residuo 

serina 727 de pSer-STAT3. 

 

4. El peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico posiblemente liberados por los astrocitos 

estimulados con los AβOs, inducen depleción nuclear de pSer-STAT3 en las neuronas. 

Si bien, los astrocitos estimulados con AβOs aumentan significativamente la expresión 

de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFα, sólo IL-6 muestra un aumento 

significativo de la secreción en el MCA+AβOs. 

 

5. El tratamiento con el MCA+AβOs aumenta el tono oxidativo total en las neuronas y 

produce aumento de los niveles de peróxido de hidrógeno en el soma y en las neuritas. 

Diferentes agentes antioxidantes abolen el incremento del tono oxidativo y 

particularmente los antioxidantes EUK-134, MCI-186 y DMTU abolen de forma parcial 
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la depleción nuclear de pSer-STAT3 inducida por el MCA+AβOs. 

 

6. El MCA+AβOs induce señales de calcio mediadas por aumento del tono oxidativo. La 

quelación de calcio evita la depleción nuclear de pSer-STAT3. El receptor de ryanodina 

media el aumento de calcio inducido por el MCA+AβOs y la inhibición de calcineurina 

abole o previene la depleción nuclear de pSer-STAT3 y la expresión de una 

calcineurina constitutivamente activa produce una significativa pero parcial disminución 

de pSer-STAT3 nuclear. Entonces, calcineurina podría ser la fosfatasa que desfosforila 

a STAT3 pero evidentemente, otro mecanismo podría afectar la fosforilación del 

residuo serina. 

 

7. El MCA+AβOs genera disminución de la expresión de los genes Bcl-2 y survivina, y 

aumenta la razón pro-apoptótica Bax/Bcl-2 en las neuronas. Sin embargo, el 

antioxidante EUK-134 no re-establece de forma significativa la expresión de esos 

genes de sobrevida ni disminuye la razón Bax/Bcl-2. El MCA+AβOs no ejecuta la muerte 

apoptótica por si solo, no obstante, promueve de forma sinérgica la activación de 

caspasa-3 y la formación de núcleos apoptóticos en presencia de altas 

concentraciones del estímulo excitotóxico NMDA. 
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6. ANEXO 

 

6.1 Caracterización de los adenovirus (Ad): 

 

Los cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron transducidos con adenovirus CAIN 

(Ad-CAIN) y calcineurina constitutivamente activa (Ad-CN), los cuales fueron 

adquiridos mediante una colaboración con la Dra. Valentina Parra y el Dr. Sergio 

Lavandero. Los primeros parámetros que se establecieron fueron: el índice de 

multiplicidad de infección (MOI) y el tiempo de infección para cada virus, los cuales se 

determinan experimentalmente según el tipo celular que será infectado y el tipo de 

adenovirus utilizado. En este caso se usó adenovirus de tercera generación, los cuales 

sólo requieren bioseguridad tipo 2. Para ello, se transdujeron los cultivos neuronales 

con Ad-CAIN y Ad-CN a diferentes MOIs por 8 horas y se midió la viabilidad a las 48 

horas post-infección a través del ensayo MTT (Figura 22A y 22C). El Ad-CAIN produjo 

aproximadamente un 20% de muerte sólo cuando se usó un MOI de 10.000, mientras 

que el ad-CN disminuyó la viabilidad de las células desde el MOI 2000 (Figura 18C). 

Luego, se evaluó el tiempo de infección y para ello se infectó con un MOI de 1000 y se 

testearon 3 tiempos: 8, 16 y 24 horas y al completar las 48 horas post-infección se 

realizó el ensayo MTT. Como se muestra en la Figura 22B y 22D, ninguno de los 

adenovirus produjo un aumento considerable de la muerte de las células a los tiempos 

testeados. Estos resultados sugirieron que infectar con un MOI de 1000 por 8 horas 

podría ser una excelente condición experimental para evitar el estrés producto de 

mantener a las células sin suero por largos periodos de tiempo. Para determinar la 

eficiencia de transducción de los adenovirus, se utilizó un adenovirus que codifica la 
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secuencia de la enzima β-galactosidasa (Ad-LacZ), el cual tiene la misma eficiencia de 

infección que los otros adenovirus por lo que se puede evidenciar las células infectadas 

a través del uso de una solución que contiene el sustrato X-gal, el cual al ser 

procesado por la β-galactosidasa genera un producto azul. Cultivos neuronales pobres 

en astrocitos fueron transducidos por el Ad-LacZ con un MOI de 1000 o 2000 por 8 

horas y a las 24 horas post-infección las células fueron tratadas con la solución de X-

gal según como se describe en (Parry et al., 1998) (Figura 22E). Tras el conteo de 

varios campos se determinó que la eficiencia de transducción fue de 100% con ambos 

MOIs utilizados, por lo que los adenovirus de ahora en adelante fueron utilizados a un 

MOI de 1000 y la transducción se llevó a cabo durante 8 horas en un medio neurobasal 

sin B27. 

 

En cultivos neuronales sin infectar, el MCA+AβOs induce un aumento de RCAN1 

comparado con el control (Figura 23A). En las neuronas transducidas con el Ad-CAIN 

la expresión de RCAN1 fue similar a la condición sin infectar, y con Ad-CN se ve un 

aumento del nivel de RCAN1 comparado con las neuronas no transducidas. El control 

Ad-LacZ tuvo niveles de expresión de RCAN1 parecida al control sin infectar (Figura 

23A). 
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Figura 22. Determinación del índice de multiplicidad (MOI) y tiempo de 
transducción de los adenovirus. Cultivos neuronales pobres en astrocitos fueron 
transducidos con el Ad-CAIN (A) o Ad-CN (C) y se midió la viabilidad de los cultivos, 
usando diferentes índices de multiplicidad de infección (MOI) por 8 horas o bien (B y 
D), infectando a diferentes tiempos usando un MOI de 1000. (E), Caracterización del 
porcentaje de células infectadas de los cultivos neuronales utilizando el Ad-LacZ a un 
MOI de 1000 o 2000 por 8 horas. Después de 24 horas de transducir los cultivos, se 
hizo el ensayo con el sustrato X-gal para determinar la expresión de la enzima β-
galactosidasa. Los valores representan el promedio ± SEM de tres experimentos 
independientes. Barra de escala: 10 µm.  
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Por otro lado en condiciones basales, NFAT se encuentra hiperfosforilado en el 

citoplasma de las células. La activación de calcineurina genera la desfosforilación de 

NFAT y esto induce su translocación al núcleo, por esta razón, la translocación de 

NFAT se utiliza como un indicador de la actividad de calcineurina. NFAT posee varias 

isoformas y en neuronas predomina la variante NFATc4. Para estimular la entrada de 

calcio se utilizó KCl 50 mM por 30 minutos, lo cual despolariza las células. Se comparó 

la inmunofluorescencia de NFATc4 en la condición control y con el tratamiento de KCl. 

 

Como se esperaba, en las células sin infectar y en el control LacZ, KCl indujo la 

translocación nuclear de NFATc4 se comparado con la situación control (Figura 23B). 

La sobreexpresión del péptido CAIN hizo que la señal de inmunofluorescencia de 

NFATc4 se mantuviese en el citoplasma a diferencia de la sobreexpresión de la 

variante constitutivamente activa de calcineurina (CN), la cual generó un aumento de 

NFATc4 en el núcleo (Figura 23B).  

 

Estas dos aproximaciones experimentales demostraron que los adenovirus 

sobreexpresan las secuencias CAIN y CN, afectando la actividad de calcineurina tal 

como se esperaba. 
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Figura 23. La expresión del péptido inhibitorio (CAIN) y una forma 
constitutivamente activa de calcineurina (CN) promueven cambios en los niveles 
de RCAN1 y afectan la translocación nuclear de NFATc4 en cultivos neuronales 
pobres en astrocitos. (A), Western blot representativo de RCAN1 en cultivos 

neuronales pobres en astrocitos transducidos con Ad-CAIN, Ad-CN o Ad-LacZ (MOI de 
1000 por 8 horas) y tratados con MCAControl o MCA+AβOs por 24 horas. (B), Imágenes de 

inmunofluorescencia de cultivos neuronales transducidos como se indicó 
anteriormente. KCl 50 mM fue usado para inducir depolarización neuronal. La 
translocación nuclear del factor de transcripción NFATc4 se utilizó como un indicador 
de la actividad de calcineurina. La marca de anti-NFATc4 se observa en verde, anti-
βIII-tubulina en rojo y DAPI en magenta. Barra: 10 µm. 
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