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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia senil més frecuente, la cual se caracteriza
clinicamente por la pérdida gradual de la memoria. A nivel histopatoldgico, el cerebro de los
pacientes con la EA presenta dos lesiones, las Placas Neuriticas (PN) y Marafias Neurofibrilares
(MNF). Las PN son agregados extracelulares del péptido AB, que en los Gltimos afios han llamado
la atencion por la amplia relacion que mantienen con la activacion prematura de células de la
microglia y astrocitos, en la patologia. En particular, las formas oligoméricas de AB (ABO)
promueven un perfil inflamatorio, caracterizado por la produccién de una serie de mediadores

moleculares como las citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10.

La inflamacion juega un papel importante para inducir la fagocitosis de las ABO por parte de la
microglia y astrocitos, asi como para permitir la regeneracion de axones. Sin embargo, la
inflamacion crénica en el Sistema Nervioso Central (SNC) conduce a la neurodegeneracion. Por
esta razon, resulta importante identificar los mediadores y las vias de sefializacion implicadas en la

regulacion de las respuestas pro- y anti-inflamatorias.

Una via de sefializacion que modula la inflamacion en el SNC es la via JAK/STAT. Adicionalmente,
la via participa en la regulacion de las sinapsis, la plasticidad, la supervivencia celular y la
neuroproteccion. Sin embargo, se ha propuesto que alteraciones en la via, podrian favorecer el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, una de ellas es la EA. En particular, los agregados
de AP pueden favorecer un incremento de activacion de la via JAK/STAT, promoviendo
particularmente la activacion del factor de transcripcion STAT3, con lo cual se podria favorecer la
apoptosis en neuronas. Contrario a esto, otros estudios han reportado que AP promueve una
disminucidn de la expresién de STAT3 en neuronas, impactando a la supervivencia celular. De la

misma forma, se ha observado que el AB puede estimular la expresion de STAT3 glial.

El estudio de la expresion de la via JAK/STAT3 en relacion con ABO resulta importante, ya que su
activacion, conduciria a un estado inflamatorio exacerbado, desfavorable para la supervivencia
neuronal. Tomando en cuenta lo anterior, en el presente estudio se diseid6 un modelo de

microinyeccion de ABO en la region de CAL del hipocampo de rata, en el que se realizd un



seguimiento temporal de la activacion glial con la finalidad de establecer una relacion entre la
produccion de mediadores moleculares y la muerte neuronal. Los resultados del modelo sugieren
que las formas oligoméricas de AB podrian mediar una neurotoxicidad indirecta, al inducir la
expresion de STAT3 y activacion de células gliales. Los mediadores que probablemente podrian
favorecer la expresion de STAT3 en el modelo experimental son la IL-6 e IL-10. Nuestros resultados
sugieren que la inhibicion de STATS3 en las células gliales, principalmente en astrocitos, resulta una
estrategia terapéutica interesante para modular la agregacion de AP, la inflamacion y el deterioro

cognitivo en la EA.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most frequent senile dementia, characterized clinically by
progressive memory loss. AD neuropathological hallmarks are Neuritic Plaques (NPs) and
Neurofibrillary Tangles (NFT). NPs are extracellular aggregates of AB peptide, which in recent
years has been studied due to strong correlation with premature activation of microglia cells and
astrocytes in AD. Particularly, AB oligomers (ABO) promote a potent inflammatory profile, favoring
several pathway signaling activation and the production of inflammation mediators, such as
cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6, and IL-10). Inflammation plays an important role to induce ABO
phagocytosis by microglia and astrocytes, also to allow axon regeneration. Nevertheless, chronic
inflammation in Central Nervous System (CNS) conducts to neurodegeneration. For this reason, is
necessary to identify the specific mediators and signaling pathways involved in maintaining the

balance between proinflammatory and antiinflamatory responses.

One signaling pathway altered in AD patients that could exert pleiotropic functions is the
JAK/STAT pathway, to mention some of the physiological functions in CNS are synapsis regulation,
plasticity, cell survival, neuroprotection. However, it has been reported JAK/STAT pathways
alterations in some neurodegenerative diseases, one of them is AD. Particularly, the Ap aggregates
have the ability of activate the STAT3 transcription factor and favor apoptosis. Other studies have
reported the contrary, Ap decreases STAT3 expression in neurons, but stimulate glial STAT3

expression.

In summary, study the of JAK/STAT3 pathway expression in relation with ABO results interesting
because the pathway activation would conduct to an inflammatory exacerbated state unfavorable to
neuron survival. Taking into account this, we design a model of ABO microinjection, conducting a
temporarily monitoring glial activation to establish a relation between molecular mediators’
production and neuronal death. Our results suggest that ABO could mediate indirect neurotoxicity
by inducing glial cell activation and STAT3 expression; this last could be favored by the molecular
mediators IL-6 and IL-10. The present results correlate with recent studies, in where it has been
identified glial STAT3 inhibition (mainly in astrocytes), as an interesting therapeutic strategy to

modulate AP aggregation, inflammation and cognitive impairment in AD.
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer

Con el progreso acelerado en la esperanza de vida desde la Gltima mitad del siglo pasado, las
enfermedades crénico-degenerativas, asi como sus complicaciones, se han hecho méas comunes en
la poblacion global. Entre estas enfermedades se incluye a la Demencia, cuya prevalencia
incrementa exponencialmente desde el 2-3% en aquellos individuos de 70-75 afios, hasta alcanzar
el 20-25% en individuos con mas de 85 afios de edad. [1]. Otra proyeccién, indica que el nimero de
personas afectadas por la demencia se duplicarén entre el 2020 y el 2040 [1].

La demencia se define como el desarrollo de multiples déficits cognitivos que incluyen la pérdida
de la memoria, déficit en la capacidad de lenguaje (afasia), alteraciones para realizar movimientos
coordinados (apraxia) o responder a estimulos (agnosia); lo cual provoca una discapacidad general
que impide que el paciente sea capaz de realizar las tareas de la vida cotidiana [2].

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia en paises occidentales, y
aproximadamente corresponde a cerca del 60% de los casos totales de demencias [3]. Por esto, el
estudio de la enfermedad y su caracterizacion son sumamente importantes para el futuro. En México,
la prevalencia de la EA es de 7.3% Y se estima que para el 2050, 3.5 millones de personas se veran

afectadas, generando de esta manera un problema grave de salud publica en el futuro [4].

1.2 Enfermedad de Alzheimer
En 1901 el patélogo y psiquiatra aleman Alois Alzheimer, fue el primero en describir la enfermedad
como una patologia inusual con atrofia de la corteza cerebral en una paciente. Clinicamente el

paciente presento pérdida de memoria, desorientacion y alucinaciones.

1.2.1 Generalidades
Como se menciono previamente, la EA es la causa mas frecuente de demencia en la poblacién de
50-60 afios. Sus etapas iniciales se caracterizan por la disminucién en la percepcion espacial, asi
como desorientacion en tiempo y espacio (Fig. 3). En las etapas tardias se presenta un aumento en

el tono muscular, desinhibicién emocional notable y el deterioro de la personalidad normal del

6



individuo. Otros datos clinicos comunes son la pérdida del control de esfinteres, disminucion de
peso y, finalmente, el paciente termina en estado vegetativo [5].

Macroscdpicamente en el cerebro de un individuo con EA, se observa una atrofia simétrica y una
disminucién de la masa cerebral en areas corticales (atrofia de todos los I6bulos, aunque
generalmente el mas afectado es el temporal). La pérdida de tejido en el cerebro de los pacientes,
provoca el ensanchamiento de los ventriculos laterales [6]. Particularmente, la dilatacién del asta
temporal evidencia la gran atrofia del hipocampo, el cual, se encuentra adyacente a esta estructura

(Figura 1), mientras que la corteza motora primaria y visual se conservan practicamente intactas [7].

Figura 1. Alteraciones macroscépicas en la EA. A la izquierda se presenta un cerebro de adulto mayor clinicamente
sanoy a la derecha el de un paciente con EA avanzado. En el cerebro del paciente se denotan las siguientes alteraciones
1: atrofia de la corteza cerebral, 2: ensanchamiento de surcos, 3: ensanchamiento de ventriculos laterales y 4: atrofia
hipocampal [8].

En un estudio histologico post-mortem del tejido cerebral de pacientes con EA, es posible observar
la presencia de dos lesiones neuropatoldgicas que acomparfian la pérdida sindptica y muerte neuronal.

Estas son las Placas Neuriticas (PN) y las Marafias Neurofibrilares (MNF).

Las MNF (Figura 2A) son agregados intracelulares de la proteina tau en un estado principalmente

hiperfosforilado. Dicha proteina regula de manera fisioldgica la dindmica de los microtbulos que



son la base del transporte axonal de vesiculas y organelos [9]. Las MNF correlacionan con la
severidad y progresion de la demencia observada en la EA [10].

Las PN (Figura 2B) son agregados extracelulares del péptido amiloide beta (AB) y pueden estar
rodeadas por astrocitos reactivos y células de la microglia. Las PN son lesiones presentes en la EA.
Sin embargo, podemos encontrar depdsitos de amiloide en otras patologias, asi como en sujetos

mayores sin demencia [11] .

Figura 2. Alteraciones microscopicas en la EA. Las imagenes fueron obtenidas a partir de cortes histoldgicos de tejido
de un paciente con EA, que fueron tefiidos utilizando la técnica de impregnacion argéntica (Bielschowsky) A: Con una
flecha roja, se marca la presencia de una MNF dentro del citoplasma de una neurona. B: En flechas verdes se identifica
la presencia de PN y con asteriscos rojos, algunos agregados difusos de amiloide (Campos-Pefia V., 2008).

1.2.2 Clasificacion
De a cuerdo a su etiologia, la EA puede clasificarse en dos grupos, esta clasificacion toma como
criterios la edad de presentacion de los sintomas y la posible relacion con una historia familiar. Estos

grupos son:

= EA de inicio temprano o familiar (FAD) (5-10%), que se relaciona con una herencia familiar de
tipo autosémica dominante, ocurre cuando la persona tiene entre 30 y 65 afios. Este tipo de
enfermedad esta asociada con la presencia de mutaciones en proteinas especificas en tres genes
causales: APP, PSEN1yPSEN2. La presencia de mutaciones en estos genes, acelera la evolucion
de la enfermedad [12].



= EAdeinicio tardio (LOAD) (90-95%), son casos de tipo esporadico que se presentan después de
los 65 afos. Se desconoce la causa, pero se asocian a factores genéticos, ambientales y

nutricionales [13].

1.2.3 Diagnostico
El diagndstico de Alzheimer se realiza, tomando en cuenta los siguientes criterios:

1) Historia Clinica: en la cual se buscan antecedentes familiares del paciente y sintomas de
demencia, considerando que hubiese familiares afectados.

2) Examen Neuropsicolégico: Existen diferentes criterios para establecer el diagndstico de la
demencia; los mas utilizados son los incluidos en la prueba del grupo DSM-V la APA [14] y los del
NINCDS-ADRDA [15].Para evaluar las demencias se pueden utilizar gran nimero de pruebas de
tamizaje, entre los que destaca el Mini Mental State Examination (MMSE), que evalla la orientacion,

el registro de informacidn, la atencién y el calculo; el recuerdo, el lenguaje y la construccién [16].

3) Estudios de Imagen:

Los estudios de imagen de gabinete que ayudan a valorar a un paciente con sospecha de EA y su
proposito es el soporte diagndstico. El estudio de eleccion en esta modalidad es la Imagen por
Resonancia Magnética (IRM). Los hallazgos estructurales de la EA en IRM incluyen atrofia
generalizada y focal, con mayor dilatacion de los surcos y mayor extension de los ventriculos. En
general, estos hallazgos son poco especificos. La lesion focal mas caracteristica es la reduccion del

volumen hipocampal o atrofia del I6bulo temporal [17].

4) Estudio histopatoldgico post mortem: Sigue considerandose como el Gnico diagnostico
definitivo de EA. Se realiza mediante el analisis en microscopia del tejido cerebral, poniendo
especial atencion en las zonas hipocampales y de isocorteza, sitios donde se observa la presencia
de PN y MNF.



1.3 Hipdtesis amiloidea relacionada al desarrollo de la EA
En 1992, Hardy y Higgins plantearon que el péptido derivado del procesamiento de APP, promueve

la neurotoxicidad, mediando tanto la formacion de MNF y la muerte celular [18].

1.3.1 Sintesis del péptido Ap

El péptido A, se genera a partir del procesamiento de una glicoproteina transmembranal de 770 aa,
denominada Proteina Precursora del Amiloide (APP). Esta proteina se localiza en: la membrana
plasmatica, trans-Golgi del reticulo endoplasmico, endosomas y la membrana mitocondrial. APP
presenta 3 dominios: N’-terminal (extracelular), Ap(transmembranal) y C’-terminal intracelular.
Dentro de sus funciones, se relaciona con procesos de proliferacion y adhesion celular, y
fuertemente ligada al desarrollo y plasticidad neuronal[19]. APP es procesada mediante dos vias
(Figura 3):

e No amiloidogénica: APP es cortada entre los aa 687 y 688, del dominio A por la enzima
a-secretasa. Como resultado de este corte, se libera el extremo extracelular de la proteina
que se denomina aPPAs. Anclado a la membrana, deja el fragmento C83, que es escindido
por el complejo multiproteico de la y-secretasa, produciendo el péptido P3, el cual es

pequefio y soluble [20].

e Amiloidogénica: La B-secretasa corta la proteina en los aa 671 y 672, liberando el péptido

BPPAs y dejando anclado a la membrana el fragmento C99 de la proteina. Este ultimo es
procesado por el complejo y-secretasa, en los residuos 711-713, y asi se pueden producir

péptidos AB de 37-42 aa [21].

De manera fisiologica se ha descrito que el péptido AP pudiera llevar a cabo funciones
importantes. En este sentido, se ha descrito que pudiera actuar como un péptido antimicrobiano
natural, para favorecer el reconocimiento de patdgenos por las células del sistema inmune como
la microglia y los macrofagos. Al parecer la forma soluble del péptido A, puede actuar en las
neuronas pre-sinapticas promoviendo la liberacion de neurotransmisores, asi como la plasticidad

sinaptica y la consolidacién de la memoria[22].
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Figura 3. Procesamiento de APP. En la parte superior se observan los dominios de APP, entre ellos se resalta el del
péptido AB (671-713 aa). En la parte inferior izquierda, se presenta la via no amiloidogénica mediante la cual APP es
procesada por la a-secretasa y el complejo y-secretasa, obteniéndose un péptido soluble conocido como p3. En la parte
inferior se representa la via amiloidogénica de la proteina, cuando es cortada por la 3-secretasa y el complejo de la vy-
secretasa, produciendo al péptido A [23].

Sin embargo, en patologias como la Enfermedad de Alzheimer y la Angiopatia Cerebral Amiloidea,
los péptidos AP de 40 y 42 aminoé&cidos, adquieren una estructura de hoja 3 plegada la cual da lugar

a la formacién de diferentes agregados que pudieran desencadenar multiples alteraciones [24, 25].

1.3.2 Agregacion de AB
En la secuencia del péptido AP se pueden identificar dos principales regiones el segmento amino
(N)-terminal (aa 1-28) y el carboxilo (C)-terminal (aa 29-42). El primero es de naturaleza hidrofilica
y el segundo hidrofobica, convirtiendo al péptido en una molécula anfipatica. En estudios in vitro
se ha observado que AP mantiene una estructura de a-hélice en mezclas de alcohol-agua; sin
embargo, en solucion acuosa el péptido AP de 40 aa presenta una estructura tridimensional al azar,
mientras que el pétido AP de 42 aa (APB42), desarrolla una estructura B-plegada a pH fisioldgico, lo
cual facilita su agregaciéon. Algunos estudios han identificado que los residuos de aa 24-28 son

criticos para la formacion de oligdmeros, una de las formas mas toxicas del péptido[26].
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Se han descrito diferentes factores que pudieran promover la agregacion del péptido, uno de ellos
es la exposicion a metales como el Zn?*, Ni?* y Cu?* [27, 28]. Por otro lado, la interaccion de AR
mediante sus residuos hidrofébicos y su afinidad por los componentes de la membrana plasmatica,
como colesterol y fosfolipido, representan un punto crucial para el inicio de la formacion de
oligémeros de AB (ABO) [29]. Asimismo, el péptido ApB puede interactuar con el gangliésido GM1,

presente en las balsas lipidicas, e induce la oligomerizacion de los monémeros de Ap [30].

El proceso de agregacion (Figura 4), se inicia a partir de la formacion de dimeros. En cuanto se unen
mas mondmeros a la estructura, se pueden formar los oligdmeros de bajo peso molecular (2-10
monomeros). Estos oligomeros son solubles, se han encontrado en LCR y homogenados de cerebro
de pacientes con EA [26]. Ademas, se ha identificado que son capaces de formar estructuras
tridimensionales denominadas B-barril, con los cuales podrian formar poros en la membrana que
permiten se presenten condiciones toxicas para la célula [31]. A partir de la unién de 10-250
unidades de mondmeros, se formaran los oligdmeros de alto peso molecular, los cuales tambien
ejercen mecanismos de toxicidad a través de la membrana plasmatica. Algunas de las estructuras
perteneciente a este grupo son los globulémeros, los ligandos difusos derivados de amiloide y los
dodecameros (AB*56)[32].

Si la agregacion de estos oligdmeros continua, se formaran protofibras, las cuales generan toxicidad
y daran lugar a la formacion de fibras de AP. Las fibras son agregados insolubles del péptido,
presentan menor grado de toxicidad a diferencia de los oligdmeros, pero son capaces de continuar

favoreciendo el desarrollo de la patologia[26].

Como previamente se menciono, los péptidos que se encuentran presentes mayoritariamente en las
PN son los de 40 y 42 aa, conociéndose que el péptido AB42 tiene una mayor capacidad de agregarse.
A este respecto, sustituciones de un solo aminoacido en la secuencia del péptido AB40 por

aminodcidos hidrofobicos, han demostrado también aumentar su capacidad de agregacion [33].
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Figura 4. Agregacion de AB. Los monomeros del péptido pueden unirse entre si para formar estructuras esféricas
denominadas oligémeros. A partir de 2-4 unidades se forman los oligémeros de bajo peso molecular (LMW) y posterior
a la unién de 10-250 unidades de mondmero se denominaran oligémeros de alto peso molecular (HMW). A pesar de
que los oligdbmeros son estables, el proceso de agregacion continua hasta dar lugar a la formacion de fibras, las cuales
se encuentran presentes en la placas neuriticas [34].

1.3.3 Eliminacion del péptido Ap
Existen diferentes mecanismos por los que el péptido A y sus agregados podrian eliminarse con la
finalidad de reducir sus efectos toxicos en la EA. En el cerebro, las células gliales juegan un papel
importante en la eliminacion del AB. Estos tipos celulares, pueden eliminar formas solubles y
fibrilares del péptido, y también son capaces de liberar enzimas proteoliticas que ayudan a su
degradacion. Las formas fibrilares de AP interactian con el complejo de los receptores inmunes
presente en la superficie de células gliales, iniciando diversas cascadas de sefializacion intracelular

que estimulan la fagocitosis [35, 36].

Otro mecanismo de eliminacion de AP es través de su depuracion a la circulacion sistémica a través
de la barrera hematoencefalica (BHE), dicho transporte es mediado por el receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LRP) o mediante su transporte a través de la glicoproteina P. Estos mecanismos
son facilitados o inhibidos por su union a proteinas de transporte como la ApoE, Apolipoproteina J
o0 albumina[35, 37].

Por ultimo, diversas peptidasas y proteinasas pueden promover la degradacion de AB. Su actividad
se basa en su afinidad por AB, pH éptimo y localizacion celular. Las proteasas especificas que
degradan AP pueden clasificarse por el tipo enziméatico (por ejemplo, metaloproteasa, serina

proteasa, aspartil proteasa, cisteina proteasa, treonina proteasa), por el estado de ensamblaje del
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sustrato AP que hidrolizan (por ejemplo, peptidasas, oligopeptidasas) y por su localizacion
subcelular (p. ej., espacio extracelular, reticulo endoplasmico, endosomas, lisosomas, mitocondrias,
citosol). En microglia, las principales enzimas intracelulares y extracelulares responsables de la

proteolisis de AP son la neprilisina y la enzima degradadora de insulina [38].

1.3.4 Mecanismos de neurotoxicidad mediados por AB
En general, las PN estan formadas por fibras de AP, que en el pasado se creia que eran las causantes
de la neurodegeneracién en la EA [39, 40]. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
diferentes oligdmeros solubles, desde dimeros a dodecameros, representan la forma de agregacién
de AB, mas toxica (Figura 5). De la misma forma, se ha sugerido una correlacion inversa entre el

tamafio de los oligdmeros y la toxicidad [41].

Los oligobmeros AP promueven alteraciones en la plasticidad sindptica, deterioro cognitivo y muerte
celular a través de la interaccion extracelular con diferentes receptores como el receptor a N-metil-
d-aspartato (NMDAR), receptor de insulina, el del factor de crecimiento nervioso y el receptor
Frizzled; este altimo representa el vinculo con la fosforilacion de tau por la activacion de la GSK3[3

por el bloqueo de la via Wnt/B-catenina [24].

Los oligémeros favorecen la entrada masiva de Ca*? en la célula, promoviendo el estrés oxidativo y
el dafio mitocondrial, debido a que estimulan a los receptores NMDA y tienen la capacidad de formar

poros de la membrana mediante la formacidn de estructuras en B-barril [42, 43].

La internalizacion y acumulacion de oligdbmeros AP en los lisosomas se ha descrito como otro
mecanismo que induce la muerte celular [44]. Algunos de los efectos intracelulares aparentes de los
oligémeros son la reduccidén de las espinas dendriticas maduras, asi como el bloqueo del transporte
axonal y dendritico, que ademas podria preceder a la acumulacion extracelular de AP [45].
Adicionalmente, el AP puede ser internalizado por endocitosis en neuronas y células gliales, este
mecanismo es favorecido por ApoE al formar un complejo con AR, el cual puede ser reconocido por
receptores de ApoE presentes en las neuronas y células gliales. Otros receptores que pueden mediar
la internalizacion de A son los receptores LRP, el receptor colinérgico nicotinico a7 (a7nChR), el

receptor de productos finales de glicosilacion avanzada (RAGE) y los receptores NMDAR [46].
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Otro aspecto de la toxicidad del péptido amiloide en la EA, sucede a nivel mitocondria. Se ha
propuesto que el péptido AB puede ser transportado hacia el interior, a través de los transportadores
de membrana mitocondrial TOM40 y TIM23. Dentro de la mitocondria, desencadena un aumento en
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) e interacciona con los complejos
mitocondriales (principalmente complejo 1V mitocondrial y ATP sintetasa) de la cadena respiratoria.
Esto favorece una disminucion en el potencial de membrana y en la produccion de energia y la
posterior salida del Citocromo c, con lo cual se activa la apoptosis. Se sugiere, que ademas de
importarse el péptido a la mitocondria, la APP forma complejos con los transportadores mencionados
e inducir su procesamiento en la membrana mitocondrial, lo que conduciria a una mayor formacién

del péptido AB, y favoreceria el incremento en la disfuncion mitocondrial [47].
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Figura 5. Mecanismos de toxicidad de oligdmeros de AB. Se cree que el péptido AB se oligomeriza gracias a interacciones
con componentes de la membrana, como el gangliésido GM1. En la figura se muestra que los oligémeros pueden ejercer
funciones toxicas mediadas por la activacion de diferentes receptores de membrana o directamente formando poros[24].

Un mecanismo indirecto de neurotoxicidad de AP es la inflamacion, la cual pudiera favorecer la

neurodegeneracion y el deterioro cognitivo observado en la EA [48, 49].

15



1.3.5 Inflamacion mediada por Ap
Los agregados de AP contribuyen con el proceso inflamatorio y se ha propuesto que incrementan
los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-13 e IL-6, encontrados en el LCR de pacientes
con EA [50, 51]. Algunos autores han sugerido que la activacion de la microglia, es un evento
temprano a la agregacion del péptido ApB. La microglia es capaz de reconocer a los agregados de Ap
mediante diversos receptores como los tipo Toll (TLR), tipo NOD, formil péptido, RAGE y receptor
del Complemento 3 (CR3) [52-54]. Al llevarse a cabo el reconocimiento, la microglia se activa y
produce citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-1p, INF-y) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10,
IL-13, TGF-B), moléculas del complemento (Clq, C3, C4, C9), factores de crecimiento (MCSF);
asi como un amplio nimero de quimiocinas responsables del reclutamiento de linfocitos T (CXCLS,
CCL5), macrofagos perivasculares (MIP1la, MIP1B) y monocitos (MCP-1) [55]. Se cree que,
durante las etapas tempranas de agregacion del peptido, el ambiente proinflamatorio generado,
favorece que la microglia realice una funcion fagocitica [56]. Sin embargo, esta funcion es
controversial, debido a que existen otros estudios donde se sefiala que la microglia podria contribuir

a la formacién de agregados de AB [57].

Los astrocitos también son capaces de reconocer agregados de Ap, mediante los receptores RAGE,
LPR, proteoglicanos asociados a su membrana y receptores tipo Scavenger [58, 59]. Al activarse
los astrocitos, se incrementa la produccion de las citocinas proinflamatorias 1L-2, INF-y, I1L-1[,
TNF-a, asi como la produccion de iNOS, oxido nitrico y ROS, que se relacionan con el dafio
neuronal [60]. Por otro lado, también se sabe que secretan factores neurotréficos con los cuales

podrian mediar la supervivencia neuronal [61].
Otra enzima asociada con el proceso inflamatorio, cuya actividad es favorecida por la presencia de

agregados de Ap, es la ciclooxigenasa 2 (COX-2). El aumento en la actividad COX-2 resulta en una

mayor sintesis de prostaglandinas y su incremento, se ha relacionado con la neurodegeneracion [62].
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En resumen, los agregados del péptido Ap promueven la activacion de la respuesta inflamatoria
(Figura 6) que si se presenta un desbalance en la modulacion de esta respuesta, se pierde su efecto
benéfico y se exacerban los procesos neurodegenerativos [63].
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Figura 6. Inflamacion mediada por AB. Los diferentes agregados de AB activan a las células de la microglia mediante
los receptores RAGE y TLRs. El proceso de activacion induce la activacién de factores de transcripcion como NF-xB
y AP-1, que inducen la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y expresion de citocinas inflamatorias (IL-1,
IL-6, TNF). Las citocinas actlian directamente sobre las neuronas y estimulan a los astrocitos, que amplifican las sefiales
proinflamatorias, induciendo efectos neurotoxicos. A su vez, los mediadores inflamatorios pueden favorecer la
produccién de moléculas de adhesion y quimiocinas, para reclutar células inmunes periféricas.

1.3.6 El papel de las citocinas y su relacion con el péptido Ap
Las células del sistema inmune son capaces de producir citocinas, proteinas solubles mediadoras de
la inflamacion. En el Sistema Nervioso Central (SNC), las citocinas son producidas por las células
de la microglia y los astrocitos, en etapas embrionarias juegan un papel fundamental para el
desarrollo del SNC. Las citocinas participan en los procesos inflamatorios de las Enfermedades
Neurodegenerativas. En la EA, se ha descrito que estas proteinas pudieran intervenir en el desarrollo
de la patologia. Estudios realizados en tejido de pacientes con EA, asi como en el LCR han

demostrado que existen niveles elevados de citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-10, el
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TNF-a y el TGF-B [50, 64-66]. El aumento de estas citocinas esta fuertemente relacionado con la
activacion de la microglia ante la exposicion de agregados de A [67]. En un modelo transgénico
de raton que presenta la mutacion Sueca en el gen de la APP (K670M y N671L) y en otro modelo
de raton transgénico que presenta la mutacion mencionada y una mutacién en el gen de la proteina
PS1, se ha demostrado una relacion directa entre la sobreproduccion y agregacion del péptido Ap
derivado de las mutaciones descritas y un incremento en los niveles de los mediadores moleculares
TNF-o, IL-6, IL-12, IL-1p, IL-10 [68]. A continuacion, se describen las citocinas mas importantes
asociadas con el proceso de inflamacién en la EA.

1.3.6.1 Factor de necrosis tumoral a.
TNF-o es una citocina que puede tener funciones benéficas o perjudiciales sobre las diferentes
neuronas. Esta citocina estimula al factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-«kB), el cual si bien
induce la expresion de moléculas pro-inflamatorias, también se ha visto que promueve la sintesis de
factores de supervivencia neuronal como la calbindina, la enzima superoxido manganeso dismutasa
y la proteina anti-apoptética Bcl-2[69, 70]. También se ha planteado que esta citocina puede
estimular a la glutaminasa de la microglia para liberar glutamato, generando excitotoxicidad[71] y
favoreciendo al desarrollo de las Enfermedades Neurodegenerativas. En la EA aun esta en duda el
papel que juega esta citocina en la patologia, sin embargo, se ha propuesto que pudiera estar asociada
con un incremento en la expresion de la enzima -secretasa y y-secretasa[72, 73]. Modelos in vitro
han demostrado que TNFa estimula directamente la expresion del gen de la enzima p-secretasa
(BACEZ1) favoreciendo el procesamiento de PPAR [30]. El uso de inhibidores para TNFa. soluble,
demostro tener un efecto protector en la desregulacién de PPAB al disminuir la formacion de
agregados de amiloide y atenuar el deterioro cognitivo observado en los ratones 3XTgAD, expuestos
a una inflamacién periférica crénica [74]. Sin embargo, la supresion a largo plazo de la via de
sefializacion del receptor de TNFa, puede suprimir la capacidad de la microglia para eliminar de

forma eficiente los agregados de AP favoreciendo su agregacion en etapas tempranas [75].

1.3.6.2 Ciclooxigenasa 2
Las Ciclooxigenasas son las enzimas responsables de convertir el Acido Araquid6nico en
Prostaglandinas (PGs). De manera general, estas moléculas participan en la inflamacion debido a

que producen vasodilatacién, permitiendo el transporte de las células del sistema inmune hacia el
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sitio blanco [76]. En el cerebro de mamiferos, se expresan las isoformas COX-1 y COX-2. En
condiciones patoldgicas, la presencia de estas enzimas en el SNC se ha ligado al desarrollo de la
inflamacion y la neurotoxicidad. La microglia que rodea las PN en tejido de pacientes con EA,
muestra una expresion elevada de COX-1 y COX-2, sugiriendo su relacion con la inflamacion [77,
78]. La sobreexpresion de COX-2 en un modelo triple transgénico (hAPP/PS1/hCOX-2); dio como
resultado un aumento en la inmunoreactividad de Caspasa-3 activa y la fosforilacion de la proteina
de retinoblastoma (S’*-pRb). La proteina Rb regula la fase G1 del ciclo celular, pero se ha
observado que la fosforilacion en S’ suprime el crecimiento celular, lo cual podria afectar procesos
de proliferacion y diferenciacién de células no diferenciadas. Estudios in vitro revelaron que la
sobreexpresion de hCOX-2 en cultivos primarios de neuronas cortico-hipocampales derivadas de
ratones transgénicos, acelera el dafio apoptdtico inducido por AR, al mismo tiempo que podria
causar alteraciones del ciclo celular en celulas no diferenciadas y se desconoce el efecto que podrian
causar las alteraciones en la produccion de proteinas del ciclo celular en neuronas post-mitoticas
[79]. La COX-2 incrementa la produccion de Prostaglandina E2 y favorece la formacion de placas
de amiloide en el parénguima. EIl aumento en la formacién de placas correlaciona con un aumento
en la formacion de péptidos amiloideos (AB40 y AB42), a través de la activacion de y—secretasa, sin
que exista un aumento en los niveles de expresion de PPAP [80]. Estudios realizados en un modelo
deficiente de COX-2 7, demostraron que la respuesta inflamatoria mediada por Ap, se ve disminuida

sugiriendo que la inhibicion de COX-2 podria ser empleada como tratamiento terapéutico [81] .

El andlisis de tejido cerebral post mortem de pacientes con EA, demostro que la inmunoreactividad
méaxima para COX-2 y pRb, se presenta en los primeros estadios de Braak de la enfermedad, antes
de que ocurra la activacidn maxima de los astrocitos y microglia. Hasta el momento, se desconoce
la causa por la cual se generan las alteraciones en los niveles de la enzima COX-2. Sin embargo, se
ha sugerido que la inflamacion que se presenta en etapas tempranas en la patologia de Alzheimer
podria promover dichas alteraciones y que IL-1, podria promover un incremento de la expresion
de COX-2 y produccion de PGs [82].

1.3.6.3 Interleucina 1
IL-1 es capaz de inducir la expresion del mRNA de PPAp en las células endoteliales [83]. Por tal
motivo, se ha sugerido que el incremento de la IL-1 en pacientes con EA, podria ligarse a la

formacion del péptido AB. Al mismo tiempo, en un estudio de pacientes con EA se plante6 que la
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IL-1 era producida por las células de la microglia que rodean las PN y que esta citocina podria
promover la sintesis de la proteina S100p en los astrocitos [84]. Posteriormente, se descubrié que
IL-1 era un factor que contribuia para iniciar la formacion de neuritas distroficas en los depdsitos
difusos de beta amiloide [85]. De igual manera la exposicién de cultivos primarios de neuronas
corticales de rata con la proteina S100B, favorece la formacion de neuritas distréficas y un
incremento en el MRNA de PPAP [86]. De esta forma se establecié que IL-1 podria promover la
formacion de AB y la degeneracion neuronal a través de la proteina S100, presente en los astrocitos
reactivos. También se ha planteado que el aumento de IL-1 en los pacientes con EA podria promover
un incremento en la actividad de la cinasa p38-MAPK, que pudiera conllevar a la hiperfosforilacién
de la proteina Tau [87, 88]. El bloqueo de la sefializacién de IL-1 genera una disminucion en la
actividad de GSK-3p, disminuye la fosforilacién de Tau y la activacion de la via Wnt/B-catenina,
una via de proliferacion y supervivencia celular [89]. Sin embargo, recientemente se ha planteado

que IL-1p podria promover la eliminacion del péptido AB [90].

1.3.6.4 Interleucina 6
IL-6 es otra citocina que se produce por células de la microglia y que ademas la inmunoreactividad
presente en tejido de pacientes, se asocia con los niveles clinicos de demencia [91]. Al igual que IL-
1, IL-6 promueve la expresion de PPAP [92] y también podria relacionarse con la formacion de
MNF al inducir la fosforilacion de Tau mediante la desregulacion de la via cdk5/p35[93]. Sin
embargo, se ha reportado en dos modelos transgenicos para hPPA (TgCRNDS8 y Tg2576), que la
sobreexpresion de IL-6 en el cerebro de estos ratones, generaba una extensa gliosis y una
disminucion en los depdsitos de A en el cerebro de ratones TQCRNDS8. Posiblemente como
resultado, de una sobre regulacion de los marcadores fagociticos en las células gliales, favoreciendo
un aumento en la fagocitosis de Ap mediada por la microglia. La neuroinflamacion inducida por IL-
6 no mostro tener ningun efecto en el procesamiento de PPAP en el ratdbn TgCRNDS, sugiriendo
que la gliosis reactiva, pudiera tener un efecto benéfico en estadio tempranos de la enfermedad al

promover la eliminacion de péptidos Ap [94].

1.3.6.5 Interleucina 10
IL-10 es una de las principales citocinas anti-inflamatorias, ejerce su efecto inhibiendo la expresion

de citocinas pro-inflamatorias y previniendo la apoptosis [95]. El receptor al IL-10 se encuentra
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presente en las células gliales del SNC. La exposicidn previa de las células gliales a IL-10, produjo
una inhibicion en la produccion de citocinas proinflamatorias inducidas por Ap o LPS [96]. Por tal
motivo, se esperaba que al inducir un incremento en la expresion de IL-10 se promoveria una
reduccion de la inflamacién y la prevencion de la apoptosis. Sin embargo, la sobreexpresion de IL-
10 en los ratones transgenicos TJCRNDS8 que sobreexpresan PPA y desarrollan agregados de AB,
indujo la acumulacion del péptido y un incremento en el deterioro cognitivo [97]. Al generar un
raton transgénico APP/PS1 knockout para el gen de IL10, se observd que el ambiente inflamatorio
es indispensable para que las células de la microglia se activen y fagociten Ap [98]. A partir de esos
experimentos, se ha planteado que la inhibicién farmacoldgica de esta citocina, resulta una estrategia

terapéutica interesante que debe ser méas estudiada.

1.3.7 Vias de sefializacion involucradas en la inflamacion mediada por el péptido A
Como se describio previamente, los agregados del peptido A son reconocidos por las células gliales
a través de diferentes receptores de la inmunidad innata, como respuesta se activaran diferentes vias
de sefalizacion intracelular proinflamatorias que favorecen la activacion de las células gliales, asi
como la producciéon de mediadores moleculares como citocinas, quimiocinas y especies reactivas
de oxigeno. Algunas de las vias de sefializacion activadas son la de c-jun N-terminal cinasa (JNK),
la proteina cinasa activada por mitdgenos (p38-MAPK) y la via de las cinasas de los inhibidores
kappa B (IKK). Dichas vias favorecen una respuesta proinflamatoria a través de factores de la
transcripcion como el factor NF-kB, la proteina activadora 1 (AP-1) y factores reguladores de
interferon (IRF) [54]. De estos factores, NF-kB es considerado el principal regulador de la respuesta
inflamatoria, esta presente en neuronas y células gliales que rodean a agregados de A, modula la
gliosis y la expresion del gen BACEL, con lo cual podria tener una relacion con la produccion de
AB [99].

Por su parte, los mediadores moleculares de la inflamacidn secretados por las células gliales activan
vias de sefializacion celular, mediando efectos tanto pro y antiinflamatorios, como neurotédxicos y

neuroprotectores.

Un ejemplo claro de citocina proinflamatoria es IL-1p, que puede favorecer la fosforilacion de la

proteina tau en neuronas a través de la activacion de la via MAPK-p38 [88]. TNF-a activa la via
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p38-MAPK y JNK por mencionar algunas, y los factores de transcripcion AP-1 y NF-«B,
promoviendo asi la inflamacion, amiloidogénesis y neurotoxicidad [100]. El interferdn gamma, es
otro mediador que favorece la expresion del gen BACEL, a través de la via de las Janus cinasas
(JAK), mediante la activacion del factor de transcripcion STAT1 [101]. A pesar de que pareciera
que las citocinas proinflamatorias activan vias cuyos efectos favorecen la neurotoxicidad mediada
por los agregados del péptido AP, es necesario considerar el papel importante que juegan en

promover la fagocitosis de estos agregados.

La IL-10 es secretada para mantener un balance inflamatorio ante la presencia de agregados. Al
conectarse con su receptor, activa la via de sefializacion de JAK y los factores transductores y
activadores de sefiales de la transcripcion (STATS), uno de ellos es STAT3. Mediante esta via
disminuye la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 11 (MHCII)
y la presentacion de antigenos en las células T. En el SNC, se ha descrito que IL-10 podria prevenir
la apoptosis mediante la activacion de la via de sefializacion de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3-
cinasa (PI13K) /Akt. De manera general, 1L-10 puede promover la supervivencia de neuronas y una
disminucidn en la activacion de células de la microglia. Sin embargo, esto puede tener un impacto

negativo en la fagocitosis de los agregados de Ap [98].

Otra citocina que activa la via de sefalizacion JAK/STAT3 es IL-6, un mediador molecular con
funcion pleiotropica. Como se menciond previamente, IL-6 puede favorecer la hiperfosforilacion
de la proteina tau mediante la cinasa cdk5[93]. De la misma forma, se ha propuesto que dicha
citocina puede activar la via JAK/STAT y promover una entrada masiva de calcio a través de los

receptores a glutamato NMDA, modificando los patrones de fosforilacion de tau[102].

La via JAK/STAT3 se ha ligado a multiples funciones en el SNC, una de ellas es favorecer la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular. Sin embargo, la activacion de la via en los
astrocitos favorece su reactividad, con lo cual se puede establecer un perfil proinflamatorio que al
presentarse de manera crénica, pudiera contribuir a la muerte de las neuronas y probablemente al
desarrollo de patologias, como la Enfermedad de Huntington y la EA[103]. A este respecto se sabe

que la presencia de agregados de AP induce la activacion de la via JAK/STATS3, con lo cual se
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pudieran incrementar la inflamacion y neurodegeneracion. Por tal motivo, el estudio de esta via

resulta de gran relevancia para proponer estrategias terapéuticas en la EA.

1.3.7.1 Lavia JAK/STAT y la neurotoxicidad mediada por AP
La via de sefializacion JAK/STAT participa en la modulacién de la expresion de genes de funciones
como la organogénesis, desarrollo fetal, apoptosis y la inflamacion. La via se expresa en diferentes
tejidos y en el SNC, su expresion se ha descrito en diferentes areas como corteza cerebral,
hipotalamo, cerebelo e hipocampo. El papel de la via JAK/STAT en la proliferacién celular es
crucial y su alteracion se ha ligado al desarrollo de cancer [103, 104].

Las moléculas responsables de la activacion de la via JAK/STAT (Figura 7) son algunas citocinas,
los factores de crecimiento y hormonas. En la via se involucra a un grupo de cinasas intracelulares
JAK (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK?2) y siete diferentes factores de transcripcion STAT (STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B and STATG6). En el caso de la inflamacién, cuando
una citocina se une a su receptor, dos proteinas JAK son activadas y fosforilan un residuo de tirosina
en el receptor de citocinas, proporcionando un sitio de acoplamiento para los dominios conservados
SH2 (Src 2 homologia) de los factores de transcripcion STAT. Posteriormente, las cinasas JAK
pueden fosforilar a los factores STAT, mayoritariamente en residuos de tirosina en su extremo C-
terminal. La fosforilacion de STAT promueve su liberacion del receptor, asi como formacién de
homo- y hetero-dimeros, los cuales se translocan al nicleo celular donde modulan la expresion de

diferentes genes diana [105].

La via de sefializacion JAK/STAT puede ser regulada negativamente por fosfatasas, las cuales
controlan el estado de fosforilacion y la actividad de JAK y los factores STAT. Las proteinas de la
familia de proteinas inhibidoras de la actividad de STAT (PIAS) favorecen su inactivacion mediante
la sumoilacion o impidiendo la union de los factores STAT al ADN. Por Gltimo, un mecanismo
importante de retroalimentacion negativa en la sefializacion de las citocinas, a través de la via
JAK/STAT es la produccion de proteinas supresoras de sefializacion de las citocinas (SOCS), cuya
produccién es estimulada por la actividad de factores STAT. Las proteinas SOCS inhiben la

actividad de JAK y compiten con STAT por la union del receptor [106].
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Figura 7. Via de sefializacion JAK/STAT. La via es activada por el reconocimiento de diferentes hormonas, factores de
crecimiento y citocinas a sus receptores correspondientes. Las cinasas de la familia JAK se activan por fosforilacion y
promueven el reclutamiento de los factores de transcripcién STAT, los cuales se activan al ser fosforilados por las
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asociados a funciones como la angiogénesis, diferenciacion, supervivencia celular, adhesion, remodelacion de
microttbulos y la inflamacion. La modulacion negativa de la via JAK/STAT se lleva a cabo por fosfatasas, proteinas
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actividad de STAT (PIAS) [104].
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En el SNC la via JAK/STAT juega un papel importante en el mantenimiento de las células madre
neurales y progenitoras durante el desarrollo fetal. De la misma forma, se ha reportado que la
activacion de la via por el factor neurotrofico ciliar, citocinas como IL-6 y el factor inhibidor de la
leucemia, estimulan a los precursores neurales para favorecer la astrogliogénesis durante el
desarrollo embrionario, mediante la participacion de JAK1, STAT1 Y STAT3 [107].

La plasticidad sinaptica es un proceso esencial para el aprendizaje y la memoria espacial en el
hipocampo. La depresion a largo plazo mediada por receptores de glutamato tipo NMDA (NMDAR-
LTD) es uno de los eventos que favorece la plasticidad. Un estudio realizado en cultivos en rebanada
revelé que la NMMDAR-LTD, es mediada por la activacion de la cinasa JAK2 y el factor de
transcripcion STAT3, ambos componentes de la via se encuentran localizados en la post-sinapsis y
pueden jugar un papel fisiologico en la transmision sinaptica [108].

Existen evidencias que la via de sefializacion JAK/STAT se encuentre relacionada con la apoptosis
celular. Un estudio en células de neuroblastoma estimuladas con Interferon, un activador del factor
de transcripcion STAT1, mostro favorecer la apoptosis mediante la liberacion de citocromo c,
activacion de caspasas y fragmentacion del DNA [109]. Sin embargo, otros factores de la via son
claves para promover la supervivencia celular, entre ellos se ha observado que la activacion de
STAT3 mediante el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1, disminuyd la muerte de neuronas

corticales previamente expuestas a TNFa. [110].

Una de las funciones interesantes de la via JAK/STAT es la modulacion de la inflamacion,
desempefiando funciones anti- y pro-inflamatorias. El Interferon es una proteina pro-inflamatoria
que activa el factor de transcripcién STAT1, a través de €l, se induce la produccion de 6xido nitrico,
molécula que favorece un ambiente inflamatorio. En modelos de isquemia, se ha observado que la
estimulacion continua con Interferon y su consecuente activacion de STATL, conduce a la muerte

neuronal [111].

Por su parte, el factor de transcripcion STAT3 se ha ligado al control en la activacion de las células
gliales, para la formacion de la cicatriz glial ante algin insulto en el SNC. En este sentido, un estudio

en ratones condicionados en los que se logro eliminar la expresion de STAT3 en astrocitos, demostro
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que la activacion del factor de transcripcion puede modular de manera postiva la expresion génica
de GFAP [112]. Dicho evento, promueve la astrogliosis y, por consiguiente, la secrecion de
moléculas inflamatorias como IL-6, IL-1B, IL-4, el factor de crecimiento entodelial vascular y
quimiocinas. Algunas de estas moléculas son necesarias para promover la activacion y atraccion de
células de la microglia y del sistema inmune periférico. Este estado inflamatorio es necesario para
promover el proceso de regeneracion de axones [113].

Aunque la inflamacion del SNC es un mecanismo de proteccion del cerebro ante situaciones que le
producen lesion, si este proceso se establece de manera cronica, puede favorecer el desarrollo o la
progresion de enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, un estudio realizado en roedores
donde se administr6 de manera periférica, diferentes agentes neurotdxicos, se observo que dichos
agentes promovian la fosforilacion de STAT3 en su tirosina 705 (pSTAT3tyr705), y que este evento
precede al incremento en la de expresion de GFAP. Por tal motivo, se sugirio que pSTAT3tyr705

podria representar un bio-marcador de neurotoxicidad [114].

Una de las principales cinasas que fosforilaa STAT3 es la cinasa JAK2. En un modelo de isquemia
en rata por oclusion de la arteria cerebral media, se observo un incremento en la fosforilacion de
JAK2 y STAT3, que correlacionaron con un aumento en la expresion de la proteina de alta
movilidad 1 (HMGBL). Esta ultima, favorece la produccion de moléculas inflamatorias como TNFa.,
IL-6 e IL-1B; que, en dicho modelo, promueven el dafo neuronal post-isquémico [115].
Correlacionando con este estudio, en un modelo de lesion traumética en sustancia blanca en ratas,
en donde se desarrolla dafio cognitivo, inflamacién y muerte de las neuronas del hipocampo y se
presenta dafio cognitivo, se identifico un incremento en la fosforilacion de JAK2 y STAT3 que

favorece la apoptosis neuronal [116].

Sin embargo, la funcion de estas dos moléculas en el SNC no se puede definir como proinflamatoria
0 patoldgica. De manera fisioldgica, la activacion de la via JAK2 y STAT3 estimula la proliferacion
celular de las células progenitoras [117]. Otro mecanismo propuesto, es que la activacién de STAT3
por citocinas de la familia IL-6, podria disminuir la muerte neuronal ocasionada por la estimulacién
de los receptores tipo NMDA. La propuesta anterior se basa en el hecho que STAT3 puede inducir

un incremento en la expresion de la proteina anti apoptética Bcl-xL, asi como la activacion de la via
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de PI13K-Akt que induce la supervivencia celular. Sin embargo, la activacion per se de la via, activara
la produccion de moléculas de la familia SOCS, las cuales inhiben de manera répida estos efectos
[118]. De estos reportes contrastantes, surge la importancia de determinar las condiciones o
exposicion a factores neurotoxicos que podrian alterar la via y condicionarla a que sea estimulada a
un rol neuroprotector o neurodegenerativo, asi como anti- o pro-inflamatorio. Sin duda un agente
neurotoxico que desencadena la activacion de la via JAK/STAT es AB y el estudio de la interaccién

entre dichas moléculas, ha tomado importancia en la busqueda de opciones terapéuticas en la EA.

Un estudio realizado en ratones transgénicos que sobreexpresan a PPAB con la mutacién sueca,
otro en ratones micro-inyectados intracerebroventricular con AB 1-42 y en autopsias de cerebro de
paciente con EA, mostraron que la activacion de JAK2/STAT3 se encuentra reducida en las
neuronas, probablemente como resultado del efecto neurotdxico del propio AB y esto podria estar
asociado a la muerte neuronal. La administracion nasal del péptido neuroprotector Colivelina, tanto
en los ratones transgénicos como en los micro-inyectados con A, logré incrementar la expresion
de STAT3 en las neuronas y disminuir el deterioro cognitivo presentado por los roedores. Colivelina
es un péptido derivado de otro péptido neuroprotector, la humanina y se ha sugerido que ambos
podrian ejercer su funcion neuroprotectora de la activacion de la via JAK2/STAT3, la modulacion
de la apoptosis y regulacion de la transmision colinérgica. De acuerdo a estos resultados, la
activacion de la via JAK2/STAT3 favorece la activacion de receptores nicotinicos de aceticolina lo

cual pudiera reducir la neurotoxicidad mediada por los agregados del péptido Ap [119].

En contraste, se ha reportado un incremento de la fosforilacion de STAT3 mediado por la cinasa
Tyk2, en corteza e hipocampo de ratones transgenicos APP/PS1, asi como en neuronas corticales
expuestas al péptido APy ratones microinyectados con dicho péptido en el hipocampo. La
sobreactivacion de la via correlacion6 con un incremento de la actividad de caspasa 3 y una
diminucion de la viabilidad neuronal. Algunos de los mecanismos planteados en los que la
sobreactivacion de STAT3 podria conducir a la apoptosis, son la produccién oxido nitrico mediante

la estimulacion de la enzima iNOS o la estimulacion de la expresién del gen BACE1[120].

Como hemos visto, la activacion de STAT3 forma parte de la regulacion de la respuesta inflamatoria

en el SNC, por lo que también se ha planteado su relacion con el péptido Amiloide. En este aspecto,
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se ha descrito que el tratamiento con el péptido AB 25-35, en cultivos primarios de microglia
obtenidos de la corteza cerebral de ratas, asi como la linea celular BV2, favorece la acetilacion y
fosforilacién de STAT3; conduciendo, a un aumento en la expresién de la proteina 14-3-3 épsilon,
frecuentemente asociada con enfermedades neurodegenerativas. En dicho estudio se reconoce que
la activacion de STAT3 inducida por AB, es resultado de la produccion de la IL-6, derivada de la
exposicion de las células de la microglia a los agregados del péptido [121]. Lo anterior nos sugiere
que la inflamacion mediada por A puede ser un mecanismo indirecto con el cual se podria mediar

la neurodegeneracion.

Estudios recientes exponen la importancia de la via JAK2/STAT3 en la activacion de los astrocitos
en presencia de AB. En ratones transgénicos que sobre-expresan APP (APP/PS1dE9), asi como en
el raton triple transgénico (3xTg-AD), se presenta un incremento de astrocitos reactivos, positivos
a GFAP y Vimentina que rodean los agregados de AB. Un nimero importante de estas celulas,
expresan el factor STAT3 en estado fosforilado. Cuando en estos ratones se expresa -a traveés de un
sistema lentiviral, al inhibidor natural de la via, SOCS3, se observa, que la reactividad de los
astrocitos disminuye, sugiriendo que la activacion de la via JAK/STAT es importante para mantener
el estado activo de dichas celulas en presencia de los agregados de AP [103]. La estimulacion de la
cinasa JAK2 en los ratones transgénicos APP/PS1dE9 y 3xTg-AD, mostro una correlacion positiva
entre el nimero de astrocitos reactivos positivos a GFAP, con la disfuncion sinaptica [122]. En los
altimos afios, con el uso de diferentes estrategias y modelos, se ha propuesto que la reduccion de la
activacion del factor STAT3 en los astrocitos, podria favorecer la eliminacion de agregados de AP
por las células de la microglia y ser una estrategia terapéutica para frenar el deterioro cognitivo en
pacientes con EA [123, 124].

En resumen, los hallazgos reportados en la literatura que sefialan la relacion, entre los agregados del
péptido AP con la via de sefializacion JAK/STAT3, son contrastantes. Profundizar en el estudio de
la activacion de STAT3 en presencia de formas oligomericas del péptido, debiera ser ampliamente
explorado para esclarecer la posible regulacion temporal y espacial de dicho factor de transcripcion.
Sin embargo, es importante sefialar que no se debe de excluir su participacion en las funciones
neuro-protectoras y las neurotoxicas, que pudieran favorecer los diferentes escenarios relacionados

a la agregacion de AP en la EA.
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2. JUSTIFICACION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comudn en adultos mayores, su prevalencia

a nivel mundial se ha incrementado de una manera alarmante, debido entre otras cosas al incremento
de los indices de longevidad, disminucion de la fecundidad y estilos de vida demandantes. Durante
afios, en México, se ha subestimado la prevalencia e incidencia de las enfermedades cronico-
degenerativas que afectan al adulto mayor y no se cuenta con los recursos ni la infraestructura para
garantizar su atencion. Uno de los problemas mas complicados de esta patologia, que cursa con un
deterioro cognitivo progresivo, es el hecho de que el diagnostico definitivo de EA se realiza de
manera post-mortem. En la literatura, existen diversos estudios enfocados a identificar moléculas

candidatas con actividad moduladora.

A través del andlisis de la hipotesis de agregacion de la proteina tau y del péptido A, se ha
descubierto que la inflamacidn tiene un papel protagonico en promover la degeneracion a lo largo
del desarrollo y la evolucion de la EA. Por tal motivo, en el laboratorio consideramos importante la
identificacion de mediadores de la inflamacion, los cuales son producidos principalmente por las
células gliales y se ha puntualizado que los oligomeros de A tienen un efecto estimulatorio mayor

sobre ellas, a diferencia de otros agregados del mismo péptido.

La activacion de las células gliales por el AB, favorece de manera aguda la fagocitosis de agregados
de AP, promoviéndose asi la supervivencia neuronal. Sin embargo, la sobreproduccion de
mediadores moleculares de la inflamacién, podrian conllevar a alteraciones en vias de sefializacion
que promuevan procesos de neurotoxicidad y neurodegeneracion, tal es el caso de la via
JAK2/STAT3. En condiciones fisiologicas, esta via participa en procesos de plasticidad y
supervivencia neuronal, sin embargo, se sabe que el AB, es capaz de inducir la activacion de STAT3
favoreciendo el dafio neuronal. De la misma manera, la activacion de STAT3 en astrocitos, es capaz
de alterar la eliminacion de amiloide conduciendo al dafio sindptico. Por tal motivo, planteamos
desarrollar un modelo de microinyeccion de oligdmeros de A, en la region de CAL del hipocampo
de rata, para identificar posibles mediadores de la inflamacion, en especifico, algunas citocinas que
pudieran estar modulando la respuesta inflamatoria y favoreciendo los efectos neurotoxicos de los

oligomeros de AB.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

% Demostrar mediante un modelo de microinyeccién en la region de CA1 del hipocampo de la rata,
que los oligémeros de AB, promueven la activacién glial y produccion exacerbada de mediadores
moleculares de la inflamacion, los cuales favorece la neurodegeneracion a través de la via
JAK2/STATS.

3.2 PARTICULARES

% Realizar un estudio temporal de la neurodegeneracion y activacion glial tras la microinyeccion
de oligdmeros de AB en la region de CA1 del hipocampo de la rata.
¢+ Describir alteraciones en la produccion de mediadores moleculares de la inflamacion (IL-1p, IL6,

IL-10), en el modelo de microinyeccion de oligdmeros de ApB.

¢+ Describir la participacion de la Via JAK2/STAT3 en la inflamacién mediada por oligdémeros de

A, en el modelo de microinyeccion de oligomeros de Ap.

¢ Determinar el papel de la Via JAK2/STAT3 en la neurodegeneracion mediada por ABO, en

cultivo primario de hipocampo de rata.
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4. HIPOTESIS

Los oligémeros de AB promueven la produccién de mediadores de la inflamacién y estimulan la

via de sefializacion JAK2/STATS3 en las células gliales, favoreciendo la neurodegeneracion.
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5. METODOS

5.1 Preparacion e identificacion de oligobmeros del péptido Ap.

Para la preparacion del péptido, se realizo una dilucion del péptido sintético AP 1-42 de origen
humano (AnaSpec AS-20276) en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP, Sigma H-8508) para
obtener una concentracion final de 1 mM.

El péptido se incubd a temperatura ambiente durante 1 hy el vial se enfri6 a 4°C durante 15 minutos.
Posteriormente, se dejo evaporar el HFIP toda la noche a temperatura ambiente en la campana y los
tubos se transfirieron a un speed vac para eliminar los restos de HFIP. El pellet se resuspendid en
Dimetil sulféxido (DMSO Sigma) puro para hacer una solucion de 5 mM del péptido y finalmente,
se llevé a una concentracion de 100 uM con solucién amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X). Para
obtener formas oligoméricas del péptido, se incubaron las alicuotas de 100 uM a 4 °C durante 24 h
[125].

La formacion de oligobmeros se comprobé mediante la técnica de Microscopia Electronica de
Transmision. Para tal efecto, se utilizaron 5 ul de la muestra de oligdmeros y se colocaron en una
rejilla de cobre de 200 mesh tratadas con fomvar (Electron Microscopy FCF-200-Cu) y se dejaron
secar durante una noche. Posteriormente, fueron revisadas sin contraste en un Microscopio

Electrénico de Transmision marca FEI modelo TECNAI Biotwin a 80 KV.

5.2 Modelo Animal.

Se utilizaron ratas Wistar macho de 12-14 semanas de edad, con un peso aproximado de 230-250 g
que fueron adquiridas del bioterio Bioinvert® (SENASICA AUT-B-A-1016-028). Las ratas se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura de 20-24 °C, el porcentaje de humedad
relativa de 50-60%, ciclos de luz-oscuridad de 12/12 h, agua y alimento a libre demanda, siguiendo

las normas de produccion y cuidado animal NOM-062-Z00-1999.

Previo a la cirugia, las ratas fueron anestesiadas via intramuscular con Ketamina (85 mg/kg)-
Xilazina (12 mg/kg) y colocadas en un aparato estereotaxico Stoelting en donde se realizé la asepsia
adecuada sobre la piel que recubre al craneo. Posteriormente se realizé una incision con bisturi y se
procedio a limpiar el periostio. Mediante un micro-manipulador, se coloc6 una aguja dental calibre

30 G montada en las siguientes coordenadas: -0.30 mm dorsal/ventral, + 0.25 mm lateral y -0.42
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mm antero/posterior respecto al bregma, que corresponden a la region del CA1 del hipocampo segln
el Atlas de Paxinos [126]

El sistema de microinyeccién consta de la aguja dental 30G, la cual se encontraba conectada
mediante una manguera de poliuretano a una jeringa Hamilton de 10 ul, colocada sobre una bomba
de infusion (Kd Scientific KDS-100). Con la finalidad de realizar una microinyeccion controlada se
fijo una velocidad en la bomba de infusién de 12 pl/h durante 5 minutos y la aguja fue retirada 5

min después de terminar la inyeccion.

En este proyecto se utilizO un grupo experimental de ratas, a las cuales se les realizd una
microinyeccion bilateral de 1 ul de oligdmeros de Ap 1-42 (grupo experimental), preparados como
previamente se describid. Asimismo, se disefid un grupo control de dafio mecanico, para el cual se
utilizaron ratas que fueron microinyectadas de manera bilateral con 1 ul de solucion salina
fisiologica (NaCl 0.9%) estéril (grupo control o SS). Para evaluar los efectos agudos y cronicos de
los oligbmeros, los animales (grupo experimental y grupo control) fueron sacrificados en los
siguientes tiempos post-inyeccion: 18h, 72h y 7 dias, para los tiempos agudos y 15 dias y 30 dias

para el efecto crénico.

5.3 Sacrificio de animales

Considerando las técnicas a realizar, se llevaron a cabo dos tipos de sacrificios. Para la obtencion
de tejido fresco, las ratas fueron decapitadas mediante guillotina con previa administracion de
anestésico, cumpliendo con la norma NOM-033-SAG/Z00-2014 vy se realizo la diseccion del

hipocampo y de la corteza cerebral, preservando posteriormente los tejidos en congelacion a -80 °C.

Para las técnicas de tincion de tejido, se realizé una perfusion intracardiaca con una solucién salina
fisiologica estéril, sequida de una solucion de Paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M
(pH 7.2) y al finalizar, se obtuvo el cerebro y se almacené en una solucién de Paraformaldehido al
4% -Sacarosa al 4% en Buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.2) por 1 semana.
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5.4  Andlisis utraestructural por Microscopia Electronica de Transmision.

El proceso de perfusion y fijacion del tejido cerebral se realiz6 mediante una solucién compuesta
de 4% de Paraformaldehido y Glutaraldehido al 2.5 % (Karnovsky) en PBS 1X (pH 7.4). Se
realizaron disecciones de las regiones de CA1 y GD del hipocampo de las ratas y los tejidos fueron
procesados en un equipo LEICA EM TP, cuyo procedimiento incluye lavados en Buffer de
Cacodilatos 0.15M pH 7.2, post-fijacién en Tetradxido de Osmio al 1%, 1.30 h de deshidratacion
de alcoholes graduados (30-100%), infiltracion con resina EMBET 812 (Electron Microscopy
Science) en las siguientes proporciones 2:1 (2hrs), 1:1 (2hrs), pura 2x (4hrs).

Posteriormente, se realizaron cortes finos de 90 nm, los cuales se montaron en rejillas de cobre de
200 mesh y se contrast6 con Acetato de Uranilo al 2% en solucion acuosa y Citrato de Plomo de
Reynold’s. Los tejidos se observaron a diferentes aumentos y las imagenes fueron capturadas en un

Microscopio Electronico de Transmision marca FEI modelo TECNAI Biotwin a 80 KV.

5.5 Inmunohistoquimica.

Los cerebros almacenados en Paraformaldehido al 4%-Sacarosa al 4% se dividieron de manera
sagital y cada hemisferio se procesd por separado. Inicialmente, se realizo la deshidratacion del
tejido en alcoholes graduales (70, 96 y 100%), seguida de la aclaracion mediante xilol e inclusion
en parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 8 uM de grosor en el microtomo Thermo Fisher HM
325 y fueron montadas en laminillas cargadas (Biocare Medical). Las laminillas con tejido se
desparafinaron e hidrataron con xilol, etanol-xilol y alcoholes graduales (100, 96 y 70%).
Posteriormente, se llevé a cabo la recuperacion antigénica con Buffer de Citratos 0.1 M, pH 6y 0.2%
Tritdn en bafio maria por 12 min. A continuacion, se dejaron enfriar las laminillas y se rodearon los

tejidos con marcador hidrofébico.

Para la inmunohistoquimica (IHC), se bloquea la peroxidasa endégena con bloqueador dual de la
enzima endogena (Dako S2003) por 10 min. Las uniones especificas fueron bloqueadas con
Background Sniper (Biocare Medical BS966) por 15 min. El tejido se incubd con anticuerpo
primario a 4 °C toda la noche. EIl reconocimiento del anticuerpo se realizd con el detector Mach?2
Universal HRP-Polymer Detection (Biocare Medical M2U522) por 30 min sobre el tejido y se

utiliz6 Diaminobencidina (DAB, Dako K3468) como cromogeno para el revelado de la tincion. Para
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montar la laminilla, se deshidrataron por alcoholes graduales (70-100%), seguidos de Xilol.
Finalmente, se montaron los tejidos con resina EcoMount (Biocare Medical EM897L). Las
imagenes se capturaron en un microscopio Leica DM-LS (Leica Microsystems, Wetzlar, GmbH,
Germany). Los anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica fueron raton anti-NeuN
1:200 (Millipore MAB377) y conejo anti-STAT3 (1:100 Novus, NBP2-67432).

5.6 Inmunofluorescencia.

Después de realizar la recuperacién antigénica mencionada en el punto anterior, se permeabilizé la
membrana con BSA 2%-Triton 0.02% durante 15 min. Las uniones inespecificas fueron bloqueadas
con BSA al 2% durante 10 min. A continuacidn, se incub6 durante toda la noche con los anticuerpos
primarios a 4°C. Los anticuerpos utilizados en este proyecto fueron los siguientes raton anti-NeuN
1:200, pollo anti-GFAP 1:1000 (Abcam ab4674), conejo anti-lbal 1:300 (Genetex GTX100042),
conejo anti-STAT3 1:100 (Novus, NBP2-67432) y raron anti-MAP2 1:300 (Millipore, MAB3418).

Posterior a la incubacidn, se realizaron 5 lavados con PBS 1X y se continud con la incubacion de
anticuerpo secundario durante 1 hr a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios empleados,
fueron los siguientes: Cabra Anti-pollo IgY Alexa Fluor 488 1:300 (Abcam ab150173), cabra Anti-
raton 1gG (H+L) Cy5 1:150 (Zymed 816516), y cabra Anti-conejo IgG Alexa 555 1:300 (Cell
Signaling 4413S). La preservacion de fluor6foros y montaje de laminillas se llevd a cabo con
VectaShield (Vector Laboratories H-1000). Las imagenes se capturaron en un microscopio
CONFOCAL Leica TCS SP8 y fueron procesadas en el software LAS AF (Leica Microsystems),

empleando el objetivo de 40x.

5.7 Tincion con Fluorojade B.

Para evaluar el proceso de neurodegeneracion, mediante la técnica de Fluorojade B (FJB), se
realizaron cortes seriados de 8 um de los tejidos. Las laminillas, se desparafinaron e hidrataron en
alcoholes graduales de (100, 96 y 70%). Posteriormente, fueron tratadas por 5 minutos en una
solucion de 80% EtOH-5% NaOH, 2 minutos en Alcohol al 70% y 2 minutos en agua destilada. Las

laminillas fueron sumergidas en una solucion de K:MnO4 al 0.06% por 20 minutos, se enjuagaron
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con agua destilada y se dejaron incubando toda la noche a 4°C con una solucién Fluoro-jade B
(Millipore AG310) al 0.001% en &cido acético 0.1%.

Por ultimo, las laminillas se dejaron secar toda la noche a temperatura ambiente protegidas de la luz
y se pasaron por Xilol para posteriormente ser montadas con resina EcoMount. Las imagenes se
capturaron en un microscopio de epifluorescencia Leica DM-LS a 40x (Leica Microsystems,
Wetzlar, GmbH, Germany).

5.8 Conteo de neuronas maduras y degeneradas.

Las neuronas maduras fueron identificadas a traves del marcaje mediante inmunohistoquimica con
el anticuerpo Anti-Neun, para lo cual se seleccionaron 4 ratas de los grupos control y Ap,
correspondientes a los tiempos de 15 y 30 dias. Para realizar la estimacion de neuronas degeneradas,
se utilizé la tincidn de Fluoro-Jade B a 4 ratas de los grupos control y AB, correspondientes a los
tiempos de 18h, 72hy 7 dias.

En ambos casos, se obtuvieron cortes seriados sagitales a partir de la region de la lesion desde 2.5 a
2.668 mm lateral. A partir de la primera coordenada se evaluaron 3 cortes con una separacion de 80
um entre cada uno. En cada uno de los cortes, se realizaron 3 conteos en campos contiguos en la
region de CA1 y otra cantidad similar en la region de CAL. Las imagenes de cada una de las
tinciones mencionadas, fueron capturadas con el uso del software LAS AF del microscopio de
epifluorescencia Leica DM-LS a 40x (Leica Microsystems, Wetzlar, GmbH, Germany) y el area de
conteo utilizada fue de 0.265 x 0.365 mm. Para las comparaciones entre los tratamientos, se reporto

el promedio del nimero de células por mm? de cada rata evaluada.

5.9 Cuantificacion de citocinas por ensayo Multiplex.

Tejidos de hipocampo y corteza se homogenizaron en una solucion de PBS 1X-Tritén 0.01% con
Coctel inhibidor de proteasas (Sigma P8340), utilizando el kit de homogenizacion de Sample
Grinding (Amersham Biosciences 80-6483-37) y el homogenizador FatGene Tissue Grinder
(Nippon Genetics NG010). Los homogenados se centrifugaron a 1000 g por 10 min a 4 °C y el

sobrenadante recuperado se centrifugé a 20,000 g por 40 min a 4°C, para remover los restos celulares.
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Se realiz6 una cuantificacion de proteinas por el método de Acido Bicinconinico (BCA, Sigma
B9643) previa a la cuantificacion de proteinas.

La determinacién de citocinas se realizd de acuerdo al método indicado en el kit Milliplex basado
en el uso de anticuerpos acoplados a perlas magnéticas MAP Rat cytokine/chemokine magnetic
bead panel kit (Millipore RECYTMAG-65K-03). Las lecturas se realizaron en un equipo
LUMINEX MAGPIX vy los resultados fueron analizados con el software XPONENT
y MILLIPLEX Analyst version 5.1 (Millipore). Los rangos de sensibilidad de las citocinas
detectadas fueron IL-1(3 2.4-10000 pg/mL, I1L-6 73.2-300000 pg/mL e IL-10 7.3-30000 pg/mL.

5.10 Evaluacion de la expresion génica por RT- gPCR.

El RNA total se extrajo de hipocampo y corteza de ratas, de acuerdo con el método descrito en la
hoja de documentacion del reactivo TRIzol® (Invitrogen 15596026). La cuantificacion de RNA se
realizd6 mediante el espectrofotometro (ACTGene ASP3700) a 260 nm, la pureza se verifico
mediante la relacion 260nm/280 nm y la integridad del RNA mediante el corrimiento electroforético
de las muestras en gel de agarosa al 1.5%. y visualizada en un fotodocumentador MiniBis Pro (DNR

Bio Imaging Systems).

La obtencion de cDNA se realizé mediante la reaccion con retrotranscriptasa inversa (RT) a partir
de 500 ng de RNA total, utilizando el kit AMPIGENE® cDNA Synthesis (Enzo Life Sciences ENZ-
KIT106). EI cDNA obtenido, fue alicuotado diluido 1:5 y almacenado a -80°.

La reaccion cuantitativa de la polimerasa en cadena (qPCR) se llevo a cabo mediante sondas de
expresion génica TagMan (Applied Biosystems) en un termociclador 7500 Fast Real Time PCR, de

acuerdo con las condiciones estandares del proveedor (Applied Biosystems).

Los ensayos especificos de genes analizados fueron B-actina (Cat. NOm. Rn00667869_m1) e IL-6
(Cat. Nim. Rn01410330_m1). El analisis se llevo a cabo considerando el cambio en la expresion
relativa de los niveles de transcripto mediante el método de 2-AACt, utilizando como gen de

referencia a 3-actina.
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5.11 Modelo celular de inhibicion de JAK2/STAT3

Se obtuvo un cultivo primario mixto de hipocampo de ratas Wistar postnatales de 2-4 dias, tomando
en cuenta el método reportado por Osorio y colaboradores [127]. El cultivo se mantuvo por 15 dias
para dar inicio al ensayo de inhibicion de JAK2/STAT3. La inhibicién de la actividad de la tirosina
cinasa JAK2, se llevo a cabo mediante el uso de AG490 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), una
molécula que inhibe la fosforilacion de la cinasa y junto con ello su actividad [128]. La inhibicién
del factor de transcripcién STAT3 se realizé6 mediante el uso de la molécula pequefa Stattic (Santa
Cruz Biotechnology, Sc-202818), la cual inhibe la fosforilacién de los residuos de tirosina cinasa
de los dominios SH2 en la molécula, evitando que el factor STAT3 forme dimeros y transloque al
ndcleo para activar sus genes diana [129].

Se realizaron 2 ensayos para cada inhibidor, en donde se plantearon los siguientes tratamientos
utilizando cultivos independientes: vehiculo (DMSO), Inhibidor, ABO y ABO + Inhibidor. En la

Figura 7, se muestra un esquema de los respectivos ensayos de inhibicion.

DiIA1 DIA 2 DIAS
| Vehiculo (DMSO) |
| Inhibidor |
Fijacion de las
células
| ABO |
BN inhibidor || ABO |

Cultivo mixto
hipocampal de rata

Figura 8. Ensayo de inhibiciéon de JAK2/STAT3 en cultivo celular. En el dia 1 del ensayo, se afiadieron a cultivos
independientes los tratamientos Vehiculo (DMSO) e Inhibidor en diferentes concentraciones por duplicado. En el caso
del inhibidor Stattic se probaron en concentraciones de 5, 10 y 15 uM, mientras que para el AG490 se utilizé en
concentraciones de 25y 50 uM. En este dia se llevo a cabo la oligomerizacion del A, partiendo de una concentracion
inicial de péptido de 20 uM. En el dia 2 del ensayo, se afadieron los oligdmeros de Ap a cultivos sin tratamiento
experimental previo y a un cultivo de cada concentracion de los inhibidores mencionados. El ensayo se concluyo en el

dia 5, retirando el medio de cultivo y realizando la fijacion de células.
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Al término del ensayo de inhibicidn, se realizo la fijacion de células con Paraformaldehido al 4% y
se realizé la técnica de inmunotincion utilizando los siguientes anticuerpos primarios: raton
monoclonal anti-MAP2 (1:300, Millipore, MAB3418), raton monoclonal anti-NeuN, conejo
policlonal anti-STAT3 (1:100 Novus, NBP2-67432), pollo policlonal anti-GFAP. La deteccién de
dichos anticuerpos se llevé a cabo por fluorescencia, utilizando los anticuerpos secundarios: cabra
anti-pollo 1gY Alexa Fluor 488, cabra Anti-raton IgG Cy5, cabra anti-conejo 1gG Alexa 555 (1:300,
Abcam, ab150086). Las imagenes fueron capturadas mediante microscopia confocal (Leica
Microsystems) y se obtuvieron los valores densidad integrada de la fluorescencia del marcaje del
anticuerpo anti-STAT3 total, dichos valores fueron calculados mediante el software Fiji [130]. La
densidad integrada es un parametro donde se cuantifican los pixeles muy brillantes y tenues,

derivados de la sefial de fluorescencia de la marca analizada en la region de interés seleccionada.

5.12 Andlisis estadistico

El andlisis de los resultados derivados del modelo animal y celular se realiz6 en el software
estadistico MiniTab® v. 19, utilizando un nivel de significancia de (o) 0.05. Como primer proceso,
se llevd a cabo un andlisis de igualdad de varianzas con la prueba de Levene. Posteriormente,
mediante una prueba ANOVA de una via por comparaciones especificas, se analizaron los
resultados de los 5 tiempos evaluados (18 h, 72 h, 7d, 15d y 30d) para el grupo control (SS) y de
manera independiente, se replicd el analisis para el grupo experimental (AB). Finalmente,
determinamos las posibles diferencias significativas entre los resultados obtenidos para los grupo

experimental y control en cada tiempo de sacrificio analizado, mediante la prueba t-Student.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificacion de oligdmeros del péptido AB.

La muestra de oligdmeros se prepar6 incubando a 4°C por 24 h, una solucion 100 uM de péptido
AP 1-42 en estado monomerico, mediante el método previamente descrito. El analisis de esta
preparacion se realizé en microscopia electrénica de transmision, para corroborar la presencia de
formas oligoméricas. En la Figura 9A, se observa una magnificacion de la muestra, en la cual se
denota la presencia de formas globulares, asi como la ausencia de protofibrillas y formas fibrilares
del péptido. En la Figura 9B, se muestra un acercamiento, donde se corrobora la presencia de formas
globulares y esféricas, que de acuerdo con la bibliografia [131, 132], corresponden a formas

oligoméricas del péptido Ap 1-42.

Figura 9. Identificacion de oligbmeros por microscopia electronica de transmision. A) Micrografia de oligémeros
preparados a partir de péptido AB 1-42 en estado monomérico. B) Acercamiento de la muestra en donde se sefialan con
flechas rojas, una seccion en la cual se encuentran presentes pequefias formas esféricas y globulares, que corresponden

a los oligdbmeros de AP 1-42.

6.2 Degeneracion neuronal mediada por ABO.

La degeneracion neuronal se evalud en grupos de ratas que fueron sacrificadas a las 18h, 72hy 7
dias con la tincion de FJB (Figura 10). En la region CAL, los oligdmeros AP promovieron un
aumento significativo (p <0.05) de las células positivas para FIB en comparacion al grupo tratado
con solucion salina a las 18 h. Estas células disminuyeron en ambos grupos de ratas sacrificadas a

las 72 h; pese a esto, se mantuvieron moderadamente incrementadas (p <0.01) en las ratas

40



microinyectadas con AB. Si bien la grafica de cuantificacion de la region CA1 muestra un aumento
aparente de células positivas a FJB en el grupo con AP en el dia 7, la diferencia no fue significativa.
En contraste con estos resultados, las células positivas para FIB sélo se detectaron en la region del
giro dentado (GD) en el grupo de ratas microinyectadas con oligdmeros AP; las cuales fueron
sacrificadas a las 72h posteriores a la cirugia estereotaxica y permanecieron sin cambios al dia 7.
Aunque en el gréfico de cuantificacion existe una disminucion aparente de células positivas a FIB
en este dia, el analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre los 2 tiempos evaluados

de ambos grupos de ratas.

El nimero de células positivas a FIB disminuyo0 a los 15 y 30 dias posteriores a la microinyeccion.
Con el objetivo de obtener una representacion indirecta del proceso neurodegenerativo a estos
tiempos, se realizé la cuantificacion de neuronas positivas para NeuN en el hipocampo (15 y 30 dias)
(Figura 11). Como se observa en la grafica, hubo una reduccion en el nimero de células positivas
para NeuN en la region CAl del hipocampo, con el tratamiento de ABO en comparacion con su
grupo control de solucion salina (p <0.01 y p <0.05 respectivamente), en ambos tiempos. Por otro
lado, con las imagenes de IHC fue posible evidenciar espacios vacios derivados de la pérdida de
neuronal, al igual que la presencia de algunas neuritas distréficas, asi como el desorden de células
piramidales; todo esto promovido principalmente por los oligdmeros AP. A su vez encontramos una
disminucion modesta de las células positivas para NeuN entre los grupos control de 15 y 30 dias (p
<0.05) probablemente inducida por la lesion mecanica inicial. Sin embargo, los oligdmeros AP

generaron una mayor perdida neuronal mantenida a través del tiempo.

La mayoria de los espacios de pérdida neuronal se detectaron principalmente en la regién del GD
de ratas tratadas con oligdmeros de AP y sacrificadas al dia 15. Esto correlaciona con la disminucion
significativa de células positivas para NeuN en el grupo de AP (p <0.01), tal y como se observa en
la grafica de cuantificacidn respectiva. Sin embargo, como puede observarse en la figura 11, a los
30 dias posteriores a la cirugia los espacios de pérdida neuronal se redujeron lo, cual correlaciona
con un aumento en el nidmero de células positivas para NeuN (p <0.05). Esto posiblemente

relacionado con un fendmeno de recuperacion en la region del GD, un nicho de neurogénesis.
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Figura 10. Cuantificacion de neuronas degeneradas. La tincidn de Fluorojade B (FJB) se utiliz6 para identificar las neuronas en
degeneracion, en las regiones CA1y GD. Parte superior: Se muestran imagenes representativas (20x) de ratas SS y AB, sacrificadas
después de 18h, 72h y 7 dias (barra de escala = 50 um, las flechas blancas marcan las células positivas a FIB). ABO promueven
una mayor muerte celular en ambas regiones a diferencia de la SS. Parte inferior: El andlisis cuantitativo (n = 3) en CA1 muestra
una mayor tincién de FJB en ratas con A a las 18 h, la cual disminuye a las 72 h. Mientras tanto en el GD, las células positivas
para FJB s6lo se detectaron en las ratas administradas con ABO y sacrificadas después de 72 h. En las graficas, se muestra el
promedio de células positivas a FIB/mm?, con barras de Error Estandar de la Media (SEM). Los niveles de significancia se
encuentran marcados como * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001.
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Figura 11. Cuantificacion de neuronas maduras. Las secciones del cerebro fueron sometidas a una IHC, utilizando el anticuerpo
anti-NeuN. Se evaluaron las regiones CA1y GD de ratas sacrificadas, a los 15 y 30 dias posteriores a la microinyeccion de SS o
Ap. Parte superior: Las iméagenes representativas (40x, barra de escala de 40 um) muestran, que los ABO favorecen la pérdida de
neuronas en ambas regiones (con un asterisco amarillo, se sefiala una célula positiva para NeuN en cada imagen; las cabezas de
flecha rojas representan espacios de aparente pérdida neuronal). Parte inferior: El andlisis cuantitativo (n= 3) sugiere una
recuperacion del nimero de células positivas a NeuN en el GD, entre los dias 15 y 30. En las gréficas se muestra el promedio de
células positivas a NeuN/mm?, con barras de SEM. Los niveles de significancia se encuentran marcados como * p <0.05, ** p
<0.01 y *** p <0.001.
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6.3 Respuesta celular aguda y crénica mediada por ABO

En una de las hipotesis sobre la toxicidad de los oligdmeros AP se implica a la activacion glial, la
cual establece un microambiente inflamatorio que favorece la neurodegeneracién. Por esta razon,
evaluamos mediante inmunofluorescencia la presencia de células microgliales con el anticuerpo
anti-lbal, la presencia de astrocitos reactivos mediante el anticuerpo anti-GFAP y finalmente se

detectaron las neuronas maduras con el anticuerpo Anti-NeuN.

En la Figura 12, se muestran imagenes representativas de la regién del GD del hipocampo, donde
se aprecia la respuesta celular aguda, dichas imagenes fueron seleccionadas a partir de los
experimentos de microinyeccién en ratas (n=4). Podemos observar que, a las 18h, los oligémeros
de AP (Figura 12B) promueven un aumento de células positivas a GFAP e Ibal, mientras que las
ceélulas positivas a NeuN sufren una ligera disminucién, cuando se comparan con los tejidos de ratas
tratadas con solucion salina (Figura 12A). Como podemos apreciar a las 18 horas, la lesion mecénica
por si sola en el grupo de control, provoca un aumento en el nimero de astrocitos y de células
microgliales. Sin embargo, en el grupo tratado con APO, se observa un mayor niumero de células
positivas a Ibal, que, ademas presentan una morfologia ramificada con abundante citoplasma y
pocas células esféricas. También fue posible apreciar un mayor nimero de células positivas a GFAP
con forma hipertréfica. Estos cambios morfologicos son signos de activacion glial. Al comparar los
grupos control a las 18 y 72h posteriores a la cirugia, se pudo observar una disminucién en el nimero
de células positivas a GFAP e Ibal (Figura 12C). Sin embargo, el tratamiento con oligomeros de
AB (Figura 12D) continia favoreciendo el predominio de células positivas a GFAP e Ibal,
mantienendo la morfologia activada, mencionada previamente. Esos cambios indican una
disminucion en la densidad neuronal del GD asi como de una disminucién muy evidente de la

poblacion neuronal positiva a NeuN.
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Figura 12. Respuesta celular aguda mediada por ABO. Se realizé una inmunotincion para detectar por microscopia de fluorescencia
a neuronas maduras (Anti-Neun, Cy5), astrocitos (Anti-GFAP, Alexa 488) y células de la microglia (Anti-lba, Alexa 555). En la
figura se muestran las imagenes representativas (40x) de la region del GD, correspondientes a los grupos: A)SS 18h, B)AB 18h,
C)SS 72h y D)AB 72h. Los tratamientos con ABO (B y D), favorecen un incremento de la presencia de astrocitos y células
microgliales, acompafiado de una disminucién gradual de la densidad neuronal en la region de GD.
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En la Figura 13 se muestra la respuesta celular cronica después de 7, 15 y 30 dias posteriores a la
cirugia estereotaxica. En el grupo control sacrificado al dia 7 (Figura 13A), se observan algunas
células hipertréficas positivas a GFAP, asi como una tendencia ligera de aumento en el nimero de
células positivas a Ibal, las cuales presentan una forma ramificada e hipertrofica (Figura 13B). En
el grupo tratado con ABO, puede apreciarse que el nimero de células hipertréficas positivas a GFAP
es mayor, ademas de observarse una disminucién considerable en el nimero de neuronas positivas

para NeuN.

A los 15 dias post-cirugia, disminuy6 la presencia de astrocitos hipertréficos en el grupo control
(Figura 13C) respecto al dia 7 (Figura 13A). Aunque el nimero de células microgliales se conservd,
su morfologia fue predominantemente esférica, y también se manifiestd una ligera disminucién en
la densidad neuronal del GD, comparada con el tiempo anterior. Sin embargo, al dia 15 las ratas
microinyectadas con formas oligomeéricas de ABO (Figura 13D), presentaron practicamente el doble
de astrocitos hipertroficos y un namero mayor de células microgliales hipertroficas y ramificadas.
Interesantemente, algunas de estas células Ibal positivas, se encuentran cerca de los espacios de
pérdida neuronal. En este sentido, las células positivas para NeuN disminuyeron mas que en el grupo
control respectivo (Figura 13C) y mostraron un aumento con respecto al grupo ABO en el dia 7
(Figura 13B), lo que podria estar relacionado con algunos procesos de “recuperacion neuronal” en
el GD.

Después de 30 dias posteriores a la cirugia, en el grupo control (Figura 13E) observamos una
disminucion de células positivas para Ibal y un aumento moderado de las células positivas a GFAP
en comparacién con el grupo control de 15 dias (Figura 13C). En contraste, la administracion de
ABO después de 30 dias (Figura 13F), promueve la presencia de un mayor nimero de células
positivas a Ibal con forma esférica o ameboide. Sin embargo, aunque la inmunorreactividad a GFAP
es similar al grupo control; observamos mas astrocitos hipertréficos en el grupo administrado con
APO. De la misma manera, el marcaje para NeuN disminuye (Figura 13D), la estructura del GD se
observé mas conservada. Este resultado también se correlaciona con el fenémeno de recuperacion

propuesto en la cuantificacion de NeuN entre los 15 y 30 dias (Figura 11).
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Figura 13. Respuesta celular crénica mediada por ABO. Se realizd una inmunotincién para detectar por microscopia de
fluorescencia a neuronas maduras (Anti-Neun, Cy5), astrocitos (Anti-GFAP, Alexa 488) y células de la microglia (Anti-1ba, Alexa
555). En la figura, se muestran las imagenes representativas (40x) de la regién del GD, correspondientes a los grupos: A)SS 7d,
B)AB 7d, C)SS 15d, D)AB 15d, E)SS 30d y F)AB 30d. En las ratas tratadas con AB (B, C y D), se observa un incremento en la
presencia de astrocitos hipertrdficos. Ademas, en dichos tratamientos se observa una activacion intermitente de células
microgliales, acompafiado de una disminucién en la densidad neuronal en GD.
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6.4 Analisis Ultraestructural

Como es conocido, las formas oligoméricas de AP, favorecen la activacion de multiples mecanismos
celulares. La microscopia electronica de transmision nos ayudo a analizar el curso temporal de las
alteraciones ultraestructurales, para tales efectos se analizaron 3 microcortes del hipocampo de 3
ratas por tiempo y tratamiento. En la figura 14, se muestran las imagenes representativas de las
alteraciones observadas en las ratas microinyectadas con ABO, comparadas con la ultraestructura

observada en en el hipocampo de las ratas control.

Respecto a los hallazgos observados en la tincion con FJB, los oligbmeros A favorecieron una
evidente pérdida neuronal en las ratas sacrificadas a las 18 h comparadas con lo observado en el
grupo de control, en donde la ultraestructura celular se encontro bien conservada (Figura 14A). A
pesar del efecto de la lesion mecanica observado en el grupo control después de 72 h de la
microinyeccion de solucion salina, la ultraestructura celular y la densidad aun se conservan. De
manera contraria, en las ratas tratadas con oligomeros de AP (Figura 14B) el edema derivado de la
pérdida neuronal fue evidente, asi como la vacuolizacion del neuropilo. Ademas, las neuronas
sufrieron alteracion citoplasmatica muy evidente, acompafiada de pérdida en la estructura de los
organelos, como lo son el reticulo endoplasmico y mitocondrias. Por otro lado, también detectamos
astrocitos hipertroficos y células microgliales con abundantes vacuolas que se encuentran rodeando
zonas de degeneracion neuronal. Estos hallazgos correlacionan con la morfologia de células
activadas, previamente descrita por inmunofluorescencia. Otras alteraciones encontradas en ratas
tratadas con APO, son la presencia de mitocondrias hipertroficas, que presentan ademas
fragmentacion de las crestas, degeneracion axonal y fibras de tipo amiloide, las cuales no son

observadas en su respectivo grupo control.
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Figura 14. Andlisis ultraestructural de alteraciones agudas. A: se muestran micrografias electrénicas de transmision de 18 hy 72 h
(barra de escala: 5 um). Las lineas discontinuas azules, identifican al menos una neurona (N) en cada imagen. Después de 18 h, los
ABO favorecen la disminucién de la densidad neuronal. A las 72 h, los espacios de pérdida neuronal son evidentes (asteriscos
rojos), se pueden visualizar astrocitos hipertroficos (A) y células microgliales vacuoladas (M) en las ratas microinyectadas con Ap.
B: Las micrografias electronicas amplificadas del grupo Ap a las 72 h, muestran la presencia de mitocondrias (Mt) hipertroficas,
degeneracion de axones (Ax), vacuolas en el neuropilo (V) y algunas fibras (F).
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Las alteraciones ultraestructurales mencionadas anteriormente, se mantuvieron tras la
microinyeccion de ABO a los 7, 15 y 30 dias posteriores a la cirugia. El grupo control sacrificado al
dia 7 present6 algunas vacuolas en el neuropilo, sin embargo, fueron menores en comparacion con
el grupo AP (Figura 15A), el cual también mostro alteraciones del reticulo endoplasmico,
degeneracion axonal, multiples espacios de pérdida neuronal, y en la microglia se observo la
presencia de vacuolas asi como alteraciones citoplasmaticas. Otros cambios observados en el grupo
APO de 7 dias fueron la cantidad de mitocondrias hipertroficas con ruptura de crestas en las
neuronas y células microgliales activadas, esto cerca de fibras similares a amiloides (Figura 16A).
Es importante sefialar que estas alteraciones, fueron menores a las observadas en el grupo de ratas
tratadas con ABO y sacrificadas a las 72h.

El andlisis realizado en ambos grupos de animales (control y ABO) a los 15 dias posteriores a la
cirugia, mostré una aparente reduccion en el dafio ultraestructural (Figura 15B), al observarse una
disminucion en el nimero de vacuolas del neuropilo, neuronas con organelos mas conservados que
aquellos observados al dia 7 posterior a la cirugia. Sin embargo, es importante sefialar que las
anormalidades morfoldgicas encontradas en el reticulo endoplasmico, la alteracion del citoplasma,
asi como la presencia de vacuolas, se conservan en el grupo de ratas tratadas con ABO a los 15 dias,
aungue en menor proporcién que las observadas al dia 7. Otros hallazgos interesantes que
permanecen son: la degeneracion del axonal, la presencia de astrocitos hipertroficos, y células de la
microglia con multiples vacuolas. Todos estos cambios predominaban en regiones circundantes al

dafio en el grupo de ratas tratadas con oligomeros de AB(Figura 16B).

Aunque a los 30 dias, la recuperacion ultraestructural en el grupo control continda, fue posible
observar ligeras alteraciones (Figura 15C), como la presencia vacuolas en el neuropilo. En el caso
de las ratas microinyectadas con ABO y sacrificadas al dia 30, se observaron células microgliales
con una amplia vacuolizacién y, en neuronas, persistencia de la degeneracion axonal, asi como

anormalidades citoplasmaticas en algunas neuronas (Figura 16C).
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Figura 15. Analisis ultraestructural de alteraciones cronicas. En la figura se muestran las micrografias electronicas de transmision
(barra de escala: 2 um) de los grupos A) 7 d, B) 15d y C) 30d. Las lineas discontinuas azules identifican al menos una neurona
(N) en cada imagen. En general, el tratamiento con ABO induce la activacion microglial (M), alteraciones del citoplasma y en
el reticulo endoplasmico (Er), en ratas sacrificadas después de 7, 15y 30 dias. En el dia 7, los oligbmeros favorecen un aumento
de vacuolas (v) en el neuropilo y espacios de pérdida neuronal (asteriscos rojos) en comparacion con el grupo control (SS). Los
espacios de pérdida neuronal, disminuyen en las ratas Ap sacrificadas al dia 15, aunque aulin se observa la presencia de astrocitos
inflamados (A) y células microgliales vacuoladas. En el dia 30, algunas de estas células contindan presentes en el grupo de ratas
Ap; sin embargo, la pérdida de neuronas, alteraciones del citoplasma y del reticulo endopladsmico disminuyen.
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Figura 16. Alteraciones cronicas ultraestructurales adicionales. Se muestran las micrografias electrénicas representativas de los
grupos de A) 7d, B) 15d y C) 30d (la barra de escala se marca en cada imagen). Algunas alteraciones crénicas presentadas por
el grupo AB, a los 7 y 15 dias son: Fibrillas (F), degeneracion de axones (AXx), alteraciones mitocondriales (Mt) y células
microgliales (M) vacuoladas. Ademas, a los 15d observamos algunos procesos de células de la microglia con vacuolas y
astrocitos hipertréficos (A). En el dia 30 después del tratamiento, las alteraciones citoplasmaticas y la pérdida neuronal
disminuyen, pero persiste la activacion microglial y degeneracion axonal.
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6.5 Inflamacion molecular mediada por ABO.

La activacion de las células gliales inducida por oligobmeros de AP conduce a la liberacion de
distintos mediadores inflamatorios. Por esta razon, decidimos cuantificar citocinas proinflamatorias
tales como IL-1p e IL-6, asi como la citocina antiinflamatoria 1L-10. La cuantificacion de citocinas,
se realiz6 en homogenado de hipocampo de rata mediante la técnica de ELISA.

En ninguno de los tres graficos de cuantificacion de citocinas (Figura 17A) se observaron diferencias
significativas entre las ratas microinyectadas con oligdmeros de APO al comparar con el grupo
control a las 18h, 72h, 7 y 15 dias. Sin embargo, podemos observar un aumento significativo en la
liberacion de las tres citocinas (p <0.01 para IL-1p ¢ IL-10, p <0.05 para IL-6) en aquellos animales
que fueron microinyectados con oligobmeros de AP y sacrificados en el dia 30. Los niveles que
reportamos en pg / mL del grupo control son de 9.6 £ 1.5 (IL-1pB), 201.6 = 57.3 (IL-6) y 17.5 + 3.2
(IL-10); mientras que, en el grupo AP fueron de 14.0 £ 1.2 (IL-1P), 321.7 £ 75.9 (IL-6) y25.4 £ 2.4
(IL-10). Curiosamente, los niveles de citocinas se mantuvieron sin un cambio significativo entre los
grupos de 72h y 15 dias en las ratas control, pero las ratas tratadas con AP presentaron un aumento
estadisticamente significativo, al comparar los resultados del dia 15 con el dia 30 (IL-1p p <0.001,
IL-6 p <0.05, IL-10 p<0.01).

Interesantemente, en comparacion con los grupos de control respectivos, los niveles de IL-6 fueron
mas bajos en ratas microinyectadas con los oligomeros AP sacrificadas a las 18 h (p <0.05), 72 h (p
<0.01) y 7 dias (p <0.05). Los niveles del grupo de control fueron 220.9 + 61.7 (18h), 223.4 £ 25.9
(72h) y 236.8 + 48.9 (7d); mientras que en el grupo AP fueron 133.0 + 35.4 (18h), 137.1 £ 32.1
(72h) y 137.4 £ 61.6 (7d). Por consecuente, evaluamos los niveles de transcripcion de IL-6 relativos
mediante gPCR (Figura 17B) y, en contraste con los niveles de proteina, los niveles de ARNm de
IL-6 fueron mas altos en ratas tratadas con oligomeros sacrificadas después de 18 h (p <0.001), 72
h (p <0.001), 7 dias (p <0.001) y 30 dias (p <0.01).
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Figura 17. Cuantificacion de citocinas y expresién de IL-6. A: El analisis cuantitativo en homogenados de hipocampo de rata
(n = 4), revela una mayor liberacion de IL-1p, IL-6 e I1L-10, 30 dias después de la microinyeccion de ABO. Curiosamente, se
observé una disminucién en los niveles de IL-6, en los grupos de ratas A sacrificados a las 18h, 72h y 7d. Los valores
promedios de los niveles de citocinas (pg/mL) se presentan con barras de SEM.

B: El andlisis por gPCR (n = 6), revela un aumento de la expresion relativa de RNAm de IL6 en ratas administradas con ABO,

las cuales fueron sacrificadas a las 18h, 72h, 7d y 30d. La expresion de RNAm de IL6, se normalizo respecto a la expresion

de B-actina. En las gréficas se representan los promedios de incrementos de expresion relativa en comparacion a los controles
respectivos (con barras SEM). Nivel de significancia * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001.
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6.6 APBO promueven la expresion de STAT3 en células gliales.

Debido a que la produccién de la citocina pleiotropica IL-6, juega un papel muy importante en la
inflamacién y participa como activador del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
(STAT3), decidimos evaluar la expresién de este activador por IHC. STAT3 es uno de los
candidatos efectores mas relevantes por los cuales Ap, tiene la capacidad de inducir muerte neuronal
en la EA [48]. Al evaluar los 2 grupos de ratas infiltradas con solucion salina y ABO, a las 18h, se
encontraron células positivas a STAT3 identificandose una mayor inmunoreactividad en el grupo
de oligémeros respecto al grupo control (Figura 18A). La mayoria de las células que comparten esta
caracteristica, se encuentran ubicadas en el hipocampo y en la corteza cerebral. Otras alteraciones
observadas en estos grupos celulares rodeados por vasos sanguineos, sugerente a una morfologia de

ceélulas perivasculares, que contaban con una marca nuclear del factor STAT3.

A las 72h posteriores a la microinyeccion (Figura 18B), en el hipocampo se observo en el hipocampo
la presencia de células positivas a STAT3 que se encontraban aumentadas en el grupo que fue
microinyectado con ABO. Es importante sefialar que abundan células con morfologia glial. Algunas
de estas células presentan caracteristicas celulares activas, con citoplasma hipertrofico y marca
nuclear positiva a STAT3. Las células gliales mencionadas previamente, no se encontraron en el

grupo control al tiempo sefalado.

En el grupo control de ratas sacrificadas al dia 7 (Figura 18C), se apreciaron neuronas positivas a
STAT3 con predominio citoplasmatico. Por otro lado, en el grupo infiltrado con oligdmeros AP la
expresion de STAT3 se encontraba restringida a células gliales, algunas con tincion nuclear. Vale
la pena sefialar, que el namero de células gliales con morfologia activa detectadas, aparentemente
resulté mas elevada en el grupo de ratas tratadas con oligdbmeros AP a las 72h. Estas células se

localizaban preferentemente en las neuronas cercanas a la region del GD.

Los altos niveles de mRNA de IL-6 previamente mencionados (Figura 17B), correlacionan con la
expresion elevada de STAT3 en el grupo de ratas APO, y sacrificadas a las 18h, 72, y 7dias (Figura
18). Estos resultados podrian sugerir la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT, pese a los

niveles disminuidos de la citocina encontrados a estos tiempos (Figura 17A).
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La expresion de STAT3 al dia 15, resulté similar a la observada que en los tiempos anteriores,
presentanddse una alta inmunoreactividad positiva en células con forma glial en las regiones CA1l
Y GD (Figura 18D). Muchas de estas células gliales, presentaron una morfologia hipertrofica, que

no fue identificada en el grupo control respectivo.

Finalmente, en el grupo control de ratas sacrificadas al dia 30 se detectaron pocas células gliales
positivas a STAT3 (Figura 18E). Sin embargo, en el grupo de ratas microinyectadas con ABO y
sacrificadas a los 30 dias, presentaron un mayor nimero de células positivas a STAT3 en el
hipocampo se encontrd incrementado; algunas de estas células conservaban su morfologia activa y
tincién nuclear. Finalmente cuando comparamos las imagenes representativas de las ratas tratadas
con ABO a los 30 dias y 72h, el nimero de células gliales positivas para STAT3, es menor en estos

tiempos que podemos considerar cOmo una respuesta cronica.
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Figura 18. Expresion del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) en el hipocampo. Las imagenes
representativas de IHC (barra de escala = 120 um, para imagenes al 10x y 40 um, para la amplificacién de 40x en los grupos
ABO), muestran una mayor expresion de STAT3 mediada por ABO a las A) 18h, B) 72h, C) 7d, D)15d y E) 30d, posteriores
a la microinyeccion. A partir de las 72h, se pudieron identificar células positivas a la tincién con morfologia glial, las cuales
adquieren una morfologia hipertréfica a partir en el dia 7. Algunas de estas células, presentan una tincién nuclear positiva a

STAT3.
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Con la finalidad de identificar de manera mas precisa la localizacién del factor STAT3 en neuronas
y células gliales, se llevo a cabo una inmunofluorescencia en tejido de ratas a las 72 h'y 7 d; tiempos
donde previamente se habia detectado una considerable muerte neuronal. A las 72h, en las ratas
tratadas con ABO (a diferencia de las ratas control) (Figura 19 B), se observo un mayor nimero de
astrocitos STAT3 positivos con una tincion nuclear y citoplasmica. De manera interesante, en el dia
7 se lograron identificar neuronas positivas al marcaje en la region CA1 del hipocampo y algunos
astrocitos con tincion nuclear en las ratas tratadas con ABO (Figura 19C). Estos hallazgos no
pudieron observarse en las imagenes de IHC. En contraste, en las ratas control (Figura 19D) se
pudieron observar neuronas positivas a STAT3 con marca citoplasmica, en la misma regién y dia

analizado.

Figura 19. Expresion de STATS en astrocitos y neuronas. Las imagenes representativas de inmunofluorescencia (Barra
de escala de imagenes en 63x= 40 um, zoom= 10 um) muestran una expresion nuclear del factor de transcripcion STAT3
(Alexa 555) en astrocitos GFAP positivos (Alexa 488), en las ratas tratadas con AP y sacrificadas a las 72h posteriores
a la microinyeccion. En el dia 7, se observa un marcaje diferencial de factor STAT3, en el grupo control se observa una
inmunoticién citoplasmica en neuronasy en el grupo tratado con AB, la tincién es nuclear inclusive en algunos astrocitos.
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6.7 Relacion entre la expresion de STAT3 en células gliales mediada por ABO y la muerte

neuronal.

El incremento en la expresion del factor STAT3 observado en los tratamientos de ABO en astrocitos
y neuronas, nos hizo cuestionar el papel de la via de sefializacion JAK2/STAT3 en el proceso de
muerte neuronal favorecida por la inflamacién. Por tal motivo, realizamos un ensayo de inhibicion
para evaluar la expresion de STAT3 en neuronas Yy astrocitos expuestos a ABO. Teniendo en cuenta
nuestros resultados anteriores, decidimos exponer un cultivo primario de hipocampo durante 72 h,
a una concentracion téxica de oligémeros del péptido AB (20 uM). El tiempo de exposicion a los
oligobmeros, se seleccion6 tomando en cuenta el incremento en la expresion de STAT3 en astrocitos,
previamente observada en el modelo animal. Los resultados del ensayo de inhibicion fueron
evaluados mediante inmunotincion y microscopia confocal, en donde se evalud la expresion de

STATS3 total en astrocitos y neuronas.

Como primera estrategia utilizamos el inhibidor AG490, el cual inhibe a JAK2, una de las cinasas
responsables en modular la fosforilacion y activacion de STAT3. Para evaluar su efecto en los
cultivos primarios, se emplearon dos concentraciones, 25 y 50 uM, basados en la IC50 reportada
para el compuesto que es de 25 uM. Los resultados obtenidos a 25 uM, mostraron que no hubo
cambios significativos en la expresion de STAT3 total, entre los diferentes tratamientos (Figura 20).
Sin embargo, de manera interesante en el tratamiento con 25 uM de AG490, en cultivos expuestos
a ABO, pudimos observar una aparente disminucion en el engrosamiento de los procesos astrociticos,
en comparacion con los cultivos tratados unicamente con ABO. Este Gltimo cambio es caracteristico

de una reduccion de la morfologia activa de los astrocitos.
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Figura 20. Inhibicion de JAK2 con 25 uM de AG490. En la figura se muestran las imagenes representativas de
inmunofluorescencia (Barra de escala de imagenes en 40x= 40 um) del ensayo de inhibicion en cultivos primarios de
hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehiculo, B)AG490 25 uM, C)ABO 20 uM y D)AG490+AB0.
Se identificd la expresion de STATS3 total (Alexa 555), a los astrocitos con GFAP (Alexa 488) y a las neuronas con
NeuN (Cy5). El inhibidor AG490 no promovid cambios significativos en la expresion total de STAT3, sin embargo,

favorecio una menor pérdida neuronal en los cultivos expuestos s6lo a ABO.

A diferencia del ensayo anterior, 50 uM de AG450 en cultivos expuestos a ABO, promovio una
reduccidn evidente en la expresion de STATS3 total (Figura 21 D), en comparacion con la expresion
detectada en los cultivos expuestos Unicamente al tratamiento con oligémeros (Figura 21 C). De la
misma manera, se observo un cambio en la morfologia de los astrocitos como en el ensayo con 25
uM de AG490, sin embargo, el nimero de neuronas fue menor que en el cultivo solamente expuesto
a ApO.
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GFAP STAT3 MAP2 MERGE

Figura 21. Inhibicién de JAK2 con 50 uM de AG490. En la figura se muestran las imagenes representativas de
inmunofluorescencia (Barra de escala de imagenes en 40x= 40 um) del ensayo de inhibicién en cultivos primarios
de hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehiculo, B)AG490 50 uM, C)ABO 20 uM y
D)AG490+ApO0. Se identificé la expresion de STAT3 total (Alexa 555), a los astrocitos con GFAP (Alexa 488) y a las
neuronas con MAP2 (Cy5). El uso de 50 uM de AG490 en cultivos expuestos a ABO, favorecié un cambio de
morfologia en los astrocitos y una disminucion en el nimero de neuronas.
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Aunque los resultados obtenidos con AG490, muestran cambios interesantes en la morfologia de
los astrocitos, que sugieren una disminucion en su estado de activacion; no se logré obtener una
inhibicién adecuada de la expresion total de STAT3. Por este motivo, decidimos realizar nuevos
ensayos con Stattic, una molécula que inhibe la fosforilacion y la subsecuente activacién de STAT3
[32]. De manera inicial, disefiamos una curva para determinar la concentracién éptima de inhibicion,
que ademas preservara la viabilidad celular en los cultivos (Figura 22). Para ello tomamos como
base la IC50 de Stattic que es de 5.1 uM y en un primer ensayo de inhibicién, probamos las
siguientes concentraciones: 5, 10 y 20 uM. Stattic redujo la expresion total de STAT3 de una manera
dosis dependiente (Figura 22C-E). La expresion de STAT3 en los cultivos expuestos a las diferentes
concentraciones de Stattic, fue comparada con el cultivo expuesto al vehiculo (Figura 22A) y a ABO
(Figura 22B).

Como podemos observar las concentraciones 10 y 20 uM de Stattic, produjeron un efecto deletéreo
en la supervivencia neuronal (células positivas para MAP2) y de los astrocitos (celulas positivas
para GFAP). Por esta razén, seleccionamos la concentracion de 5 uM, para probar su efecto en

cultivos expuestos a ApO.
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Figura 22. Efectos del inhibidor Stattic en cultivo primario de hipocampo de rata. En la figura se muestran las
imagenes representativas de inmunofluorescencia (Barra de escala de imagenes en 40x= 40 um) del ensayo
de inhibicién de Stattic en las concentraciones de 5 (C), 10 (D) y 20 uM (E), que fueron contrastadas con los
tratamientos vehiculo (A) y de ABO (B). La expresion total de STAT3 (Alexa 555) disminuyd en astrocitos
identificados con GFAP (Alexa 488) y neuronas identificadas con MAP2 (Cy5), de manera directa al
incrementar la concentracion del inhibidor, en comparacidn con el cultivo expuesto a ABO. En las dosis de 10
y 20 uM, se observé una disminucién del nimero de neuronas y astrocitos.
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Los resultados obtenidos del ensayo de inhibicion con 5 UM de Stattic (Figura 23), muestran que
los cultivos celulares expuestos a dicho inhibidor (Figura 23B) presentaron una expresion de STAT3
total, similar a la expresion observada con vehiculo (Figura 23A). Asimismo, se conservo la
morfologia de astrocitos (GFAP) y neuronas (MAP2) en ambos tratamientos. Por el contrario, al
exponer los cultivos primarios a ABO (Figura 23C), se identificd un aumento de la expresion de
STAT3 total, en células positivas a GFAP y como efecto adicional, en este tratamiento se presento
muerte de las neuronas del cultivo. Al afiadir el inhibidor previo a la exposicion del cultivo a ABO
(Figura 23D), se promovio una disminucion de la expresion de STAT3 en los astrocitos. Ademas

de estos cambios, el inhibidor evité la muerte neuronal en el cultivo.

Con la finalidad de corroborar los cambios observados en las imagenes de microscopia confocal, se
realizo el andlisis de densidad integrada de la intensidad de fluorescencia, para cuantificar la
expresion de STATS3 total. En un analisis general de los diferentes tratamientos, se detectd una
densidad integrada mas alta de la expresion de STAT3 en cultivos celulares tratados con ABO (p
<0.05) en comparacion con los demas tratamientos Vehiculo, Stattic y Stattic+APO (Figura 23E).
Posteriormente, se obtuvo la densidad integrada en astrocitos positivos a GFAP (Figura 23F). En
los cultivos expuestos a APO, los astrocitos presentaron una mayor densidad integrada de
inmunofluorescencia de STAT3 total que la observada en los tratamientos Vehiculo, Stattic y
Stattic+APO (p <0.05). En contraste, en el analisis de densidad integrada de la expresion del factor
de transcripcion en las neuronas, identificamos una reduccion significativa en la densidad integrada
de STATS3 total en cultivos tratados con ABO (p <0.05) en comparacion con los demas tratamientos

(Figura 23G).
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Figura 23. Ensayo de inhibicidon con Stattic 5 uM en cultivo primario de hipocampo. En la figura se muestran las

imagenes representativas de inmunofluorescencia (Barra de escala 40x imdgenes= 40 um, zoom= 10 um) del ensayo
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de inhibicién en cultivos primarios de hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehiculo, B)Stattic 5
uM, C)ABO 20 uM y D)Stattic+ABO. Se identificd la expresion de STAT3 total (Alexa 555), a los astrocitos con GFAP
(Alexa 488) y a las neuronas con MAP2 (Cy5). E) Los valores de densidad integrada de la intensidad de fluorescencia
para la inmunoreactividad del anticuerpo STAT3 total (Media + desviacion estandar de la media, n=4), fueron
analizados en los 4 tratamientos del ensayo, identificandose un valor mayor en el tratamiento con ABO (*p<0.05). F)
De la misma forma, se graficaron los valores de densidad integrada de STAT3 en astrocitos analizados para cada
tratamiento (Media + desviacion estandar de la media, n=4, 4 astrocitos por muestra), siendo mayor la densidad
integrada en el tratamiento ABO (*p<0.05). G) Finalmente, se analizaron los valores de densidad integrada de STAT3
en neuronas (Media * desviacién estandar de la media, n=4, 3 neuronas por muestra), en donde los valores fueron

menores en el tratamiento ABO (*p<0.05). La prueba estadistica utilizada fue ANOVA de una via, seguida de la prueba.
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7.  DISCUSION

En la actualidad, se han desarrollado diversos modelos genéticos, para conocer la toxicidad mediada

por AB. Sin embargo, la mayoria de estos no han representado la evolucion temporal de los cambios
asociados con la presencia de oligomeros de AP, a lo largo de semanas 0 meses. Algunos autores
han mostrado la relevancia de modelos no-transgénicos basados en la microinyeccién de oligémeros
AP ya sea en el hipocampo o en la zona ventricular (ICV), utilizando roedores o primates no-
humanos [133-139]. Con el objetivo de ampliar la descripcion de los mecanismos moleculares
gliales asociados con la toxicidad mediada por oligomeros de AP, desarrollamos un modelo de

microinyeccion intra-hipocampo en ratas.

En la literatura se ha descrito que las fibras, o placas de AP podrian, por ellas mismas, inducir muerte
neuronal. Sin embargo, otros autores han demostrado el efecto neurodegenerativo de las formas
oligomeéricas empleando ratones transgénicos [140], o bien microintectando de manera multiple [39]
0 Unica el hipocampo [135], asi como ICV con ABO. En un estudio realizado por Gonzalo-Ruiz y
colaboradores, en el cual, aplicaban microinyecciones de A en la corteza retro-esplénico de rata,
observaron una disminucion en la densidad neuronal, asi como alteraciones sinapticas,
principalmente aledafias al sitio de lesion [139]. En nuestro modelo una sola administracion de
oligbmeros AP en ratas activo el proceso degenerativo a las 18h. Esto se observo principalmente
en el sitio de deposito, en las neuronas de la region CA1. La degeneracion neuronal fue menor en el
grupo control pese a haber sufrido el mismo dafio mecanico, demostrando el potencial que tienen
los ABO para inducir muerte neuronal. Al analizar la evolucién temporal, la neurodegeneracion en

CAL permanece aumentada respecto al control a las 72h, aunque en menor medida que a las 18h.

De igual manera se observaron caracteristicas sugestivas de neurodegeneracion en la region del GD,
esto posiblemente mediado por la presencia de depositos de AB. Estudios previos en modelos de
ratas, donde se han aplicado inyecciones de AP intra-hipocampo, han reportado la presencia de
depositos de AP en GD [135, 141]. La capacidad de propagacion de los oligobmeros de AP es
conocida como parte de su toxicidad [41]. Estos cambios, al igual que la neurodegeneracion del GD,
no se observaron en las ratas control, por lo menos a las 72h con la tincion de FJB. Los resultados
obtenidos mediante la cuantificacion de neuronas positivas a NeuN, sugieren que A pudiera estar

mediando la pérdida neuronal del GD, en tiempos cronicos (15 y 30 dias). Esta significativa pérdida
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neuronal observada a los 30 dias en el grupo de ratas tratadas con oligdémeros, nos habla de la
capacidad excepcional de A para promover la muerte neuronal de manera crénica, y probablemente,
también podria sugerir que puede afectar periodos criticos en el proceso de neurogénesis
caracteristico del GD. Esto por tanto afectaria su capacidad intrinseca de proliferacion celular, tal y
como ha sido reportado previamente [142]

Como mencionamos anteriormente, diferentes mecanismos neurotoxicos tanto intracelulares como
extracelulares producidos por AP se han relacionado con la muerte neuronal [42-45]. Otra forma en
la que AP induce muerte neuronal proviene de la proliferacion y activacion de astrocitos y microglia.
Se ha propuesto que ambos tipos celulares podrian mediar la fagocitosis de agregados de AP,
especialmente fibras, y por consecuencia, jugarian un papel “benéfico” en la enfermedad. En
contraste, también se ha sugerido que el AP favorece el desarrollo de un entorno celular pro-
inflamatorio, el cual, exacerba ain mas el proceso de neurodegeneracion que a su vez, disminuye la
capacidad fagocitica glial [48, 49, 143-145].

En este modelo, la microinyeccion de ABO en el cerebro de ratas, favoreci6 una considerable
proliferacion astrocitica y microglial, comparado con el grupo control, en los distintos tiempos
evaluados. Respecto a la relacion entre la activacion glial y la neurotoxicidad, una diferencia muy
marcada entre las ratas microinyectadas con ABO y SS, fue la presencia de astrocitos hipertroficos
y células microgliales con morfologia de una célula activada o ameboide que correlacioné con una
extensa pérdida neuronal. EI mayor nimero de células gliales activadas se observo a las 72 h, y
correlaciona con una extensa degeneracion en la region del GD, visualizada con FJB. Curiosamente,
la proporcion de astrocitos activos fue mayor que la proporcion de microglia, aunque estas células
mieloides aparecieron cerca de los espacios de pérdida neuronal. Varios estudios han sugerido que
los astrocitos activos podrian contribuir a la produccion y agregacion de AP [101, 146].
Recientemente se ha sugerido que los astrocitos estimulados con ABO sufren un aumento de la
expresion de BACEL y ApoE [49]. Este estudio temporal de la respuesta celular sugiere que ABO
directamente, o por medio de la activacién glial, favorece la gradual pérdida neuronal por lo menos
desde las 18h hasta los 7 dias posterior a la microinyeccion. Sin embargo, la densidad neuronal del
GD, aparentemente comienza a recuperarse en el grupo de ratas tratadas con ABO al dia 30, si las

comparamos con las ratas sacrificadas en intervalos previos. Pese a esto, la densidad neuronal al dia
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30 en ratas microinyectadas con APO sigue siendo menor cuando se compara con el grupo de ratas
control. Como mencionamos previamente, esto indica que ABO es capaz de ejercer la muerte
neuronal de forma crénica la cual puede ser favorecida por un nimero moderado de astrocitos y

microglia con morfologia ameboide, que es una forma activa de la microglia.

Otro hallazgo que merece la pena comentar fue el fendmeno de recuperacién neuronal, que
pensamos que pudiera haber sido impulsado por los procesos de neurogénesis intrinsecos de la zona
subgranular del GD. Por este motivo, seria interesante desarrollar investigaciones futuras en el que
se describa el proceso de neurogénesis y los posibles efectos deletéreos asociados a la activacion

glial en nuestro modelo.

La estrecha relacion entre las alteraciones neuronales y la presencia de células gliales activas fue
confirmada con el analisis ultraestructural, en el que se detectaron anomalias principalmente en el
grupo de ratas microinyectadas con ABO. A las 18h, las alteraciones del neuropilo y la reduccion
neuronal eran notorias, todo esto mantenia correlacion con los datos sugestivos de
neurodegeneracion presentados previamente. Estas anormalidades eran mas evidentes en los
intervalos de 72h y 7 dias, Algunos de los cambios que resaltaban el alto grado de
neurodegeneracion, eran reflejados en la aberrante morfologia neuronal que se acompariaba de
alteraciones citoplasmaticas y pérdida de organelos. Estos hallazgos, son de gran importancia ya
que es el primer reporte que muestra los cambios ultraestructurales mediados por ABO de forma

temporal.

Vale la pena mencionar que también se observd un alto grado de degeneracion en las vainas de
mielina axonales y “pérdida” (alteraciones) de las crestas y membranas mitocondriales internas lo
que, sugiere degeneracion axonal y disfuncién mitocondrial. Ambos cambios favorecidos por la
presencia de agregados de AP han sido previamente descritos [147, 148]. Cercano a los sitios de
neurodegeneracion y proximos a los espacios que representan pérdida neuronal, encontramos
astrocitos hipertroficos, células microgliales activas con la presencia de vacuolas, mostrando una
vez mas, el papel que tienen estas células en las funciones benéficas, asi como en funciones

deletéreas, secundarias a la neurotoxicidad inducida por ABO.
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Respecto a la presencia de algunas fibras tipo amiloide observadas unicamente a las 72h y 7 dias en
los grupos tratados con AP, valdria la pena realizar experimentos de inmunomicroscopia electronica
con la finalidad de evidenciar la posible presencia de AP intracelular. Por otro lado, no negamos la
posibilidad de que parte de nuestra preparacion de oligomeros podrian haber formado algin otro
agregado estructural debido a las condiciones de temperatura y de pH en el tejido cerebral de ratas,
y que estas “fibras de AB”, pudieran estar contribuyendo a la neurotoxicidad. Sin embargo, estas
fibras no fueron observadas a los 15 y 30 dias posteriores a la cirugia, esto podria estar relacionado
con el hecho de que identificamos células microgliales activas cercanas los sitios donde se
encontraban las fibras. Esto podria hacernos pensar en la posibilidad, de que éstas hayan sido
fagocitadas.

El fendmeno de “recuperacion” observado a los 30 dias en ratas tratadas con ABO, correlaciona con
una disminucién en la alteracién observada en el citoplasma. Sin embargo, los APO aparentemente
continuaron ejerciendo efectos de neuro-toxicos y promoviendo la inflamacion, lo cual es evidente
por la presencia de degeneracion axonal, microglia con morfologia ameboide, aunada a una evidente
fagocitosis de organelos. Este hallazgo también se correlaciona con lo observado en microscopia

confocal.

Teniendo en cuenta la presencia de activacion glial, decidimos cuantificar los niveles de las citocinas
IL-1B8, IL-6 e IL-10, las cuales han sido descritas con funciones benéficas o perjudiciales
relacionadas con la neurotoxicidad de los agregados AP [94, 97, 149]. En nuestro modelo, sélo
realizamos una comparacion entre las ratas microinyectadas con APO vy las ratas administradas con
solucion salina. De entrada, ambas ratas sufrieron una lesion mecanica que promovio la activacion
glial, aunque fue menor en el grupo de solucidn salina como se discutio anteriormente. Esto ultimo
podria explicar el hecho de que no observaramos cambios en los niveles de IL-10 e IL-1 en ambos

grupos en los tiempos agudos.

La respuesta inflamatoria tras una lesion en el SNC se caracteriza por un aumento de los niveles de
citocinas y quimiocinas en los primeros minutos a horas después del evento, por parte de las células
gliales o por las células epiteliales de la BHE, que sufre alteraciones por la lesién. Dichos eventos

promueven el reclutamiento células inmunes periféricas al cerebro, entre 1y 7 dias posteriores a la
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lesion [150]. A partir de estos dias, como parte de los procesos de reparacion celular y balance de
la inflamacidn, algunas células gliales y monocitos perivasculares, comenzaran a producir mayores
niveles de moléculas anti-inflamatorias y factores neurotréficos, que podran promover la
regeneracion axonal, para reestablecer la homeostasis en la region de la lesion [151]. Por su parte,
los oligdmeros de AP estimulan a las células gliales a través de receptores de la inmunidad innata
de manera rapida. Al igual que en el proceso de respuesta de inflamacion por lesion, secretaran
diferentes mediadores moleculares pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. Sin embargo, mientras
los agregados de AP se encuentren presentes, estimularan una respuesta pro-inflamatoria crénica
que favorece la neurodegeneracién [54], que no puede ser controlada debido a los diferentes
mecanismos de toxicidad que ejercen los oligomeros y posibles alteraciones en la modulacion de la

inflamacion.

Una de las deducciones respecto al incremento significativo de IL-1p ¢ IL-6 en el grupo de ratas
tratadas con APO vy sacrificadas al dia 30, es que estas citocinas, provenian del alto nimero de
células microgliales activas. Estudios previos han sefialado que IL-1p puede inducir activacion glial
y dafio neuronal [152]. No obstante, la sobreexpresion de IL-1p puede también favorecer la
eliminacion de AP [149], y al mismo tiempo, puede contribuir a la fosforilacion de tau [153]. Un
efecto similar respecto a la eliminacion de AP se ha observado con la IL-6, mediado por la gliosis
[94] y aparentemente puede extender la pérdida neuronal inducida por la presencia de AP y la
sobreestimulacion de NMDAR [154]. Podria ser posible que la liberacion de estas citocinas
estuviera relacionada con el hecho de que en el dia 30, no se identificaron fibras extracelulares tipo
amiloide, como fueron observadas en los tiempos agudos. Sin embargo, esto no significa que el AP
haya sido completamente eliminado del hipocampo y consideramos que esto es importante para

estudios posteriores.

Por el contrario, IL-10 es una citocina que reduce la inflamacion y la apoptosis. Por esta razon, se
ha propuesto como un posible blanco terapéutico en varios trastornos del SNC, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer [95]. Sin embargo, la sobreexpresion de IL-10 en ratones transgénicos

para APP o su eliminacién en ratones APP/PS1, revelaron que los efectos antiinflamatorios de esta
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citocina tendrian un impacto negativo, al reducir la eliminacion de AR por las células microgliales,

ya que la efectividad de este proceso es impulsado por un microambiente inflamatorio [97, 98]

En el presente estudio, el incremento en la produccion de 1L-10 observado al dia 30, en el grupo de
ratas tratadas con APO, podria estar favoreciendo la recuperacion de la densidad neuronal y
aminorando asi las alteraciones neuronales descritas previamente. A pesar del aumento de IL-10,
los resultados de la microscopia electronica confocal, mostraron que la capacidad fagocitica de la
microglia no disminuyo, lo que puede deberse a los altos niveles de IL-1f e IL-6. Estos datos podrian
sugerirnos que establecer un equilibrio entre un perfil inflamatorio y anti-inflamatorio, podria ser la
opcion mas viable de una estrategia terapéutica exitosa para tratar la amiloidosis en la EA, en lugar
de favorecer alguno de estos perfiles.

IL-1 e IL-6 son citocinas proinflamatorias; sin embargo, el papel de ambas en el proceso
inflamatorio puede ser diferente. Se sabe que IL-6 es una citocina pleiotropica, en este sentido,
estudios previamente reportados indican que la sobreexpresion de IL-6 en el SNC genera la
presencia de gliosis reactiva que podria conducir a la neurodegeneracion. Por otro lado, se sabe que
la IL-10 tiene un papel fundamental en el control de la inflamacion crénica y aguda. Estudios
realizados en liquido cefalorraquideo de pacientes con EA, han demostrado, que los niveles de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias se encuentran elevados [155]. Sin embargo, estos
hallazgos no han logrado dilucidar si la presencia de A se asocia con una respuesta de la inmunidad
innata baja, lo que podria acelerar la cascada de eventos patolégicos, o si la neuroinflamacion
representa un mecanismo de rescate que intenta eliminar la acumulacion de agregados de amiloide
toxicos, a través de la activacion de células gliales. Esta alteracion de la respuesta inmune evitaria
la eliminacion de los agregados del péptido AB y conduciria a una produccion alterada de citocinas,
que favorecen el proceso neurodegenerativo. Ademas, la presencia de moléculas pro y anti-
inflamatorias, seria el resultado de un cambio en el perfil de citocinas muy relacionado, con la
fisiopatologia de la enfermedad y en el caso particular de este modelo, con la presencia de agregados
de ABO.

Un dato sorprendente de nuestros resultados fue la disminucién en los niveles de IL-6, desde las

18h hasta el dia 7, en el grupo de ratas tratadas con ABO. En este sentido, no podemos asegurar que
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los niveles de IL-6 hayan sufrido una disminucion total, ya que no medimos los niveles basales de
esta interleucina en el hipocampo de ratas sin cirugia. A este respecto, se ha documentado que una
desventaja de la cuantificacion de citocinas por ELISA es la posible subestimacion de la produccién
de estas debido al alto consumo celular [156]. Por esta razon, nuestro siguiente objetivo, fue
contrastar estos resultados con los niveles de expresion relativa del RNAm de IL-6. Los resultados
obtenidos, nos muestran altos niveles de RNAm en el grupo de ratas administradas con APO cuando

se comparan con el grupo de control.

En relacién a los niveles de mensajero alto y citocina bajos, se ha documentado la posible
subestimacion de la produccion de citocinas debido al consumo celular en la cuantificacién de
citocinas por ELISA [156], lo que podria involucrar procesos de union de citocinas a su receptor o
degradacion de proteinas. Algunos mediadores moleculares (IL-6, IL-1B, TNFa, entre otros)
presentan dos tipos de receptores: uno transmembranal, que activa la via de sefializacion clasica y
el receptor soluble, que induce la sefializacion trans. Si la citocina se encuentra unida a su receptor
soluble, esta fraccion de citocinas no podria ser detectada y cuantificada con una medicidn basada

en inmunoensayos [157].

Después de analizar estos resultados aparentemente contradictorios y considerar sus posibles
explicaciones, planeamos identificar la expresion STAT3, un factor de la transcripcion clave en la
via de sefializacion de IL-6. Un reporte anterior de microinyeccion de AP en ratones demostrd que
el Amiloide es capaz de inducir la activacion de STAT3 a traves de la fosforilacion (p-Tyr STAT3),

lo que conduce a la apoptosis neuronal [120].

Con respecto al presente modelo, nosotros observamos la expresion de STATS3, principalmente en
infiltrados celulares y células gliales. A las 18h, la expresion de STAT3 aument6 tanto en el grupo
control, como en el grupo de ratas tratadas con A, en infiltrados celulares y oligodendrocitos;
probablemente como parte de la respuesta inflamatoria, ocasionada por el dafio mecanico de la
cirugia, que pudiera promover el dafio de la BHE. Aunque pudiera parecer que el incremento en la
expresion de STAT3 es igual en ambos grupos (SS y AB), podemos notar que los ABO promueven

un ligero aumento en la expresion de esta molécula. Otra diferencia fue la localizacion nuclear de
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STAT3. A pesar de que solo identificamos la presencia de la STAT3 total, y no de formas
fosforiladas, la acumulacion nuclear de STAT3 es una sefial de activacion [122, 158].

Setenta y dos horas después de la microinyeccion de APO, cuando la neurodegeneracion y la
activacion glial aumentan (como discutimos anteriormente), se observé una moderada
sobreexpresion STAT3 por células con morfologia glial. Es importante sefialar que dicha expresién
se localiz6 en el nicleo, lo que podria sugerir la activacion de dicha molécula. De la misma manera
al dia 7, la neurodegeneracion persistio al igual que la activacion glial en ratas tratadas con ABO.
En este tiempo, la expresion de STAT3 no sdlo aumento, sino que también se observd en células
con morfologia activada y algunas de ellas presentaron una expresion nuclear. Por el contrario, al
dia 7 en el grupo de control detectamos la expresion de STAT3 Unicamente en el citoplasma de
neuronas. La expresion diferencial en este ultimo tiempo deberia ser estudiada en el futuro, debido
a su posible relevancia en la recuperacion neuronal después de una lesion traumatica. Asumiendo
que esté presente la via de trans-sefializacion de IL-6 en los tiempos previos, se justifica la alta
expresion de STAT3 total en astrocitos, principalmente en el dia 7 posterior a la administracion de
APO. La expresion de STAT3 permanecio 15 dias después de la cirugia y su expresion correlaciona
con una alta activacion glial y muerte neuronal. Por otro lado, la via de sefializacion clésica de IL-
6, podria inducir una respuesta antiinflamatoria y proinflamatoria por trans-sefializacion, esta via ha
sido recientemente estudiada por su implicacion en trastornos neurodegenerativos, tal como la
patologia amiloidea en la EA [159, 160].

La expresion citoplasmica de STAT3 presente en las neuronas del grupo control, disminuye en el
dia 15. Sin embargo, en las ratas infiltradas con ABO, ain permanece un alto nimero de células
gliales positivas al factor con morfologia hipertréfica y tincidon nuclear, lo cual nos sugiere que la
activacion de STAT3 en las células gliales permanece al dia 15, en donde retomando los resultados

previos, la pérdida neuronal persistia en las ratas microinyectadas con ABO.
Al analizar los resultados de la expresion incrementada de STAT3 en células gliales y la muerte

neuronal de los tiempos previamente mencionados, nos sugiere una posible relacidn entre estas

alteraciones, teniendo en comun al proceso de inflamacién.
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STATS3 es un factor de transcripcion activado por la estimulacion de varios mediadores moleculares
pro-inflamatorios (IL-1, TNFa, IL-6) y anti-inflamatorios (IL-10). En el SNC, se han reportado
funciones que causan controversia acerca de STAT3; y que podrian deberse a una respuesta celular
especifica o al microambiente inflamatorio. Por ejemplo, se ha involucrado a STAT3 en la
regeneracion de axones [161]. Ademas, la activacion de STAT3 podria modular la plasticidad
sindptica a través de la induccion de NMDAR y la depresion a largo plazo [108]. La inflamacion es
un inductor importante en la activacion del factor STAT3 derivado de la activacion glial, que podria
promover diferentes procesos neuropatoldgicos, como el deterioro de la neurogénesis y la apoptosis
[162]. Con respecto a la apoptosis, la activacion de STAT3 por citocinas proinflamatorias, promueve
la liberacion de citocromo C y la activacién de caspasa [109]. En un modelo de epilepsia en ratas
inducida con Acido Kainico, se sabe que STAT3 se activa después de los estados epilépticos y la
activacion de este factor se ha relacionado con un aumento de la produccion de la citocina IL-1, la
cual podria ligarse con la muerte neuronal. En contraste, la inhibicion de STAT3 con el compuesto
WP1066 reduce los niveles de IL-1, la expresion de Ibal y la muerte neuronal [163]. En relacion
con los modelos animales de microinyeccion de A, se ha investigado el papel de los agregados del
péptido en la activacion de STAT3 en neuronas, fendmeno que favorece la transcripcion de genes
ligados al dafio oxidativo (como INOS) y que podria ser responsable de inducir la apoptosis neuronal
[120].

En nuestro modelo animal, se presentd una alta expresion de STAT3 en tiempos agudos a la
microinyeccion, que correlaciona con la neurodegeneracion observada en la tincion de FJB.
Consideramos que el incremento gradual en la expresion STAT3 de las 18h al dia 15, puede ser
consecuencia de la astrogliosis [114] y la activacion microglial [121], como ya ha sido sugerido.
Ademas, la localizacion nuclear STAT3 podria estar estimulando diferentes genes diana,
relacionados con la inflamacién y la neurotoxicidad. La activacion de STAT3 se habia detectado

previamente s6lo en neuronas y relacionado con la apoptosis [120].

Para aclarar la funcion de la via de sefalizacion JAK2/STAT3, disefiamos un ensayo de inhibicion
en cultivo primario mixto de hipocampo de rata, en donde utilizamos un inhibidor especifico de
JAK2 (AG490) y otro de STAT3 (Stattic). Los cultivos se expusieron a una concentracion citotdxica
de ABO durante 72 h, tiempo en el cual observamos una alta neurodegeneracion, en el modelo

animal. En ambos ensayos pudimos observar que la inhibicién baja-moderada de la via JAK2/
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STAT3 disminuye la activacion glial, y que dicho cambio disminuye la muerte neuronal promovida
por ABO. Sin embargo, cuando intentamos aumentar la concentracion de los inhibidores de STAT3,
los resultados mostraron una disminucién en la supervivencia neuronal y de los astrocitos. Lo
anterior sugiere que la via JAK2/STAT3 juega un papel fundamental en la toxicidad del ABO, ya
que promueve la reactividad de los astrocitos, los cuales podrian producir y liberar mediadores

inflamatorios que pudieran conducir a las neuronas al proceso de neurodegeneracion.

En este sentido, reportes previos de la literatura han demostrado la activacion patoldgica de la via
JAK2/STATS3, en células gliales activadas por la presencia de agregados del péptido AP. La
estimulacion de la cinasa JAK2 en ratones transgénicos de AD (APP/PS1 o 3xtgAD), evidencio que
la activacién de STAT3 promueve la astrogliosis y la disfuncion sinéptica. Por el contrario, en otro
estudio en el que utilizan ratones APP/PS1, al inhibir la via JAK2/STAT3 especificamente en
celulas astrociticas, se logro controlar la activacion de dichas células, disminuyendo el déficit
sinaptico presentado en dichos ratones y una reduccion en la formacion de depdsitos de AB, no
relacionada a con el incremento en la fagocitosis microglial [122]. En este mismo sentido, el
desarrollo de un knockout condicional para el factor STAT3 en astrocitos de ratones transgénicos
APP / PS1, favorecio al establecimiento de un perfil anti-inflamatorio, que podria mediar la
eliminacion de agregados de AP por las células microgliales y reducir el deterioro cognitivo
presentado por dichos ratones [123]. Finalmente, un experimento reciente en cultivos primarios de
astrocitos expuestos con ABO y tratados con Stattic (1 uM), mostro que STAT3 es responsable del
estado reactivo mantenido de los astrocitos, descartando que dichos cambios se deban a la activacion
de otras vias de sefializacion relacionadas con la inflamacion, como ERK y NF-kB. Ademas, la
administracion oral de Stattic en ratones transgénicos de AD (5XFAD) redujo la activacion de
STATS3 en los astrocitos, lo que se correlacioné con una mejora en la funcion cognitiva de dichos
roedores [164].

La inhibicion de JAK / STAT3 es una estrategia prometedora para modular la reactividad glial y
favorecer la supervivencia de las neuronas expuestas a los efectos toxico de los agregados del
péptido AB. No obstante, como se observa en nuestros ensayos, la inhibicion alta o total de la via
JAK2 / STATS3, podria inducir la neurodegeneracién debido al papel crucial de la via en procesos

como la proliferacion celular, la regeneracion axonal y la plasticidad sinaptica. Por tanto, una
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estrategia ideal para reducir los efectos inflamatorios y neurotoxicos de los agregados de Ap, seria
modular la via s6lo en los astrocitos, como se indica en los experimentos mencionados
anteriormente [122, 123].

Para respaldar esta propuesta, nuestros resultados en el modelo animal al dia 30 en ratas tratadas
con ABO, mostraron una disminucion de células gliales que expresan STAT3 en comparacion con
lo observado en el dia 7; consolidando la teoria de que la expresion reducida de STAT3 es un evento
que podria estar relacionado con la recuperacion en la densidad de neuronas maduras, descrita
anteriormente. Aunque identificamos que la expresion de STAT3 en ratas tratadas con ABO y
sacrificadas en el dia 30, es ain mayor que en el grupo control, la expresion incrementada de STAT3
podria ser inducida por los niveles aumentados de IL-6 e IL-10, dos citocinas que favorecen la
presencia y activacion de este factor [165]. Sin embargo, no estamos seguros de si ambas citocinas
a través de STATS3, podrian conducir a un aclaramiento del péptido de forma ineficiente, y que la
alteracion en este proceso podria continuar favoreciendo la muerte neuronal en nuestro modelo. Por
esta razon, creemos que es importante llevar a cabo un seguimiento en la expresion STATS3,
posterior a los 30 dias de la microinyeccion de oligomeros, evaluados en este estudio. Otro aspecto
que debe aclararse es la recuperacion de la densidad neuronal observada, la cual podria verse
favorecida por una reduccion de los agregados de A, posiblemente por la fagocitosis mediada por
las células gliales. De ser asi, seria interesante proponer en el modelo una segunda inyeccién de
oligémeros a partir de los dias 7 y 15, considerando los cambios que existen en la respuesta celular.
Ademas, seria interesante describir la dindmica de la activacion de STAT3 por IL-6 e IL-10,

considerando que ambos aumentan en el dia 30.
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8. CONCLUSIONES

Partiendo de la importancia que tiene la inflamacién en los pacientes con EA, en el modelo de
microinyeccion de ABO en rata, se traté de identificar mediadores moleculares derivados de la
activacion glial, que pudieran mediar la neurodegeneracion ligada a la presencia de ABO. Los
resultados de nuestro estudio temporal sugieren que, los ABO median la neurotoxicidad indirecta a
través de la activacion de microglia y astrocitos. Una via crucial en la inflamacion mediada por ABO
es JAK/STAT3 (activada principalmente en astrocitos y neuronas), responsable de favorecer la
supervivencia celular, entre muchas otras funciones fisioldgicas interesantes, que al mismo tiempo
o en presencia de ABO podrian ejercer funciones pleiotropicas. De acuerdo con nuestros resultados
y reportes previos de la literatura, la estimulacion de la via en los astrocitos induce el estado de
activacion mediante el cual se puede establecer una respuesta rapida ante dafos, factores quimicos
o agregados, como APO. Sin embargo, los agregados de A} promueven una activacion constante
de la via que conduce a un incremento en la presencia de astrocitos hipertroficos, que pueden
promover un microambiente inflamatorio y un aumento de la neurodegeneracion. Una terapia de
inhibicion de la via JAK/STATS3, dirigida principalmente a regular la reactividad de los astrocitos,
podria ser una estrategia excelente para disminuir la muerte neuronal favorecida por la inflamacion,
asi como el deterioro cognitivo en la EA. Sin embargo, el uso de inhibidores de JAK/STAT3 debe
considerarse con cautela, porque una dosis alta favoreceria la muerte neuronal ademas de la ya
generada por los agregados AP. Las citocinas que probablemente en el modelo animal podrian
favorecer la expresion y activacion de STAT3 son IL-6 e IL-10. Finalmente, consideramos que este
modelo de microinyeccion podria ser Gtil para continuar describiendo moléculas o factores con

funcién inmunomoduladora relacionada con los efectos neurotoxicos de ABO.
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9. PERSPECTIVAS

A continuacién, se definen algunas perspectivas de futuros estudios, considerando los resultados
obtenidos:

1. Determinar si ademas del factor de transcripcion STAT3, la microinyeccion de oligdmeros

de Ap favorece la expresion del factor de transcripcion STAT1 en las células gliales.

2. Evaluar la expresién de genes diana de STAT1, como el gen de la enzima -secretasa y de

la enzima Indoelamin-2,3-dioxigenasa (IDO).

3. Cuantificar el mediador molecular Interferén gamma.

4. Realizar estudios conductuales en modelo de microinyeccidn en rata.

5. Implementar mediante un sistema de canula a las ratas la microinyeccién de ABO y otros

inhibidores.
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Abstract: Amyloid-beta oligomers (A O) have been proposed as the most potent neurotoxic and
inflammation inducers in Alzheimer’s disease (AD). A3O contribute to AD pathogenesis by impairing
the production of several cytokines and inflammation-related signaling pathways, such as the Janus
kinases/signal transducer of transcription factor-3 (JAK/STAT3) pathway. STAT3 modulates glial
activation, indirectly regulates A3 deposition, and induces cognitive decline in AD transgenic models.
However, in vivo studies using an APO microinjection rat model have not yet explored STAT3 role.
The main purpose of this study was to elucidate if a single microinjection of ABO could promote
an increased expression of STAT3 in glial cells favoring neuroinflammation and neurodegeneration.
We designed a model of intrahippocampal microinjection and assessed glial activation, cytokines
production, STAT3 expression, and neurodegeneration in time. Our results showed robust expression
of STAT3 in glial cells (mainly in astrocytes) and neurons, correlating with neuronal death in response
to ABO administration. A STAT3 inhibition assay conducted in rat primary hippocampal cultures,
suggested that the induction of the transcription factor by ABO in astrocytes leads them to an
activation state that may favor neuronal death. Notwithstanding, pharmacological inhibition of
the JAK2/STAT3 pathway should be focused on astrocytes because it is also essential in neurons
survival. Overall, these findings strongly suggest the participation of STAT3 in the development
of neurodegeneration.
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative condition characterized by the presence of
intracellular neurofibrillary tangles and extracellular neuritic plaques (NP), induced by beta-amyloid
(AP) peptide accumulation. For years, the A} aggregation hypothesis has been proposed as the central
mechanism underlying the development of the disease, yet it is still controversial [1-3]. A peptides
of 37-42 amino acids are released after the proteolytic cleavage of the trans-membrane amyloid
precursor protein (ABTPT) by the p-secretase enzyme and the y-secretase complex [4-6]. Despite
A[B40 and AB42 being the main NP components, AB42 seems responsible for the accelerated peptide
nucleation and deposition [7,8]. In general, NPs consist of insoluble Af fibrils [9,10]. However,
several studies have shown that a wide variety of soluble oligomers are highly toxic, and it has
been suggested the existence of an inverse correlation between oligomer size and toxicity [11], AP
neurotoxicity depends on primary structure and aggregation state. Several reports have indicated
that high molecular weight oligomers alter the integrity of the membrane by favoring the generation
of ROS and lipid peroxidation. This leads to a decrease in membrane fluidity, intracellular calcium
dysregulation, depolarization, and impaired LTP [12]. In contrast, dimers of A are related to Tau
phosphorylation, and astrocyte and microglial activation [13]. Finally, ABO cause synaptic plasticity
dysfunction, cognitive impairment, and cell death through the extracellular interaction with the
N-methyl-d-aspartate receptor (NMDAR) [14-16].

Neuroinflammation is another indirect mechanism of A fibrils and oligomers that leads to
neurotoxicity and precedes cognitive decline. Af is recognized through different receptors located
in glial cells, such as the T-cell ligand receptors, NOD-like receptors, formyl peptide receptors, and
scavenger receptors [17]. This recognition triggers the clearance of A from the central nervous system
(CNS) by the glial cells [18], and activates different signaling pathways to favor the production and
release of several proinflaimmatory mediators like the interleukin-1 beta (IL-1), interleukin-6 (IL-6),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-«), and interferon-gamma (INF- v). These mediators condition
the glial immune response to an A1/M1 phenotype, favoring phagocytosis [19], reactive oxygen
species generation, apoptosis, inflammasome stimulation, A3 overproduction in astrocytes, tau
phosphorylation, and neuronal damage [20-24].

Several models have assessed the APO toxic effects. Studies using astrocytes and microglial
cultures have revealed that ABO are potent proinflammatory inducers in glial cells in comparison to
fibrils, but the latter could be responsible for chronic inflammation establishment [25,26]. Nevertheless,
astrocytes and microglia can release other molecules that switch on neurodegenerative mechanisms
related to chronic inflammation.

Signal transducers and transcription activators (STAT) are a family of cytoplasmic factors activated
by phosphorylation through the Janus kinases (JAK) pathway, primed by several cytokines. Cytokines
such as IL-6 induce the JAK2/STAT3 pathway and regulate several transcription factors linked to
inflammation [27]. Furthermore, the JAK/STAT pathway immunomodulatory roles have been associated
to neurodegenerative diseases, including AD. According to the above, A} induces STAT3 activation
in neurons favoring cell damage and death [28]. Other studies have proposed that STAT3 activation
in astrocytes modifies AP clearance or deposition, inflammation, and synaptic disruption [29,30].
Although microglial STAT3 activation is still poorly documented, it has been suggested that STAT3
phosphorylation could be an initial activation event [31].

We investigated the effects of ABO on neurodegeneration linked to neuroinflammation along
18 h, 72 h, and 7, 15 and 30 days, after its intrahippocampal microinjection. We aimed to identify
STAT3 expression, and our findings suggest an increase of STAT3 expression in glial cell, induced
by ABO. For this, two JAK2/STAT3 inhibitors were tested in primary cell culture, demonstrating the
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relevance of the pathway in astrocytes activation, a process linked to neurodegeneration development.
The JAK2/STAT3 pathway modulation could be a promising strategy to control neuronal death, only
directed towards astrocytes because if it carried out in neurons could contribute neurodegeneration.
Future pharmacological research could focus on the modulation of the signaling pathways that regulate
the glial phenotype, this would allow elucidating the neuroinflammation and neurodegeneration
process present in AD.

2. Results

2.1. AB-Mediated Neuronal Degeneration

Neuronal degeneration was evaluated with the Fluoro-Jade B (FJB) staining in rats sacrificed at
18 h,72 h, and 7, 15, and 30 days after ABO microinjection. As shown in Figure 1A, ABO promoted a
significant increase of FJB positive cells (p < 0.05), compared with saline solution treatment at 18 h
in the CA1 region. After 72 h, the number of FJB positive cells decreased in ABO and SS groups,
remaining discretely higher (p < 0.05) in rats injected with ABO. Although the CA1 region showed an
apparent increase of FJB cells in the ABO group at day 7, the difference was not significant. In contrast,
FJB positive cells were evident in the dentate gyrus (DG) region of ABO microinjected rats sacrificed at
72 h and 7 days post-injection. Even though there is an apparent reduction of FJB cells in this time
window, the statistic analysis did not show differences between the two sacrifice time points.
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Figure 1. Quantification of degenerated neurons. FJB staining was used to identify neurons undergoing
neurodegeneration in CA1 and DG. (A) Representative images (20x) of SS and A rats sacrificed after
18 h, 72 h and 7 days are shown (Scale bar = 50 um, white arrows mark FJB positive cells). AR oligomers
promote increased cell death in both regions more than SS. (B): Quantitative analysis (1 = 3) in CA1
show a higher FJB stain in oligomers rats at 18 h and decreased at 72 h. Meanwhile, in DG, FJB positive
cells were only detected in A rats sacrificed after 72 h. Data of F]B positive cells/mm? are presented
as mean with the standard error of mean (SEM) bars. Significance level * p < 0.05 and ** p < 0.01,
are marked.

The FJB stain decreased at 15 and 30 days, after microinjection of ABO (data not shown). For this
reason, we quantified the neuronal nuclei protein (NeuN) positive cells in the hippocampus (Figure 2A),
at these two time points, a reduction of NeuN positive cells in CA1 after ABO injection was evident at
both times as compared with the control group (SS) (p < 0.05) (Figure 2B).

~ —
E
E ~
2 £
- =
© 2
Ld @
i~ 8
= 2
b
e e
=3
= a
E z
= H
x z
> >
N S

92



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 7458 50f29

Figure 2. Quantification of mature neurons. Brains sections were immuno-stained for NeuN. CA1
and DG regions of rats sacrificed 15 and 30 days after 55 or A microinjection were evaluated. (A):
Representative 40x images show that AP oligomers favor neuron loss in both regions (a green asterisk
point one NeuN positive cell in each image, red arrowheads represent spaces of apparent neuronal
loss). (B): Quantitative analysis (1 = 3) suggests a recovery of NeulN positives cells in DG between 15
and 30 days. Data of NeuN positive cells/mm? are presented as mean with SEM bars. Significance level
*p < 0.05,** p <0.01, and *** p < 0.001 are marked.

Furthermore, immunohistochemistry (IHC) evidenced neuronal death, some dystrophic neurites
and pyramidal cell disarray promoted mostly by ABO compared with the S5 injection. Also, we
found a moderate de crease of NeuN positive cells between 15 and 30 days in control groups (p < 0.05).
ABO-injected rats showed a higher neuronal loss over time. The spaces in the preparations left by dead
cells were detected mainly in DG of rats treated with oligomers and sacrificed at day 15, correlating
with a significant decrease of NeuN positive cells in ABO group (p < 0.05) (Figure 2B). Such neuronal
loss was less evident after 30 days of oligomers microinjection, in agreement with an increase of
NeuN positive cells (p < 0.05). This observation may be related to a recovery phenomenon in the DG
region [32], which is a neurogenesis niche.

2.2. Acute and Chronic Cellular Response Mediated by Ap Oligomers

A theory for ABO toxicity is by means of glial activation, which induces an inflammatory
microenvironment and thus neurodegeneration. We therefore sought to identify the presence of
mature neurons with an anti-NeulN antibody, microglial cells with an anti-lonized calcium-binding
adapter molecule 1 (Ibal) antibody, and an anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody to
detect astrocytes.

In Figure 3, images from the acute cellular response in the DG show that, at 18 h, ABO (Figure 3B)
promotes an increase of GFAP and Ibal immunoreactivity, while NeuN cells showed a slight reduction
compared with the saline solution group (Figure 3A). The mechanic injury by itself increased astrocytes
and microglial cells in the control group. However, in the ABO group, we found a high number of
swollen ramified Ibal cells and few with spherical morphology. We also found an increased number of
GFAP cells with hypertrophy of body and stem processes. These morphological changes are signs
of glial activation. After 72 h, GFAP and Ibal staining decreased in the SS group (Figure 3C) in
comparison with the previous time point. Interestingly, ABO maintains the number of GFAP and Ibal
cells, preserving the activated morphology (Figure 3D). These changes relate to a reduction of DG
density and NeuN staining,
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GFAP Ibal NeuN MERGE

Figure 3. Acute cellular response mediated by ABO. Brain sections were immunolabeled to detect
mature neurons (Anti-Neun, Cy5), astrocytes (Anti-GFAP, Alexa 488), and microglia cells (Anti-Iba,
Alexa 555). Representative images (40x) of DG show the cellular response in the groups: (A) SS18 h,

(B)AB 18 h, (C)SS72h, and (D) A 72 h. ABO treatments (B and D) increase astrocytes and microglial
cells, as well as neuronal density in DG.

>

[g]

The immunofluorescence at day 15 showed a reduction of astrocyte hypertrophy in the control
group as compared to day 7 (Figure 4C). Similarly, the number of NeuN positive cells was reduced
significantly in ABO microinjected rats (Figure 4D). Also, the number of hypertrophic astrocytes and
swollen ramified microglial cells was doubled on day 15. Some of these Ibal cells are close to neuronal
loss spaces (Figure 4D). The control group (Figure 4E) showed a reduction in the number of Ibal
positive cells while ABO promoted a higher number of Ibal positive cells with spherical or amoeboid
morphology at day 30 (Figure 4F). Even though GFAP staining in the ABO group is similar to that in

control, we found differences in the astrocyte’s morphology of oligomer-injected rats (hypertrophy).

Additionally, NeuN staining decreased in comparison to the control group, but neuronal loss spaces
were fewer compared to the observed at day 15. This result can also relate to a recovery phenomenon
proposed in the NeuN quantification between 15 and 30 days.
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Figure 4. Chronic cellular response mediated by ABO. Brain sections were immunolabeled to detect
mature neurons (Anti-Neun, Cy5), astrocytes (Anti-GFAP, Alexa 488), and microglia cells (Anti-Iba,
Alexa 555). Representative 40x images of DG show cellular response in the groups: (A) SS57 d, (B) AP
7d, (C)SS15d, (D) AB 154, (E) SS 30 d, and (F) AB 30 d. Hypertrophic astrocytes were higher in
ABO-injected rats (B, C, and D) with concomitant activation of microglial cells and a reduction of the
neuronal density in DG.

2.3. Ultrastructural Analysis

Transmission electron microscopy allowed us to analyze the time course of ultrastructural changes
induced by ABO. ABO favored neuronal loss in rats at 18 h when compared to the control group,
where the cellular structure was conserved as shown with FJB staining (Figure 5A).
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Figure 5. Acute ultrastructural analysis. (A) Transmission electron micrographs (Scale bar: 5 um) of 18
h and 72 h are shown. Blue dashed lines identify at least one neuron (N) in each image. After 18 h,
ABO decreases neuron density. At72 h, neuronal loss spaces are evident (red asterisks), in addition to
swollen astrocytes (A), and the presence of vacuolated microglial cells (M). (B) Magnification at 72 h
show the presence of swollen mitochondria (Mt), axon (Ax) degeneration, vacuoles in the neuropil,
and fibrils (F) in the ABO group.

Despite the mechanic injury in the control group, cellular ultrastructure and density remained
conserved after 72 h. Edema and vacuoles in the neuropil were evident in oligomer-treated rats,
suggesting neuronal loss. Also, neurons suffered severe cytoplasm disruption followed by loss of
organelles, such as endoplasmic reticulum and mitochondria. Moreover, we detected swollen astrocytes
and vacuolated microglial cells surrounding neurons on the degeneration process, correlating with
the activated morphology observed by immunofluorescence. Other observations at this time after
ABO injection were the presence of swollen mitochondria, axon degeneration, and amyloid-like fibrils,
whereas these were absent in the control group (Figure 5B).

At day 7, the ABO group showed the presence of vacuoles in the neuropil, endoplasmic reticulum
disruption, axonal degeneration, abundant neuronal loss spaces, vacuolated microglia, and cytoplasm
disruption (Figure 6A). In addition to these changes, swollen mitochondria and activated microglia
close to amyloid-like fibrils were observed (Figure 7A). The control group only exhibited vacuoles in
the neuropil.
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Figure 6. Ultrastructural analysis in chronic days. Transmission electron micrographs (Scale bar: 2 um)
of (A) 7 d, (B) 15d, and (C) 30 d are shown. Blue dashed lines identify at least one neuron (N) in
each image. In general, A oligomers induce microglial (M) activation, disruption of cytoplasm and
endoplasmic reticulum (ER) in rats sacrificed at 7, 15, and 30 days after injection. At day 7, oligomers
promote an increased number of vacuoles (v) in the neuropil and neuronal loss spaces (red asterisks).
These spaces are less evident in ABO rats sacrificed at day 15, but swollen astrocytes (A) and vacuolated
microglial cells were found. At day 30 some of these cells were still present, but neuron loss, cytoplasm
disruption, and alterations in endoplasmic reticulum were less evident.

After 15 days, we found an apparent structural recovery in the SS and ABO rats (Figure 6B).
The control group showed greater preserved neurons than control animals sacrificed on day 7.
In contrast, the 15 day-ABO rats exhibited vacuoles and disruption of ER and cytoplasm, in addition to
swollen astrocytes and vacuolated microglia. Amplified images (Figure 7B) showed axon degeneration,
vacuolated microglial processes, and decreased mitochondrial dysfunction.

Interestingly at day 30, microstructural recovery was observed in the cytoplasm and mitochondria
of neurons in ABO-injected rats. However, activated microglia and axonal degeneration persisted,
none of these changes were found in the control group (Figures 6C and 7C).
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Figure 7. Additional ultrastructural abnormalities. Electron micrographs (Different scale bars) of (A) 7,
(B) 15, and (C) 30 days are shown. Fibrils (F), axon (Ax) degeneration, mitochondrial (Mt) abnormalities
and vacuolated microglial (M) cells are present in rats sacrificed after 7 and 15 days of ABO injection.
At day 15, we observed microglial processes with vacuoles and swollen astrocytes (A). At day 30
post-injection, cytoplasm disruption, and neuronal loss decreased, but few activated microglia and
axon degeneration persisted.

2.4. Molecular Inflammation Mediated by Ap Oligomers

Glial cell activation by ABO leads to the release of several inflammatory mediators. For this
reason, we quantified the proinflammatory cytokines IL-1pB, IL-6, and the anti-inflammatory IL-10 in
rat hippocampus homogenates using ELISA. No significant differences of IL-13 and IL-10 between
the rats microinjected with ABO nor saline solution at 18 h, 72 h, and 7 and 15 days (Figure 8A) were
observed. An increase of release of the three cytokines (p < 0.01 for IL-1f and IL-10, p < 0.05 for IL-6)
was noticed in ABO rats sacrificed at day 30.

IL-6 levels in ABO-injected rats decreased in 18 h, 72 h, and 7 d. Next, we evaluated IL-6
transcripts by qPCR (Figure 8B). In contrast to the protein expression, IL-6 mRNA levels were higher in
oligomer-injected rats after 18 h (p < 0.001), 72 h (p < 0.001), 7 days (p < 0.001), and 30 days (p < 0.01).
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Figure 8. Cytokine quantification and IL-6 expression. (A) Quantitative analysis in hippocampus
homogenates (1 = 4) reveals an increased release of IL-1p, IL-6, and IL-10 after 30 days of ABO
microinjection. Interestingly, IL-6 decreased in A3 groups sacrificed after 18 h, 72 h and 7 days. (B)
qPCR analysis (1 = 6) shows an increased IL-6 mRNA relative expression in A rats sacrificed at 18 h,
72 h, 7 days and 30 days. Cytokine levels (pg/mL) are presented as mean with SEM bars. IL-6 mRNA
expression was normalized with 3-actin. Data are expressed in average fold change with SEM bars.
Significance level * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 are marked.

2.5. Ap Oligomers Promotion of STAT3 Expression in Glial Cells

We next aimed to identify if the IL-6 signaling downstream transcription factor STAT3 was
activated. Previously has been reported that STAT3 participate inducing neuronal death [28], for this
we evaluated total STAT3 expression by IHC. After 18 h from sacrifice small STAT3 positive cells were
distributed in hippocampus and cortex parenchyma, in rats microinjected with saline solution or ABO
(Figure 9A). Most of these cells display an infiltrate-like morphology with nuclear immunoreactivity,
being slightly higher in ABO rats.

At72h after microinjection (Figure 9B), an evident STAT3 expression in cells with glial morphology
was observed in the hippocampus of ABO group; some of these cells presented swollen cytoplasm and
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immunoreactivity in the nuclei. In the respective control group, only a few positive infiltrate-like cells
were observed.

The 7-day control group rats (Figure 9C) exhibited neuronal STAT3 expression with cytoplasm
distribution. By contrast, STAT3 in ABO rats was restricted to glial cells, which displayed clearer
activated morphology and nuclear immunostaining than the previous time.

High IL-6 mRNA levels (Figure 8B) correlate with an increased glial STAT3 expression in ABO
rats sacrificed at 18 h, 72 h and 7 days (Figure 9); these results suggest JAK-STAT3 pathway activation,
although cytokine levels were low at the same times (Figure 8A).

Furthermore, results from ABO rats at day 15 suggest a high glial STAT3 expression in CA1 and
DG, similarly with day 7. These cells display a hypertrophic morphology, not presented by saline
solution rats (Figure 9D).

Few STATS3 glial cells with resting morphology were detected in the cortex of control rats at day
30 (Figure 9E). ABO-injected rats exhibited more STAT3 glial cells in the hippocampus, although some
of them had an activated morphology and nuclear staining, the latter was decreased in comparison to
ABO rats sacrificed at previous times.

Figure 9. STAT3 expression in the hippocampus. Representative IHC (40x) images (scale bar = 40 um),
show a higher expression of STAT3 mediated by ABO at (A) 18 h, (B) 72 h, (C) 7 d, (D) 15d, and
(E) 30 d, after microinjection. At 72 h, STAT3 positive cells with glial morphology were identified,
with a hypertrophic morphology demarked at day 7 and 15. Some of these cells showed STAT3
nuclear expression.
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To identify STAT3 localization, we performed immunofluorescence at 72 h and 7 days, where we
detected consistent neuronal death. The vast majority of STAT3 positive cells were astrocytes and
presented nuclear stain (Figure 10). Interestingly, on day 7, we detected STAT3 nuclear staining in some
neurons of the CA1 region, which was not observed before with IHC. Certainly, STAT3 cytoplasmic
expression in the control group rats was confirmed.

GFAP STAT3 DAPI MERGE Z00M

Figure 10. STAT3 expression in astrocytes. Inmunofluorescence representative 63x images with digital
zoom (scale bar 63x images = 40 um, zoom = 10 pm) show an increased nuclear STAT3 expression
(Alexa 555) in astrocytes mediated by ABO (Alexa 488), 72 h and 7 days after microinjection. The 7
day-saline solution control showed a cytoplasm STAT3 expression as previously observed in IHC.

2.6. STAT3 Inhibition Assay in Hippocampal Primary Culture

An inhibition assay was conducted to evaluate the STAT3 expression in neurons and astrocytes
exposed to ABO. Considering our previous results, we decided to expose a primary mixed hippocampal
culture for 72 h to a 20 uM A BO solution from the human peptide.

We initially used AG490 (25 and 50 uM), a JAK2 inhibitor, without detecting significant changes

in total STAT3 expression in cultures both exposed to ABO and to AG490 25 uM+ABO (Figure A1).

However, with the AG490 25 pM+ABO treatment, we observed a decrease in activated astrocyte
morphology and the presence of more mature neurons compared to ABO. Although the inhibitor at
50 uM (Figure A2) promoted an evident reduction of the expression of total STAT3 in the cells exposed
to ABO and the change in astrocyte’s morphology was also detected, the number of neurons was lesser
than in the culture only exposed to ABO.

Next, we decided to probe Stattic, a small-molecule inhibitor of STAT3 expression [33] at different
dilutions (5, 10, and 20 pM) to determine maximal inhibition concentration (Figure 11). Stattic inhibited
STAT3 expression in a dose-dependent manner (Figure 11C-E), at 10 and 20 uM, expression of STAT3
increased in neurons and astrocytes of ABO-injected rats (Figure 11B). Noteworthy, at 10 and 20 uM
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we observed a deleterious effect in neuronal (MAP2-positive cells) and astrocytes (GFAP-positive cells)
survival. For this reason, we used Stattic at 5 uM to probe the effect under ABO exposition.

GFAP STAT3 MAP2 MERGE

Figure 11. Stattic effect on primary hippocampal culture. Immunofluorescence representative 40x
images (Scale bar 40x images = 40 pm) of Stattic inhibition probe in the concentrations 5 (C), 10 (D), and
20 uM (E) were contrasted to vehicle (A) and ARO (B) treatments. At the low-dose Stattic concentration,
total STAT3 (Alexa 555) expression decreased in astrocytes (Alexa 488) and neurons (Cy5) compared
with culture exposed to ABO. High doses of Stattic (D, E) promoted a decrease in astrocytes and

neuron survival.

On 5 uM Stattic incubation, STAT3 (Figure 12B) was expressed in all cells, which preserved
the morphology and the number of astrocytes (GFAP) and neurons (MAP2), similar to the vehicle
(Figure 12A). In contrast, ABO exposure favored neuronal death and an increase in STAT3 expression in
GFAP positive cells (Figure 12C). When the inhibitor was added before ABO (Figure 12D), it promoted
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a decrease of STAT3 expression in astrocytes. In addition to these changes, the inhibitor prevented the
death of neurons (Figure A3). A higher integrated density was detected in cell cultures treated with
ABO (p < 0.05) in comparison to vehicle, Stattic, and Stattic+ABO (Figure 12E). The Astrocytes of ABO
exposed cultures (Figure A3) presented a higher integrated density of total STAT3 immunoreactivity
than the other treatments (p < 0.05). In contrast, in neurons, we identified a significant reduction in
STAT3 integrated density in ABO treated cultures (p < 0.05).
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Figure 12. STAT3 inhibition assay. Immunofluorescence representative 40x images with digital zoom
(scale bar 40x images = 40 um, zoom = 10 pum) of inhibition assay in primary hippocampal cultures,
before 72 h of exposition to (A) vehicle, (B) Stattic 5 uM, (C) ABO 20 uM, and (D) Stattic+ABO. Total
STATS3 expression (Alexa 555), astrocytes with GFAP (Alexa 488), and neurons with MAP2 (cy5) were
monitored. (E) Integrated density of Total STAT3 immunoreactivity. Data are means + SEM (n = 4).
One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (* p < 0.05).
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3. Discussion

Several AD genetic models have been developed to investigate Ap toxicity. It has been thought that
only A fibrils or plaques could induce neuronal death in transgenic mice [34]. However, some authors
have demonstrated the relevance of non-transgenic models based in an intracerebroventricular (ICV)
or intrahippocampal ABO microinjection using non-human primates and rodents [35-43]. The main
advantage of these models is the time it takes for damage to be apparent. We chose this approach to
study the molecular mechanisms involved ABO toxicity, using a rat intrahippocampal microinjection
model. Detrimental effects were observed at 24 h of a single microinjection of the Ap 1-42 oligomers in
the rat retrosplenial cortex compared with controls rats, albeit the effect was restricted to the injured
region [41]. In this model, a single injection of ABO in CA1 activated the degeneration process, which
continues until 30 days after surgery, which allowed the evaluation of the chronic damage generated
by ABO. Neuronal degeneration was lower in the control group despite receiving the same mechanic
damage, demonstrating the potential of ABO to induce neuronal death through several extracellular
and intracellular mechanisms [15,16,44,45].

Another way of ABO-induced neuronal death comes from astrocytes and microglia proliferation
and activation. It has been proposed that both cells could mediate the AB aggregates phagocytosis,
particularly fibrils, displaying a protective role. In contrast, ABO could induce a deleterious
inflammatory microenvironment that exacerbates neurodegeneration, with impaired phagocytic
activity [18,19,25,46,47]. The method of A oligomerization starting from the synthetic AR 1-42 human
peptide used in the present project was extensively documented for the obtention of soluble globular
oligomers [48], which were corroborated by electron microscopy (data not shown). Conducting the
oligomer size analysis in a gradient 10-20% SDS-PAGE allowed us to identify low molecular weight
oligomers (<17 KDa) and monomers (data not shown). Nonetheless, we cannot discard the presence of
high molecular weight oligomers or protofibrils. In this sense, it has been controversially discussed
that SDS affects the oligomerization state of Ap. For this reason, in future works, it will be necessary to
conduct a photo-induced cross-linking of unmodified proteins previous to SDS-PAGE or realize an
oligomer characterization by ion mobility coupled to electrospray ionization mass spectrometry [49,50].

Results show that our ABO preparation promoted astrocyte and microglia proliferation.
The relation between glial activation and neurotoxicity was the presence of hy pertrophic astrocytes
and microglial cells with swollen or amoeboid morphology, and neuronal loss. The highest number of
activated glial cells was observed at 72 h, correlating with extensive degeneration visualized in DG with
the FJB staining. Interestingly, the proportion of activated astrocytes was higher than microglia, though
this myeloid cell was located near to neuron loss spaces. Several reports have suggested that activated
astrocytes could contribute to AB production and aggregation [51,52]. A recent work elucidated that
astrocytes stimulated by ABO undergo an increase of BACE1 and ApoE expression [46].

The ultrastructural analysis allowed us to validate the close relation between neuronal alterations
and glial activation. At 18 h, neuropil alterations and the low number of neurons correlated with
the increased neurodegeneration observed by FJB staining. Also, significant changes in neuron
morphology are reflected by cytoplasm disruption and loss of organelles, accompanied by surrounding
hypertrophic astrocytes. Moreover, a high degree of disruption of myelin sheaths also suggests
axon degeneration. Changes of the inner membrane and cristae of mitochondria are synonymous
of mitochondprial dysfunction. Both abnormalities induced by AB aggregates have been previously
described [53,54]. Spaces of neuronal loss were associated with activated microglial cells containing
organelle debris inside vacuoles, remarking the role of microglial cells in ABO-mediated neurotoxicity.

The presence of amy]oid-like fibrils, as well as of intracellular A O, should be confirmed in future
experiments of immunoelectron microscopy in the ABO rats. There is a high probability that a part of
the ABO preparation could form tibrils due to the physiological temperature and pH conditions of rat
brain tissue. This is supported by the fact that we were able to identify activated microglia near those
fibrils and that they were not observed at later times, probably due to phagocytosis.
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Although at day 30 in ABO rats, a reduction in cytoplasmic alteration was observed, AB
continued exerting neurotoxicity effects and promoting inflammation, due to the presence of axonal
degeneration, as well as microglia with amoeboid morphology and organelle phagocytosis, suggesting
that AB is capable of inducing chronic neuronal death, altering DG neurogenesis, and decreasing cell
proliferation [55].

Considering the presence of glial activation in all the evaluated times, we quantified IL-1j3, IL-6,
and IL-10, which have been associated with beneficial or detrimental activity related to A aggregates
neurotoxicity [56-58]. In our model, the ABO or saline solution groups brought under a mechanical
injury that promoted glial activation. However, this damage was lesser in the control group, which
could explain why we did not observe significant differences in IL-10 and IL-1f levels in both groups
at acute times.

About the IL-1p and IL-6 significant increase in APO rats at day 30, we suggest these
proinflammatory cytokines mostly derive from the high number of activated microglial cells. Previous
reports have indicated the IL-1§ role in the induction of glial activation and neuron damage [59]. Despite
IL-1P overexpression may favor A clearance [57], it may also contribute to tau phosphorylation [60].
A similar effect of ABO clearance was described for IL-6 by mediating gliosis [51], extending the
neuron loss induced by the presence of AP and the overstimulation of NMDAR [61]. It is possible that
the release of these cytokines would be related with the absence extracellular amyloid-like fibrils as
observed at 72 h and 7d. Even though, this is not suggestive of A clearance from the hippocampus
and we consider this to be an important issue to address in the near future.

IL-10 is a cytokine, which reduces inflammation and apoptosis. For this reason, it has been
proposed as a possible therapeutic target in several CNS disorders, such as AD [62]. However,
IL-10 overexpression in APP transgenic mice or its deletion in APP/PS]1 mice revealed that the
anti-inflammatory effects would detrimental by reducing ABO clearance by microglial cells [56,63]
because the effectiveness of this process is promoted by an inflammatory microenvironment.

In the present study, IL-10 ex pression was observed in ABO rats after 30 days and could be favoring
neuron density as well as decreased neuron alterations aforementioned. Despite IL-10 expression,
confocal an electron microscopy showed that phagocytosis was not diminished in microglia, which
may be due to high levels of IL-1p and IL-6. This data suggests the need for a balance in the cytokine
microenvironment, rather than a predominant inflammatory profile.

IL-1 and IL-6 are proinflammatory cytokines; however, the role of both plays in the inflammatory
process may be different. It is known that IL-6 is a pleiotropic cytokine. Reported studies indicate
that the overexpression of IL-6 in CNS generates the presence of reactive gliosis that can lead to
neurodegeneration. On the other hand, it is known that IL-10 has a fundamental role in limiting chronic
and acute inflammation. However, under pathological conditions, it is known that the levels of pro-
and anti-inflammatory cytokine may be elevated. This has been demonstrated in the CSF of patients
with AD [64]. However, these findings have failed to elucidate whether the presence of Af is associated
with a poor response of innate immunity, which could accelerate the cascade of pathological events, or
if neuroinflammation is due to a mechanism of rescue that attempts to eliminate the accumulation of
toxic amyloid species, through the activation of glial cells. This alteration of the immune response
would prevent the elimination of accumulated peptides and lead to altered production of cytokines,
which favor the neurodegenerative process. Moreover, the presence of pro- and anti-inflammatory
molecules would be the result of a change in the cytokine profile, closely related to the pathophysiology
of the disease, in the particular case of this model, with the presence of ABO aggregates.

An interesting finding of our experiments was a reduction of IL-6 in ABO rats from 18 h to 7 days.
For this reason, we contrasted these results with relative IL-6 mRNA expression, detecting high mRNA
levels in ABPO administrated rats compared with the control group.

It has been documented that the underestimation of cytokine production is possibly due to cellular
consumption in cytokine quantification by ELISA [65], which could involve processes of cytokine
binding to its receptor or protein degradation. In this sense, some molecular mediators (IL-6, IL-1p3,
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TNF«x, among others) display two receptor types: a transmembranal receptor, which activates the
classical signaling pathway; and a soluble receptor, which induces the trans-signaling. If the cytokine
is bound to its soluble receptor in a biological sample, it typically cannot be quantified with an
immunoassay-based measurement [66].

We think that 18 h to 7 days, exists the possibility that IL-6 could be bound to its soluble receptor,
making difficult the protein determination by ELISA multiplex assay. Considering that IL-6 was
activating the trans-signaling pathway we identified STAT3 expression, a key transcription factor
of the IL-6 signaling. A previous report of AB aggregated microinjection in mice and cell culture
exposition showed that AR induces STAT3 activation through tyrosine phosphorylation (p-Tyr STAT3),
leading to apoptosis only in neurons [28]. Some oligodendrocytes and infiltrates were the first STAT3
positive cells detected after microinjection, probably as part of the inflammatory response initiated
after the needle injury. At the same time, ABO promoted a slight increase in STAT3 nuclear expression.
Although only total STAT3 expression was identified, nuclear accumulation of this factor is a signal of
activation [30,67].

After 72 h, when ABO mediated neurodegeneration and glial activation is observed, a moderate
STATS3 glial increased expression was evident. The predominant cell population consisted of astrocytes
exhibiting nuclear activation.

Neurodegeneration persisted closely to glial activation in ABO rats on day 7, where STAT3
expression increased in glial cells with activated morphology; some of them displayed nuclear
expression. Moreover, complementary immunofluorescence exposed nuclear STAT3 expression in
neurons of the CA1 region. In contrast, cytoplasmic STAT3 neuronal expression was detected in control
rats. This should be studied in the future due to its possible relevance in neuronal recovery after
traumatic injury. Supposing, IL-6 trans-signaling in previous acute times, it would justify the high
STAT3 astrocyte expression, mainly at day 7 after ABO administration. STAT3 expression remained 15
days after surgery correlating with high glial activation and neuronal death. Besides, the classical IL-6
signaling pathway could induce anti-inflammation and a proinflammatory response by trans-signaling;
it has been recently studied because of its implication in neurodegenerative disorders, such as amyloid
pathology in AD [68,69]. Cytoplasmic STAT3 expression disappeared on day 15 in controls, but ABO
rats exhibited nuclear STAT3 expression in hypertrophic glial cells, correlating with persistent neuronal
density reduction.

STAT3 is an important transcription factor activated by stimulation of several proinflammatory
(IL-1, TNFe, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) molecular mediators. In the CNS, controversial
functions of STAT3 has been reported, which could be due to a cell-specific response or the inflammatory
microenvironment. For example, STAT3 has been involved in axon regeneration [70]. Besides, STAT3
activation could modulate synaptic plasticity trough induction of NMDAR-long term depression [71].
However, inflammation it has been recognized as an inductor of STAT3 derived from glial activation,
which could promote different neuropathological processes, such as neurogenesis impairment and
apoptosis [72].

Regarding apoptosis, STAT3 activation by proinflammatory cytokines enhances cytochrome C
release and caspase activation [73]. In an epilepsy rat model, it is known that STAT3 is activated after
status epilepticus. The administration of kainic acid significantly increases STAT3 levels linked to
increased IL-1 production. The inhibition of STAT3 by WP1066 reduces IL-1 levels, Ibal expression,
and neuronal death that leads to the neurodegeneration observed [74]. With respect to microinjection
of AP in animal models, the potential as STAT3 activator in neurons has been explored, favoring the
transcription of genes linked to oxidative damage (as iNOS) that could be responsible for inducing
apoptosis [28]. In our animal model, the expression of STAT3 is observed in acute times and correlated
with the increase in neurodegeneration levels evidenced by F]B staining. We have considered that
STAT3 increasing expression in ABO rats could mediate astrocyte [75] and microglial activation, as
proposed previously [31]. Nuclear STAT3 localization in astrocytes and neurons could stimulate
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different target genes related to inflammation and neurotoxicity. STAT3 activation was previously
detected only in neurons and related to apoptosis [28].

To clarify the JAK2/STAT3 role, we designed an inhibition assay in rat primary hippocampal
mixed culture, using a JAK2 (AG490) and a STAT3 specific inhibitor (Stattic). Cultures were exposed
to a cytotoxic concentration of ABO for 72 h, a time that course with high neurodegeneration in the
animal model. Both assays obtained results suggesting that low-moderate inhibition of the JAK2/STAT3

pathway decreased glial activation, which helped to prevent a neuron death promoted by ABO.

However, when we tried to increase the inhibition state of STAT3, the results showed a reduced
survival of neurons and astrocytes. The above pointed out that the JAK2/STAT3 pathway plays an
essential role in ABO toxicity since it promotes the reactivity of astrocytes, which could secrete different
inflammatory mediators that lead neurons to the neurodegeneration process.

In this sense, studies have consistently demonstrated the pathogenic JAK2/STAT3 pathway
activation in glial cells is primed by the presence of aggregated AB. The JAK2 stimulation in AD
transgenic mice (APP/PS1 or 3xtgAD) indicated that STAT3 activation promotes astrogliosis and
synaptic dysfunction. Conversely, astrocyte-specific inhibition of the JAK2/STAT3 pathway in APP/PS1
mice control astrocyte reactivity restores synaptic deficits, and produces a A deposition reduction, not
linked to a microglial phagocytosis increase [30]. Moreover, a developing of an astrocyte conditional
STAT3 knockout in APP/PS1 transgenic mice leads to an anti-inflammatory profile, which could
mediate AP clearance by microglial cells and reduce cognitive decline [29]. Finally, another recent
study in astrocyte primary culture exposed with ABO and treated with Stattic (1 uM) showed that
STAT3 is responsible for maintained reactive state of astrocytes, and dismisses changes in ERK and
NF-kB. Also, the oral administration of this compound in the 5xFAD mice reduced the STAT3 activation
in astrocytes, correlating with an improvement in cognitive function [76].

The JAK/STATS3 inhibition is a promising strategy to modulate glial reactivity to favor neuron
survival under ABO insults. Nonetheless, as observed in our assays, high or total inhibition of the
JAK2/STAT3 pathway could induce neurodegeneration due to its crucial role in cell proliferation, axon
regeneration, and synaptic plasticity. Thus, the ideal strategy would be to modulate the pathway only
in astrocytes, as stated by the previously mentioned experiments [29,30]. However, we know that one
difference between our microinjection model and pathology, as AD is the constant Ap aggregation,
which induces a persistent inflammatory response and progressive neurodegeneration. Also, the
recovery of ABO 30-day rats was partial compared to their respective control group, possibly related to
the difference between STAT3 expression in both groups. The increased transcription factor expression

and activation in ABO rats at day 30 could be favored by IL-6 and IL-10, two JAK/STAT3 inducers [77].

Future studies should clarify both cytokines’ role in the dynamic of STAT3 activation, considering
that both resulted increase on day 30. Another issue that should be explained is the possibility of
density recovery due to the reduction of ABaggregates. If so, it would be interesting to evaluate the
administration of a second ARO dose.

4. Materials and Methods

4.1. AB Oligomers

APO were obtained from synthetic AP 1-42 peptide (AnaSpec San Jose, CA, USA AS-20276) using
a method previously described [48]. The peptide was diluted with 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Germany H-8508) and incubated 1 h at room temperature
followed by 15 min to 4 °C. The solvent was evaporated overnight, and the pellet was suspended

in Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Germany) to get a 5 mM solution.

Finally, to obtain the oligomer forms aliquots of 100 uM of the peptide were prepared with sterile
phosphate-buffered saline 1x and incubated to 4 °C for 24 h. A simple transmission electron microscopy
(TEM; FEI-TecnaiBioTWIN, Hillsboro, OR, USA) analysis of 5 uL of this solution was conducted to
corroborate the presence of globular oligomers and the absence of fibrils. Also, low-molecular weight
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oligomers (<17 KDa) were corroborated with western blot, using the AB antibody 6E10 (MAB1560,
Chemicon, Merck Millipore, Massachusetts, USA) (data not shown).

4.2, Animal Model

Male Wistar rats (Rattus novergicus) aged 12-14 weeks and 230-250 g of body weight were
purchased from Bioinvert® bioterium, Estado de México, México (SENASICA AUT-B-A-1016-028).
Animal experiments were conducted according the Official Mexican Norms (NOM-062-Z200-1999
and NOM-033-5AG/Z00-2014) and the Code of Practice for the Housing and Care of Animals Used
in Scientific Procedures. Also, the experimental protocol (no. 113/09) was approved by the Ethics
Committee of National Neurology and Neurosurgery Institute “Manuel Velasco Suarez” (April 2009).

Housing conditions were 22-24 °C of temperature, 50-60% humidity, 12/12 h light/dark cycle, water
and food ad libitum. Rats were anesthetized with an intramuscular injection of xylazine (12 mg/kg) and
ketamine (85 mg/kg), pain were managed with tramadol. A bilateral microinjection was performed
in a stereotaxic surgery apparatus (Stoelting, Sheboygan, USA) in the coordinates corresponding to
CA1 hippocampus region (V:-0.30 mm, L: + 0.25 mm y AP: —0.42 mm from bregma) [78]. The rate of
infusion pump was 12 pL/min and we used a 30 G dental needle, which was removed 5 min after the
injection. In general, we create two study groups, the control group was injected with vehicle and
the other group, conformed by rats microinjected with ABO. In each treatment we design a temporal
study, considering subgroups of rats that was sacrificed in acute (18 and 72 h) and chronic (7, 15, and
30 days) times after surgery.

4.3. Immunohistochemistry and Immunofluorescence

Rats were anesthetized as previously mentioned and perfused with cold and sterile saline solution
0.9%, followed by 4% Phosphate-Buffered Paraformaldehyde. Brains were removed and stored
for 1 week in a solution with 4% Phosphate-Buffered Paraformaldehyde and 4% of sucrose. Brain
hemispheres were divided and dehydrated in gradual alcohols (70%, 96%, and 100%), followed by
xylene treatment and paraffin embedded. 8 pm-thick sagittal serial slices were obtained, and the slides
were deparaffinized and hydrated. Antigen recovery was performed with 0.1 M citrate buffer, pH 6 and
0.2% Triton at 60 °C for 12 min. For IHC, endogenous peroxidase was inactivated with blocking reagent
(Dako- Agilent Santa Clara, CA 95051 USA, 52003) for 10 min. Additionally, the tissue was incubated
with bovine serum albumin (BSA) 2%-Triton 0.2% for 15 min. Slides were blocked with Background
Sniper (Biocare Medical, California USA, BS966) for 15 min. Primary antibodies were diluted in
BSA 1% and incubated at 4 °C overnight, followed by incubation Mach2 Universal HRP-Polymer
Detection (Biocare Medical, California USA, M2U522) for 30 min. 3, 3’-diaminobenzidine (Dako K3468)
was used for color developing. Slides were mounted and analyzed on a Leica DM LS microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). STAT-3 images were captured with the ScanScope CS digital
processor (Aperio, San Diego, CA, USA).

Primary antibodies used for IHC were mouse monoclonal anti-NeulN (1:250, Millipore, MAB377),
rabbit polyclonal anti-STAT3 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California. USA, 5c-482).

After antigen retrieval in immunofluorescence, sections were permeabilized as we previously
mentioned and blocked in 2% BSA for 30 min. Primary antibodies diluted in BSA 1% were incubated
at 4 °C overnight, followed by secondary antibody incubation for 1 h at room temperature. In some
cases, nuclei were stained with 4/, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen, D1306) for 5 min.
Slides were mounted with Vectashield antifade mounting medium (Vector Laboratories, California,
USA, H-1000).

Images were captured on a Leica TCS SP8 confocal microscope and processed with LAS AF
software (Leica Microsystems). Primary antibodies used in IF were mouse monoclonal anti-NeulN
(1:200, Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany MAB377), chicken polyclonal anti-GFAP (1:1000,
Abcam, Cambridge UK, ab4674), rabbit polyclonal anti-GFAP (1:150, Genetex, California USA,
GTX16997), rabbit polyclonal anti-Ibal (1:300, Genetex, California USA, GTX100042), and anti-STAT3.
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The secondary antibodies used were goat anti-chicken IgY Alexa Fluor 488 (1:300, Abcam, ab150173),
goat anti-mouse IgG Cy5 (1:150, Zymed, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA, 816516),
anti-rabbit IgG Alexa 555 (1:300, Cell Signaling, Massachusetts, USA, 44135).

4.4. FluoroJade B Staining

FJB was used to stain brain cells under degeneration [79]. Tissue 8 pm-thick sections were
deparaffinized and hydrated. Slides were incubated in 80% EtOH-1% NaOH for 5 min, followed by
2 min in 70% ethanol and 2 min in distilled water. Sections were immersed in 0.06% K;MnOy for
20 min, after distilled water washes, slides were incubated at 4 °C overnight in 0.001% Fluoro-Jade B
(Millipore, AG310) previously diluted in 0.1% acetic acid [80]. Slides were dried, immersed in xylene
and mounted with Eco-Mount (Biocare Medical, EM897L). Images were captured at 40X magnification
on a Leica DM LS microscope with epifluorescence (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.5. Quantification of NeuN and FluoroJade B

Mature neurons were identified with Anti-NeuN antibody in control and ABO microinjected rats
sacrificed on days 15 and 30 after stereotaxic surgery (n = 4, per group and time). For degenerated
neurons, the F]B staining was evaluated in controland ABO groups at 18 h, 72 h, and 7 days post-surgery
(n = 4, per group and time).

Quantification of NeuN and FJB positive cells was realized with 8 um-thick sagittal sections
obtained from injury (2.5-2.7 mm lateral from bregma), one out every 10 sections was evaluated. Cell
count was performed on the Leica Application Suite software version 4.0 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) on a 265 X 365 um frame at 40x magnification, analyzing 3 adjacent fields on CA1 region
and the same for dentate gyrus. The experimental groups were blinded in during the count and we
considered positive cells with whole cell bodies within the counting frame. Average of positive cells

per mm? were reported [80,81].

4.6. Electron Microscopy

Rats were perfused with 4% Paraformaldehyde-2.5% Glutaraldehyde in 0.1 M phosphate-buffered
saline (pH 7.4). Brains were removed and post-fixed in the same solution for 24 h. Tissues were
processed in a LEICA EM TP (Leica Microsystems, Vienna, Austria) and embedded in Epon resin
(EMbed 812 Electron Microscopy Science, Kolkata, India, Cat. No.14120). A 90 nm slices were obtained,
mounted in 200 mesh copper grids, and contrasted with 2% uranyl acetate and lead citrate. Images
were captured on a TEM (FEI-TecnaiBioTWIN, Hillsboro, OR, USA) [82,83].

4.7. Cytokines Quantification

Rat hippocampus for each subgroup of study (1 = 4, for each time and treatment evaluated) was
dissected and homogenized in sterile phosphate-buffered saline containing 0.01% Triton X-100 and
protease inhibitors (Sigma, P8340) [84], using the Sample Grinding Kit (Amersham Bioscience, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany cat. no. 80-6483-37) and Vibra-Cell™ Ultrasonic Liquid Processors (Sonics
& Materials Inc., Connecticut, USA, Cat. No. VCX13). Samples were centrifuged at 1000 g and 4 °C
for 10 min, to assure remaining debris remove, the resulted supernatant was centrifuged at 20,000 ¢
for 40 min at 4 °C [85]. The cytokines IL-6, IL-10, and IL-1p were quantified by an Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) using the MILLIPLEX® MAP Rat Cytokine/Chemokine magnetic bead
panel kit (Millipore), according to the supplier’s protocol (RECYTMAG-65K-03; Millipore, Temecula,
CA, USA). The parnel kit was reading with the LUMINEX MAGPIX® detection system with xPONET®
software and the results were analyzed in MILLIPLEX® Analyst version 5.1 (Millipore, Billerica, MA,
USA). The cytokines sensitivity ranges were 2.4-10,000 pg/mL for IL-1p, 73.2-300,000 pg/mL for IL-6,
and 7.3-30,000 pg/mL for IL-10.
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4.8. RT-PCR

Total RNA was isolated from rat hippocampus (1 = 4, for each time and treatment evaluated) with
TRIzol® reagent, considering the supplier’s protocol (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA, cat.
n0.15596026). cDNA was synthesized from 500 ng of total RNA using AMPIGENE® ¢cDNA Synthesis
kit (Enzo Life Sciences, ENZ-KIT106). The reverse-transcribed product was diluted five times and
2.0 uL of cDNA was mixed with 2x TagMan Master Mix and 0.5 pL of 20X Gene Expression Assay,
the reaction was conducted in 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). The TaqMan® gene-specific probes (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) selected in this
work were IL-6 (cat. no. Rn01410330_m1) and p-actin (cat. no. Rn00667869_m1). The 2 2ACt method
was used to analyze the relative target gene expression respect the B-actin gene expression [86].

4.9. STATS3 Inhibition Assay in Cell Model

Primary mixed hippocampal cultures were obtained from 24 day old Wistar rats, with slight
modifications to the method described previously by Osorio et al [87]. After 15 days of culture, a
STATS3 inhibition assay was conducted. We used the small molecule Stattic (Santa Cruz Biotechnology,
California, USA, 5c-202818) at different dilutions (5, 10, and 20 uM). Cultures were exposed to
different treatments vehicle (DMSQO), Stattic (5 uM), APO (20 uM) or Stattic+ ABO. We also realize
two independent experiments using AG490 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), a JAK2 inhibitor
(25 uM and 50 uM). The inhibitors were added one day before ABO. After 72 h, cells were tixed with
4% Phosphate-Buffered Paraformaldehyde and immunofluorescence was performed with the next
primary antibodies: mouse monoclonal anti-MAP2 (1:300, Millipore, MAB3418), mouse monoclonal
anti-NeuN, rabbit polyclonal anti-STAT3 (1:100 Novus, NBP2-67432), chicken polyclonal anti-GFAP.
Secondary antibodies were goat anti-chicken IgY Alexa Fluor 488, Goat Anti-Mouse IgG Cy5, goat
anti-rabbit IgG Alexa 555 (1:300, Abcam, ab150086).

4.10. Statistics

Data were analyzed with MiniTab® v. 19 software (State College, PA, USA), using a significance
level («) of 0.05. Before any statistical analysis, equality of variances was assessed by Levene’s test.

Differences between five evaluated times for each treatment (55 or Ap) were identified with a
one-way ANOVA test and by specific comparisons. Subsequently, to determine statistical significance
between the different study groups (55 versus Ap) at equivalent time intervals, a t-test was conducted.
The integrated density of total STAT3 was calculated in Fiji software (Fiji, Image], Wayne Rasband
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) [88].

5. Conclusions

The temporal study of ABO rat intrahippocampal microinjection suggested, oligomers mediate
indirect neurotoxicity and neurodegeneration through glial activation and the consequent inflammatory
response. Based on our present results, ABO induces the JAK/STAT3 pathway stimulation in astrocytes
promoting it activation state and in neurons favor surveillance. However, the constant activation
of the pathway by ABO, leads to hypertrophic astrocytes, which may promote an inflammatory
microenvironment and increased neurodegeneration. A therapy of JAK/STAT3 pathway inhibition,
mainly directed to regulate astrocytes reactivity, could be an excellent strategy to diminish neuron
death and cognitive decline in AD. The use of JAK/STATS3 inhibitors should be considered with caution
because a high dosage would favor the neuronal death in addition to the generated by A aggregates.
Considering the direct relationship between inflammation and neurodegeneration at short times, it
would be useful to try different drugs that modulate astrocyte activation states. The challenge is to
probe if the return to a quiescent state could improve other ABO toxic effects such as mitochondrial
dysfunction, LTP impairment, oxidative damage, membrane pore formation, neurogenesis, and
plasticity impairments.
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Appendix A

Figure A1. AG490 (25 uM) inhibition assay. Immunofluorescence representative 40x images (scale bar
40x images = 40 pum) of inhibition assay in primary hippocampal cultures, after 72 h of exposition to (A)
Vehicle, (B) AG490 25 uM, (C) ABO 20 uM, and (D) AG490+A BO. Total STAT3 expression (Alexa 555),
astrocytes with GFAP (Alexa 488), and neurons with NeuN (Cy5) were monitored. Although AG490
did not promote evident changes in STAT3 expression, it seems to prevent neuron loss in cultures
exposed to ABO.

GFAP STAT3 MAP2 MERGE
A -..
B -..
c -..
D -.-

Figure A2. AG490 inhibition assay (50 ptM). Immunofluorescence representative 40x images (scale bar

40x images = 40 um) of inhibition assay in primary hippocampal cultures, after 72 h of exposition to
(A) Vehicle, (B) AG490 50 uM, (C) ABO 20 uM, and (D) AG490+A BO. Total STAT3 expression (Alexa
555), astrocytes with GFAP (Alexa 488), and neurons with MAP2 (Cy5) were identified. The use of
AG490 at 50 uM decreased the number of astrocytes and the neuron viability.

5
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Figure A3. Integrated density of Total STAT3 immunoreactivity/astrocytes. Data are means + SEM
(n =4, 4 astrocytes). One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (* p < 0.05).
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Figure A4. Integrated density of Total STAT3 immunoreactivity/neurons. Data are means + SEM (1 = 4,
3 neurons). One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test (* p < 0.05).
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia present in older adults;
its etiology involves genetic and environmental factors. In recent years, epidemiological
studies have shown a correlation between AD and chronic epilepsy since a considerable
number of patients with AD may present seizures later on. Although the pathophysiology
of seizures in AD is not completely understood, it could represent the result of several
molecular mechanisms linked to amyloid beta-peptide (Ag) accumulation and the
hyperphosphorylation of tau protein, which may induce an imbalance in the release
and recapture of excitatory and inhibitory neurotransmitters, structural alterations of the
neuronal cytoskeleton, synaptic loss, and neuroinflammation. These changes could favor
the recurrent development of hypersynchronous discharges and epileptogenesis, which,
in a chronic state, favor the neurodegenerative process and influence the cognitive
decline observed in AD. Supporting this correlation, histopathological studies in the brain
tissue of temporal lobe epilepsy (TLE) patients have revealed the presence of Ag deposits
and the accumulation of tau protein in the neurofibrillary tangles (NFTs), accompanied by
an increase of glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3p) activity that may lead to an
imminent alteration in posttranslational modifications of some microtubule-associated
proteins (MAPs), mainly tau. The present review is focused on understanding the
pathological aspects of GSK3B and tau in the development of TLE and AD.

Keywords: tau protein, GSK3§, epilepsy, neurod

n, hippocampal sclerosis

INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by progressive memory loss, behavioral changes,
and cognitive decline. Histopathologically, it is defined by the presence of neuritic plaques
(NPs) conformed by fibrillar accumulation of amyloid beta-peptide (AP) and neurofibrillary
tangles (NFTs) formed by the microtubule-associated protein (MAP) tau. These lesions produce
microglial and astrocyte activation, leading to synaptic loss and neuronal death (Meraz-Rios
et al., 2013). It has been proposed that AP can interact with Frizzled receptors, impairing the
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Metabolic Syndrome as a Risk Factor for Alzheimer’s Disease:
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Abstract

Significance: Recently, chronic degenerative diseases have become one of the main health problems world-
wide. That is the case of Alzheimer’s disease (AD) and metabolic syndrome (MetS), whose expression can be
influenced by different risk factors. Recent Advances: In recent decades, it has been widely described that MetS
increases the risk of cognitive impairment and dementia. MetS pathogenesis involves several vascular risk
factors such as diabetes, dyslipidemia, hypertension, and insulin resistance (I/R). Critical Issues: Reported
evidence shows that vascular risk factors are associated with AD, particularly in the development of protein
aggregation, inflammation, oxidative stress, neuronal dysfunction, and disturbances in signaling pathways, with
insulin receptor signaling being a common alteration between MetS and AD. Future Directions: Insulin
signaling has been involved in tau phosphorylation and amyloid § (Af) metabolism. However, it has also been
demonstrated that Af oligomers can bind to insulin receptors, triggering their internalization, decreasing neuron
responsiveness to insulin, and promoting insulin I/R. Thus, it could be argued that Af could be a convergent
factor in the development of both pathologies. Antioxid. Redox Signal. 00, 000-000.

Introduction studies have indicated that the incidence of obesity and dia-

betes in young adults with cognitive impairment is increasing;

T PRESENT, AVERAGE LIFE EXPECTANCY of individuals
worldwide has dramatically increased to 80 years; this
could be attributed to advances in the knowledge of diseases
and the application of these in the healthcare system.
However, increased longevity is not necessarily related to
an increase in the quality of life of the individual; in fact, it
is usually accompanied by a higher prevalence of chronic
illnesses such as metabolic diseases, including obesity and
diabetes mellitus (15, 54, 211).
In recent decades, it has been observed that diabetes and
obesity could be risk factors for the development of neuro-
degenerative diseases. Recent epidemiological and clinical

hence, it is believed that dementia disorders—particularly
Alzheimer’s disease (AD)—will increase significantly in the
coming years (47, 48, 54, 55).

In the 1990s, Ott e7 al. were pioneers in proposing a strong
association between diabetes and AD. Vascular disorders and
malfunction of the endothelium could represent the link be-
cause they are common characteristic features in both pa-
thologies; also, it is believed that patients with cardiovascular
disease and type 2 diabetes mellitus (T2DM) are more likely
to develop cognitive impairment (154, 170). Cumrently, there
are many studies that support this theory and explain how
these two disorders may course together (55, 57, 165, 166).
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Chapter 23
Oxidative Stress, Metabolic Syndrome

and Alzheimer’s Disease

Danira Toral-Rios, Karla Carvajal, Bryan Phillips-Farfin,
Luz del Carmen Camacho-Castillo, and Victoria Campos-Pefia

Abstract Oxidative stress, neuroinflammation, insulin signaling deficiency and
vascular alterations are common features of many neurcdepenerative disorders.
Oxidative damage induces chronic inflammation, this condition may lead to insulin
resistance and damage to the blood brain barrier (BBR), leading to an exacerbation
of central inflammation, cawsing cognitive dysfunction eventually resulting in
dementia. The major cause of dementia affecting the elderly is Alzheimer's dizease,
the most common cause of disability characterized by a progressive loss of memory
and coenitive function. Neuropathologically, Alzheimer's disease is chamcterized
by abnormal deposition of the amyloid p (Af) peptide and intracellular accumula-
tion of neurofibrillary tangles (NFT) of hyper-phosphorylated taw protein. It has
been proposed that Af and NFT generate the neuronal damage that leads to cogni-
tive failure, through the generation of reactive oxygen species (ROS). Alternatively,
it has been soggested that oxidative damage precedes the accumulation of Ap,
MFTand other alterations such as vascular malfunction and metabolic syndrome.
This chapter discusses the main molecular mechanisms associated to oxidative
stress, metabolic syndrome and their relationship with Alzheimer’s disease. We also
include promizsing therapeutic strategies.

Keywords Alzheimer's Dizease = Metabolic syndrome » Oxidative stress » Insulin
resistance « Amyloid beta (Af@) « Antioxidant therapies
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Amydoid peptide = able to promote the ectivation of microgia and astrocytes in
Alrteimers disesse (AD), and this stmulstes the production of pro-imflammatony
cytokines. Inflammation contributes to the process of neurodegenaration and thersiore
iz & key factor in the development of AD. Some of the most important proteins
rvolved in AD imflammation are: diestenn (CLU), complement receptor 1 [CR1),
G reactive protein (CRF), tumor recrosis factor o (TMF-z), the intedeukinz 1z
L-1a), & (L-8), 10 (L-10) and cyclooxygerase 2 (COX-2). In partbcukar, COX-2
iz encoded by the prostaglandin-endopercwde synthase 2 gene (PTGS2). Since
variafions in the genes that encode these protens may modify gene expresson
or function, it is important to investigate whether these varafions may change the
developing AD. The aim of thizs study was to determine whether the presence of
polymorphizms in the genes encoding the aforementioned proteins s associsted
in Mesican patients with AD. Fourteen polymorphisme wems genolyped in 96
subjects with AD and 100 controls; the differences in allele, genotype and haplotype
frequencies were analyzed. Addiionslly, sn ancesiry analysis was conducted to
axciude differences in genetic ancestry among groups 23 a confounding factor
in the study Signiicant differences in frequencies between AD and confrols were
found for the single-nuclectide polymorphisme [SMP) 20417 within the PTGES2
gens. Ancestry analysis revealed no signiicant difierences in the ancesiry of the
compared groups, end the associebion was sagnificant even after adustment for
ancestry and comection for multiple testing, which strengthens the walidity of
the resuis. We conclude that this pofymorphizm plays an important role in the
developmeant of the AD pathology and further studies am required, including their
proteins.

Maywords: Alrnedmear's diseasa, Inflammation, p ]
arcastry

synithase, cycloonygonasa 2, qanatc

Fronians in Caliular Mauroscionos | waww. bontiarsin oeg |

Peliary 201 & | ‘iokumia § | Avticia 148

121



Hindawi Publishing Corporation
Crddative Medicing and Cellhiar Langevity
Volume 3014, Article ID 375968, 14 pages
bitepedVde dol.orgy 10.11 557200 4/ 575968

Review Article

Early Onset Alzheimer’s Disease and Oxidative Stress

Marco Antonio Merlz-lh'm,l Diana Fra.nl:l:ln-]]-uum::anleg;r;u,z
Danira Toral Rios,” and Victoria Campos-Peiia’
! Departamento de Blomedicing Molecular, Cenfro de Investipacicen y de Estudios Avanzados del Instifufo Politéono Nacional,

Instttuto Poiltécnico Necional 2508, 07360 Mexico City, Mexioo
* Posgrado en Clencias Bioldgicas, Universidad Nactonal Autdnoma de México, Untversidad 3000, Coyoacan,

0d510 Mextco City, Mexloo

* Departamento de Fisiologin BiofTsica y Newrockenctas, Centro de Investigacidn y de Edudios Avanzados del
Instiiute Poilfécnion Necional, stitefo Politécmice Naclongl 2508, 07360 Mexioo City, Mexioo

* Laboratorio Expertmental de Enfermedades Neurodegenenativas, Insttfulo Nacional de Newrologla y Neurocirugia
Munuel Velasco Sudrez, Insurgenfes Sur 3877, 14269 Mexico City, Mexico

Correspondence should be addressed to Victorla Campos- Pefia; newrovopgymall. com

Riecebed 12 September 3003 Accepted 18 Movember 2003; Published 14 January 2014

Academic Editor: Verdnica Pérez de la Cruz

Copyright & 2014 Marco Antonio Meraz-Rios et al. This & an open access artlde distributed under the Creative Commons
Atirthation License, which permits unrestricted wse, distribastion, and reproduction in amy medium, provided the original work 1s
properdy cied.

Alzhelmer’s disease { ALY 15 the most common cause of dementia in ebderly adults. [t i5 estimated that 10% of the workds population
aged more than &0-65 years could currently be affected by AD, and that in the next 30 years, there could be more than 30 million
people affected by this pathology. One of the great challenges in this regard 1s that AT is not just a schentific problem; & Is assoclated
with major psychosocial and ethical dilemmeas and has a negative Impact on national economies. The neurndegenerative process
that ocours in AD involves a spectfic nervous cell dysfunction, which leads to neuronzl death. Mutations in APF, P51, and P52
genes are cases for early onset AD. Several animal models have demaonstrated that alterations in these proteins are able to nduce
oxldative damage, which In turn Gvors the development of AD. This paper provides a review of many, althowegh not all, of the
mutations present in patbents with familial Alrheimer's disease and the assoclation between some of these mutations with both
oxidative damage and the development of the pathology.

1. Introduction

Brain requires a high consumption of oxygen to generate
adenosine triphosphate (ATP). It is known that oxypen
metabolism in the mitochondria, endoplasmic reticulum
(ER), and peroxisomes generates oxidant agents known as
free radicals [1, 2], small molecules with unpaired electron
that includes the cxygen reactive species (ROS) like hydroxyl
radical (OH™ ), superoxide radical (O, 7), the reactive nitro-
gen species (RNS), and nitric oxide (NO"). These molecules
show high reactivity with macromolecules [3] and have an
important biological function as signaling molecules [4].
However the interaction of these and nonradical
oxidants with membrane lipids, proteins, and DNA also conld
be conducted to cellular senescence. This oxidative damage is
catalyzed by the presence of trace elements Fe, Cuor both [5].

Az part of evolution, organisms have developed enzy-
matic and nonenzymatic antioxidants mechanism to coun-
teract oxidative damage, which act removing free radicals,
scavenging ROS/BMS or their precursors and binding trace
elements [1]. The antioddant enzymes are ide dis-
mutase (30D, catalase, and glotathione peroxidase (GPx).
The nonenrymatic antiocidants group is composed of the
natural molecules glutathione (G5H) and the redoced form
of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH),
and carotenoids dietary derived [6].

However, an imbalance of oxidants and anticeddants
agents could generate oxidative stress, which results in a dam-
age of macromolecules and disruption of reduction/oxidation
{redox) signaling [7]. Mitochondrial dysfunction, excito-
toxicity, and coidative stress are common pathological
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Alrheimers disezse (AD) 15 2 major neurndegenerative disease affecting the elderly Clinically, it i5 characterized by a progresstve
loss of memary and cognitive funciion. Neuropathologically, it Is characterized by the presence of extracellular #-amylold (A )
deposited &5 newrttic plaques (NF) and neurofibrillary tangles (NFT) made of abnormal and hyperphosphorylated tag protein.
These lestons are capable of generating the newronal damage that beads to cell death and cognitive failure throwgh the generation
of reactive axygen species (ROS). Bvidence indicates the critscal robe of A S metabalism in prompting the oxsdative stress observed

in AL} patients. However, It has zleo been proposed that cxddative damage precedes the onset of clinical and pathological AD
symptoms, Including amyloid-® deposition, neurofibrillary tangle formaton, vascular malfunction, metsholic syndrome, and
cognitive decline. This paper provides a brief description of the three main proteins associzted with the development of the disezse
{AS, taw, and ApoE) and describes their role in the generation of oxidative stress. Finally, we describe the mitochondrial alterations
that are generated by A and examine the relationship of vascular damage wiich 1s a potenttsl prognastic toal of metabolic
syndrome. In addition, new therapeutic approaches targeting ROS sources and metabollc support were reparted.

modulating signaling pathways leading to cell death. Recent
evidence has suggested that the presence of f-amyloid is

1t has been speculated that the free radicals produced during
oxidative stress are pathologically important in AD and other
neuradepenerative diseases. Oxidative stress can be defined
as an imbalance between ROS production andior their
elimination. That cxidative stress implicated in the etiology of
AD is possibly due to changes in the redox status that occur in
AD brains [1]. In recent years, it has been proposed that not
only oxidative stress is a significant early event in the devel-
opment of the disease, but also it plays an important role in

crucial in the development of the pathology. Af results from
the sequential proteclysis of the amyloid precursor protein
{ASPF) by f-secretase (BACEI) and y-secretase, a mul-
tiprotein complex. While, under physiclogical conditions,
AP appears to be unfolded. in pathological conditions, it
is proposed that it increases the production of amyboid or
its ahility to aggregate |2, 3| A toxicity is dependent on
Af's conformational state, length, and concentration
[4-8]. Af deposition in the brain occurs not only in the
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Alzheimer Diseaze (AD) i= a neurcdegenerative disorder and the most commaon form of
dementia. Histopathologically is charectenzed by the presence of two major hallmarks,
the intracellular neurofibrillary tangles (MFTsl and extracellular neuritic plaques (NP3}
sumounded by activated astrocytes and microgha. MFT= consist of paired helical filaments
of truncated tau protein that is abnommally hyperphosphonylated. The main componsant
in the NP is the amyloidf peptide (AR, a small fragment of 4042 amine acids with &
molecular waight of 4 kD. It has bean proposed that the amyloid sggregates and microglia
activation are able to fevor the neurcdegenerstive process cbserved in AD patients.
Howvewer, the role of inflammation in AD is controwersial, because in early stages the
inflammation could have a beneficial role in the pathology, since it has been thowght that
thi microglia and astrocytes activated could be invobved in AR clearance. Nevertheless the
chronic activation of the microglia has been related with an increase of AR and possibly
with tau phosphonylation. Studies in AD brains have shown an upregulstion of complement
molecules, pro-inflammatory cytokines, acute phase reactants and other inflammatory
mediators that could contribute with the neurodegenerative process. Clinical trisls and
amndmal models with non-steroidal anti-inflammatory drugs (INSAIDs) indicate that these
drugs may decrease the nsk of devsloping AD and apparently reduce A8 deposition.
Finalhy, further studies are needed to determina whether trestment with anti<nflammatory
strategies, may decrease the neurcdegenerative process that affects these patients.

Kopwornds AbRheimer disaase, amvgloldf, nourcdogsnsration, microglla.  astrocyts,  neurcinflammation,
pre-imflammatory cytokine. anti-nlammiziory stratagles

In addition to this mult-genic complexity In AL, now we

= &

Alzhetmer’s disexse (AD) 15 the most common cawse of dementta
In elderly adults. ATy 15 clinically characterized by progressive boss
of memory and other cognitive funciions. Histopathologically
Is recognized by the presence of neuritic plaques (MPs) and
newrofibrillary tangles (MFTS). The origin canses of AD can
be classified a5 familtal or sporadic. The incldence of famil-
lal cases is bow (5—10%) and 15 related to the presence of
mutations in three different genes presentlin-1 (P51}, presenilin-
2 (P52}, and amylodd-f precursor protein (APP-R) (Chartler-
Harlin et al, 1991; Goate et al. 1990 Muorral et al, 1991:
Levy-Lahad et al, 1995: Duff et al, 1996 Sisodia et al, 1999)
sporadic AD represents S0-95% of total cases, and althoagh is
etiology 15 multi-factortal, age is the main risk facior. Although
there are different genetic and environmental cinses, all patients
tave 2 simibr clinical behavior and develop identical brain
lessons: NFTS consisting of Tan () prodetn and MNPs consist-
Ing of amyloid-f (Af) peptides. These alterations are the final
result of post-transiational modifications and nwolve different
genes and render ALY 25 2 complex multigenic nenrod egenerative
disorder.

know that AR promotes an Inflammatory response mediated
by microglia and astrocytes, thos actvating signaling pathways
that conld lead to neurosdegeneration. 1t 15 currently unknown
whether brain Inflammation in AD patients s the canse of the
disease or 3 secondary phenomenon. Although it was previ-
ously thought that the central pervous system (CMS) was an
immune-privileged site, now is well known that certain fea-
tures of Inflammatory processes occor normally In response o
an Injury, infection or disesse. The resident CM5 cells generate
Inflammatory medtators, such as pro-inflammatory cyitokines,
prostaglandins (PGs), free radicals, complement factors, and
simultaneously induce the production of adheston mobsonbes and
chemakines, which conld recruit peripheral iImmune cells. This
review describes the cellular and modeoakar medtators invalved tn
the inflammatory process assoclated with A and several possible

therapentic approaches describe recently.

NPz AND Ag IN THE NEURD-INFLAMMATORY PROCESS
WP, are extracellnlar deposits struciores that contain a highly
Insoluble fibrillar AR come formed by fragments of 3942 amino
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