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RESUMEN 
 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia senil más frecuente, la cual se caracteriza 

clínicamente por la pérdida gradual de la memoria. A nivel histopatológico, el cerebro de los 

pacientes con la EA presenta dos lesiones, las Placas Neuríticas (PN) y Marañas Neurofibrilares 

(MNF). Las PN son agregados extracelulares del péptido A, que en los últimos años han llamado 

la atención por la amplia relación que mantienen con la activación prematura de células de la 

microglia y astrocitos, en la patología. En particular, las formas oligoméricas de A (AO) 

promueven un perfil inflamatorio, caracterizado por la producción de una serie de mediadores 

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

 

La inflamación juega un papel importante para inducir la fagocitosis de las AO por parte de la 

microglia y astrocitos, así como para permitir la regeneración de axones. Sin embargo, la 

inflamación crónica en el Sistema Nervioso Central (SNC) conduce a la neurodegeneración. Por 

esta razón, resulta importante identificar los mediadores y las vías de señalización implicadas en la 

regulación de las respuestas pro- y anti-inflamatorias. 

 

Una vía de señalización que modula la inflamación en el SNC es la vía JAK/STAT. Adicionalmente, 

la vía participa en la regulación de las sinapsis, la plasticidad, la supervivencia celular y la 

neuroprotección. Sin embargo, se ha propuesto que alteraciones en la vía, podrían favorecer el 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, una de ellas es la EA. En particular, los agregados 

de A pueden favorecer un incremento de activación de la vía JAK/STAT, promoviendo 

particularmente la activación del factor de transcripción STAT3, con lo cual se podría favorecer la 

apoptosis en neuronas. Contrario a esto, otros estudios han reportado que A promueve una 

disminución de la expresión de STAT3 en neuronas, impactando a la supervivencia celular. De la 

misma forma, se ha observado que el A puede estimular la expresión de STAT3 glial. 

 

El estudio de la expresión de la vía JAK/STAT3 en relación con AO resulta importante, ya que su 

activación, conduciría a un estado inflamatorio exacerbado, desfavorable para la supervivencia 

neuronal. Tomando en cuenta lo anterior, en el presente estudio se diseñó un modelo de 

microinyección de AO en la región de CA1 del hipocampo de rata, en el que se realizó un 
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seguimiento temporal de la activación glial con la finalidad de establecer una relación entre la 

producción de mediadores moleculares y la muerte neuronal. Los resultados del modelo sugieren 

que las formas oligoméricas de A podrían mediar una neurotoxicidad indirecta, al inducir la 

expresión de STAT3 y activación de células gliales. Los mediadores que probablemente podrían 

favorecer la expresión de STAT3 en el modelo experimental son la IL-6 e IL-10. Nuestros resultados 

sugieren que la inhibición de STAT3 en las células gliales, principalmente en astrocitos, resulta una 

estrategia terapéutica interesante para modular la agregación de Aβ, la inflamación y el deterioro 

cognitivo en la EA. 

 

 

 

  



 

 

4 

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 Aβ peptide, which in recent 

years has been studied due to strong correlation with premature activation of microglia cells and 

astrocytes in AD. Particularly, Aβ oligomers (AβO) promote a potent inflammatory profile, favoring 

several pathway signaling activation and the production of inflammation mediators, such as 

cytokines (TNF-α, IL-1, IL-6, and IL-10). Inflammation plays an important role to induce AO 

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 A aggregates 

have the ability of activate the STAT3 transcription factor and favor apoptosis. Other studies have 

reported the contrary, A decreases STAT3 expression in neurons, but stimulate glial STAT3 

expression.  

 

In summary, study the of JAK/STAT3 pathway expression in relation with AβO 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 AβO microinjection, conducting a 

temporarily monitoring glial activation to establish a relation between molecular mediators’ 

production and neuronal death. Our results suggest that AβO 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 Aβ aggregation, inflammation and cognitive impairment in AD. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Epidemiología de la Enfermedad de Alzheimer 

Con el progreso acelerado en la esperanza de vida desde la última mitad del siglo pasado, las 

enfermedades crónico-degenerativas, así como sus complicaciones, se han hecho más comunes en 

la población global. Entre estas enfermedades se incluye a la Demencia, cuya prevalencia 

incrementa exponencialmente desde el 2-3% en aquellos individuos de 70-75 años, hasta alcanzar 

el 20-25% en individuos con más de 85 años de edad. [1]. Otra proyección, indica que el número de 

personas afectadas por la demencia se duplicarán entre el 2020  y el 2040  [1]. 

 

La  demencia se define como el desarrollo de múltiples 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 estímulos (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 más común de demencia en países occidentales, y 

aproximadamente corresponde a cerca del 60% de los casos totales de demencias [3]. Por esto, el 

estudio de la enfermedad y su caracterización 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 verán 

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

 

1.2 Enfermedad de Alzheimer 

En 1901 el patólogo y psiquiatra alemán Alois Alzheimer, fue el primero en describir la enfermedad 

como una patología inusual con atrofia de la corteza cerebral en una paciente. Clínicamente el 

paciente presentó pérdida de memoria, desorientación y alucinaciones.  

 

1.2.1 Generalidades 

Como se mencionó previamente, la EA es la causa más frecuente de demencia en la población de 

50-60 años. Sus etapas iniciales se caracterizan por la disminución en la percepción espacial, así 

como desorientación en tiempo y espacio (Fig. 3). En las etapas tardías se presenta un aumento en 

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



 

 

7 

individuo. Otros datos clínicos comunes son la pérdida del control de esfínteres, disminución de 

peso y, finalmente, el paciente termina en estado vegetativo [5]. 

 

Macroscópicamente en el cerebro de un individuo con EA, se observa una atrofia simétrica y una 

disminución de la masa cerebral en áreas corticales (atrofia de todos los lóbulos, aunque 

generalmente el más afectado es el temporal). La pérdida de tejido en el cerebro de los pacientes, 

provoca el ensanchamiento de los ventrículos laterales [6]. Particularmente, la dilatación 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 prácticamente intactas [7]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alteraciones macroscópicas en la EA. A la izquierda se presenta un cerebro de adulto mayor clínicamente 

sano y 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 ventrículos laterales y 4: atrofia 

hipocampal [8]. 

 

En un estudio histológico post-mortem del tejido cerebral de pacientes con EA, es posible observar 

la presencia de dos lesiones neuropatológicas que acompañan la pérdida sináptica y muerte neuronal. 

Estas son las Placas Neuríticas (PN) y las Marañas Neurofibrilares (MNF). 

 

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

hiperfosforilado. Dicha proteína regula de manera fisiológica la dinámica de los microtúbulos que 
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son la base del transporte axonal de vesículas y organelos [9]. Las MNF correlacionan con la 

severidad y progresión de la demencia observada en  la EA [10].  

 

Las PN (Figura 2B) son agregados extracelulares del péptido amiloide beta (A) y pueden estar 

rodeadas por astrocitos reactivos y células de la microglia. Las PN son lesiones presentes en la EA. 

Sin embargo, podemos encontrar depósitos de amiloide en otras patologías, así como en sujetos 

mayores sin demencia [11] . 

 

Figura 2. Alteraciones microscópicas en la EA. Las imágenes fueron obtenidas a partir de cortes histológicos de tejido 

de un paciente con EA, que fueron teñidos utilizando la técnica de impregnación 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-Peña V., 2008). 

 

1.2.2 Clasificación 

De a cuerdo a su etiología, la EA puede clasificarse en dos grupos, esta clasificación toma como 

criterios la edad de presentación de los síntomas y la posible relación 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 autosómica dominante, ocurre cuando la persona tiene entre 30 y 65 años. Este tipo de 

enfermedad está asociada con la presencia de mutaciones en proteínas específicas en tres genes 

causales: APP, PSEN1 y PSEN2. La presencia de mutaciones en estos genes, acelera la evolución 

de la enfermedad [12]. 

 

* 

* 

* 
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 EA de inicio tardío (LOAD) (90-95%), son casos de tipo esporádico que se presentan después de 

los 65 años. Se desconoce la causa, pero se asocian a factores genéticos, ambientales y 

nutricionales [13]. 

 

1.2.3 Diagnóstico 

El diagnóstico de Alzheimer se realiza, tomando en cuenta los siguientes criterios: 

 

1) Historia Clínica: en la cual se buscan antecedentes familiares del paciente y síntomas de 

demencia, considerando que hubiese familiares afectados. 

 

2) Examen Neuropsicológico: Existen diferentes criterios para establecer el diagnóstico de la 

demencia; los más 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 número de pruebas de 

tamizaje, entre los que destaca el Mini Mental State Examination (MMSE), que evalúa la orientación, 

el registro de información, la atención y el cálculo; el recuerdo, el lenguaje y la construcción [16]. 

 

3) Estudios de Imagen:  

Los estudios de imagen de gabinete que ayudan a valorar a un paciente con sospecha de EA y su 

propósito es el soporte diagnóstico. El estudio de elección 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 dilatación de los surcos y mayor extensión de los ventrículos. En 

general, estos hallazgos son poco específicos. La lesión focal más característica es la reducción del 

volumen hipocampal o atrofia del lóbulo temporal [17]. 

 

4) Estudio histopatológico post mortem: Sigue considerándose como el único diagnóstico 

definitivo de EA. Se realiza mediante el análisis en microscopía del tejido cerebral, poniendo 

especial atención en las zonas hipocampales y de isocorteza, sitios donde se observa la presencia 

de PN y MNF. 
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1.3 Hipótesis 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 formación de MNF y la muerte celular [18]. 

 

1.3.1 Síntesis del péptido A 

El péptido A, se genera a partir del procesamiento de una glicoproteína transmembranal de 770 aa, 

denominada Proteína Precursora del Amiloide (APP). Esta proteína se localiza en: la membrana 

plasmática, trans-Golgi del retículo endoplásmico, endosomas y la membrana mitocondrial. APP 

presenta 3 dominios: N’-terminal (extracelular), A(transmembranal) y C’-terminal intracelular. 

Dentro de sus funciones, se relaciona con procesos de proliferación y adhesión celular, y 

fuertemente ligada al desarrollo y plasticidad neuronal[19]. APP es procesada mediante dos vías 

(Figura 3): 

 

 No amiloidogénica: APP es cortada entre los aa 687 y 688, del dominio A por la enzima 

-secretasa. Como resultado de este corte, se libera el extremo extracelular de la proteína 

que se denomina PPAs. Anclado a la membrana, deja el fragmento C83, que es escindido 

por el complejo multiproteíco de la -secretasa, produciendo el péptido P3, el cual es 

pequeño y soluble [20]. 

 

 Amiloidogénica: La β-secretasa corta la proteína en los aa 671 y 672, liberando el péptido 

PPAs y dejando anclado a la membrana el fragmento C99 de la proteína. Este último es 

procesado por el complejo -secretasa, en los residuos 711-713, y así se pueden producir 

péptidos A de 37-42 aa [21].  

 

De manera fisiológica se ha descrito que el péptido A 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 patógenos por las células del sistema inmune como 

la microglia y los macrófagos. Al parecer la forma soluble del péptido A, puede actuar en las 

neuronas pre-sinápticas promoviendo la liberación de neurotransmisores, así como la plasticidad 

sináptica y la consolidación 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 A (671-713 aa). En la parte inferior izquierda, se presenta la vía no amiloidogénica mediante la cual APP es 

procesada por la -secretasa y el complejo -secretasa, obteniéndose un péptido soluble conocido como p3. En la parte 

inferior se representa la vía amiloidogénica de la proteína, cuando es cortada por la-secretasa y el complejo de la -

secretasa, produciendo al péptido A [23]. 

 

Sin embargo, en patologías como la Enfermedad de Alzheimer y la Angiopatía Cerebral Amiloidea, 

los péptidos A de 40 y 42 aminoácidos, adquieren una estructura de hoja plegadala cual da lugar 

a la formación de diferentes agregados que pudieran desencadenar múltiples alteraciones [24, 25].

 

1.3.2 Agregación de A 

En la secuencia del péptido A 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 hidrofílica 

y el segundo hidrofóbica, convirtiendo al péptido en una molécula anfipática. En estudios in vitro 

se ha observado que A mantiene una estructura de -hélice en mezclas de alcohol-agua; sin 

embargo, en solución acuosa el péptido A de 40 aa presenta una estructura tridimensional al azar, 

mientras que el pétido A de 42 aa (A42), desarrolla una estructura -plegada a pH fisiológico, lo 

cual facilita su agregación. Algunos estudios han identificado que los residuos de aa 24-28 son 

críticos para la formación de oligómeros, una de las formas más tóxicas del péptido[26]. 
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Se han descrito diferentes factores que pudieran promover la agregación del péptido, uno de ellos 

es la exposición a metales como el Zn2+, Ni2+ y Cu2+ [27, 28]. Por otro lado, la interacción de A 

mediante sus residuos hidrofóbicos y su afinidad por los componentes de la membrana plasmática, 

como colesterol y fosfolípido, representan un punto crucial para el inicio de la formación de 

oligómeros de A [29]. Asimismo, el péptido A puede interactuar con el gangliósido GM1, 

presente en las balsas lipídicas, e induce la oligomerización de los monómeros de A[30] 

 

El proceso de agregación (Figura 4), se inicia a partir de la formación de dímeros. En cuanto se unen 

más monómeros a la estructura, se pueden formar los oligómeros de bajo peso molecular (2-10 

monómeros). Estos oligómeros son solubles, se han encontrado en LCR y homogenados de cerebro 

de pacientes con EA [26]. Además, se ha identificado que son capaces de formar estructuras 

tridimensionales denominadas -barril, con los cuales podrían formar poros en la membrana que 

permiten se presenten condiciones tóxicas para la célula [31]. A partir de la unión de 10-250 

unidades de monómeros, se formarán los oligómeros de alto peso molecular, los cuales también 

ejercen mecanismos de toxicidad a través de la membrana plasmática. Algunas de las estructuras 

perteneciente a este grupo son los globulómeros, los ligandos difusos derivados de amiloide y los 

dodecámeros (*56)[32]. 

Si la agregación de estos oligómeros continua, se formarán protofibras, las cuales generan toxicidad 

y darán lugar a la formación de fibras de ALas fibras son agregados insolubles del péptido, 

presentan menor grado de toxicidad a diferencia de los oligómeros, pero son capaces de continuar 

favoreciendo el desarrollo de la patología[26].  

 

Como previamente se mencionó, los péptidos que se encuentran presentes mayoritariamente en las 

PN son los de 40 y 42 aa, conociéndose que el péptido A42 tiene una mayor capacidad de agregarse. 

A este respecto, sustituciones de un solo aminoácido en la secuencia del péptido Aβ40 por 

aminoácidos hidrofóbicos, han demostrado también aumentar su capacidad de agregación [33].  
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Figura 4. Agregación de A.  Los monómeros del péptido pueden unirse entre sí para formar estructuras esféricas 

denominadas oligómeros. A partir de 2-4 unidades se forman los oligómeros de bajo peso molecular (LMW) y posterior 

a la unión de 10-250 unidades de monómero se denominarán oligómeros de alto peso molecular (HMW). A pesar de 

que los oligómeros son estables, el proceso de agregación continua hasta dar lugar a la formación de fibras, las cuales 

se encuentran presentes en la placas neuríticas [34]. 

 

1.3.3 Eliminación del péptido A 

Existen diferentes mecanismos por los que el péptido A y sus agregados podrían eliminarse con la 

finalidad de reducir sus efectos tóxicos en la EA. En el cerebro, las células gliales juegan un papel 

importante en la eliminación del Aβ. Estos tipos celulares, pueden eliminar formas solubles y 

fibrilares del péptido, y también son capaces de liberar enzimas proteolíticas que ayudan a su 

degradación. Las formas fibrilares de Aβ interactúan con el complejo de los receptores inmunes 

presente en la superficie de células gliales, iniciando diversas cascadas de señalización intracelular 

que estimulan la fagocitosis [35, 36]. 

 

Otro mecanismo de eliminación de Aβ es través de su depuración a la circulación sistémica a través 

de la barrera hematoencefálica (BHE), dicho transporte es mediado por el receptor de lipoproteínas 

de baja densidad (LRP) o mediante su transporte a través de la glicoproteína P. Estos mecanismos 

son facilitados o inhibidos por su unión a proteínas de transporte como la ApoE, Apolipoproteína J 

o albúmina[35, 37]. 

 

Por último, diversas peptidasas y proteinasas pueden promover la degradación de Aβ. Su actividad 

se basa en su afinidad por A, pH óptimo y localización celular. Las proteasas específicas que 

degradan Aβ pueden clasificarse por el tipo enzimático (por ejemplo, metaloproteasa, serina 

proteasa, aspartil proteasa, cisteína proteasa, treonina proteasa), por el estado de ensamblaje del 
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sustrato Aβ que hidrolizan (por ejemplo, peptidasas, oligopeptidasas) y por su localización 

subcelular (p. ej., espacio extracelular, retículo endoplásmico, endosomas, lisosomas, mitocondrias, 

citosol). En microglia, las principales enzimas intracelulares y extracelulares responsables de la 

proteólisis de Aβ son la neprilisina y la enzima degradadora de insulina [38]. 

 

1.3.4 Mecanismos de neurotoxicidad mediados por A 

En general, las PN están formadas por fibras de Aβ, que en el pasado se creía que eran las causantes 

de la neurodegeneración en la EA [39, 40]. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que 

diferentes oligómeros solubles, desde dímeros a dodecámeros, representan la forma de agregación 

de A más tóxica (Figura 5). De la misma forma, se ha sugerido una correlación inversa entre el 

tamaño de los oligómeros y la toxicidad [41].  

 

Los oligómeros Aβ promueven  alteraciones en la plasticidad sináptica, deterioro cognitivo y muerte 

celular a través de la interacción 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 último representa el vínculo con la fosforilación de tau por la activación de la GSK3β 

por el bloqueo de la vía Wnt/β-catenina [24].  

 

Los oligómeros favorecen la entrada masiva de Ca+2 en la célula, promoviendo el estrés oxidativo y 

el daño mitocondrial, debido a que estimulan a los receptores NMDA y tienen la capacidad de formar 

poros de la membrana mediante la formación de estructuras en β-barril [42, 43].  

 

La internalización y acumulación de oligómeros Aβ en los lisosomas se ha descrito como otro 

mecanismo que induce la muerte celular [44]. Algunos de los efectos intracelulares aparentes de los 

oligómeros son la reducción de las espinas dendríticas maduras, así como el bloqueo del transporte 

axonal y dendrítico, que además podría preceder a la acumulación extracelular de Aβ [45]. 

Adicionalmente, el Aβ puede ser internalizado por endocitosis en neuronas y células gliales, este 

mecanismo es favorecido por ApoE al formar un complejo con A, el cual puede ser reconocido por 

receptores de ApoE presentes en las neuronas y células gliales. Otros receptores que pueden mediar 

la internalización de A son los receptores LRP, el receptor colinérgico nicotínico α7 (α7nChR), el 

receptor de productos finales de glicosilación 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 A 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 producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) e interacciona con los complejos 

mitocondriales (principalmente complejo IV mitocondrial y ATP sintetasa) de la cadena respiratoria. 

Esto favorece una disminución en el potencial de membrana y en la producción de energía y la 

posterior salida del Citocromo c, con lo cual se activa la apoptosis. Se sugiere, que además 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 conduciría a una mayor formación 

del péptido A, y favorecería el incremento en la disfunción mitocondrial [47]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos de toxicidad de oligómeros de A. Se cree que el péptido A se oligomeriza gracias a interacciones 

con componentes de la membrana, como el gangliósido GM1. En la figura se muestra que los oligómeros pueden ejercer 

funciones tóxicas mediadas por la activación de diferentes receptores de membrana o directamente formando poros[24]. 

 

 

Un mecanismo indirecto de neurotoxicidad de A es la inflamación, la cual pudiera favorecer la 

neurodegeneración y el deterioro cognitivo observado en la EA [48, 49].  
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1.3.5 Inflamación mediada por A 

Los agregados de A contribuyen con el proceso inflamatorio y se ha propuesto que incrementan 

los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-1 e IL-6, encontrados en el LCR de pacientes 

con EA [50, 51]. Algunos autores han sugerido que la activación de la microglia, es un evento 

temprano a la agregación del péptido A La microglia es capaz de reconocer a los agregados de A 

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-, IL-1, INF-) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, 

IL-13, TGF-), moléculas del complemento (C1q, C3, C4, C9), factores de crecimiento (MCSF); 

así como un amplio número de quimiocinas responsables del reclutamiento de linfocitos T (CXCL8, 

CCL5), macrófagos perivasculares (MIP1, MIP1) y monocitos (MCP-1) [55]. Se cree que, 

durante las etapas tempranas de agregación del péptido, el ambiente proinflamatorio generado, 

favorece que la microglia realice una función fagocítica [56]. Sin embargo, esta función es 

controversial, debido a que existen otros estudios donde se señala que la microglia podría contribuir 

a la formación de agregados de A[57].  

 

Los astrocitos también son capaces de reconocer agregados de A, mediante los receptores RAGE, 

LPR, proteoglicanos asociados a su membrana y receptores tipo Scavenger [58, 59]. Al activarse 

los astrocitos, se incrementa la producción de las citocinas proinflamatorias IL-2, INF-, IL-1 

TNF-así como la producción de iNOS, óxido nítrico y ROS, que se relacionan con el daño 

neuronal [60]. Por otro lado, también se sabe que secretan factores neurotróficos con los cuales 

podrían mediar la supervivencia neuronal [61].  

 

Otra enzima asociada con el proceso inflamatorio, cuya actividad es favorecida por la presencia de 

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

mayor síntesis de prostaglandinas y su incremento, se ha relacionado con la neurodegeneración [62].  
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En resumen, los agregados del péptido A promueven la activación de la respuesta inflamatoria 

(Figura 6) que si se presenta un desbalance en la modulación de esta respuesta, se pierde su efecto 

benéfico y se exacerban los procesos neurodegenerativos [63]. 

Figura 6. Inflamación mediada por A. Los diferentes agregados de A activan a las células de la microglia mediante 

los receptores RAGE y TLRs. El proceso de activación induce la activación de factores de transcripción como NF-κB 

y AP-1, que inducen la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y expresión de citocinas inflamatorias (IL-1, 

IL-6, TNF). Las citocinas actúan directamente sobre las neuronas y estimulan a los astrocitos, que amplifican las señales 

proinflamatorias, induciendo efectos neurotóxicos. A su vez, los mediadores inflamatorios pueden favorecer la 

producción de moléculas de adhesión y quimiocinas, para reclutar células inmunes periféricas. 

 

1.3.6 El papel de las citocinas y su relación con el péptido A 

Las células del sistema inmune son capaces de producir citocinas, proteínas solubles mediadoras de 

la inflamación. 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 proteínas pudieran intervenir en el desarrollo 

de la patología. Estudios realizados en tejido de pacientes con EA, así como en el LCR han 

demostrado que existen niveles elevados de citocinas proinflamatorias como IL-1IL-6, IL-10, el 
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TNF- y el TGF- [50, 64-66]. El aumento de estas citocinas está fuertemente relacionado con la 

activación de la microglia ante la exposición de agregados de A[67]. En un modelo transgénico 

de ratón que presenta la mutación Sueca en el gen de la APP (K670M y N671L) y en otro modelo 

de ratón transgénico que presenta la mutación mencionada y una mutación en el gen de la proteína 

PS1, se ha demostrado una relación directa entre la sobreproducción y agregación del péptido A 

derivado de las mutaciones descritas y un incremento en los niveles de los mediadores moleculares 

TNF-α, IL-6, IL-12, IL-1β, IL-1α [68]. A continuación, se describen las citocinas más importantes 

asociadas con el proceso de inflamación en la EA. 

1.3.6.1 Factor de necrosis tumoral  

TNF- es una citocina que puede tener funciones benéficas o perjudiciales sobre las diferentes 

neuronas. Esta citocina estimula al factor de transcripción nuclear kappa B (NF-B), el cual si bien 

induce la expresión de moléculas pro-inflamatorias, también se ha visto que promueve la síntesis de 

factores de supervivencia neuronal como la calbindina, la enzima superóxido manganeso dismutasa 

y la proteína anti-apoptótica 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 aún está en duda el 

papel que juega esta citocina en la patología, sin embargo, se ha propuesto que pudiera estar asociada 

con un incremento en la expresión de la enzima -secretasa y -secretasa[72, 73]. Modelos in vitro 

han demostrado que TNF estimula directamente la expresión del gen de la enzima -secretasa 

(BACE1) favoreciendo el procesamiento de PPA [30].  El uso de inhibidores para TNF soluble, 

demostró tener un efecto protector en la desregulación de PPAal disminuir la formación de 

agregados de amiloide y atenuar el deterioro cognitivo observado en los ratones 3xTgAD, expuestos 

a una inflamación periférica crónica[74]. Sin embargo, la supresión a largo plazo de la vía de 

señalización del receptor de TNF, puede suprimir la capacidad de la microglia para eliminar de 

forma eficiente los agregados de A favoreciendo su agregación en etapas tempranas  [75]. 

1.3.6.2 Ciclooxigenasa 2 

Las Ciclooxigenasas son las enzimas responsables de convertir el Ácido Araquidónico en 

Prostaglandinas (PGs). De manera general, estas moléculas participan en la inflamación debido a 

que producen vasodilatación, permitiendo el transporte de las células del sistema inmune hacia el 
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sitio blanco [76]. En el cerebro de mamíferos, se expresan las isoformas COX-1 y COX-2. En 

condiciones patológicas, la presencia de estas enzimas en el SNC se ha ligado al desarrollo de la 

inflamación y la neurotoxicidad. La microglia que rodea las PN en tejido de pacientes con EA, 

muestra una expresión elevada de COX-1 y COX-2, sugiriendo su relación con la inflamación [77, 

78]. La sobreexpresión 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 fosforilación de la proteína 

de retinoblastoma (S795-pRb). La proteína Rb regula la fase G1 del ciclo celular, pero se ha 

observado que la fosforilación en S725 suprime el crecimiento celular, lo cual podría afectar procesos 

de proliferación y diferenciación de células no diferenciadas. Estudios in vitro revelaron que la 

sobreexpresión de hCOX-2 en cultivos primarios de neuronas cortico-hipocampales derivadas de 

ratones transgénicos, acelera el daño apoptótico inducido por A al mismo tiempo que podría 

causar alteraciones del ciclo celular en células no diferenciadas y se desconoce el efecto que podrían 

causar las alteraciones en la producción de proteínas del ciclo celular en neuronas post-mitóticas 

[79]. La COX-2 incrementa la producción de Prostaglandina E2 y favorece la formación de placas 

de amiloide en el parénquima. El aumento en la formación de placas correlaciona con un aumento 

en la formación de péptidos amiloideos (A40 y A42), a través de la activación de secretasa, sin 

que exista un aumento en los niveles de expresión de PPA [80]. Estudios realizados en un modelo 

deficiente de COX-2 -/-, demostraron que la respuesta inflamatoria mediada por A, se ve disminuida 

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

El análisis de tejido cerebral post mortem de pacientes con EA, demostró que la inmunoreactividad 

máxima para COX-2 y pRb, se presenta en los primeros estadios de Braak de la enfermedad, antes 

de que ocurra la activación máxima 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 inflamación que se presenta en etapas tempranas en la patología de Alzheimer 

podría promover dichas alteraciones y que IL-1, podría promover un incremento de la expresión 

de COX-2 y producción de PGs [82].  

1.3.6.3 Interleucina 1 

IL-1 es capaz de inducir la expresión del mRNA de PPA en las células endoteliales [83]. Por tal 

motivo, se ha sugerido que el incremento de la IL-1 en pacientes con EA, podría ligarse a la 

formación del péptido A. Al mismo tiempo, en un estudio de pacientes con EA se planteó que la 
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IL-1 era producida por las células de la microglia que rodean las PN y que esta citocina podría 

promover la síntesis de la proteína S100 en los astrocitos [84]. Posteriormente, se descubrió que 

IL-1 era un factor que contribuía para iniciar la formación de neuritas distróficas en los depósitos 

difusos de beta amiloide [85]. De igual manera la exposición de cultivos primarios de neuronas 

corticales de rata con la proteína S100, favorece la formación de neuritas distróficas y un 

incremento en el mRNA de PPA [86]. De esta forma se estableció que IL-1 podría promover la 

formación de A y la degeneración neuronal a través de la proteína S100, presente en los astrocitos 

reactivos. También se ha planteado que el aumento de IL-1 en los pacientes con EA podría promover 

un incremento en la actividad de la cinasa p38-MAPK, que pudiera conllevar a la hiperfosforilación 

de la proteína Tau [87, 88]. El bloqueo de la señalización de IL-1 genera una disminución en la 

actividad de GSK-3, disminuye la fosforilación de Tau y la activación de la vía Wnt/-catenina, 

una vía de proliferación y supervivencia celular [89]. Sin embargo, recientemente se ha planteado 

que IL-1 podría promover la eliminación del péptido A [90]. 

1.3.6.4 Interleucina 6  

IL-6 es otra citocina que se produce por células de la microglia y que además la inmunoreactividad 

presente en tejido de pacientes, se asocia con los niveles clínicos de demencia [91]. Al igual que IL-

1, IL-6 promueve la expresión de PPA[92] y también podría relacionarse con la formación de 

MNF al inducir la fosforilación de Tau mediante la desregulación de la vía cdk5/p35[93]. Sin 

embargo, se ha reportado en dos modelos transgénicos para hPPA (TgCRND8 y Tg2576), que la 

sobreexpresión de IL-6 en el cerebro de estos ratones, generaba una extensa gliosis y una 

disminución en los depósitos de Aen el cerebro de ratones TgCRND8. Posiblemente como 

resultado, de una sobre regulación de los marcadores fagocíticos en las células gliales, favoreciendo 

un aumento en la fagocitosis de A mediada por la microglia. La neuroinflamación inducida por IL-

6 no mostró tener ningún efecto en el procesamiento de PPAen el ratón TgCRND8, sugiriendo 

que la gliosis reactiva, pudiera tener un efecto benéfico en estadio tempranos de la enfermedad al 

promover la eliminación de péptidos A[94]  

 

1.3.6.5 Interleucina 10 

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

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 exposición previa de las células gliales a IL-10, produjo 

una inhibición en la producción de citocinas proinflamatorias inducidas por Aβ o LPS [96]. Por tal 

motivo, se esperaba que al inducir un incremento en la expresión de IL-10 se promovería una 

reducción de la inflamación y la prevención de la apoptosis. Sin embargo, la sobreexpresión de IL-

10 en los ratones transgénicos TgCRND8 que sobreexpresan PPAy desarrollan agregados de A, 

indujo la acumulación del péptido y un incremento en el deterioro cognitivo [97]. Al generar un 

ratón transgénico APP/PS1 knockout para el gen de IL10, se observó que el ambiente inflamatorio 

es indispensable para que las células de la microglia se activen y fagociten A[98]. A partir de esos 

experimentos, se ha planteado que la inhibición farmacológica de esta citocina, resulta una estrategia 

terapéutica interesante que debe ser más estudiada. 

 

1.3.7 Vías de señalización involucradas en la inflamación mediada por el péptido A 

Como se describió previamente, los agregados del péptido A son reconocidos por las células gliales 

a través de diferentes receptores de la inmunidad innata, como respuesta se activarán diferentes vías 

de señalización intracelular proinflamatorias que favorecen la activación de las células gliales, así 

como la producción de mediadores moleculares como citocinas, quimiocinas y especies reactivas 

de oxígeno. Algunas de las vías de señalización activadas son la de c-jun N-terminal cinasa (JNK),  

la proteína cinasa activada por mitógenos (p38-MAPK) y la vía de las cinasas de los inhibidores 

kappa B (IKK). Dichas vías favorecen una respuesta proinflamatoria a través de factores de la 

transcripción como el factor NF-B, la proteína activadora 1 (AP-1) y factores reguladores de 

interferón (IRF) [54]. De estos factores, NF-kB es considerado el principal regulador de la respuesta 

inflamatoria, está presente en neuronas y células gliales que rodean a agregados de A, modula la 

gliosis y la expresión del gen BACE1, con lo cual  podría tener una relación con la producción de 

A.  

 

Por su parte, los mediadores moleculares de la inflamación secretados por las células gliales activan 

vías de señalización celular, mediando efectos tanto pro y antiinflamatorios, como neurotóxicos y 

neuroprotectores.  

 

Un ejemplo claro de citocina proinflamatoria es IL-1 que puede favorecer la fosforilación de la 

proteína tau en neuronas a través de la activación de la vía MAPK-p38 [88]. TNF- activa la vía 



 

 

22 

p38-MAPK y JNK por mencionar algunas, y los factores de transcripción AP-1 y NF-κB, 

promoviendo así la inflamación, amiloidogénesis y neurotoxicidad [100]. El interferón gamma, es 

otro mediador que favorece la expresión del gen BACE1, a través de la vía de las Janus cinasas 

(JAK), mediante la activación del factor de transcripción STAT1 [101]. A pesar de que pareciera 

que las citocinas proinflamatorias activan vías cuyos efectos favorecen la neurotoxicidad mediada 

por los agregados del péptido A, 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 vía de señalización de JAK y los factores transductores y 

activadores de señales de la transcripción (STATs), uno de ellos es STAT3. Mediante esta vía 

disminuye la expresión de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase II (MHCII) 

y la presentación de antígenos en las células T. En el SNC, se ha descrito que IL-10 podría prevenir 

la apoptosis mediante la activación de la vía de señalización de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3-

cinasa (PI3K) /Akt. De manera general, IL-10 puede promover la supervivencia de neuronas y una 

disminución en la activación de células de la microglia. Sin embargo, esto puede tener un impacto 

negativo en la fagocitosis de los agregados de A[98].  

 

Otra citocina que activa la vía de señalización JAK/STAT3 es IL-6, un mediador molecular con 

función pleiotrópica. Como se mencionó previamente, IL-6 puede favorecer la hiperfosforilación 

de la proteína tau mediante la cinasa cdk5[93]. De la misma forma, se ha propuesto que dicha 

citocina puede activar la vía JAK/STAT y promover una entrada masiva de calcio a través de los 

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

 

La vía JAK/STAT3 se ha ligado a múltiples funciones en el SNC, una de ellas es favorecer la 

supervivencia, proliferación y diferenciación celular. Sin embargo, la activación de la vía en los 

astrocitos favorece su reactividad, con lo cual se puede establecer un perfil proinflamatorio que al 

presentarse de manera crónica, pudiera contribuir a la muerte de las neuronas y probablemente al 

desarrollo de patologías, como la Enfermedad de Huntington y la EA[103]. A este respecto se sabe 

que la presencia de agregados de A induce la activación de la vía JAK/STAT3, con lo cual se 
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pudieran incrementar la inflamación y neurodegeneración. Por tal motivo, el estudio de esta vía 

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

 

1.3.7.1 La vía JAK/STAT y la neurotoxicidad mediada por A 

La vía de señalización JAK/STAT participa en la modulación de la expresión de genes de funciones 

como la organogénesis, desarrollo fetal, apoptosis y la inflamación. La vía se expresa en diferentes 

tejidos y en el SNC, su expresión se ha descrito en diferentes áreas como corteza cerebral, 

hipotálamo, cerebelo e hipocampo. El papel de la vía JAK/STAT en la proliferación celular es 

crucial y su alteración se ha ligado al desarrollo de cáncer [103, 104]. 

 

Las moléculas responsables de la activación de la vía JAK/STAT (Figura 7) son algunas citocinas, 

los factores de crecimiento y hormonas. En la vía se involucra a un grupo de cinasas intracelulares 

JAK (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) y siete diferentes factores de transcripción STAT (STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B and STAT6). En el caso de la inflamación, cuando 

una citocina se une a su receptor, dos proteínas 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 homología) de los factores de transcripción STAT. Posteriormente, las cinasas JAK 

pueden fosforilar a los factores STAT, mayoritariamente en residuos de tirosina en su extremo C-

terminal. La fosforilación de STAT promueve su liberación del receptor, así como formación de 

homo- y hetero-dímeros, los cuales se translocan al núcleo celular donde modulan la expresión de 

diferentes genes diana [105].  

 

La vía de señalización JAK/STAT puede ser regulada negativamente por fosfatasas, las cuales 

controlan el estado de fosforilación y la actividad de JAK y los factores STAT. Las proteínas de la 

familia de proteínas inhibidoras de la actividad de STAT (PIAS) favorecen su inactivación mediante 

la sumoilación o impidiendo la unión de los factores STAT al ADN. Por último, un mecanismo 

importante de retroalimentación negativa en la señalización de las citocinas, a través de la vía 

JAK/STAT es la producción de proteínas supresoras de señalización de las citocinas (SOCS), cuya 

producción es estimulada por la actividad de factores STAT. Las proteínas SOCS inhiben la 

actividad de JAK y compiten con STAT por la unión del receptor [106]. 
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Figura 7. Vía de señalización JAK/STAT. La vía 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 fosforilación y 

promueven el reclutamiento de los factores de transcripción STAT, los cuales se activan al ser fosforilados por las 

cinasas JAK y se asocian formando dímeros, que se translocarán al núcleo para modular la transcripción de genes diana 

asociados a funciones como la angiogénesis, diferenciación, supervivencia celular, adhesión, remodelación de 

microtúbulos y la inflamación. La modulación negativa de la vía JAK/STAT se lleva a cabo por fosfatasas, proteínas 

de la familia proteínas supresoras de señalización de las citocinas (SOCS) y de la familia proteínas inhibidoras de la 

actividad de STAT (PIAS) [104]. 
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En el SNC la vía 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 

activación de la vía por el factor neurotrófico 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 participación de JAK1, STAT1 Y STAT3 [107].  

 

La plasticidad sináptica es un proceso esencial para el aprendizaje y la memoria espacial en el 

hipocampo. La depresión 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 

reveló que la NMMDAR-LTD, es mediada por la activación de la cinasa JAK2 y el factor de 

transcripción STAT3, ambos componentes de la vía se encuentran localizados en la post-sinapsis y 

pueden jugar un papel fisiológico en la transmisión sináptica [108].  

 

Existen evidencias que la vía de señalización JAK/STAT se encuentre relacionada con la apoptosis 

celular. Un estudio en células de neuroblastoma estimuladas con Interferónun activador del factor 

de transcripción STAT1, mostró favorecer la apoptosis mediante la liberación de citocromo c, 

activación de caspasas y fragmentación del DNA [109]. Sin embargo, otros factores de la vía son 

claves para promover la supervivencia celular, entre ellos se ha observado que la activación de 

STAT3 mediante el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1, disminuyó la muerte de neuronas 

corticales previamente expuestas a TNF[110] 

 

Una de las funciones interesantes de la vía JAK/STAT es la modulación de la inflamación, 

desempeñando funciones anti- y pro-inflamatorias. El Interferón es una proteína pro-inflamatoria 

que activa el factor de transcripción STAT1, a través de él, se induce la producción de óxido nítrico, 

molécula que favorece un ambiente inflamatorio. En modelos de isquemia, se ha observado que la 

estimulación continua con Interferón y su consecuente activación de STAT1, conduce a la muerte 

neuronal [111].  

 

Por su parte, el factor de transcripción STAT3 se ha ligado al control en la activación de las células 

gliales, para la formación de la cicatriz glial ante algún insulto en el SNC. En este sentido, un estudio 

en ratones condicionados en los que se logró eliminar la expresión de STAT3 en astrocitos, demostró 
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que la activación del factor de transcripción puede modular de manera postiva la expresión génica 

de GFAP [112]. Dicho evento, promueve la astrogliosis y, por consiguiente, la secreción de 

moléculas inflamatorias como IL-6, IL-1, IL-4, el factor de crecimiento entodelial vascular y 

quimiocinas. Algunas de estas moléculas son necesarias para promover la activación y atracción de 

células de la microglia y del sistema inmune periférico. Este estado inflamatorio es necesario para 

promover el proceso de regeneración de axones [113].  

 

Aunque la inflamación del SNC es un mecanismo de protección del cerebro ante situaciones que le 

producen lesión, si este proceso se establece de manera crónica, puede favorecer el desarrollo o la 

progresión de enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, un estudio realizado en roedores 

donde se administró de manera periférica, diferentes agentes neurotóxicos, se observó que dichos 

agentes promovían la fosforilación de STAT3 en su tirosina 705 (pSTAT3tyr705), y que este evento 

precede al incremento en la de expresión de GFAP. Por tal motivo, se sugirió que pSTAT3tyr705 

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

 

Una de las principales cinasas que fosforila a STAT3 es la cinasa JAK2. En un modelo de isquemia 

en rata por oclusión de la arteria cerebral media, se observó un incremento en la fosforilación de 

JAK2 y STAT3, que correlacionaron con un aumento en la expresión de la proteína de alta 

movilidad 1 (HMGB1). Esta última, favorece la producción de moléculas inflamatorias como TNF, 

IL-6 e IL-1; que, en dicho modelo, promueven el daño neuronal post-isquémico [115]. 

Correlacionando con este estudio, en un modelo de lesión traumática en sustancia blanca en ratas, 

en donde se desarrolla daño cognitivo, inflamación y muerte de las neuronas del hipocampo y se 

presenta daño cognitivo, se identificó un incremento en la fosforilación de JAK2 y STAT3 que 

favorece la apoptosis neuronal [116]. 

 

Sin embargo, la función de estas dos moléculas en el SNC no se puede definir como proinflamatoria 

o patológica. De manera fisiológica, la activación de la vía JAK2 y STAT3 estimula la proliferación 

celular de las células progenitoras [117]. Otro mecanismo propuesto, es que la activación de STAT3 

por citocinas de la familia IL-6, podría disminuir la muerte neuronal ocasionada por la estimulación 

de los receptores tipo NMDA.  La propuesta anterior se basa en el hecho que STAT3 puede inducir 

un incremento en la expresión de la proteína anti apoptótica Bcl-xL, así como la activación de la vía 
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de PI3K-Akt que induce la supervivencia celular. Sin embargo, la activación per se de la vía, activará 

la producción de moléculas de la familia SOCS, las cuales inhiben de manera rápida estos efectos 

[118]. De estos reportes contrastantes, surge la importancia de determinar las condiciones o 

exposición a factores neurotóxicos que podrían alterar la vía y condicionarla a que sea estimulada a 

un rol neuroprotector o neurodegenerativo, así como anti- o pro-inflamatorio. Sin duda un agente 

neurotóxico que desencadena la activación de la vía JAK/STAT es A y el estudio de la interacción 

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

 

Un estudio realizado en ratones transgénicos que sobreexpresan a PPA con la mutación sueca, 

otro en ratones micro-inyectados intracerebroventricular con A 1-42 y en autopsias de cerebro de 

paciente con EA, mostraron que la activación de JAK2/STAT3 se encuentra reducida en las 

neuronas, probablemente como resultado del efecto neurotóxico del propio A y esto podría estar 

asociado a la muerte neuronal. La administración nasal del péptido neuroprotector Colivelina, tanto 

en los ratones transgénicos como en los micro-inyectados con A, logró incrementar la expresión 

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 

podrían ejercer su función neuroprotectora de la activación de la vía JAK2/STAT3, la modulación 

de la apoptosis y regulación de la transmisión colinérgica. De acuerdo a estos resultados, la 

activación de la vía JAK2/STAT3 favorece la activación de receptores nicotínicos de aceticolina lo 

cual pudiera reducir la neurotoxicidad mediada por los agregados del péptido A[119].  

 

En contraste, se ha reportado un incremento de la fosforilación de STAT3 mediado por la cinasa 

Tyk2, en corteza e hipocampo de ratones transgénicos APP/PS1, así como en neuronas corticales 

expuestas al péptido Ay ratones microinyectados con dicho péptido en el hipocampo. La 

sobreactivación de la vía correlacionó con un incremento de la actividad de caspasa 3 y una 

diminución de la viabilidad neuronal. Algunos de los mecanismos planteados en los que la 

sobreactivación de STAT3 podría conducir a la apoptosis, son la producción oxido nitríco mediante 

la estimulación de la enzima iNOS o la estimulación de la expresión del gen BACE1[120]. 

 

Como hemos visto, la activación de STAT3 forma parte de la regulación de la respuesta inflamatoria 

en el SNC, por lo que también se ha planteado su relación con el péptido Amiloide. En este aspecto, 
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se ha descrito que el tratamiento con el péptido A en cultivos primarios de microglia 

obtenidos de la corteza cerebral de ratas, así como la línea celular BV2, favorece la acetilación y 

fosforilación de STAT3; conduciendo, a un aumento en la expresión de la proteína 14-3-3 épsilon, 

frecuentemente asociada con enfermedades neurodegenerativas. En dicho estudio se reconoce que 

la activación de STAT3 inducida por A, es resultado de la producción de la IL-6, derivada de la 

exposición de las células de la microglia a los agregados del péptido [121]. Lo anterior nos sugiere 

que la inflamación mediada por A puede ser un mecanismo indirecto con el cual se podría mediar 

la neurodegeneración. 

 

Estudios recientes exponen la importancia de la vía JAK2/STAT3 en la activación de los astrocitos 

en presencia de A. En ratones transgénicos que sobre-expresan APP (APP/PS1dE9), así como en 

el ratón triple transgénico (3xTg-AD), se presenta un incremento de astrocitos reactivos, positivos 

a GFAP y Vimentina que rodean los agregados de A. Un número importante de estas células, 

expresan el factor STAT3 en estado fosforilado. Cuando en estos ratones se expresa -a través de un 

sistema lentiviral, al inhibidor natural de la vía, SOCS3, se observa, que la reactividad de los 

astrocitos disminuye, sugiriendo que la activación de la vía JAK/STAT es importante para mantener 

el estado activo de dichas células en presencia de los agregados de A [103]. La estimulación de la 

cinasa JAK2 en los ratones transgénicos APP/PS1dE9 y 3xTg-AD, mostró una correlación positiva 

entre el número de astrocitos reactivos positivos a GFAP, con la disfunción sináptica [122]. En los 

últimos años, con el uso de diferentes estrategias y modelos, se ha propuesto que la reducción de la 

activación del factor STAT3 en los astrocitos, podría favorecer la eliminación de agregados de Aβ 

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 señalan la relación, entre los agregados del 

péptido A con la vía de señalización JAK/STAT3, son contrastantes. Profundizar en el estudio de 

la activación de STAT3 en presencia de formas oligómericas del péptido, debiera ser ampliamente 

explorado para esclarecer la posible regulación temporal y espacial de dicho factor de transcripción. 

Sin embargo, es importante señalar que no se debe de excluir su participación en las funciones 

neuro-protectoras y las neurotóxicas, que pudieran favorecer los diferentes escenarios relacionados 

a la agregación de A en la EA. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

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

a nivel mundial se ha incrementado de una manera alarmante, debido entre otras cosas al incremento 

de los índices de longevidad, disminución de la fecundidad y estilos de vida demandantes. Durante 

años, en México, se ha subestimado la prevalencia e incidencia de las enfermedades crónico-

degenerativas que afectan al adulto mayor y no se cuenta con los recursos ni la infraestructura para 

garantizar su atención. Uno de los problemas más complicados de esta patología, que cursa con un 

deterioro cognitivo progresivo, es el hecho de que el diagnóstico 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 análisis de la hipótesis de agregación de la proteína tau y del péptido A, se ha 

descubierto que la inflamación tiene un papel protagónico en promover la degeneración a lo largo 

del desarrollo y la evolución de la EA. Por tal motivo, en el laboratorio consideramos importante la 

identificación de mediadores de la inflamación, los cuales son producidos principalmente por las 

células gliales y se ha puntualizado que los oligómeros de A tienen un efecto estimulatorio mayor 

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

 

La activación de las células gliales por el A, favorece de manera aguda la fagocitosis de agregados 

de A, promoviéndose así la supervivencia neuronal. Sin embargo, la sobreproducción de 

mediadores moleculares de la inflamación, podrían conllevar a alteraciones en vías de señalización 

que promuevan procesos de neurotoxicidad y neurodegeneración, tal es el caso de la vía 

JAK2/STAT3. En condiciones fisiológicas, esta vía participa en procesos de plasticidad y 

supervivencia neuronal, sin embargo, se sabe que el A, es capaz de inducir la activación de STAT3 

favoreciendo el daño neuronal. De la misma manera, la activación de STAT3 en astrocitos, es capaz 

de alterar la eliminación de amiloide conduciendo al daño sináptico. Por tal motivo, planteamos 

desarrollar un modelo de microinyección de oligómeros de A, en la región de CA1 del hipocampo 

de rata, para identificar posibles mediadores de la inflamación, en específico, algunas citocinas que 

pudieran estar modulando la respuesta inflamatoria y favoreciendo los efectos neurotóxicos de los 

oligómeros de A.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 GENERAL  

 

 Demostrar mediante un modelo de microinyección en la región de CA1 del hipocampo de la rata, 

que los oligómeros de A, promueven la activación glial y producción exacerbada de mediadores 

moleculares de la inflamación, los cuales favorece la neurodegeneración a través de la vía 

JAK2/STAT3. 

 

 

 

 

3.2 PARTICULARES 

 

 Realizar un estudio temporal de la neurodegeneración y activación glial tras la microinyección 

de oligómeros de A en la región de CA1 del hipocampo de la rata. 

 Describir alteraciones en la producción de mediadores moleculares de la inflamación (IL-1, IL6, 

IL-10), en el modelo de microinyección de oligómeros de A. 

 

 Describir la participación de la Vía JAK2/STAT3 en la inflamación mediada por oligómeros de 

A, en el modelo de microinyección de oligómeros de A. 

 

 Determinar el papel de la Vía JAK2/STAT3 en la neurodegeneración mediada por AO, en 

cultivo primario de hipocampo de rata. 

 

 

 

 

 

 



 

 

31 

 

 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Los oligómeros de A promueven la producción de mediadores de la inflamación y estimulan la 

vía de señalización JAK2/STAT3 en las células gliales, favoreciendo la neurodegeneración.  
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5. MÉTODOS 

5.1 Preparación e identificación de oligómeros del péptido A 

Para la preparación del péptido, se realizó una dilución del péptido sintético Aβ 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 concentración final de 1 mM. 

El péptido se incubó a temperatura ambiente durante 1 h y el vial se enfrió a 4ºC durante 15 minutos. 

Posteriormente, se dejó 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 resuspendió en 

Dimetil sulfóxido (DMSO Sigma) puro para hacer una solución de 5 mM del péptido y finalmente, 

se llevó a una concentración de 100 M con solución amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X). Para 

obtener formas oligoméricas del péptido, se incubaron las alícuotas de 100 M a 4 ºC durante 24 h 

[125]. 

La formación de oligómeros se comprobó mediante la técnica de Microscopia Electrónica de 

Transmisión. Para tal efecto, se utilizaron 5 l de la muestra de oligómeros 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 

Electrónico de Transmisión 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 ºC, 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 producción y cuidado animal NOM-062-ZOO-1999. 

 

Previo a la cirugía, las ratas fueron anestesiadas vía intramuscular con Ketamina (85 mg/kg)-

Xilazina (12 mg/kg) y colocadas en un aparato estereotáxico Stoelting en donde se realizó la asepsia 

adecuada sobre la piel que recubre al cráneo. Posteriormente se realizó una incisión con bisturí y se 

procedió a limpiar el periostio. Mediante un micro-manipulador, se colocó 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 región del CA1 del hipocampo según 

el Atlas de Paxinos [126] 

 

El sistema de microinyección consta de la aguja dental 30G, la cual se encontraba conectada 

mediante una manguera de poliuretano a una jeringa Hamilton de 10 l, colocada sobre una bomba 

de infusión (Kd Scientific KDS-100). Con la finalidad de realizar una microinyección controlada se 

fijó una velocidad en la bomba de infusión de 12 l/h durante 5 minutos y la aguja fue retirada 5 

min después de terminar la inyección. 

 

En este proyecto se utilizó un grupo experimental de ratas, a las cuales se les realizó una 

microinyección bilateral de 1 l de oligómeros de A 1-42 (grupo experimental), preparados como 

previamente se describió. Asimismo, se diseñó un grupo control de daño mecánico, para el cual se 

utilizaron ratas que fueron microinyectadas de manera bilateral con 1 l de solución salina 

fisiológica (NaCl 0.9%) estéril (grupo control o SS). Para evaluar los efectos agudos y crónicos de 

los oligómeros, los animales (grupo experimental y grupo control) fueron sacrificados en los 

siguientes tiempos post-inyección: 18h, 72h y 7 días, para los tiempos agudos y 15 días y 30 días 

para el efecto crónico.  

 

5.3 Sacrificio de animales 

Considerando las técnicas a realizar, se llevaron a cabo dos tipos de sacrificios. Para la obtención 

de tejido fresco, las ratas fueron decapitadas mediante guillotina con previa administración de 

anestésico, cumpliendo con la norma NOM-033-SAG/ZOO-2014 y se realizó la disección del 

hipocampo y de la corteza cerebral, preservando posteriormente los tejidos en congelación a -80 ºC.   

 

Para las técnicas de tinción de tejido, se realizó una perfusión intracardiaca con una solución salina 

fisiológica estéril, seguida de una solución de Paraformaldehído al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M 

(pH 7.2) y al finalizar, se obtuvo el cerebro y se almacenó en una solución de Paraformaldehído al 

4% -Sacarosa al 4% en Buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.2) por 1 semana. 
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5.4 Análisis utraestructural por Microscopía Electrónica de Transmisión. 

El proceso de perfusión y fijación del tejido cerebral se realizó mediante una solución compuesta 

de 4% de Paraformaldehído y Glutaraldehído 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-fijación en Tetraóxido de Osmio al 1%, 1.30 h de deshidratación 

de alcoholes graduados (30-100%), infiltración 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 contrastó con Acetato de Uranilo al 2% en solución acuosa y Citrato de Plomo de 

Reynold’s. Los tejidos se observaron a diferentes aumentos y las imágenes fueron capturadas en un 

Microscopio Electrónico de Transmisión marca FEI modelo TECNAI Biotwin a 80 KV.  

 

5.5 Inmunohistoquímica.  

Los cerebros almacenados en Paraformaldehído al 4%-Sacarosa al 4% se dividieron de manera 

sagital y cada hemisferio se procesó por separado. Inicialmente, se realizó la deshidratación del 

tejido en alcoholes graduales (70, 96 y 100%), seguida de la aclaración mediante xilol e inclusión 

en parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 8 M de grosor en el micrótomo 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 llevó a cabo la recuperación antigénica con Buffer de Citratos 0.1 M, pH 6 y 0.2% 

Tritón en baño maría por 12 min. A continuación, se dejaron enfriar las laminillas y se rodearon los 

tejidos con marcador hidrofóbico. 

 

Para la inmunohistoquímica (IHC), se bloquea la peroxidasa endógena con bloqueador dual de la 

enzima endógena (Dako S2003) por 10 min. Las uniones específicas fueron bloqueadas con 

Background Sniper (Biocare Medical BS966) por 15 min. El tejido se incubó con anticuerpo 

primario a 4 ºC toda la noche. El reconocimiento del anticuerpo se realizó con el detector Mach2 

Universal HRP-Polymer Detection (Biocare Medical M2U522) por 30 min sobre el tejido y se 

utilizó Diaminobencidina (DAB, Dako K3468) como cromógeno para el revelado de la tinción. 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 

imágenes se capturaron en un microscopio Leica DM-LS (Leica Microsystems, Wetzlar, GmbH, 

Germany). Los anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquímica fueron ratón anti-NeuN 

1:200 (Millipore MAB377) y conejo anti-STAT3 (1:100 Novus, NBP2-67432). 

 

 

5.6 Inmunofluorescencia. 

Después de realizar la recuperación antigénica mencionada en el punto anterior, se permeabilizó la 

membrana con BSA 2%-Tritón 0.02% durante 15 min. Las uniones inespecíficas fueron bloqueadas 

con BSA al 2% durante 10 min. A continuación, se incubó durante toda la noche con los anticuerpos 

primarios a 4ºC. Los anticuerpos utilizados en este proyecto fueron los siguientes ratón anti-NeuN 

1:200, pollo anti-GFAP 1:1000 (Abcam ab4674), conejo anti-Iba1 1:300 (Genetex GTX100042), 

conejo anti-STAT3 1:100 (Novus, NBP2-67432) y rarón anti-MAP2 1:300 (Millipore, MAB3418). 

 

Posterior a la incubación, se realizaron 5 lavados con PBS 1X y se continuó con la incubación 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-

ratón IgG (H+L) Cy5 1:150 (Zymed 816516), y cabra Anti-conejo IgG Alexa 555 1:300 (Cell 

Signaling 4413S). La preservación de fluoróforos y montaje de laminillas se llevó a cabo con 

VectaShield (Vector Laboratories H-1000). Las imágenes 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 Tinción con Fluorojade B. 

Para evaluar el proceso de neurodegeneración, mediante la técnica de Fluorojade B (FJB), se 

realizaron cortes seriados de 8 m 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 

solución de 80% EtOH-5% NaOH, 2 minutos en Alcohol al 70% y 2 minutos en agua destilada. Las 

laminillas fueron sumergidas en una solución de K2MnO4 al 0.06% por 20 minutos, se enjuagaron 
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con agua destilada y se dejaron incubando toda la noche a 4ºC con una solución Fluoro-jade B 

(Millipore AG310) al 0.001% en ácido acético 0.1%.  

 

Por último, 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 imágenes 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 través del marcaje mediante inmunohistoquímica con 

el anticuerpo Anti-Neun, para lo cual se seleccionaron 4 ratas de los grupos control y A 

correspondientes a los tiempos de 15 y 30 días. Para realizar la estimación de neuronas degeneradas, 

se utilizó la tinción de Fluoro-Jade B a 4 ratas de los grupos control y A, correspondientes a los 

tiempos de  18h, 72h y 7 días.  

 

En ambos casos, se obtuvieron cortes seriados sagitales a partir de la región de la lesión desde 2.5 a 

2.668 mm lateral. A partir de la primera coordenada se evaluaron 3 cortes con una separación de 80 

m entre cada uno. En cada uno de los cortes, se realizaron 3 conteos en campos contiguos en la 

región de CA1 y otra cantidad similar en la región de CA1. Las imágenes 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 área de 

conteo utilizada fue de 0.265 x 0.365 mm. Para las comparaciones entre los tratamientos, se reportó 

el promedio del número de células por mm2 de cada rata evaluada. 

 

5.9 Cuantificación de citocinas por ensayo Multiplex. 

Tejidos de hipocampo y corteza se homogenizaron en una solución de PBS 1X-Tritón 0.01% con 

Cóctel inhibidor de proteasas (Sigma P8340), utilizando el kit de homogenización 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 ºC y el 

sobrenadante recuperado se centrifugó a 20,000 g por 40 min a 4ºC, para remover los restos celulares. 
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Se realizó una cuantificación de proteínas por el método de Ácido Bicinconinico (BCA, Sigma 

B9643) previa a la cuantificación de proteínas. 

 

La determinación de citocinas se realizó 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 y los resultados fueron analizados con el software xPONENT 

y MILLIPLEX Analyst versión 5.1 (Millipore). Los rangos de sensibilidad de las citocinas 

detectadas fueron IL-1 2.4-10000 pg/mL, IL-6 73.2-300000 pg/mL e IL-10 7.3-30000 pg/mL.  

 

5.10  Evaluación de la expresión génica por RT- qPCR. 

El RNA total se extrajo de hipocampo y corteza de ratas, de acuerdo con el método descrito en la 

hoja de documentación del reactivo TRIzol® (Invitrogen 15596026). La cuantificación de RNA se 

realizó mediante el espectrofotómetro (ACTGene ASP3700) a 260 nm, la pureza se verificó 

mediante la relación 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 obtención de cDNA se realizó mediante la reacción con retrotranscriptasa inversa (RT) a partir 

de 500 ng de RNA total, utilizando el kit AMPIGENE® cDNA Synthesis (Enzo Life Sciences ENZ-

KIT106). El cDNA obtenido, fue alicuotado diluído 1:5 y almacenado a -80º.  

 

La reacción cuantitativa de la polimerasa en cadena (qPCR) se llevó a cabo mediante sondas de 

expresión génica TaqMan (Applied Biosystems) en un termociclador 7500 Fast Real Time PCR, de 

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

 

Los ensayos específicos de genes analizados fueron β-actina (Cat. Núm. Rn00667869_m1) e IL-6 

(Cat. Núm. Rn01410330_m1). El análisis se llevó a cabo considerando el cambio en la expresión 

relativa de los niveles de transcripto mediante el método de 2-ΔΔCt, utilizando como gen de 

referencia a -actina.  
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5.11  Modelo celular de inhibición de JAK2/STAT3 

Se obtuvo un cultivo primario mixto de hipocampo de ratas Wistar postnatales de 2-4 días, tomando 

en cuenta el método reportado por Osorio y colaboradores [127]. El cultivo se mantuvo por 15 días 

para dar inicio al ensayo de inhibición de JAK2/STAT3. La inhibición de la actividad de la tirosina 

cinasa JAK2, se llevó a cabo mediante el uso de AG490 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), una 

molécula que inhibe la fosforilación de la cinasa y junto con ello su actividad [128]. La inhibición 

del factor de transcripción STAT3 se realizó mediante el uso de la molécula pequeña Stattic (Santa 

Cruz Biotechnology, Sc-202818), la cual inhibe la fosforilación de los residuos de tirosina cinasa 

de los dominios SH2 en la molécula, evitando que el factor STAT3 forme dímeros y transloque al 

núcleo para activar sus genes diana [129].  

 

Se realizaron 2 ensayos para cada inhibidor, en donde se plantearon los siguientes tratamientos 

utilizando cultivos independientes: vehículo (DMSO), Inhibidor, AO y AO + Inhibidor. En la 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Ensayo de inhibición de JAK2/STAT3 en cultivo celular. En el día 1 del ensayo, se añadieron a cultivos 

independientes los tratamientos Vehículo (DMSO) e Inhibidor en diferentes concentraciones por duplicado. En el caso 

del inhibidor Stattic se probaron en concentraciones de 5, 10 y 15 M, mientras que para el AG490 se utilizó en 

concentraciones de 25 y 50 M. En este día se llevó a cabo la oligomerización del A, partiendo de una concentración 

inicial de péptido de 20 M. En el día 2 del ensayo, se añadieron los oligómeros de A a cultivos sin tratamiento 

experimental previo y a un cultivo de cada concentración de los inhibidores mencionados. El ensayo se concluyó en el 

día 5, retirando el medio de cultivo y realizando la fijación de células. 
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Al término del ensayo de inhibición, se realizó la fijación de células con Paraformaldehído al 4% y 

se realizó la técnica de inmunotinción utilizando los siguientes anticuerpos primarios: ratón 

monoclonal anti-MAP2 (1:300, Millipore, MAB3418), ratón monoclonal anti-NeuN, conejo 

policlonal anti-STAT3 (1:100 Novus, NBP2-67432), pollo policlonal anti-GFAP. La detección de 

dichos anticuerpos se llevó a cabo por fluorescencia, utilizando los anticuerpos secundarios: cabra 

anti-pollo IgY Alexa Fluor 488, cabra Anti-ratón IgG Cy5, cabra anti-conejo IgG Alexa 555 (1:300, 

Abcam, ab150086). Las imágenes fueron capturadas mediante microscopía 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 parámetro donde se cuantifican los píxeles muy brillantes y tenues, 

derivados de la señal de fluorescencia de la marca analizada en la región de interés seleccionada.  

 

 

5.12 Análisis estadístico 

El análisis de los resultados derivados del modelo animal y celular se realizó en el software 

estadístico MiniTab v. 19, utilizando un nivel de significancia de (α) 0.05. Como primer proceso, 

se llevó a cabo un análisis de igualdad de varianzas con la prueba de Levene. Posteriormente, 

mediante una prueba ANOVA de una vía por comparaciones específicas, 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 replicó el análisis para el grupo experimental (A). 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 Identificación de oligómeros del péptido A 

La muestra de oligómeros se preparó incubando a 4ºC por 24 h, una solución 100 M de péptido 

A 1-42 en estado monomérico, mediante el método previamente descrito. El análisis de esta 

preparación se realizó en microscopía electrónica de transmisión, para corroborar la presencia de 

formas oligoméricas. En la Figura 9A, se observa una magnificación de la muestra, en la cual se 

denota la presencia de formas globulares, así 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 bibliografía [131, 132], corresponden a formas 

oligoméricas del péptido A 1-42. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Identificación de oligómeros por microscopía electrónica de transmisión. A) Micrografía de oligómeros 

preparados a partir de péptido A 1-42 en estado monomérico. B) Acercamiento de la muestra en donde se señalan con 

flechas rojas, una sección en la cual se encuentran presentes pequeñas formas esféricas y globulares, que corresponden 

a los oligómeros de A 1-42. 

 

6.2 Degeneración neuronal mediada por A 

La degeneración neuronal se evaluó en grupos de ratas que fueron sacrificadas a las 18h, 72h y 7 

días con la tinción de FJB (Figura 10). En la región CA1, los oligómeros Aβ promovieron un 

aumento significativo (p <0.05) de las células positivas para FJB en comparación al grupo tratado 

con solución 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 

A B 
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microinyectadas con Aβ. Si bien la gráfica de cuantificación de la región CA1 muestra un aumento 

aparente de células positivas a FJB en el grupo con Aβ en el día 7, la diferencia no fue significativa.  

En contraste con estos resultados, las células positivas para FJB sólo se detectaron en la región del 

giro dentado (GD) en el grupo de ratas microinyectadas con oligómeros Aβ; las cuales fueron 

sacrificadas a las 72h posteriores a la cirugía estereotáxica y permanecieron sin cambios al día 7. 

Aunque en el gráfico de cuantificación existe una disminución aparente de células positivas a FJB 

en este día, el análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre los 2 tiempos evaluados 

de ambos grupos de ratas. 

 

El número de células positivas a FJB disminuyó a los 15 y 30 días posteriores a la microinyección. 

Con el objetivo de obtener una representación indirecta del proceso neurodegenerativo a estos 

tiempos, se realizó la cuantificación de neuronas positivas para NeuN en el hipocampo (15 y 30 días) 

(Figura 11). Como se observa en la gráfica,  hubo una reducción en el número de células positivas 

para NeuN en la región CA1 del hipocampo, con el tratamiento de AβO en comparación con su 

grupo control de solución salina (p <0.01 y p <0.05 respectivamente), en ambos tiempos. Por otro 

lado, con las imágenes de IHC fue posible evidenciar espacios vacíos derivados de la pérdida de 

neuronal, al igual que la presencia de algunas neuritas distróficas, así como el desorden de células 

piramidales; todo esto promovido principalmente por los oligómeros Aβ. A su vez encontramos una 

disminución modesta de las células positivas para NeuN entre los grupos control de 15 y 30 días (p 

<0.05) probablemente inducida por la lesión mecánica inicial. Sin embargo, los oligómeros Aβ 

generaron una mayor pérdida neuronal mantenida a través del tiempo. 

 

La mayoría de los espacios de pérdida neuronal se detectaron principalmente en la región del GD 

de ratas tratadas con oligómeros de Aβ y sacrificadas al día 15. Esto correlaciona con la disminución 

significativa de células positivas para NeuN en el grupo de Aβ (p <0.01), tal y como se observa en 

la gráfica de cuantificación respectiva. Sin embargo, como puede observarse en la figura 11, a los 

30 dias posteriores a la cirugía los espacios de pérdida neuronal se redujeron lo, cual correlaciona 

con un aumento en el número de células positivas para NeuN (p <0.05). Esto posiblemente 

relacionado con un fenómeno de recuperación en la región del GD, un nicho de neurogénesis. 
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Figura 10. Cuantificación de neuronas degeneradas. La tinción de Fluorojade B (FJB) se utilizó para identificar las neuronas en 

degeneración, en las regiones CA1 y GD. Parte superior: Se muestran imágenes representativas (20x) de ratas SS y A sacrificadas 

después de 18h, 72h y 7 días (barra de escala = 50 m, las flechas blancas marcan las células positivas a FJB). AO promueven 

una mayor muerte celular en ambas regiones a diferencia de la SS. Parte inferior: El análisis cuantitativo (n = 3) en CA1 muestra 

una mayor tinción 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 sólo se detectaron en las ratas administradas con AO y sacrificadas después de 72 h. En las gráficas, se muestra el 

promedio de células positivas a FJB/mm2, con barras de Error Estándar 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. Cuantificación de neuronas maduras. Las secciones del cerebro fueron sometidas a una IHC, utilizando el anticuerpo 

anti-NeuN. Se evaluaron las regiones CA1 y GD de ratas sacrificadas, a los 15 y 30 días posteriores a la microinyección de SS o 

A. Parte superior: Las imágenes representativas (40x, barra de escala de 40 m) muestran, que los AO favorecen la pérdida de 

neuronas en ambas regiones (con un asterisco amarillo, se señala una célula positiva para NeuN en cada imagen; las cabezas de 
flecha rojas representan espacios de aparente pérdida neuronal). Parte inferior: El análisis cuantitativo (n= 3) sugiere una 

recuperación del número de células positivas a NeuN en el GD, entre los días 15 y 30. En las gráficas se muestra el promedio de 

células positivas a NeuN/mm2, 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 crónica mediada por AβO 

 

En una de las hipótesis sobre la toxicidad de los oligómeros Aβ se implica a la activación glial, la 

cual establece un microambiente inflamatorio que favorece la neurodegeneración. Por esta razón, 

evaluamos mediante inmunofluorescencia la presencia de células microgliales con el anticuerpo 

anti-Iba1, 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 imágenes representativas de la región del GD del hipocampo, donde 

se aprecia la respuesta celular aguda, dichas imágenes fueron seleccionadas a partir de los 

experimentos de microinyección en ratas (n=4). Podemos observar que, a las 18h, los oligómeros 

de Aβ (Figura 12B) promueven un aumento de células positivas a GFAP e Iba1, mientras que las 

células positivas a NeuN sufren una ligera disminución, cuando se comparan con los tejidos de ratas 

tratadas con solución salina (Figura 12A). Como podemos apreciar a las 18 horas, la lesión mecánica 

por sí sola en el grupo de control, provoca un aumento en el número de astrocitos y de células 

microgliales. Sin embargo, en el grupo tratado con AβO, se observa un mayor número de células 

positivas a Iba1, que, además presentan una morfología ramificada con abundante citoplasma y 

pocas células esféricas. También fue posible apreciar un mayor número de células positivas a GFAP 

con forma hipertrófica. Estos cambios morfológicos son signos de activación glial. Al comparar los 

grupos control a las 18 y 72h posteriores a la cirugía, se pudo observar una disminución en el número 

de células positivas a GFAP e Iba1 (Figura 12C). Sin embargo, el tratamiento con oligómeros de 

Aβ (Figura 12D) continúa favoreciendo el predominio de células positivas a GFAP e Iba1, 

mantienendo la morfología activada, mencionada previamente. Esos cambios indican una 

disminución en la densidad neuronal del GD así como de una disminución muy evidente de la 

población neuronal positiva a NeuN. 
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Figura 12. Respuesta celular aguda mediada por AO. Se realizó una inmunotinción para detectar por microscopía de fluorescencia 

a neuronas maduras (Anti-Neun, Cy5), astrocitos (Anti-GFAP, Alexa 488) y células de la microglia (Anti-Iba, Alexa 555). En la 

figura se muestran las imágenes representativas (40x) de la región del GD, correspondientes a los grupos: A)SS 18h, B)A 18h, 

C)SS 72h y D)A 72h. Los tratamientos con AO (B y D), favorecen un incremento de la presencia de astrocitos y células 

microgliales, acompañado de una disminución gradual de la densidad neuronal en la región de GD. 
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En la Figura 13 se muestra la respuesta celular crónica después de 7, 15 y 30 días posteriores a la 

cirugía estereotáxica. En el grupo control sacrificado al día 7 (Figura 13A), se observan algunas 

células hipertróficas positivas a GFAP, así como una tendencia ligera de aumento en el número de 

células positivas a Iba1, las cuales presentan una forma ramificada e hipertrófica (Figura 13B). En 

el grupo tratado con AO, puede apreciarse que el número de células hipertróficas positivas a GFAP 

es mayor, además de observarse una disminución considerable en el número de neuronas positivas 

para NeuN. 

 

A los 15 días post-cirugía, disminuyó la presencia de astrocitos hipertróficos en el grupo control 

(Figura 13C) respecto al día 7 (Figura 13A). Aunque el número de células microgliales se conservó, 

su morfología fue predominantemente esférica, y también se manifiestó una ligera disminución en 

la densidad neuronal del GD, comparada con el tiempo anterior. Sin embargo, al día 15 las ratas 

microinyectadas con formas oligoméricas de AO (Figura 13D), presentaron prácticamente el doble 

de astrocitos hipertróficos y un número mayor de células microgliales hipertróficas y ramificadas. 

Interesantemente, algunas de estas células Iba1 positivas, se encuentran cerca de los espacios de 

pérdida neuronal. En este sentido, las células positivas para NeuN disminuyeron más que en el grupo 

control respectivo (Figura 13C) y mostraron un aumento con respecto al grupo AβO en el día 7 

(Figura 13B), lo que podría estar relacionado con algunos procesos de “recuperación neuronal” en 

el GD. 

Después de 30 días posteriores a la cirugía, en el grupo control (Figura 13E) observamos una 

disminución de células positivas para Iba1 y un aumento moderado de las células positivas a GFAP 

en comparación con el grupo control de 15 días (Figura 13C). En contraste, la administración de 

AO después de 30 días (Figura 13F), promueve la presencia de un mayor número de células 

positivas a Iba1 con forma esférica o ameboide. Sin embargo, aunque la inmunorreactividad a GFAP 

es similar al grupo control; observamos más astrocitos hipertróficos en el grupo administrado con 

AβO. De la misma manera, el marcaje para NeuN disminuye (Figura 13D), la estructura del GD se 

observó más conservada. Este resultado también se correlaciona con el fenómeno de recuperación 

propuesto en la cuantificación de NeuN entre los 15 y 30 días (Figura 11). 
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Figura 13. Respuesta celular crónica mediada por AO. Se realizó una inmunotinción para detectar por microscopía de 
fluorescencia a neuronas maduras (Anti-Neun, Cy5), astrocitos (Anti-GFAP, Alexa 488) y células de la microglia (Anti-Iba, Alexa 

555). En la figura, se muestran las imágenes representativas (40x) de la región del GD, correspondientes a los grupos: A)SS 7d, 

B)A 7d, C)SS 15d, D)A 15d, E)SS 30d y F)A 30d. En las ratas tratadas con A (B, C y D), se observa un incremento en la 

presencia de astrocitos hipertróficos. Además, en dichos tratamientos se observa una activación intermitente de células 

microgliales, acompañado de una disminución en la densidad neuronal en GD. 
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6.4 Análisis Ultraestructural 

 

Como es conocido, las formas oligoméricas de Aβ, favorecen la activación de múltiples mecanismos 

celulares. La microscopía electrónica de transmisión nos ayudó 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 imágenes representativas de las 

alteraciones observadas en las ratas microinyectadas con AO, comparadas con la ultraestructura 

observada en en el hipocampo de las ratas control. 

 

Respecto a los hallazgos observados en la tinción con FJB, los oligómeros Aβ 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 encontró bien conservada (Figura 14A). A 

pesar del efecto de la lesión mecánica observado en el grupo control después de 72 h de la 

microinyección de solución salina, la ultraestructura celular y la densidad aún se conservan. De 

manera contraria, en las ratas tratadas con oligómeros de A (Figura 14B) el edema derivado de la 

pérdida neuronal fue evidente, así como la vacuolización del neuropilo. Además, las neuronas 

sufrieron alteración citoplasmática muy evidente, acompañada de pérdida en la estructura de los 

organelos, como lo son el retículo endoplásmico y mitocondrias. Por otro lado, también detectamos 

astrocitos hipertróficos y células microgliales con abundantes vacuolas que se encuentran rodeando 

zonas de degeneración neuronal. Estos hallazgos correlacionan con la morfología de células 

activadas, previamente descrita por inmunofluorescencia. Otras alteraciones encontradas en ratas 

tratadas con AβO, son la presencia de mitocondrias hipertróficas, que presentan además 

fragmentación de las crestas, degeneración axonal y fibras de tipo amiloide, las cuales no son 

observadas en su respectivo grupo control. 
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Figura 14. Análisis ultraestructural de alteraciones agudas. A: se muestran micrografías electrónicas de transmisión de 18 h y 72 h 

(barra de escala: 5 m). Las líneas discontinuas azules, identifican al menos una neurona (N) en cada imagen. Después de 18 h, los 

AO favorecen la disminución de la densidad neuronal. A las 72 h, los espacios de pérdida neuronal son evidentes (asteriscos 

rojos), se pueden visualizar astrocitos hipertróficos (A) y células microgliales vacuoladas (M) en las ratas microinyectadas con A. 

B: Las micrografías electrónicas amplificadas del grupo A a las 72 h, muestran la presencia de mitocondrias (Mt) hipertróficas, 

degeneración 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 

microinyección de AβO a los 7, 15 y 30 días posteriores a la cirugía. El grupo control sacrificado al 

día 7 presentó algunas vacuolas en el neuropilo, sin embargo, fueron menores en comparación con 

el grupo Aβ (Figura 15A), el cual también mostró alteraciones del retículo endoplásmico, 

degeneración axonal, múltiples espacios de pérdida neuronal, y en la microglia se observó la 

presencia de vacuolas así como alteraciones citoplasmáticas. Otros cambios observados en el grupo 

AβO de 7 días fueron la cantidad de mitocondrias hipertróficas con ruptura de crestas en las 

neuronas y células microgliales activadas, esto cerca de fibras similares a amiloides (Figura 16A). 

Es importante señalar que estas alteraciones, fueron menores a las observadas en el grupo de ratas 

tratadas con AβO y sacrificadas a las 72h. 

El análisis realizado en  ambos grupos de animales (control y AO) a los 15 días posteriores a la 

cirugía, mostró una aparente reducción en el daño ultraestructural (Figura 15B), al observarse una 

disminución en el número de vacuolas del neuropilo, neuronas con organelos más conservados que 

aquellos observados al dia 7 posterior a la cirugía. Sin embargo, es importante señalar que las 

anormalidades morfológicas encontradas en el retículo endoplásmico, la alteración del citoplasma, 

así como la presencia de vacuolas, se conservan en el grupo de ratas tratadas con AβO a los 15 días, 

aunque en menor proporción que las observadas al día 7. Otros hallazgos interesantes que 

permanecen son: la degeneración del axonal, la presencia de astrocitos hipertróficos, y células de la 

microglia con múltiples vacuolas. Todos estos cambios predominaban en regiones circundantes al 

daño en el grupo de ratas tratadas con oligómeros de A(Figura 16B). 

 

Aunque a los 30 días, la recuperación ultraestructural en el grupo control continúa, fue posible 

observar ligeras alteraciones (Figura 15C), como la presencia vacuolas en el neuropilo. En el caso 

de las ratas microinyectadas con AβO y sacrificadas al día 30, se observaron células microgliales 

con una amplia vacuolización y, en neuronas, persistencia de la degeneración axonal, así como 

anormalidades citoplasmáticas en algunas neuronas (Figura 16C).  
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Figura 15. Análisis ultraestructural de alteraciones crónicas. En la figura se muestran las micrografías electrónicas de transmisión 

(barra de escala: 2 m) de los grupos A) 7 d, B) 15d y C) 30d. Las líneas discontinuas azules identifican al menos una neurona 

(N) en cada imagen. En general, el tratamiento con AO induce la activación microglial (M), alteraciones del citoplasma y en 

el retículo endoplásmico (Er), en ratas sacrificadas después de 7, 15 y 30 días. En el día 7, los oligómeros favorecen un aumento 

de vacuolas (v) en el neuropilo y espacios de pérdida neuronal (asteriscos rojos) en comparación con el grupo control (SS). Los 

espacios de pérdida neuronal, disminuyen en las ratas A sacrificadas al día 15, aunque aún se observa la presencia de astrocitos 

inflamados (A) y células microgliales vacuoladas. En el día 30, algunas de estas células continúan presentes en el grupo de ratas 

A; sin embargo, la pérdida de neuronas, alteraciones del citoplasma y del retículo endoplásmico disminuyen. 
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Figura 16. Alteraciones crónicas ultraestructurales adicionales. Se muestran las micrografías electrónicas representativas de los 

grupos de A) 7d, B) 15d y C) 30d (la barra de escala se marca en cada imagen). Algunas alteraciones crónicas presentadas por 

el grupo A, a los 7 y 15 días son: Fibrillas (F), degeneración de axones (Ax), alteraciones mitocondriales (Mt) y células 
microgliales (M) vacuoladas. Además, a los 15d observamos algunos procesos de células de la microglia con vacuolas y 

astrocitos hipertróficos (A). En el día 30 después del tratamiento, las alteraciones citoplasmáticas y la pérdida neuronal 

disminuyen, pero persiste la activación microglial y degeneración axonal. 
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6.5 Inflamación molecular mediada por AβO. 

 

La activación de las células gliales inducida por oligómeros de Aβ conduce a la liberación de 

distintos mediadores inflamatorios. Por esta razón, decidimos cuantificar citocinas proinflamatorias 

tales como IL-1β e IL-6, así como la citocina antiinflamatoria IL-10. La cuantificación de citocinas, 

se realizó en homogenado de hipocampo de rata mediante la técnica de ELISA.  

 

En ninguno de los tres gráficos de cuantificación de citocinas (Figura 17A) se observaron diferencias 

significativas entre las ratas microinyectadas con oligómeros de AβO al comparar con el grupo 

control a las 18h, 72h, 7 y 15 días. Sin embargo, podemos observar un aumento significativo en la 

liberación de las tres citocinas (p <0.01 para IL-1β e IL-10, p <0.05 para IL-6) en aquellos animales 

que fueron microinyectados con oligómeros de Aβ y sacrificados en el día 30. Los niveles que 

reportamos en pg / mL del grupo control son de 9.6 ± 1.5 (IL-1β), 201.6 ± 57.3 (IL-6) y 17.5 ± 3.2 

(IL-10); mientras que, en el grupo Aβ fueron de 14.0 ± 1.2 (IL-1β), 321.7 ± 75.9 (IL-6) y 25.4 ± 2.4 

(IL-10). Curiosamente, los niveles de citocinas se mantuvieron sin un cambio significativo entre los 

grupos de 72h y 15 días en las ratas control, pero las ratas tratadas con Aβ presentaron un aumento 

estadísticamente significativo, al comparar los resultados del día 15 con el día 30 (IL-1β p <0.001, 

IL-6 p <0.05, IL-10 p<0.01). 

 

Interesantemente, en comparación con los grupos de control respectivos, los niveles de IL-6 fueron 

más bajos en ratas microinyectadas con los oligómeros Aβ sacrificadas a las 18 h (p <0.05), 72 h (p 

<0.01) y 7 días (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 Aβ fueron 133.0 ± 35.4 (18h), 137.1 ± 32.1 

(72h) y 137.4 ± 61.6 (7d). Por consecuente, evaluamos los niveles de transcripción de IL-6 relativos 

mediante qPCR (Figura 17B) y, en contraste con los niveles de proteína, los niveles de ARNm de 

IL-6 fueron más altos en ratas tratadas con oligómeros sacrificadas después de 18 h (p <0.001), 72 

h (p <0.001), 7 días (p <0.001) y 30 días (p <0.01). 
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Figura 17. Cuantificación de citocinas y expresión de IL-6. A: El análisis cuantitativo en homogenados de hipocampo de rata 

(n = 4), revela una mayor liberación de IL-1, IL-6 e IL-10, 30 días después de la microinyección de AO. Curiosamente, se 

observó una disminución 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 análisis por qPCR (n = 6), revela un aumento de la expresión relativa de RNAm de IL6 en ratas administradas con AO, 

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

de -actina. En las gráficas se representan los promedios de incrementos de expresión relativa en comparación 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 AO promueven la expresión de STAT3 en células gliales.  

 

Debido a que la producción de la citocina pleiotrópica IL-6, juega un papel muy importante en la 

inflamación y participa como activador del transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3), decidimos evaluar la expresión de este activador por IHC. STAT3 es uno de los 

candidatos efectores más relevantes por los cuales Aβ, tiene la capacidad de inducir muerte neuronal 

en la EA [48]. Al evaluar los 2 grupos de ratas infiltradas con solución salina y AβO, a las 18h, se 

encontraron células positivas a STAT3 identificándose una mayor inmunoreactividad en el grupo 

de oligómeros respecto al grupo control (Figura 18A). La mayoría de las células que comparten esta 

característica, se encuentran ubicadas en el hipocampo y en la corteza cerebral. Otras alteraciones 

observadas en estos grupos celulares rodeados por vasos sanguíneos, sugerente a una morfología de 

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

 

A las 72h posteriores a la microinyección (Figura 18B), en el hipocampo se observó en el hipocampo 

la presencia de células positivas a STAT3 que se encontraban aumentadas en el grupo que fue 

microinyectado con AβO. Es importante señalar que abundan células con morfología glial. Algunas 

de estas células presentan características celulares activas, con citoplasma hipertrófico y marca 

nuclear positiva a STAT3. Las células gliales mencionadas previamente, no se encontraron en el 

grupo control al tiempo señalado. 

 

En el grupo control de ratas sacrificadas al día 7 (Figura 18C), se apreciaron neuronas positivas a 

STAT3 con predominio citoplasmático. Por otro lado, en el grupo infiltrado con oligómeros Aβ la 

expresión de STAT3 se encontraba restringida a células gliales, algunas con tinción nuclear. Vale 

la pena señalar, que el número de células gliales con morfología activa detectadas, aparentemente 

resultó más elevada en el grupo de ratas tratadas con oligómeros Aβ a las 72h. Estas células se 

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

 

Los altos niveles de mRNA de IL-6 previamente mencionados (Figura 17B), correlacionan con la 

expresión elevada de STAT3 en el grupo de ratas AβO, y sacrificadas a las 18h, 72, y 7días (Figura 

18). Estos resultados podrían sugerir la activación de la vía de señalización JAK-STAT, pese a los 

niveles disminuidos de la citocina encontrados a estos tiempos (Figura 17A).  
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La expresión de STAT3 al día 15, resultó similar a la observada que en los tiempos anteriores, 

presentandóse una alta inmunoreactividad positiva en células con forma glial en las regiones CA1 

Y GD (Figura 18D). Muchas de estas células gliales, presentaron una morfología hipertrófica, que 

no fue identificada en el grupo control respectivo. 

 

Finalmente, en el grupo control de ratas sacrificadas al día 30 se detectaron pocas células gliales 

positivas a STAT3 (Figura 18E). Sin embargo, en el grupo de ratas microinyectadas con AβO y 

sacrificadas a los 30 días, presentaron un mayor número de células positivas a STAT3 en el 

hipocampo se encontró incrementado; algunas de estas células conservaban su morfología activa y 

tinción nuclear. Finalmente cuando comparamos las imágenes representativas de las ratas tratadas 

con AβO a los 30 días y 72h, el número de células gliales positivas para STAT3, es menor en estos 

tiempos que podemos considerar como una respuesta crónica. 
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Figura 18. Expresión del transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) en el hipocampo. Las imágenes 

representativas de IHC (barra de escala = 120 m, para imágenes al 10x y 40 m, para la amplificación de 40x en los grupos 

AO), muestran una mayor expresión de STAT3 mediada por AO a las A) 18h, B) 72h, C) 7d, D)15d y E) 30d, posteriores 

a la microinyección. A partir de las 72h, se pudieron identificar células positivas a la tinción con morfología glial, las cuales 

adquieren una morfología hipertrófica a partir en el día 7. Algunas de estas células, presentan una tinción nuclear positiva a 

STAT3. 
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Con la finalidad de identificar de manera más precisa la localización del factor STAT3 en neuronas 

y células gliales, se llevó a cabo una inmunofluorescencia en tejido de ratas a las 72 h y 7 d; tiempos 

donde previamente se había detectado una considerable muerte neuronal. A las 72h, en las ratas 

tratadas con A (a diferencia de las ratas control) (Figura 19 B), se observó un mayor número de 

astrocitos STAT3 positivos con una tinción nuclear y citoplásmica. De manera interesante, en el día 

7 se lograron identificar neuronas positivas al marcaje en la región CA1 del hipocampo y algunos 

astrocitos con tinción nuclear en las ratas tratadas con A(Figura 19C). Estos hallazgos no 

pudieron observarse en las imágenes de IHC. En contraste, en las ratas control (Figura 19D) se 

pudieron observar neuronas positivas a STAT3 con marca citoplásmica, en la misma región y día 

analizado. 

Figura 19. Expresión de STAT3 en astrocitos y neuronas. Las imágenes representativas de inmunofluorescencia (Barra 

de escala de imágenes en 63x= 40 m, zoom= 10 m) muestran una expresión nuclear del factor de transcripción STAT3 

(Alexa 555) en astrocitos GFAP positivos (Alexa 488), en las ratas tratadas con Ay sacrificadas a las 72h posteriores 

a la microinyección. En el día 7, se observa un marcaje diferencial de factor STAT3, en el grupo control se observa una 

inmunotición citoplásmica en neuronas y en el grupo tratado con A, la tinción es nuclear inclusive en algunos astrocitos. 
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6.7 Relación entre la expresión de STAT3 en células gliales mediada por AO y la muerte 

neuronal.  

 

El incremento en la expresión del factor STAT3 observado en los tratamientos de AO en astrocitos 

y neuronas, nos hizo cuestionar el papel de la vía de señalización JAK2/STAT3 en el proceso de 

muerte neuronal favorecida por la inflamación. Por tal motivo, realizamos un ensayo de inhibición 

para evaluar la expresión de STAT3 en neuronas y astrocitos expuestos a AO. Teniendo en cuenta 

nuestros resultados anteriores, decidimos exponer un cultivo primario de hipocampo durante 72 h, 

a una concentración tóxica de oligómeros del péptido A (20 µM). El tiempo de exposición a los 

oligómeros, se seleccionó tomando en cuenta el incremento en la expresión de STAT3 en astrocitos, 

previamente observada en el modelo animal. Los resultados del ensayo de inhibición fueron 

evaluados mediante inmunotinción y microscopía confocal, en donde se evaluó la expresión de 

STAT3 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 fosforilación y activación de STAT3. Para evaluar su efecto en los 

cultivos primarios, se emplearon dos concentraciones, 25 y 50 M, basados en la IC50 reportada 

para el compuesto que es de 25 M. Los resultados obtenidos a 25 M, mostraron que no hubo 

cambios significativos en la expresión de STAT3 total, entre los diferentes tratamientos (Figura 20). 

Sin embargo, de manera interesante en el tratamiento con 25 M de AG490, en cultivos expuestos 

a AO, pudimos observar una aparente disminución en el engrosamiento de los procesos astrocíticos, 

en comparación con los cultivos tratados únicamente con AO. Este último cambio es característico 

de una reducción de la morfología activa de los astrocitos.  
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Figura 20. Inhibición de JAK2 con 25 M de AG490. En la figura se muestran las imágenes representativas de 

inmunofluorescencia (Barra de escala de imágenes en 40x= 40 m) del ensayo de inhibición en cultivos primarios de 

hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehículo, B)AG490 25 M, C)AO 20 M y D)AG490+AO. 

Se identificó la expresión de STAT3 total (Alexa 555), a los astrocitos con GFAP (Alexa 488) y a las neuronas con 

NeuN (Cy5). El inhibidor AG490 no promovió cambios significativos en la expresión total de STAT3, sin embargo, 

favoreció una menor pérdida neuronal en los cultivos expuestos sólo a AO. 

 

A diferencia del ensayo anterior, 50 M de AG450 en cultivos expuestos a AO, promovió una 

reducción evidente en la expresión de STAT3 total (Figura 21 D), en comparación con la expresión 

detectada en los cultivos expuestos únicamente al tratamiento con oligómeros (Figura 21 C). De la 

misma manera, se observó un cambio en la morfología de los astrocitos como en el ensayo con 25 

M de AG490, sin embargo, el número de neuronas fue menor que en el cultivo solamente expuesto 

a AO.  
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Figura 21. Inhibición de JAK2 con 50 M de AG490. En la figura se muestran las imágenes representativas de 

inmunofluorescencia (Barra de escala de imágenes en 40x= 40 m) del ensayo de inhibición en cultivos primarios 

de hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehículo, B)AG490 50 M, C)AO 20 M y 

D)AG490+AO. Se identificó la expresión de STAT3 total (Alexa 555), a los astrocitos con GFAP (Alexa 488) y a las 

neuronas con MAP2 (Cy5). El uso de 50 M de AG490 en cultivos expuestos a AO, favoreció un cambio de 

morfología en los astrocitos y una disminución en el número de neuronas. 
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Aunque los resultados obtenidos con AG490, muestran cambios interesantes en la morfología de 

los astrocitos, que sugieren una disminución en su estado de activación; no se logró obtener una 

inhibición adecuada de la expresión total de STAT3. Por este motivo, decidimos realizar nuevos 

ensayos con Stattic, una molécula que inhibe la fosforilación y la subsecuente activación de STAT3 

[32]. De manera inicial, diseñamos una curva para determinar la concentración óptima de inhibición, 

que además preservara la viabilidad celular en los cultivos (Figura 22). Para ello tomamos como 

base la IC50 de Stattic que es de 5.1 M y en un primer ensayo de inhibición, probamos las 

siguientes concentraciones: 5, 10 y 20 µM. Stattic redujo la expresión total de STAT3 de una manera 

dosis dependiente (Figura 22C-E). La expresión de STAT3 en los cultivos expuestos a las diferentes 

concentraciones de Stattic, fue comparada con el cultivo expuesto al vehículo (Figura 22A) y a AO 

(Figura 22B).  

 

Como podemos observar las concentraciones 10 y 20 µM de Stattic, produjeron un efecto deletéreo 

en la supervivencia neuronal (células positivas para MAP2) y de los astrocitos (células positivas 

para GFAP). Por esta razón, seleccionamos la concentración de 5 M, para probar su efecto en 

cultivos expuestos a AO. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

63 

Figura 22. Efectos del inhibidor Stattic en cultivo primario de hipocampo de rata. En la figura se muestran las 

imágenes representativas de inmunofluorescencia (Barra de escala de imágenes en 40x= 40 m) del ensayo 

de inhibición de Stattic en las concentraciones de 5 (C), 10 (D) y 20 M (E), que fueron contrastadas con los 

tratamientos vehículo (A) y de AO (B). La expresión total de STAT3 (Alexa 555) disminuyó en astrocitos 

identificados con GFAP (Alexa 488) y neuronas identificadas con MAP2 (Cy5), de manera directa al 

incrementar la concentración del inhibidor, en comparación con el cultivo expuesto a AO. En las dosis de 10 

y 20 M, se observó una disminución del número de neuronas y astrocitos. 
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Los resultados obtenidos del ensayo de inhibición con 5 µM de Stattic (Figura 23), muestran que 

los cultivos celulares expuestos a dicho inhibidor (Figura 23B) presentaron una expresión de STAT3 

total, similar a la expresión observada con vehículo (Figura 23A). Asimismo, se conservó la 

morfología de astrocitos (GFAP) y neuronas (MAP2) en ambos tratamientos. Por el contrario, al 

exponer los cultivos primarios a AO (Figura 23C), se identificó un aumento de la expresión de 

STAT3 total, en células positivas a GFAP y como efecto adicional, en este tratamiento se presentó 

muerte de las neuronas del cultivo. Al añadir el inhibidor previo a la exposición del cultivo a AO 

(Figura 23D), se promovió una disminución de la expresión de STAT3 en los astrocitos. Además 

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

 

Con la finalidad de corroborar los cambios observados en las imágenes de microscopía confocal, se 

realizó el análisis de densidad integrada de la intensidad de fluorescencia, para cuantificar la 

expresión de STAT3 total. En un análisis general de los diferentes tratamientos, se detectó una 

densidad integrada más alta de la expresión de STAT3 en cultivos celulares tratados con AβO (p 

<0.05) en comparación con los demás tratamientos Vehículo, Stattic y Stattic+AβO (Figura 23E). 

Posteriormente, se obtuvo la densidad integrada en astrocitos positivos a GFAP (Figura 23F). En 

los cultivos expuestos a AβO, los astrocitos presentaron una mayor densidad integrada de 

inmunofluorescencia de STAT3 total que la observada en los tratamientos Vehículo, Stattic y 

Stattic+AβO (p <0.05). En contraste, en el análisis de densidad integrada de la expresión del factor 

de transcripción en las neuronas, identificamos una reducción significativa en la densidad integrada 

de STAT3 total en cultivos tratados con AβO (p <0.05) en comparación con los demás tratamientos 

(Figura 23G). 

. 
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Figura 23. Ensayo de inhibición con Stattic 5 M en cultivo primario de hipocampo. En la figura se muestran las 

imágenes representativas de inmunofluorescencia (Barra de escala 40x imágenes= 40 m, zoom= 10 m) del ensayo 
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de inhibición en cultivos primarios de hipocampo de rata a 72 h de adicionar los tratamientos A)Vehículo, B)Stattic 5 

M, C)AO 20 M y D)Stattic+AO. Se identificó la expresión 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 ± desviación estándar de la media, n=4), fueron 

analizados en los 4 tratamientos del ensayo, identificándose un valor mayor en el tratamiento con AO (*p<0.05). F) 

De la misma forma, se graficaron los valores de densidad integrada de STAT3 en astrocitos analizados para cada 

tratamiento (Media ± desviación estándar de la media, n=4, 4 astrocitos por muestra), siendo mayor la densidad 

integrada en el tratamiento AO (*p<0.05). G) Finalmente, se analizaron los valores de densidad integrada de STAT3 

en neuronas (Media ± desviación estándar de la media, n=4, 3 neuronas por muestra), en donde los valores fueron 

menores en el tratamiento AO (*p<0.05). La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía, seguida de la prueba. 
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7. DISCUSIÓN 

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

por Aβ. Sin embargo, la mayoría de estos no han representado la evolución temporal de los cambios 

asociados con la presencia de oligómeros de Aβ, a lo largo de semanas o meses. Algunos autores 

han mostrado la relevancia de modelos no-transgénicos basados en la microinyección de oligómeros 

Aβ 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 descripción de los mecanismos moleculares 

gliales asociados con la toxicidad mediada por oligómeros de Aβ, desarrollamos un modelo de 

microinyección intra-hipocampo en ratas. 

 

En la literatura se ha descrito que las fibras, o placas de Aβ podrían, por ellas mismas, inducir muerte 

neuronal. Sin embargo, otros autores han demostrado el efecto neurodegenerativo de las formas 

oligoméricas empleando ratones transgénicos [140], o bien microintectando de manera múltiple [39] 

o única el hipocampo [135], así como ICV con AO. 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 disminución en la densidad neuronal, así como alteraciones sinápticas, 

principalmente aledañas al sitio de lesión [139]. En nuestro modelo una sola administración  de 

oligómeros Aβ en ratas activó el proceso degenerativo a las 18h.  Esto se observó principalmente 

en el sitio de depósito, en las neuronas de la región CA1. La degeneración neuronal fue menor en el 

grupo control pese a haber sufrido el mismo daño mecánico, demostrando el potencial que tienen 

los AβO para inducir muerte neuronal. Al analizar la evolución temporal, la neurodegeneración en 

CA1 permanece aumentada respecto al control a las 72h, aunque en menor medida que a las 18h. 

 

De igual manera se observaron características sugestivas de neurodegeneración en la región del GD, 

esto posiblemente mediado por la presencia de depósitos de Aβ. Estudios previos en modelos de 

ratas, donde se han aplicado inyecciones de Aβ intra-hipocampo, han reportado la presencia de 

depósitos de Aβ en GD [135, 141]. La capacidad de propagación de los oligómeros de Aβ es 

conocida como parte de su toxicidad [41]. Estos cambios, al igual que la neurodegeneración del GD, 

no se observaron  en las ratas control, por lo menos a las 72h con la tinción de FJB. Los resultados 

obtenidos mediante la cuantificación de neuronas positivas a NeuN, sugieren que Aβ pudiera estar 

mediando la pérdida neuronal del GD, en tiempos crónicos (15 y 30 días). Esta significativa pérdida 
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neuronal observada a los 30 días en el grupo de ratas tratadas con oligómeros, nos habla de la 

capacidad excepcional de Aβ para promover la muerte neuronal de manera crónica, y probablemente, 

también podría sugerir que puede afectar periodos críticos en el proceso de neurogénesis 

característico del GD. Esto por tanto afectaría su capacidad intrínseca de proliferación celular, tal y 

como ha sido reportado previamente [142] 

 

Como mencionamos anteriormente, diferentes mecanismos neurotóxicos tanto intracelulares como 

extracelulares producidos por Aβ se han relacionado con la muerte neuronal [42-45]. Otra forma en 

la que Aβ induce muerte neuronal proviene de la proliferación y activación de astrocitos y microglia. 

Se ha propuesto que ambos tipos celulares podrían mediar la fagocitosis de agregados de Aβ, 

especialmente fibras, y por consecuencia, jugarían un papel “benéfico” en la enfermedad. En 

contraste, también se ha sugerido que el Aβ favorece el desarrollo de un entorno celular pro-

inflamatorio, el cual, exacerba aún más el proceso de neurodegeneración que a su vez, disminuye la 

capacidad fagocítica glial [48, 49, 143-145].  

 

En este modelo, la microinyección de AβO en el cerebro de ratas, favoreció una considerable 

proliferación astrocítica y microglial, comparado con el grupo control, en los distintos tiempos 

evaluados.  Respecto a la relación entre la activación glial y la neurotoxicidad, una diferencia muy 

marcada entre las ratas microinyectadas con AβO y SS, fue la presencia de astrocitos hipertróficos 

y células microgliales con morfología de una célula activada o ameboide que correlacionó con una 

extensa pérdida neuronal. El mayor número de células gliales activadas se observó a las 72 h, y 

correlaciona con una extensa degeneración en la región del GD, visualizada con FJB. Curiosamente, 

la proporción de astrocitos activos fue mayor que la proporción de microglia, aunque estas células 

mieloides aparecieron cerca de los espacios de pérdida neuronal. Varios estudios han sugerido que 

los astrocitos activos podrían contribuir a la producción y agregación de Aβ [101, 146]. 

Recientemente se ha sugerido que los astrocitos estimulados con AβO sufren un aumento de la 

expresión de BACE1 y ApoE [49]. Este estudio temporal  de la respuesta celular sugiere que AβO 

directamente, o por medio de la activación glial, favorece la gradual pérdida neuronal por lo menos 

desde las 18h hasta los 7 días posterior a la microinyección. Sin embargo, la densidad neuronal del 

GD, aparentemente comienza a recuperarse en el grupo de ratas tratadas con AβO al día 30, si las 

comparamos con las ratas sacrificadas en intervalos previos. Pese a esto, la densidad neuronal al día 
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30 en ratas microinyectadas con AβO sigue siendo menor cuando se compara con el grupo de ratas 

control. Como mencionamos previamente, esto indica que AβO es capaz de ejercer la muerte 

neuronal de forma crónica la cual puede ser favorecida por un número moderado de astrocitos y 

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

 

Otro hallazgo que merece la pena comentar fue el fenómeno de recuperación neuronal, que 

pensamos que pudiera haber sido impulsado por los procesos de neurogénesis intrínsecos de la zona 

subgranular del GD. Por este motivo, sería interesante desarrollar investigaciones futuras en el que 

se describa el proceso de neurogénesis y los posibles efectos deletéreos asociados a la activación 

glial en nuestro modelo. 

 

La estrecha relación entre las alteraciones neuronales y la presencia de células gliales activas fue 

confirmada con el análisis ultraestructural, en el que se detectaron anomalías principalmente en el 

grupo de ratas microinyectadas con AβO. A las 18h, las alteraciones del neuropilo y la reducción 

neuronal eran notorias, todo esto mantenía correlación con los datos sugestivos de 

neurodegeneración presentados previamente. Estas anormalidades eran más evidentes en los 

intervalos de 72h y 7 días, Algunos de los cambios que resaltaban el alto grado de 

neurodegeneración, eran reflejados en la aberrante morfología neuronal que se acompañaba de 

alteraciones citoplasmáticas y pérdida de organelos. Estos hallazgos, son de gran importancia ya 

que es el primer reporte que muestra los cambios ultraestructurales mediados por AβO de forma 

temporal.  

 

Vale la pena mencionar que también se observó un alto grado de degeneración en las vainas de 

mielina axonales y “pérdida” (alteraciones) de las crestas y membranas mitocondriales internas lo 

que, sugiere degeneración axonal y disfunción mitocondrial. Ambos cambios favorecidos por la 

presencia de agregados de Aβ han sido previamente descritos [147, 148]. Cercano a los sitios de 

neurodegeneración y próximos a los espacios que representan pérdida neuronal, encontramos 

astrocitos hipertróficos, células microgliales activas con la presencia de vacuolas, mostrando una 

vez más, el papel que tienen estas células en las funciones benéficas, así como en funciones 

deletéreas, secundarias a la neurotoxicidad inducida por AβO.  

 



 

 

70 

Respecto a la presencia de algunas fibras tipo amiloide observadas únicamente a las 72h y 7 días en 

los grupos tratados con Aβ, valdría la pena realizar experimentos de inmunomicroscopía electrónica 

con la finalidad de evidenciar la posible presencia de Aβ intracelular. Por otro lado, no negamos la 

posibilidad de que parte de nuestra preparación de oligómeros podrían haber formado algún otro 

agregado estructural debido a las condiciones de temperatura y de pH en el tejido cerebral de ratas, 

y que estas “fibras de A”, pudieran estar contribuyendo a la neurotoxicidad. Sin embargo, estas 

fibras no fueron observadas a los 15 y 30 días posteriores a la cirugía, esto podría estar relacionado 

con el hecho de que identificamos células microgliales activas cercanas los sitios donde se 

encontraban las fibras. Esto podría hacernos pensar en la posibilidad, de que éstas hayan sido 

fagocitadas.  

 

El fenómeno de “recuperación” observado a los 30 días en ratas tratadas con AβO, correlaciona con 

una disminución en la alteración observada en el citoplasma. Sin embargo, los AβO aparentemente 

continuaron ejerciendo efectos de neuro-tóxicos y promoviendo la inflamación, lo cual es evidente 

por la presencia de degeneración axonal, microglia con morfología ameboide, aunada a una evidente 

fagocitosis de organelos. Este hallazgo también se correlaciona con lo observado en microscopía 

confocal. 

 

Teniendo en cuenta la presencia de activación glial, decidimos cuantificar los niveles de las citocinas 

IL-1, IL-6 e IL-10, las cuales han sido descritas con funciones benéficas o perjudiciales 

relacionadas con la neurotoxicidad de los agregados Aβ [94, 97, 149]. En nuestro modelo, sólo 

realizamos una comparación entre las ratas microinyectadas con AβO y las ratas administradas con 

solución salina. De entrada, ambas ratas sufrieron una lesión mecánica que promovió la activación 

glial, aunque fue menor en el grupo de solución salina como se discutió anteriormente. Esto último 

podría explicar el hecho de que no observáramos cambios en los niveles de IL-10 e IL-1β en ambos 

grupos en los tiempos agudos.  

 

La respuesta inflamatoria tras una lesión 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 lesión. Dichos eventos 

promueven el reclutamiento células inmunes periféricas al cerebro, entre 1 y 7 días posteriores a la 
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lesión [150]. A partir de estos días, como parte de los procesos de reparación celular y balance de 

la inflamación, algunas células gliales y monocitos perivasculares, comenzarán a producir mayores 

niveles de moléculas anti-inflamatorias y factores neurotróficos, que podrán promover la 

regeneración axonal, para reestablecer la homeostasis en la región de la lesión [151]. Por su parte, 

los oligómeros de A estimulan a las células gliales a través de receptores de la inmunidad innata 

de manera rápida. Al igual que en el proceso de respuesta de inflamación por lesión, secretarán 

diferentes mediadores moleculares pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. Sin embargo, mientras 

los agregados de A se encuentren presentes, estimularán una respuesta pro-inflamatoria crónica 

que favorece la neurodegeneración [54], que no puede ser controlada debido a los diferentes 

mecanismos de toxicidad que ejercen los oligómeros y posibles alteraciones en la modulación de la 

inflamación. 

 

 

Una de las deducciones respecto al incremento significativo de IL-1β e IL-6 en el grupo de ratas 

tratadas con AβO y sacrificadas al día 30, es que estas citocinas, provenían del alto número de 

células microgliales activas. Estudios previos han señalado que IL-1β puede inducir activación glial 

y daño neuronal [152]. No obstante, la sobreexpresión de IL-1β puede también favorecer la 

eliminación de Aβ [149], y al mismo tiempo, puede contribuir a la fosforilación de tau [153]. Un 

efecto similar respecto a la eliminación de Aβ se ha observado con la IL-6, mediado por la gliosis 

[94] y aparentemente puede extender la pérdida neuronal inducida por la presencia de Aβ y la 

sobreestimulación de NMDAR [154]. Podría ser posible que la liberación de estas citocinas 

estuviera relacionada con el hecho de que en el día 30, no se identificaron fibras extracelulares tipo 

amiloide, como fueron observadas en los tiempos agudos. Sin embargo, esto no significa que el Aβ 

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 inflamación y la apoptosis. Por esta razón, se 

ha propuesto como un posible blanco terapéutico en varios trastornos del SNC, incluyendo la 

enfermedad de Alzheimer [95]. Sin embargo, la sobreexpresión de IL-10 en ratones transgénicos 

para APP o su eliminación en ratones APP/PS1, revelaron que los efectos antiinflamatorios de esta 



 

 

72 

citocina tendrían un impacto negativo, al reducir la eliminación de Aβ 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 producción de IL-10 observado al día 30, en el grupo de 

ratas tratadas con AβO, podría estar favoreciendo la recuperación de la densidad neuronal y 

aminorando así las alteraciones neuronales descritas previamente. A pesar del aumento de IL-10, 

los resultados de la microscopía electrónica confocal, mostraron que la capacidad fagocítica de la 

microglia no disminuyó, lo que puede deberse a los altos niveles de IL-1β e IL-6. Estos datos podrían 

sugerirnos que establecer un equilibrio entre un perfil inflamatorio y anti-inflamatorio, podría ser la 

opción más 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 pleiotrópica, en este sentido, 

estudios previamente reportados indican que la sobreexpresión de IL-6 en el SNC genera la 

presencia de gliosis reactiva que podría conducir a la neurodegeneración. Por otro lado, se sabe que 

la IL-10 tiene un papel fundamental en el control de la inflamación crónica y aguda. Estudios 

realizados en líquido cefalorraquídeo 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 podría acelerar la cascada de eventos patológicos, o si la neuroinflamación 

representa un mecanismo de rescate que intenta eliminar la acumulación de agregados de amiloide 

tóxicos, a través de la activación de células gliales. Esta alteración de la respuesta inmune evitaría 

la eliminación de los agregados del péptido A y conduciría a una producción alterada de citocinas, 

que favorecen el proceso neurodegenerativo. Además, la presencia de moléculas pro y anti-

inflamatorias, sería el resultado de un cambio en el perfil de citocinas muy relacionado, con la 

fisiopatología de la enfermedad y en el caso particular de este modelo, con la presencia de agregados 

de AβO. 

 

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

18h hasta el día 7, en el grupo de ratas tratadas con AβO. En este sentido, no podemos asegurar que 
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los niveles de IL-6 hayan sufrido una disminución total, ya que no medimos los niveles basales de 

esta interleucina en el hipocampo de ratas sin cirugía. A este respecto, se ha documentado que una 

desventaja de la cuantificación de citocinas por ELISA es la posible subestimación de la producción 

de éstas debido al alto consumo celular [156]. Por esta razón, nuestro siguiente objetivo, fue 

contrastar estos resultados con los niveles de expresión relativa del RNAm de IL-6. Los resultados 

obtenidos, nos muestran altos niveles de RNAm en el grupo de ratas administradas con AβO cuando 

se comparan con el grupo de control.  

 

En relación a los niveles de mensajero alto y citocina bajos, se ha documentado la posible 

subestimación de la producción de citocinas debido al consumo celular en la cuantificación de 

citocinas por ELISA [156], lo que podría involucrar procesos de unión de citocinas a su receptor o 

degradación de proteínas. Algunos mediadores moleculares (IL-6, IL-1 TNF, entre otros) 

presentan dos tipos de receptores: uno transmembranal, que activa la vía de señalización clásica y 

el receptor soluble, que induce la señalización trans. Si la citocina se encuentra unida a su receptor 

soluble, esta fracción de citocinas no podría ser detectada y cuantificada con una medición basada 

en inmunoensayos [157]. 

 

Después de analizar estos resultados aparentemente contradictorios y considerar sus posibles 

explicaciones, planeamos identificar la expresión STAT3, un factor de la transcripción clave en la 

vía de señalización de IL-6. Un reporte anterior de microinyección de Aβ en ratones demostró que 

el Amiloide es capaz de inducir la activación de STAT3 a través de la fosforilación (p-Tyr STAT3), 

lo que conduce a la apoptosis neuronal  [120].  

 

Con respecto al presente modelo, nosotros observamos la expresión de STAT3, principalmente en 

infiltrados celulares y células gliales. A las 18h, la expresión de STAT3 aumentó 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 daño mecánico de la 

cirugía, que pudiera promover el daño de la BHE. Aunque pudiera parecer que el incremento en la 

expresión de STAT3 es igual en ambos grupos (SS y A), podemos notar que los AβO promueven 

un ligero aumento en la expresión de esta molécula. Otra diferencia fue la localización nuclear de 
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STAT3. A pesar de que sólo identificamos la presencia de la STAT3 total, y no de formas 

fosforiladas, la acumulación nuclear de STAT3 es una señal de activación [122, 158].  

 

Setenta y dos horas después de la microinyección de AβO, cuando la neurodegeneración y la 

activación glial aumentan (como discutimos anteriormente), se observó una moderada 

sobreexpresión STAT3 por células con morfología glial. Es importante señalar que dicha expresión 

se localizó en el núcleo, lo que podría sugerir la activación de dicha molécula. De la misma manera 

al día 7, la neurodegeneración persistió al igual que la activación glial en ratas tratadas con AβO. 

En este tiempo, la expresión de STAT3 no sólo aumentó, sino que también se observó en células 

con morfología activada y algunas de ellas presentaron una expresión nuclear. Por el contrario, al 

día 7 en el grupo de control detectamos la expresión de STAT3 únicamente en el citoplasma de 

neuronas. La expresión diferencial en este último tiempo debería ser estudiada en el futuro, debido 

a su posible relevancia en la recuperación neuronal después de una lesión traumática. Asumiendo 

que esté presente la vía de trans-señalización de IL-6 en los tiempos previos, se justifica la alta 

expresión de STAT3 total en astrocitos, principalmente en el día 7 posterior a la administración de 

AβO. La expresión de STAT3 permaneció 15 días después de la cirugía y su expresión correlaciona 

con una alta activación glial y muerte neuronal. Por otro lado, la vía de señalización clásica de IL-

6, podría inducir una respuesta antiinflamatoria y proinflamatoria por trans-señalización, esta vía ha 

sido recientemente estudiada por su implicación en trastornos neurodegenerativos, tal como la 

patología amiloidea en la EA [159, 160]. 

 

La expresión citoplásmica de STAT3 presente en las neuronas del grupo control, disminuye en el 

día 15. Sin embargo, en las ratas infiltradas con AO, aún permanece un alto número de células 

gliales positivas al factor con morfología hipertrófica y tinción nuclear, lo cual nos sugiere que la 

activación de STAT3 en las células gliales permanece al día 15, en donde retomando los resultados 

previos, la pérdida neuronal persistía en las ratas microinyectadas con AO.  

 

Al analizar los resultados de la expresión incrementada de STAT3 en células gliales y la muerte 

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

alteraciones, teniendo en común al proceso de inflamación.  
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STAT3 es un factor de transcripción activado por la estimulación de varios mediadores moleculares 

pro-inflamatorios (IL-1, TNF, IL-6) y anti-inflamatorios (IL-10). En el SNC, se han reportado 

funciones que causan controversia acerca de STAT3; y que podrían deberse a una respuesta celular 

específica o al microambiente inflamatorio. Por ejemplo, se ha involucrado a STAT3 en la 

regeneración de axones [161]. Además, la activación de STAT3 podría modular la plasticidad 

sináptica a través de la inducción de NMDAR y la depresión a largo plazo [108]. La inflamación es 

un inductor importante en la activación del factor STAT3 derivado de la activación glial, que podría 

promover diferentes procesos neuropatológicos, como el deterioro de la neurogénesis y la apoptosis 

[162]. Con respecto a la apoptosis, la activación de STAT3 por citocinas proinflamatorias, promueve 

la liberación de citocromo C y la activación de caspasa [109]. En un modelo de epilepsia en ratas 

inducida con Ácido Kaínico, se sabe que STAT3 se activa después de los estados epilépticos y la 

activación de este factor se ha relacionado con un aumento de la producción de la citocina IL-1, la 

cual podría ligarse con la muerte neuronal. En contraste, la inhibición de STAT3 con el compuesto 

WP1066 reduce los niveles de IL-1, la expresión de Iba1 y la muerte neuronal [163].  En relación 

con los modelos animales de microinyección de Aβ, se ha investigado el papel de los agregados del 

péptido en la activación de STAT3 en neuronas, fenómeno que favorece la transcripción de genes 

ligados al daño oxidativo (como iNOS) y que podría ser responsable de inducir la apoptosis neuronal 

[120]. 

En nuestro modelo animal, se presentó una alta expresión de STAT3 en tiempos agudos a la 

microinyección, que correlaciona con la neurodegeneración observada en la tinción de FJB. 

Consideramos que el incremento gradual en la expresión STAT3 de las 18h al día 15, puede ser 

consecuencia de la astrogliosis [114] y la activación microglial [121], como ya ha sido sugerido. 

Además, la localización nuclear STAT3 podría estar estimulando diferentes genes diana, 

relacionados con la inflamación y la neurotoxicidad. La activación de STAT3 se había detectado 

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

 

Para aclarar la función de la vía de señalización JAK2/STAT3, diseñamos un ensayo de inhibición 

en cultivo primario mixto de hipocampo de rata, en donde utilizamos un inhibidor específico de 

JAK2 (AG490) y otro de STAT3 (Stattic). Los cultivos se expusieron a una concentración citotóxica 

de AO durante 72 h, tiempo en el cual observamos una alta neurodegeneración, en el modelo 

animal. En ambos ensayos pudimos observar que la inhibición baja-moderada de la vía JAK2/ 
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STAT3 disminuye la activación glial, y que dicho cambio disminuye la muerte neuronal promovida 

por AO. Sin embargo, cuando intentamos aumentar la concentración de los inhibidores de STAT3, 

los resultados mostraron una disminución en la supervivencia neuronal y de los astrocitos. Lo 

anterior sugiere que la vía JAK2/STAT3 juega un papel fundamental en la toxicidad del AβO, ya 

que promueve la reactividad de los astrocitos, los cuales podrían producir y liberar mediadores 

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

 

En este sentido, reportes previos de la literatura han demostrado la activación patológica de la vía 

JAK2/STAT3, en células gliales activadas por la presencia de agregados del péptido Aβ. La 

estimulación de la cinasa JAK2 en ratones transgénicos de AD (APP/PS1 o 3xtgAD), evidenció que 

la activación de STAT3 promueve la astrogliosis y la disfunción sináptica. Por el contrario, en otro 

estudio en el que utilizan ratones APP/PS1, al inhibir la vía JAK2/STAT3 específicamente en 

células astrocíticas, se logró controlar la activación de dichas células, disminuyendo el déficit 

sináptico presentado en dichos ratones y una reducción en la formación de depósitos de A, 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, favoreció al establecimiento de un perfil anti-inflamatorio, que podría mediar la 

eliminación de agregados de Aβ 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 AO y tratados con Stattic (1 M), mostró que STAT3 es responsable del 

estado reactivo mantenido de los astrocitos, descartando que dichos cambios se deban a la activación 

de otras vías de señalización relacionadas con la inflamación, como ERK y NF-kB. Además, la 

administración oral de Stattic en ratones transgénicos de AD (5xFAD) redujo la activación de 

STAT3 en los astrocitos, lo que se correlacionó con una mejora en la función cognitiva de dichos 

roedores [164].  

  

La inhibición de JAK / STAT3 es una estrategia prometedora para modular la reactividad glial y 

favorecer la supervivencia de las neuronas expuestas a los efectos tóxico de los agregados del 

péptido A. No obstante, como se observa en nuestros ensayos, la inhibición alta o total de la vía 

JAK2 / STAT3, podría inducir la neurodegeneración debido al papel crucial de la vía en procesos 

como la proliferación celular, la regeneración axonal y la plasticidad sináptica. Por tanto, una 
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estrategia ideal para reducir los efectos inflamatorios y neurotóxicos de los agregados de A, sería 

modular la vía sólo en los astrocitos, como se indica en los experimentos mencionados 

anteriormente [122, 123]. 

 

Para respaldar esta propuesta, nuestros resultados en el modelo animal al día 30 en ratas tratadas 

con AβO, mostraron una disminución de células gliales que expresan STAT3 en comparación con 

lo observado en el día 7; consolidando la teoría de que la expresión reducida de STAT3 es un evento 

que podría estar relacionado con la recuperación en la densidad de neuronas maduras, descrita 

anteriormente. Aunque identificamos que la expresión de STAT3 en ratas tratadas con AβO y 

sacrificadas en el día 30, es aún mayor que en el grupo control, la expresión incrementada de STAT3 

podría ser inducida por los niveles aumentados de IL-6 e IL-10, dos citocinas que favorecen la 

presencia y activación de este factor [165]. Sin embargo, no estamos seguros de si ambas citocinas 

a través de STAT3, podrían conducir a un aclaramiento del péptido de forma ineficiente, y que la 

alteración en este proceso podría continuar favoreciendo la muerte neuronal en nuestro modelo. Por 

esta razón, creemos que es importante llevar a cabo un seguimiento en la expresión STAT3, 

posterior a los 30 días de la microinyección de oligómeros, evaluados en este estudio. Otro aspecto 

que debe aclararse es la recuperación de la densidad neuronal observada, la cual podría verse 

favorecida por una reducción de los agregados de A, posiblemente por la fagocitosis mediada por 

las células gliales. De ser así, sería interesante proponer en el modelo una segunda inyección de 

oligómeros a partir de los días 7 y 15, considerando los cambios que existen en la respuesta celular. 

Además, sería interesante describir la dinámica de la activación de STAT3 por IL-6 e IL-10, 

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

 

Partiendo de la importancia que tiene la inflamación en los pacientes con EA, en el modelo de 

microinyección de A en rata, se trató de identificar mediadores moleculares derivados de la 

activación glial, que pudieran mediar la neurodegeneración ligada a la presencia de A Los 

resultados de nuestro estudio temporal sugieren que, los A median la neurotoxicidad indirecta a 

través de la activación de microglia y astrocitos. Una vía crucial en la inflamación mediada por AβO 

es JAK/STAT3 (activada principalmente en astrocitos y neuronas), responsable de favorecer la 

supervivencia celular, entre muchas otras funciones fisiológicas interesantes, que al mismo tiempo 

o en presencia de AβO podrían ejercer funciones pleiotrópicas. De acuerdo con nuestros resultados 

y reportes previos de la literatura, la estimulación de la vía en los astrocitos induce el estado de 

activación mediante el cual se puede establecer una respuesta rápida ante daños, factores químicos 

o agregados, como AβO. Sin embargo, los agregados de A promueven una activación constante 

de la vía que conduce a un incremento en la presencia de astrocitos hipertróficos, que pueden 

promover un microambiente inflamatorio y un aumento de la neurodegeneración. Una terapia de 

inhibición de la vía JAK/STAT3, dirigida principalmente a regular la reactividad de los astrocitos, 

podría ser una estrategia excelente para disminuir la muerte neuronal favorecida por la inflamación, 

así como el deterioro cognitivo en la EA. Sin embargo, el uso de inhibidores de JAK/STAT3 debe 

considerarse con cautela, porque una dosis alta favorecería la muerte neuronal además de la ya 

generada por los agregados Aβ. Las citocinas que probablemente en el modelo animal podrían 

favorecer la expresión y activación de STAT3 son IL-6 e IL-10. Finalmente, consideramos que este 

modelo de microinyección podría ser útil para continuar describiendo moléculas o factores con 

función inmunomoduladora relacionada con los efectos neurotóxicos de AβO.  
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9. PERSPECTIVAS 

 

A continuación, se definen algunas perspectivas de futuros estudios, considerando los resultados 

obtenidos: 

 

1. Determinar si además del factor de transcripción STAT3, la microinyección de oligómeros 

de A favorece la expresión del factor de transcripción STAT1 en las células gliales. 

 

2.  Evaluar la expresión 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 Interferón gamma. 

 

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

 

 

5. Implementar mediante un sistema de cánula a las ratas la microinyección de AO y otros 

inhibidores. 
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11. ANEXOS 

Anexo I. Articulo original publicado derivado del proyecto de Doctorado 
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