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RESUMEN

La pérdida del control oxidativo en el organismo, ya sea por un exceso de pro-
oxidantes, o por un déficit en las defensas de antioxidantes, se caracteriza por altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), las cuales producen
oxidacion de biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Se han utilizado
diversos modelos para abordar el estudio del estrés oxidativo y su significado biologico
en el organismo, entre los cuales se encuentra la exposicion a ozono, que dependiendo
de la dosis o del tiempo de exposicion, produce un estado de estrés oxidativo.

El sistema dopaminérgico nigroestriatal que se origina de células de la sustancia
nigra, que es de vital importancia para el control motor, y la degeneracion de este
sistema es la clave de la enfermedad de Parkinson. Estd demostrado que el estrés
oxidativo produce un incremento en la liberacion y oxidacién de dopamina. Los
metabolitos reactivos de ésta, producto de la oxidacién, tales como las quinonas y ROS,
alteran directamente la funcionalidad de las proteinas e inducen modificaciones en la
permeabilidad mitocondrial y disminucién de ATP. Estd ampliamente demostrado que
los estrogenos estan estrechamente relacionados con los sistemas dopaminérgicos,
debido a que existe una correlacion en la distribucion de receptores a estrégenos en
neuronas de las vias mesoestriatales. Ademas de sus acciones sobre receptores nucleares
(efectos gendmicos), se sugiere que los estrogenos pueden actuar como antioxidantes en
un proceso independiente de receptor (efectos no gendémicos), y se ha postulado una
nueva accion de los estrégenos sobre receptores localizados en la membrana plasmatica.

Objetivo: El objetivo principal de este trabajo fue determinar las alteraciones
causadas por estrés oxidativo en las células dopaminérgicas nigroestriatales de ratas
expuestas a ozono y evaluar si los estrégenos eran capaces de contrarrestar este dafio.

Disefio experimental: Se utilizaron 90 ratas hembra Wistar ovariectomizadas
divididas en 9 grupos: 1) Control, 2) Ozono 7 dias, 3) Ozono+17B-estradiol 7 dias, 4)
Ozono 15 dias, 5) Ozono+17p-estradiol 15 dias, 6) Ozono 30 dias, 7) Ozono+17p-
estradiol 30 dias, 8) Ozono 60 dias y 9) Ozono+17p-estradiol 60 dias. La dosis de 0zono
utilizada fue de 0.25ppm y la de hormona fue de 25ug/Kg

Resultados: Se encontré un aumento gradual de los lipidos peroxidados
conforme se incrementaba el tiempo de exposicion a ozono tanto en la substantia nigra
como en el estriado. Estos resultados, aunados a un incremento en la expresion de 3-
nitrotirosina en ambas estructuras, sugieren que la exposicién a ozono promueve la

generacion de un estado de estrés oxidativo progresivo.



El estrés oxidativo crénico producido por exposicion a 0zono causd un proceso
de neurodegeneracion progresiva en substantia nigra y en el estriado, el cual se
caracteriz6 por alteraciones en la morfologia celular y muerte neuronal. En substantia
nigra de los grupos expuestos a 0zono, se encontré una disminucion progresiva del
namero de neuronas inmunoreactivas a tirosina hidroxilasa, y en los niveles de BCL-2,
asi como un aumento en la expresion de BAX. Ademas, se presentd un incremento en la
expresion de iNOS conforme aumentaba el tiempo de exposicion al contaminante. En
el estriado, los niveles de BCL-2 disminuyeron en los grupos de 0zono, mientras que la
expresion de citocromo ¢ y BAX presenté un aumento. En ambas estructuras cerebrales,
el estado de estrés oxidativo ocasion6 cambios en la expresion de receptores a
estrogenos ERa y ERB, mientras que la administracion de 17p-estradiol produjo un
incremento en la expresion de los mismos. Aunado a lo anterior, la exposicion a 0zono
produjo déficits en la memoria de corto y de largo plazo, asi como en la actividad
motora. Sin embargo, el efecto protector de la administracion de 17p-estradiol sobre el
dafio oxidativo causado por exposicion a ozono fue diferente en substantia nigra y
estriado. En la primera, el efecto protector de la hormona se presenté a los 60 dias,
mientras que en estriado, el efecto se hizo evidente desde los 30 dias.

Conclusion: la exposicion repetida a bajas dosis de ozono produce un estado de
estrés oxidativo en el sistema nigroestriatal similar al proceso neurodegenerativo que
ocurre en la enfermedad de Parkinson. El dafio oxidativo ocurre progresivamente a
varios niveles, que involucran la activacion de cascadas de sefializacion que culminan
con muerte celular, y que llevan a un déficit de la actividad motora y la memoria, a
nivel conductual. La administracion de 17p-estradiol fue capaz de contrarrestar el dafio
producido por la exposicion a ozono en el sistema nigroestriatal de manera diferente en
substantia nigra y estriado, ya que en la primera, este efecto se presentd mas
tardiamente y fue dependiente de dosis mas altas de hormona, mientras que en estriado,
el efecto se presentd desde los 30 dias y requirié de una concentracion plasmatica de

hormona mas baja.



ABSTRACT

The loss of redox balance in the organism is characterized by high levels of oxygen and
nitrogen reactive species. These reactive species can produce lipid, protein as well as
nucleic acids oxidation. Different models have been used to produce oxidative stress.
Among them, ozone exposure in animals represents a non-invasive model, which
depending on the dose and exposure time, is able to cause a generalized oxidative stress.

Evidence suggests the contribution of oxidative stress to dopaminergic cell death
in Parkinson’s disease (PD). It is known that PD incidence is higher in men than in
women and 17B-estradiol has pointed to be a neuroprotective factor against oxidative
damage.

Objective: the purpose of this study was to determine weather 17p-estradiol
administration was capable of counteracting the oxidative damage induced by ozone
exposure in substantia nigra and striatum in an ozone-exposure model.

Experimental design: Ninety Wistar ovariectomized rats were divided into five
groups (n=10): Control (air stream free of ozone), Ozone exposure (4h daily, 0.25 ppm)
for 30 and 60 days; and their respective analogues treated with 17p-estradiol (25 pg/kg)
after each ozone exposure. Braisn from each animal was tested for: 1. Lipoperoxidation;
2. Immunohistochemistry for 3-NT, BCL-2, Bax, cytochrome ¢, GFAP, iNOS and
estrogen receptors; 3. Western blot for BCL-2, Bax, cytochrome ¢, GFAP, iNOS and
estrogen receptors; 4. RIA to quantify estrogen levels in plasma, and 5. Memory and
motor activity.

Results: our experiments showed that ozone exposure produced a progressive
oxidative stress state indicated by an increase in lipid peroxidation, protein nitration and
INOS expression in both substantia nigra and striatum. The effect of 17p-estradiol
administration was able of counteracting oxidative stress only at 60 days of treatment in
substantia nigra and at 30 days in striatum. This oxidative stress was correlated to cell
morphology alterations and a sustained reduction of both TH levels and around 90% of
TH positive cells in the substantia nigra. This damage was counteracted by 17p3-
estradiol treatment for 60 days. Oxidative damage also includes an increase in cell death
markers such as cytochrome ¢ and BAX in all ozone groups in both brain structures
studied. Antiapoptotic protein BCL-2 was increased only in groups treated chronically

with 17p3-estradiol. These alterations were accompanied by memory and motor activity



deficits. RIA analysis indicated this protector effect of 17p3-estradiol was related to an
increased plasma concentration of this hormone.

Conclusion: Ozone exposure causes a progressive oxidative stress in substantia
nigra and striatum that was counteracted with 17p-estradiol administration at 60 days in
substantia nigra and early in striatum at 30 days. This study suggests the potential use
of ozone exposure as a PD model and the neuroprotection afforded by 17p-estradiol is

dependent on its persistent administration.



ANTECEDENTES

PRINCIPALES TIPOS DE RADICALES LIBRES Y SUS DERIVADOS EN
ORGANISMOS VIVOS

Los radicales libres (RL) son moléculas que poseen un electron impar, esta
caracteristica las vuelve inestables y reactivas porque tratan de completar sus electrones
tomandolos de moléculas estables (McCord, 2000).

Los RL son normalmente generados por el metabolismo celular para la
obtencion de energia. Los mecanismos de 6xido-reduccion y los RL desempefian un
papel importante en la fisiologia de la célula (Kovacik y Pozos, 2006), y abarcan desde
renovacion de membranas, fendmenos plasticos celulares, sobrevivencia de células en
sistema nervioso durante etapas embrionarias, mitosis (Chiarugi y Fiaschi, 2007),
migracion celular, sintesis y liberacion de algunas hormonas, aumento en la
transcripcion de citocinas durante procesos inflamatorios, hasta la participacion en
sefializacion celular (Stone y Yang, 2006; Biniert et al., 2006) y mecanismos de
segundos mensajeros (Smythies, 1998; Chiarugi y Fiaschi, 2007).

La presencia de radicales libres en sistemas biologicos fue descubierta hace un
poco mas de 50 afios, cuando Denham Harman planted la hipdtesis de que los radicales
de oxigeno pueden formarse como producto de reacciones enzimaticas en vivo. En
1956, Harman describio los radicales libres como una caja de Pandora que podia
contribuir al dafio celular, a la mutagénesis, al cancer (Valko et al., 2006) y al proceso
degenerativo del envejecimiento biolégico (Droge, 2001; Flora 2007).

La ciencia de los radicales en los organismos entr6 en una segunda etapa cuando
McCord y Fridovich descubrieron la enzima superdéxido dismutasa (SOD). A inicios del
siglo XX, se demuestra que los organismos no solo se habian adaptado a una
coexistencia con los radicales libres sino que habian desarrollado estrategias para sacar
ventaja de ellos, regulando los procesos fisiolégicos mediante procesos de Oxido-
reduccion.

A. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

El anion superoxido se forma por la reduccion univalente del estado molecular
triple del oxigeno (30,). Este proceso estdé mediado enziméaticamente por
NAD(P)H/Xantina oxidasas, y no enzimaticamente por compuestos reactivos a oxigeno,
como la semi-ubiquinona de la cadena transportadora de electrones. La enzima SOD
convierte el superdxido en peréxido de hidrégeno (Deby, 1990; Ibrahim et al., 2000).



En tejidos bioldgicos, el superoxido puede convertirse de manera no enzimatica en
especies no radicales de peroxido de hidrogeno (H20,) (Steinbeck et al., 1993).

En presencia de iones metalicos reducidos como el hierro y el cobre, el peroxido
de hidrégeno puede dar origen al radical hidroxilo (OH®) altamente reactivo (Chance et

al., 1979; Liu et al., 2007). La reaccion de Fenton, ilustra la reaccion anterior:

J+ — . 2+
Fe'+0,— Fe +0,

Fe’'+ H,0,— HO+HO+Fe”

De manera alterna, el perdxido de hidrégeno puede ser convertido en agua por la
catalasa y la enzima glutation peroxidasa. En la reaccion de la glutation peroxidasa, el
glutation es oxidado a un disulfuro de glutation, que puede regresar a glutation por la
glutation reductasa en un proceso que consume NADPH (Aon et al., 2007).

El superoxido y el 6xido nitrico (NO) son rapidamente convertidos a especies
reactivas no radicales como el oxigeno singulete, H,O, o peroxinitrito (Stamler et al.,
1992; Pacher et al., 2007).

Frecuentemente, diferentes ROS coexisten en un mismo ambiente y dificultan la
identificacion inequivoca de un agente como responsable de un efecto biolégico dado.
B. Especies reactivas de nitrégeno (RNS)

El radical de ON se produce en organismos superiores por la oxidacion de uno de los
atomos de nitrégeno terminal de la L-arginina (Chirino et al, 2006). Este proceso es
catalizado por la sintasa del 6xido nitrico (NOS):
L-arginina + O, + NADPH + H e
Sintasa del oxido nitrico
& L-citrulina + NADP ~*
Oxido Nitrico

Dependiendo del microambiente, el NO puede convertirse en varias RNS como
el cation nitrosonio (NO™), el anion nitroxilo (NO") o peroxinitrito (ONOO").

Los radicales mas importantes para la regulacion biologica son el NO vy el
superoxido, cuya formacion esta catalizada por dos tipos de enzimas: la NAD(P)H
oxidasa o isoformas de la NOS (Kawano et al., 2007).

Muchos efectos reguladores estan mediados por H,O, y otras ROS que son derivados

quimicos del superdxido.



LA SENALIZACION REDOX

Mantenimiento de la homeostasis redox

El término “sefializacion redox” se usa para describir un proceso de regulacién en el
cual intervienen procesos de éxido-reduccion. Este tipo de sefializacion se usa por un
amplio rango de microorganismos, incluyendo bacterias (Doolen et al., 2007), para
inducir respuestas protectoras en contra de dafio oxidativo o para reestablecer el estado
de homeostasis después de una exposicion temporal a ROS.

Los antioxidantes son sustancias biolégicas que son capaces de competir por
sustratos oxidables e inhibir su oxidacion (Halliwell y Gutteridge, 1984). Los sistemas
antioxidantes se pueden dividir en enzimaticos y no enzimaticos (Somogyi et al., 2007).

Dentro de los primeros estdn los antioxidantes clasicos, SOD, glutation
peroxidasa, catalasa y tioredoxina. Los atrapadores de tipo no enzimaticos incluyen a
las vitaminas y también a las proteinas y aminoacidos, que son menos reactivos pero
estdn en mayor concentracion, a diferencia de los atrapadores enzimaticos, que
presentan una alta reactividad con las ROS, pero se encuentran en concentraciones mas
bajas.

Pérdida del balance redox
La pérdida del control oxidativo en el organismo, ya sea por un exceso de pro-
oxidantes, o por un déficit en las defensas de antioxidantes (Soffler, 2007), se
caracteriza por altos niveles de ROS (Halliwell y Gutteridge, 1984) y nitrégeno, las
cuales incluyen a los RL, asi como también compuestos que no lo son, pero que son
productos secundarios del metabolismo de estos, como el peréxido de hidrégeno vy el
peroxinitrito, y que también producen dafio celular.

Las especies reactivas producen oxidacion de lipidos, proteinas y DNA en la
célula. La oxidacion de las moléculas que conforman la membrana celular, altera su
permeabilidad selectiva, lo que conduce a una pérdida del equilibrio osmético. Todo lo
anterior lleva a una entrada no controlada de sodio y agua, alterando las concentraciones
de electrolitos. Cuando los propios mecanismos celulares no pueden contrarrestar estos
cambios, se inicia una cadena de reacciones que involucran alteraciones de los canales
ionicos, aumento en la liberacion de calcio (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hool y Corry,
2007) y en la produccién de NO. Mantener el control de los niveles de calcio es crucial
para la célula, por lo tanto, ésta lo atrapa en el reticulo endoplasmico y en la
mitocondria, pero cuando esta respuesta no es suficiente para contrarrestar este aumento

de calcio, se forma un poro de transicion en la mitocondria que la destruye, produciendo



un déficit de ATP que incrementa el estado de estrés oxidativo y lleva a la muerte
celular.

Como los radicales libres interactian con otros componentes celulares como las
proteinas, el DNA y los lipidos, se forman multiples productos catabélicos. Un ejemplo
de estos, es la peroxidacion de lipidos que produce hidroperdxidos de lipidos y
aldehidos que interacttan con grupos sulfhidrilo de las proteinas, provocando la pérdida

de su funcionalidad y perpetuando de esta forma el dafio celular (ver figura 1).

Pérdida de la
onformacién proteica

Muerte Celular

Disfuncion del
proteosoma

Oxidacion de
Lipidos

Disfuncion
mitocondrial

Figura 1. Efectos de un exceso de las ROS en el cerebro.

El aumento en los niveles de calcio y NO estimula la produccidn de interleucinas
inflamatorias causando gliosis e incrementando el estado de estres oxidativo. Esto causa
dafio y muerte celular (Sugaya et al., 1998; Ryter et al., 2007), estableciendose asi un
ciclo a traves de una cadena de reacciones oxidativas que involucran tanto a las
neuronas como a la glia, en el mantenimiento del dafio que se extiende hacia las células

de los tejidos adyacentes.

EL PAPEL DE LA MITOCONDRIA EN EL ESTRES OXIDATIVO

1. Fisiologia mitocondrial

La mitocondria juega un papel critico en el mantenimiento de la homeostasis celular.
Este organelo no es solamente una importante fuente celular de energia (ATP), sino que
también mantiene los niveles intracelulares de calcio dentro de los rangos adecuados

para mediar la sefializacion, controlar la excitabilidad neuronal, y la funcidn sinéptica.



En el cerebro intacto, existe un acoplamiento metabdlico entre los substratos
vasculares, que proveen oxigeno y glucosa; y las necesidades metabolicas del tejido
cerebral, constituido tanto por neuronas como por glia (Foster et al., 2006).

La secuencia de eventos que ocurre después de la estimulacion neuronal incluye
un decremento inicial de oxigeno en areas de alta demanda de este gas (i.e., aquellas
primeramente estimuladas), y un gran incremento posterior de oxigeno asociado a un
amplio campo de vasodilatacion arterial. Estos eventos estdn estrechamente
relacionados con la actividad mitocondrial a través de la produccion de moléculas de
sefializacion como el peroxido de hidrégeno (Foster et al., 2006).

Al igual que otras células, las neuronas utilizan ATP como una fuente de energia
para realizar procesos bioquimicos involucrados en varias funciones celulares, y
producen ROS como resultado de la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, la
excitabilidad eléctrica y estructural, aunada a la complejidad sinaptica de las neuronas,
presenta demandas inusuales en los sistemas celulares que producen o responden a ATP
y ROS. Las mitocondrias en los axones y terminales presinapticas proveen fuentes de
ATP para llevar a cabo el bombeo de iones que se encuentran concentrados en estas
estructuras, para restaurar rapidamente los gradientes idnicos subsiguientes a la
despolarizacion y la liberacion de neurotransmisores. La mitocondria también juega un
papel preponderante en la regulacion de las funciones sinapticas por su habilidad para
regular los niveles de calcio y la produccion de ROS (Mattson y Liu 2002).

Las neuronas en el cerebro son altamente vulnerables a desbalances metabdlicos,
por lo que una alteracion mitocondrial, que cause una disminucion en la produccion de
ATP, representa una clara amenaza a la viabilidad tanto de las mismas neuronas como
de las células gliales, asi como, a la funcionalidad de redes neuronales y en
consecuencia, a las funciones normales del cerebro. La alteracion en la regulacion de los
niveles de calcio, por fallas del amortiguamiento mitocondrial y/o por liberacion del
calcio secuestrado en la mitocondria contribuye a un dafio severo del tejido cerebral en
respuesta a excitotoxicidad por glutamato, estrés oxidativo, o a dafios metabolicos tales
como traumatismos. De igual manera, un incremento anormal en la generacion de ROS
por la mitocondria, también pone en riesgo la viabilidad celular, pues muchos
mecanismos amortiguadores pueden verse sobrepasados (Kann y Kovacs, 2007).

El resultado de esto es un dafio oxidativo en las membranas celulares; las
proteinas estructurales y reguladoras que modulan el estrado redox pueden, como

consecuencia, llevar a una actividad anormal de varios canales ionicos (Chan, 2001).



Otro evento que pone en riesgo la viabilidad celular es la formacion del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP), el cual ocurre en respuesta a una
sobrecarga mitocondrial de calcio en presencia de elevados niveles de ROS. La
transicion de permeabilidad mitocondrial se caracteriza por un incremento no especifico
en la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, por pérdida del potencial de
membrana, por una posible ruptura de la membrana externa y por un severo edema
mitocondrial. Cuando la apertura del mPTP es transitoria, la liberacion de citocromo ¢
del espacio intermembranal puede activar cascadas que involucran caspasas que llevan a
apoptosis. Si la apertura del mPTP es prolongada, el contenido mitocondrial se reduce
induciendo necrosis rapidamente (Kann y Kovacs, 2007).

En vista de las numerosas funciones mitocondriales y su integracion en varias
vias de sefializacién, no es sorprendente que las alteraciones en la fisiologia
mitocondrial estén actualmente consideradas como eventos de vital importancia en
varias enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, una disfuncién cronica del
complejo | esta siendo considerada como una causa potencial de la enfermedad de
Parkinson (Schulz y Beal, 1994; Abou-Sleiman y Mugit, 2006).

Muchas herramientas farmacoldgicas han sido usadas para estudiar la fisiologia
y fisiopatologia de la mitocondria. Estas herramientas se han aplicado a preparaciones
aisladas de mitocondrias y han contribuido a la elucidacion de varios parametros de la
mitocondria (i,e., la funcién de la cadena transportadora de electrones, el potencial de
membrana y la formacion de radicales libres) (Foster et al., 2006).

2. Generacion de ROS

La mitocondria constituye la mayor fuente de superéxido ('O;) y otras ROS en las
células, generando aproximadamente el 85% del total de ‘O, via reacciones aberrantes
de oxigeno. Durante los procesos de transporte de electrones en los complejos
mitocondriales 1-1V, aproximadamente del 2-5% de los electrones se escapan de
interaccionar directamente con el oxigeno difusible, lo cual resulta en la produccién de
‘O, en los complejos I-11l. Cuando existe una actividad mitocondrial incrementada o
una inhibicion de la cadena respiratoria, la generacién aguda o crénica de "O," puede
aumentarse marcadamente, causando dafio oxidativo, como el que se presenta en las
enfermedades neurodegenerativas (Sas et al., 2007). Ademas de la produccion
mitocondrial de ‘O, varias oxidasas citosdlicas como la xantina oxidasa y la
dinucledtido nicotinamida adenina oxidasa (NADPH), generan el 15% restante del O,
celular (Maia et al., 2007).



Una vez generado, el ‘O es convertido por varias formas de la enzima SOD, en
H,0,. A su vez, el H,O, puede reaccionar para formar el altamente reactivo radical OH’
en presencia de hierro. Alternativamente, el "O,” puede interaccionar con el NO para
formar peroxinitrito (ONOOQO").

En la mayoria de circunstancias, los niveles de H,O, en el cerebro son
intrinsecamente mas bajos que los niveles criticos para inducir dafio oxidativo neuronal.
El H,O, puede actuar como una molécula de sefalizacion fisiologica altamente
permeable que participa en un amplio rango de funciones tanto en células como en el
espacio extracelular y los vasos sanguineos adyacentes. Estas funciones también
incluyen interacciones glia-neurona y potenciacion a largo plazo (Kamsler y Segal,
2003).

El papel fisiologico de las ROS (junto con el oxigeno y el NO) se extiende al
control del tono vascular en el cerebro (van Deel et al., 2007), que esta estrechamente
modulado por la actividad metabolica neuronal.

Bajo condiciones fisioldgicas normales, el H,O, celular y otras ROS son
atrapadas por los sistemas antioxidantes celulares, particularmente por el sistema
glutation (GSH). Sin embargo, estos sistemas no son capaces de mantenerse en
condiciones patoldgicas de una alta generacion de ROS, lo cual resulta en un estado
agudo o cronico de disfuncion mitocondrial (Sas et al., 2007).

El estrés oxidativo generado por un desbalance repentino de agentes oxidantes y
reductores, puede causar dafio directo o indirecto a blancos secundarios celulares. La
severidad del dafio depende de las ROS o RNS involucradas. Mientras el "O,"y el H,O,
son poco reactivos, el OH"y el ONOO™ son considerados altamente reactivos (Foster et
al., 2006).

El dafio celular se origina por la oxidacion de macromoléculas como proteinas,
lipidos y DNA. Pero no solo la citoarquitectura celular se altera, sino también las
funciones y la sefializacion de modifican (Soffler 2007).

Debido a los efectos deletéreos del incremento de ROS y RNS, se han hecho
intentos por reducir y prevenir el dafio oxidativo celular mediante la administracién de
atrapadores de radicales libres, bloqueadores de la NOS, y la sobreexpresion de sistemas

de auto-defensa celulares (Foster, et al., 2006).

ESTRES OXIDATIVO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

A. El ozono como modelo de estrés oxidativo



Se han utilizado diversos métodos para abordar el estudio del estrés oxidativo y su
significado bioldgico en el organismo que van desde el nivel molecular y modelos en
animales, hasta estudios clinicos.

En modelos animales se han utilizado lesiones por toxinas que al actuar sobre el
metabolismo mitocondrial bloguean la produccion de ATP de la cadena respiratoria,
como es el caso del acido 3-nitropropionico (Binienda y Kim, 1997) o la exposicion a
contaminantes ambientales como el ozono (Cross et al., 1992), el cual, dependiendo de
la dosis o del tiempo de exposicidn, produce estrés oxidativo (Lechuga-Guerrero, 1999).

El ozono, forma alotrépica (presentacion de algunos elementos quimicos en
formas o estados diferentes) del oxigeno, es uno de los principales contaminantes
atmosféricos en la ciudad de México.

El ozono es un contaminante que no se emite en los escapes o chimeneas, sino
que se forma en la atmosfera a partir de reacciones muy complejas. Existen dos ciclos
generales de reacciones fotoquimicas en la formacion del ozono troposférico, en los que
participan el oxigeno molecular y dos de los denominados precursores del ozono, los
oxidos de nitrogeno y los hidrocarburos. Se ha observado que este gas disminuye la
respuesta a estimulos auditivos y visuales e induce fatiga, letargia y dolor de cabeza
(Calderén Guzman et al., 2001). Ademas, puede llegar a producir alteraciones
inmediatas en los mecanismos cerebrales del suefio (Paz et al., 1992). Aunque la
mayoria de los estudios sobre los efectos del mondxido de carbono, de los dioxidos de
azufre y de nitrégeno, asi como del ozono, se han efectuado en animales, advierten, sin
embargo, del dafio en humanos causado por la creciente contaminacion atmosférica.

El ozono al ser inhalado por el organismo, entra en contacto con el sistema
respiratorio y produce por si mismo oxidacion y aumento en las ROS (Paz et al., 1992);
las defensas antioxidantes pulmonares son capaces de neutralizar estas moléculas, pero
cuando son sobrepasadas, se inicia una cadena de reacciones quimicas que conduce a la
formacion de ROS secundarias a la exposicion a 0zono que pasan a la sangre, y a través
del flujo sanguineo llegan a todos los érganos produciendo un estado de estrés oxidativo
generalizado (Rivas-Arancibia et al., 2000, 2003).

Se ha propuesto que el ozono al entrar en contacto con el ion cloro (CI-) presente
en el organismo, produce iones de hipoclorito (ClO-), que al reaccionar con otros
componentes del medio, forman al final el ion hidroxilo (-OH), principal responsable de
las reacciones de peroxidacion en el organismo. Los radicales -OH también se forman

en el ambiente, debido a que el ozono ambiental al reaccionar con la luz ultravioleta



(fotdlisis), genera un atomo de oxigeno excitado, que a su vez reacciona con las
moléculas de agua presentes en el medio, para dar lugar al radical libre -OH (Calderon
Guzman et al., 2001).

El tejido cerebral es uno de los méas vulnerables al dafio oxidativo por el alto
consumo de oxigeno, alta tasa metabodlica, bajos niveles de enzimas antioxidantes como
superdxido-dismutasa, glutation peroxidasa y casi ausencia de catalasa. EI gran aumento
en los niveles de lipidos peroxidados por aumento en las ROS, se debe a su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, los cuales son altamente susceptibles a la
oxidacién. Es importante sefialar que las diferentes estructuras cerebrales, presentan
diferencias en su respuesta al dafio oxidativo.

El estrés oxidativo causado por exposicién aguda o prolongada a ozono,
ocasiona alteraciones plasticas cerebrales que se manifiestan a nivel conductual por
déficit en los procesos de aprendizaje, memoria, conducta y actividad motora (Rivas-
Arancibia et al., 2000).

Ademas, la exposicion a ozono ambiental se ha asociado con varios efectos
adversos a la salud (Rivas-Arancibia et al., 2003). En un estudio de contaminacién del
aire se encontrd que existen asociaciones importantes entre los cambios a corto plazo en
las concentraciones de ozono y la mortalidad y morbilidad, en 95 de las comunidades
urbanas mas grandes de USA, las cuales equivalen a un 40% de la poblacion total. Un
incremento de 10 ppb estuvo asociado con un 0.52% de aumento en la mortalidad diaria
(Bell, 2004).

Se han detectado asociaciones entre la exposicion a ozono y el aumento de
mortalidad diaria, ademas del incremento en admisiones a hospitales que resultan
estadisticamente significativas incluso en modelos de contaminantes multiples
(Schwela, 2000).

En otros estudios también se han encontrado asociaciones entre el ozono y la
mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Esto apoya los hallazgos de que la
contaminacion urbana en los niveles actuales lleva a un aumento en la mortalidad y
sugiere que la exposicion a ozono puede desempefiar un papel causal en este exceso
(Borja-Aburto et al, 1998).

Dada la numerosa poblacion que esta expuesta a contaminacion ambiental tanto
en México como en otras metropolis en el mundo, estas pequefias pero significativas
asociaciones entre la mortalidad y los indices de contaminacion del aire son motivo de

preocupacioén publica (Loomis et al, 1996).



SISTEMA DOPAMINERGICO MESOESTRIATAL

La dopamina (DA) es una catecolamina que juega un papel importante en el cerebro
humano como neurotransmisor inhibitorio, particularmente involucrado en la regulacion
de la funcion motora. Dicho neurotransmisor se sintetiza en las terminales nerviosas de
las neuronas dopaminérgicas a partir de la tirosina, su aminoacido precursor.

La sintesis comienza con la formacion de L-DOPA, mediante la accion de la
tirosina hidroxilasa, que es la enzima limitante en la sintesis de dopamina, motivo por el
cual, la actividad de la misma esta rigurosamente controlada. La L-DOPA es
inmediatamente metabolizada para formar DA por una descarboxilasa de aminoacido
aromatico. En las terminales nerviosas, la DA es almacenada en vesiculas sinapticas
cuyo contenido acido previene la autooxidacion del neurotransmisor antes de que éste
sea liberado.

La accion de la DA termina con la recaptura de la misma por un transportador
de membrana, y la subsiguiente reutilizacion o catabolismo por las enzimas
monoamino-oxidasa (MAQ) o la catecol-o-metiltransferasa (COMT).

Los sistemas dopaminérgicos intervienen en procesos de motivacion, memoria,
aprendizaje, control motor, y se estima que la dopamina constituye méas del 80% del
contenido total de catecolaminas en el cerebro (Feldman et al., 1997).

El sistema dopaminérgico mesoestriatal, tiene un componente dorsal, que se
origina de células de la sustancia nigra, que es de vital importancia para el control
motor, y la degeneracion de este sistema es la clave de la enfermedad de Parkinson.
Aunado a lo anterior, el componente ventral de este sistema, juega un papel critico en
las propiedades de reforzamiento a psicoestimulantes y otras drogas de abuso (Feldman
etal., 1997).

El mayor riesgo de la DA es que su grupo catecol se oxida facilmente mediante
un proceso que involucra la transferencia de un electrén al oxigeno. De esta manera,
esta oxidacion da como resultado la formacién de un "0y, H,O,, radical hidroxilo y
otras ROS, las cuales pueden ser contrarrestadas por los sistemas antioxidantes y
también debido por la neuromelanina. No obstante, en presencia de un estado de estres
oxidativo la oxidacion de la dopamina contribuye a iniciar un proceso de dafio
oxidativo, el cual al generalizarse en la substantia nigra, puede conducir a una

neurodegeneracion progresiva.



Ademés de lo mencionado anteriormente, el estrés oxidativo produce un
incremento en la liberacion y oxidacion de dopamina (Chiueh et al., 2003). Los
metabolitos reactivos de ésta, producto de la oxidacion, como las quinonas y ROS,
alteran directamente la funcionalidad de las proteinas, inducen modificaciones en la
permeabilidad mitocondrial y causan disminucion de ATP.

Existen diferencias sexuales en las funciones de las neuronas dopaminérgicas,
asi como en la progresion de enfermedades asociadas a este sistema, como Parkinson y
demencia. Estudios epidemiol6gicos han revelado que la prevalecencia y progresion de
la enfermedad de Parkinson es mas alta y rapida en hombres que en mujeres (Leranth,
2000). La razon de estas diferencias no se conoce, pero sugieren que las hormonas
gonadales juegan un papel importante en la modulacién de estos sistemas (Dluzen,
2000).

A. La dopamina como fuente de ROS en el SNC

Las ROS generadas por la oxidacion de dopamina se han implicado en la destruccion de
neuronas relacionada con la edad y otros procesos neurodegenerativos como la
enfermedad de Parkinson.

A la fecha, se han propuesto dos mecanismos por medio de los cuales la DA
estimula la produccién de ROS. Estos dependen de la presencia o ausencia de
mediadores enzimaticos: La participacion de la MAQO y la autooxidacion.

La DA de la substantia nigra y el estriado es desaminada por la enzima MAO,
gue se localiza en la membrana externa de la mitocondria. Esta reaccién da como
resultado la produccién de radicales ‘O, e hidroxilo, ademas de H,O, (Graham, 1978).

El salsolinol es uno de los derivados de la DA mas estudiados por dos razones:
estd presente en el cerebro humano y se puede transformar facilmente en una
neurotoxina capaz de causar la muerte celular. Se ha propuesto que este compuesto
puede formarse mediante una via enzimatica que involucra una sintasa 0 por via no
enzimatica, mediante la condensacion de la DA con acetaldehido (Naoi et al., 1996)

Otro derivado de la DA es el tetrahidropapaverinol (THP), que se obtiene del
catabolismo enziméatico. Se ha reportado que el THP por si mismo es capaz de inducir
necrosis en células de neuroblastoma y esta relacionado con la patogenesis de la
enfermedad de Parkinson.

Los derivados del metabolismo de la DA actGan como proneurotoxinas en el
desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Por otro lado, ciertos componentes del humo

de tabaco pueden reaccionar con estas proneurotoxinas impidiendo su activacion. Este



hecho puede explicar el efecto benéfico del habito de fumar en la incidencia de
Parkinson (Méndez-Alvarez y Soto-Otero, 2004) (Ver tabla 2).

Factores que pueden estimular la produccién de ROS

Metabolismo de la dopamina

Autooxidacion (no enzimatica)

Desaminacion oxidativa (enzimética por la MAO)

Proceso de formacion de Neuromelanina

Alto contenido de hierro oxidante

Factores que pueden aumentar el estrés oxidativo

Disminucién de la actividad de enzimas antioxidantes

Bajos niveles de glutation peroxidasa

Bajos niveles de catalasa

Disminucién de otras moléculas antioxidantes

Poco glutation reducido

Bajos niveles de ubiquinona

Tabla 1. Factores que contribuyen al estrés oxidativo en la
enfermedad de Parkinson. Tomado de Méndez-Alvarez y Soto-
Otero, 2004.

B. La autooxidacion de la Dopamina

Como se menciond anteriormente, otro mecanismo por medio del cual la DA puede
contribuir a la formacion de ROS es la autooxidacion espontanea. La DA es una
molécula con un grupo catecol, el cual puede oxidarse facilmente de manera no
enzimatica para formar una serie de especies electroquimicas tipo quinoides.

El paso inicial en la oxidacion de la DA involucra una reaccién con el oxigeno
molecular para formar DA-o-quinona y dos moléculas de ‘O,. La formacién de los
aniones superoxido durante la autooxidacion de la DA lleva a la produccion de H,0,
por la dismutacién del ‘O,

La DA-o-quinona luego sufre una cliclizacion intramolecular para formar 5,6-
dihidroxiquinolina, que es subsecuentemente oxidada por la DA-0-quinona para formar
dopaminocromo. Este compuesto sufre un rearreglo para formar 5,6-dihidroxindol, que
a su vez se oxida en una quinona de indol. El siguiente proceso de polimerizacion lleva

finalmente a la generacion de un pigmento oscuro denominado neuromelanina. La



apariencia obscura de la substantia nigra se debe a la presencia de este pigmento, que
contiene productos derivados de la oxidacion de la cisteinil-DA.

Cuando la autooxidacion de la DA tiene lugar en presencia de L-cisteina, la DA-
o-quinona sufre un ataque nucleofilico por el grupo tiol del aminoacido para formar
cisteinil-DA. Este hecho difiere de la oxidacion normal de la DA para formar
neuromelanina (Méndez-Alvarez & Soto-Otero, 2004). En la oxidacién normal de la
DA la formacion de neuromelanina es un mecanismo de proteccion que contrarresta las

especies de DA oxidadas.

ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo, que se caracteriza
por la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra y la
concomitante pérdida de terminales nerviosas dopaminérgicas en el caudo-putamen, que
es la principal area de proyeccion de las neuronas de la substantia nigra.

Los pacientes con EP presentan tremor en reposo, movimientos lentos
(bradiquinesia), rigidez, e inestabilidad postural.

Acompafando esta pérdida de neuronas se encuentra la acumulacion de cuerpos
de Lewy, inclusiones proteinicas intracitoplasmicas que contienen a-sinucleina,
sinfilina-1, componentes de la via proteosomica de ubiquitina y parkina. Existen
anormalidades bioquimicas en el cerebro de pacientes con EP, tales como deficiencias
en el complejo | mitocondrial, disminucion extracelular de tioles, incremento del hierro
oxidante (Fell) en la substantia nigra, asi como dafio oxidativo, que incluye oxidacion
de DNA, nitracion e incremento en grupos carbonilos de proteinas, especialmente en la
substantia nigra (Jenner y Olanow, 1998). Los cuerpos de Lewy en la EP son
inclusiones filamentosas intraneuronales que se encuentran predominantemente en la
substantia nigra. Estas inclusiones contienen neurofilamentos fosforilados y una
proteina llamada a-sinucleina.

Actualmente existen evidencias de las propiedades agregatorias de la o—
sinucleina y su posible asociacion con un estado de estrés oxidativo presente en la EP
(Sayre et al., 2001). Una de estas evidencias es la nocion de que los agregados tipo
amiloide de la a-sinucleina, similares a aquellos observados in vivo, son inducidos por
co-incubacion con cobre (1), Fe/ H,0,, o citocromo ¢/ H,O, (Sayre et al., 2001).

Muchas de las caracteristicas motoras que definen la EP resultan primariamente

de la pérdida de las neuronas de la substantia nigra. Hasta el momento, el farmaco mas



potente para el tratamiento de la EP es la I-dopa. Sin embargo, las complicaciones
motoras de la administracion cronica de I-dopa han emergido como una limitacion
mayor en el tratamiento. Es por eso que las terapias neuroprotectoras que retrasen la
progresion de la enfermedad pueden retardar también la necesidad de I-dopa. No hay
suficiente evidencia de que la terapia con I-dopa impida la muerte progresiva de las
neuronas nigroestriatales, sino que por el contrario, se especula que puede contribuir al
curso progresivo de la enfermedad (Fahn, 2006).

En los afios recientes, se han aportado nuevos conocimientos acerca de los
mecanismos de neurodegeneracion presentes en la EP. Las deficiencias en la funcién
mitocondrial, el incremento del estrés oxidativo, apoptosis, exitotoxicidad e inflamacion
son parte de los procesos que eventualmente resultan en neurodegeneracion. Las ROS
generadas por la oxidacion de dopamina, también han sido implicadas en la destruccién
de neuronas relacionada con la edad y otros procesos neurodegenerativos como la EP
(Fahn, 2006).

Estrés oxidativo mediado por hierro en la substantia nigra con EP

Existen cantidades anormalmente altas de hierro y estrés oxidativo en la EP (Sayre et
al., 2001). El incremento del hierro total no necesariamente implica un estado de estrées
oxidativo siempre y cuando existan proteinas que almacenen el hierro en su forma
inerte, tales como la ferritina. La entrada y liberacion de hierro por la ferritina ocurre
cuando el hierro cambia a estado mas activo y entra a la reaccion de Fenton para generar
el radical hidroxilo. El hierro se acumula en los astrocitos de la substantia nigra de ratas
viejas, al mismo tiempo que existe un incremento en la tasa de Fe(ll1)/Fe(ll) y una
disminucion de glutation. Una interpretacion es que el secuestro por la mitocondria del
Fe(ll) en la astroglia de la nigra durante el envejecimiento, puede ser un factor que
predispone el cerebro senescente a la EP (Sayre et al., 2001).

Ademas, existen evidencias de que la pérdida intracelular del balance redox
resulta en una oxidacién aberrante de dopamina en 6-hidroxidopamina, la cual a su vez
puede sufrir una autooxidacion para formar quinonas y simultaneamente, generar ‘O3

Esta reaccion en cascada, ya sea por si misma, o amplificada por la generacion
de ROS, puede explicar la pérdida neuronal como resultado final (Méndez-Alvarez &
Soto-Otero, 2004).

El hierro y la actividad de la MAO estan incrementados en la EP. Estos estan
asociados con autooxidacion de la dopamina y su desaminacion por la MAO, lo cual

resulta en la generacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres que



promueven el inicio de estrés oxidativo para inducir neurodegeneracion. Se ha
demostrado que los quelantes de hierro asi como los inhibidores de la MAO resultan
protectores en algunos modelos de EP, como la 6-hidroxidopamina y el MPTP (Gal et
al, 2006).



ESTROGENOS Y NEUROPROTECCION EN EL SNC

El papel de los estrégenos en sistema nervioso central de mamiferos va mas alla del
control de funciones reproductivas, pues controla otras funciones homeostaticas, como
la respuesta al estrés, la alimentacion, ciclos de suefio, la regulacion de temperatura y
comportamientos motivados, entre otras. Los estrogenos tienen efecto en las neuronas
mediante la activacion de genes relacionados con neurotrofinas, tales como NGF
(Amantea et al., 2005) y pueden modular receptores de neurotransmisores, ademas de
regular la diferenciacion de grupos especificos de neuronas (Toran-Allerand, 2004), la
formacidn de sinapsis durante el desarrollo y la regeneracién del sistema nervioso (Behl
y Moosmann, 1997).

En las décadas pasadas, se ha demostrado que los estrégenos sirven como
factores neuroprotectores en distintas enfermedades neurodegenerativas (Susuki et al.,
2006). A pesar de estos conocimientos, se sabe poco de los mecanismos y blancos
celulares por medio de los cuales los estr6genos ejercen su accion neuroprotectora.

Entre los efectos de los estrégenos mas estudiados en el SNC se encuentran la
regulaciéon del eje hipotalamo-pituitaria-gonadas, asi como el control de un amplio
rango de comportamientos. Estos incluyen los comportamientos motor y reproductivo,
la actividad neuronal relacionada con la cognicién, la modulacion de los estados
emocionales, asi como el mejoramiento del aprendizaje y la memoria (McEwen y
Alves, 1999; Xu y Zhang, 2006).

Los efectos promotores del crecimiento de los estrégenos han sido descritos en
varias regiones del cerebro, que incluyen al hipotadlamo, hipocampo, mesencéfalo
(Beyer y Karolczac, 2000) y la corteza. Ademas de actuar como agentes estimulantes
del crecimiento, los estrogenos también interfieren con el desarrollo neuronal en la
etapa de neurogénesis, modulan la muerte celular apoptética (Arai et al., 1996; Amantea
et al., 2005) y afectan la migracion de neuroblastos que posteriormente formaran
nucleos cerebrales.

Mas tarde en el desarrollo, cuando los circuitos neurales ya estan establecidos,
los estrégenos promueven la formacion de sinapsis.

El sistema nigroestriatal es un blanco de los estr6genos bien conocido durante el
desarrollo, pero también en el cerebro adulto. Méas especificamente, los estrégenos
intervienen en el desarrollo del sistema nigroestriatal incluyendo la neuritogénesis, la
plasticidad, ademas de la sintesis, liberacién y metabolismo de la dopamina. Se propone
que la diferenciacion sexual de los sistemas dopaminérgicos es region-especifica y que



tanto la neurogénesis como desarrollo de varios parametros de actividad dopaminérgica,
pueden afectarse diferencialmente. La diferenciacion sexual de las neuronas
dopaminérgicas puede iniciarse independientemente de la accién de hormonas
esteroides gonadales, pero puede modificarse por diferencias en el ambiente hormonal
(Beyer et al., 1991).

En el adulto, los estrogenos parecen afectar principalmente la actividad
dopaminérgica y la actividad motora relacionada con la dopamina a nivel de estriado
(Kippers et al., 2000).

Todas estas acciones de los estrdgenos en el SNC son consideradas
generalmente como una influencia positiva sobre las funciones neuronales. Se ha
reportado que los estrdgenos pueden jugar un papel protector en enfermedades como
Parkinson (Saunder-Pullman et al., 1999; Amantea et al., 2005), Alzheimer (Yao et al.,
2007), Huntington (Tunez et al., 2006), y reducen la severidad de procesos isquémicos
en el cerebro (Rusa et al., 1999; Liu et al., 2007).

Es necesario hacer notar que los efectos neuroprotectores de los estrégenos estan
mediados por acciones gendémicas y no gendmicas, y ademas, debido a las
caracteristicas que presenta su estructura quimica, tienen la capacidad para actuar como
antioxidantes (Bonnefont et al., 1998; Moosmann et al., 1999; Prokai y Simpkins,
2007).

A. Acciones genémicas

Los factores que contribuyen a las respuestas heterogéneas al estradiol en el sistema
nervioso central son debidos a la multiplicidad de receptores de estrégenos (ER), a la
naturaleza de sus células blanco, y a la heterogeneidad de sefiales que pueden activarse
por ER intracelulares.

Los estrogenos afectan a sus células blanco mediante la activacion de receptores
nucleares que funcionan como factores de transcripcion ligando-dependientes. Estos
receptores interaccionan con elementos de respuesta a estrogenos en el DNA adyacente
a genes dependientes de esta hormona, y asi, regulan su expresion. Estos efectos
gendmicos involucran la sintesis de novo de proteinas y se caracterizan por una latencia

a escala de varias horas.
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Figura 2. Acciones de los estrogenos dependientes de su union a

receptores nucleares.

Existen dos tipos de receptores nucleares a estrégenos: ERa y ERB que pueden
formar homodimeros, que actGan potenciando la transcripcion a través de sitios de
respuesta a estrogenos (ERE). Sin embargo, en afios recientes se han descrito otros
efectos de los estrogenos mediados por interacciones entre sus receptores nucleares con
otros factores de transcripcion como los complejos fos/jun. Estos efectos estan
mediados por elementos similares a AP-1.

Los receptores intracelulares de estrogenos son miembros de una superfamilia de
factores de transcripcion regulados por hormonas. Los receptores ERa y ERp residen en
el nacleo de las células blanco en un complejo junto con proteinas inhibitorias
(proteinas de choque térmico como Hsp90 y otras). La hormona conjugada al receptor
determina la liberacion de las proteinas inhibitorias, y el complejo estrégenos-ER puede
reconocer secuencias de DNA especificas (denominadas elementos de respuesta a
estrogenos) en los promotores de genes blanco, produciendo el reclutamiento de
proteinas del aparato de transcripcion para disparar la sintesis de mRNAs especificos
(Figura 2).
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Figura 3. Efecto de los estrogenos sobre la transcripcion de enzimas
antioxidantes como tioredoxina y SOD, dependiente de la activacion de

receptores nucleares.

De manera alterna, los receptores activados por ligando que no se unen a DNA,
pueden interactuar directamente con elementos de la maquinaria de transcripcion y
modular la transcripcion de otros factores de transcripcion (NFkB, AP-I). Se ha
sugerido que los dos receptores tienen efecto directo distinto en la misma célula blanco.

Hay estudios que demuestran que los ERa involucran vias de sefializacion con la
proteina G Raclb, la cual juega un papel importante en el ensamblaje de microtubulos.
Los ER B no presentan este efecto.

El 17B-estradiol es un potente ligando endégeno de estrdgenos, el cual protege
de la neurodegeneracién en modelos in vitro y en animales (Brann et al., 2007). Los
estrogenos incrementan la expresion de NOS1 y de proteinas antiapoptéticas como
tioredoxina, ademas de regular la expresion de MnSOD (Chiueh et al., 2003).

Existen estudios que indican que el estrés oxidativo inducido por H,O, y
macréfagos activados, afectan de diferente manera la expresion de ERa y ER,
demostrando una respuesta celular especifica que puede bloquearse con antioxidantes.
Estos datos sugieren que el estrés oxidativo y la produccion de ROS/RNS funcionan

como reguladores fisiologicos de la expresion de ERa y ERB. Lo anterior puede proveer



informacion acerca de la accidn protectora estrogénica y fitoestrogénica dependiente de
ERpB en la inflamacién y enfermedades relacionadas (Snait et al., 2002).

Después de un trauma neuronal en varias enfermedades neurodegenerativas, la
microglia activada secreta moléculas pro-inflamatorias que pueden contribuir al dafio
neuronal progresivo. La demostracion del papel protector de los estrogenos en
enfermedades neurodegenerativas tanto en humanos como en animales, llevo a
averiguar si esta hormona regula la respuesta inflamatoria en SNC. Se ha mostrado que
los estrdgenos ejercen una actividad anti-inflamatoria sobre cultivos primarios de
microglia en ratas, lo que sugiere un bloqueo en la produccién de mediadores
inflamatorios como son la iINOS, prostaglandina E, (PGE;) y metaloproteinasa 9
(MMP-9). Los efectos son dosis-dependientes y se pueden bloquear con el antagonista
del receptor de estrogenos ICI 182 780. La demostracion de la expresion de ERa y ER
en microglia y macréfagos, aunada a la observacion de que los estrogenos bloguean la
acumulacién del mMRNA de MMP-9 apoya la hipotesis de una actividad genémica de los
estrdgenos via receptores intracelulares (Vegeto et al., 2001).

Los ER intracelulares pueden encontrarse en neuronas y celulas gliales como
astrocitos, oligodendrocitos e incluso en microglia.

Los ERa pueden ser activados transcripcionalmente por neurotransmisores,
factores de crecimiento, e incluso en ausencia de ligando conjugado. En particular, la
dopamina, insulina, IGF-1 y el factor de crecimiento epidermal pueden controlar la
actividad transcripcional de ERa. mediante la fosforilacion del mismo receptor o por
interaccion con coactivadores/represores. Por ejemplo, se sabe que EGF activa el
receptor ERa de estrogenos por sefializacion a traves de la via de proteinas cinasas
activadas por mitdégeno (MAPK), sugiriendo que una MAPK fosforila directamente la
serina 118 del ERa.. Esta interaccion entre sefializaciones intracelulares y membranales
ha sido referida como comunicacién cruzada (Falkenstein et al., 2003).

Se ha propuesto que este mecanismo de comunicacion puede ser relevante
durante la diferenciacién de SNC permitiendo a IGF-I activar receptores de estrégenos.

Esto podria explicar porqué por lo menos en ratas, los ERs son sintetizados en
diversas areas del cerebro durante etapas muy tempranas de la diferenciacion de SNC,
mientras que los altos niveles de alfa feto proteinas limitan el acceso de los estrégenos a

sus células blanco (Maggi, et al., 2000).



La sefializacion gendmica de los estrégenos es un mecanismo importante para la
regulacion a largo plazo de los cambios en el sistema nigroestriatal. En varios reportes
se ha demostrado que el tratamiento cronico con estrogenos produce un incremento en
la densidad de receptores D2 dopaminérgicos (Di Paolo, 1994). La administracién de
estrdgenos también restaura la densidad de receptores D1 a sus niveles normales

después de la ovariectomia (Kppers et al., 2000).

B. Acciones no gendmicas

No todos los efectos de los estrGgenos pueden explicarse mediante las acciones
gendmicas, pues varios estudios muestran que las hormonas esteroides pueden producir
respuestas celulares de muchas formas. Estos efectos son conocidos como efectos no
gendmicos de los esteroides (Beyer, 1999; Prokai y Simpkins, 2007).

Se ha mostrado que la activacion de los ER es dependiente de otras moléculas de
sefializacion, como cAMP, calcio, cinasa de IP3, DAG, CREB, ERK-1, ERK-2, lo cual
sugiere la posibilidad de que los estrogenos se unan a los sitios aceptores localizados en
la membrana citoplasmatica. Esto apoya otros estudios electrofisiolégicos que han
propuesto la existencia de receptores membranales de estrdgenos que se relacionan
funcionalmente con canales de calcio.

Se han descrito efectos extremadamente rapidos de los estrégenos sobre la
excitabilidad de la membrana, la apertura de canales idnicos y sefializacion de
neurotransmisores con receptores acoplados a proteinas G.

Actualmente existen evidencias de que los estrdgenos y otros esteroides son
capaces de unirse a receptores especificos localizados en la membrana plasmatica
(Toran-Allerand et al., 2004).

Cuando los estrogenos interaccionan con estos receptores de membrana, pueden
estimular rapidamente distintos mecanismos de sefializacion intracelulares, tales como
cascadas dependientes de calcio ((Mermelstein et al., 1996; Beyer y Karolczak, 2000),
formacion de cAMP e IP3 (Gu y Moss, 1993), fosforilacion de CREB (Zhou et al.,
1996) y transcripcion (Yao et al., 2007), entre otros.

Sin embargo, es necesario hacer énfasis en que las acciones no genémicas solo
se refieren a la etapa inicial de los efectos de los estrogenos.

En el sistema nigroestriatal, no hay duda de que los estrogenos interfieren con
las funciones dopaminérgicas y gabaérgicas a nivel estriatal. Con respecto a los
elementos presinapticos dopaminérgicos en el estriado, se sabe que el estradiol puede



potenciar la liberacion de dopamina (Liu y Xie, 2004), estimular la sintesis de dopamina
(Pasqualini et al., 1995) y modificar la sensibilidad de los autorreceptores de dopamina
(Thompson y Certain, 2005).

Ademas, los esteroides sexuales pueden modular la transmision dopaminérgica
interfiriendo con elementos postsindpticos. Algunos estudios bioquimicos y
farmacologicos indican que la densidad de receptores D1 dopaminérgicos, cambia a lo
largo del ciclo estral en la rata después de la administracion de estrogenos (Diaz-Véliz
et al., 1999). Por otro lado, la expresién y distribucion de receptores D2, asi como los
niveles de transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT2) en el estriado se
alteran con estrégenos (Le Saux et al., 2006).

Aunque las consecuencias de esta comunicacidn cruzada, entre los estrogenos y
la transmision dopaminérgica no se comprenden, es probable que los estrégenos afecten
la conducta rotacional y otras ejecuciones motoras dependiendo de las interacciones
estrdgenos-dopamina (Xiao y Becker, 1997).

También se ha reportado que los estrogenos afectan la neurotransmision
serotoninérgica y gabaérgica en el estriado (Birzniece et al., 2006). En particular, se ha
demostrado que el estradiol puede regular los niveles de GABA y producir cambios
ultraestructurales a nivel de membranas dendriticas en neuronas gabaérgicas del nicleo
caudado (Morrissete et al., 1992)

Las acciones no gendmicas de los esteroides se caracterizan principalmente por
su insensibilidad a los inhibidores de la transcripcion y a la sintesis de proteinas, ademas
de que acttan en un rango de segundos a minutos. (Falkenstein et al., 2003)

B.1 Los estrégenos como antioxidantes
Otra actividad independiente de la unién al receptor de los estrdgenos es su papel como
antioxidantes. La actividad antioxidante de los estrogenos parece deberse a su estructura
quimica (Prokay y Simpkins, 2007). Se han probado varios derivados de los estrégenos
para determinar su actividad antioxidante en algunos paradigmas de muerte neuronal
por dafio oxidativo y se encontro que ademas del 17p3-estradiol, el estriol, la estrona, el
etinilestradiol y el 2-hidroxiestradiol también presentan poderosos efectos antioxidantes.
Los prerrequisitos basicos para que las moléculas estrogénicas actien como
antioxidantes y neuroprotectores contra la oxidacion es la presencia de un grupo
hidroxilo intacto en el anillo A de la molécula esteroide (Figura 5). Cuando este grupo

hidroxilo se modifica, como la alteracion del grupo éter del mestranol, se pierde su



actividad protectora para inhibir la peroxidacion de lipidos (Behl et al., 1997). Lo
mismo ocurre con el a-tocoferol (vitamina E), que cuando cambia a acetato de tocoferol

y otros derivados, pierde casi completamente su actividad antioxidante.

OH

Figura 4. Estructura quimica del 17B-estradiol. El
grupo hidroxilo del anillo fendlico A, le confiere la
actividad antioxidante directa.

Los estrogenos también pueden ser degradados estructuralmente en compuestos
gue presentan caracteristicas antioxidantes similares a las de los estrégenos o la

vitamina E, como son los polifenoles aromaticos (Moosman et al., 1997).

LOS EFECTOS RAPIDOS DE LOS ESTROGENOS ESTAN IMPLICADOS EN
LA NEUROPROTECCION

La accion protectora de los estrogenos se ha observado en enfermedades
neurodegenerativas y en la pérdida de memoria asociada con el envejecimiento. Se ha
demostrado que los estrégenos reducen la toxicidad en cultivos de neuronas causada por
sobreestimualcion con glutamato (Singer et al., 1996; Sribnick et al., 2006), peréxido de
hidrogeno (Singer et al., 1998), privacion de nutrientes (Gollapudi y Oblinger, 1999) y
beta amiloides (Green et al., 1996; Yao et al., 2007). Muchos de los efectos protectores
se deben a la activacion de receptores clasicos de estrogenos.

Sin embargo, existen efectos rapidos de los estrdgenos que activan otras
cascadas de sefializacion, como las que se describen a continuacion:
A. Activacién de la via de cAMP-PKA-CREB por estrégenos
Uno de los efectos de los estrogenos que fue denominado como “comunicacion

cruzada” con las vias de cinasas es su habilidad para estimular la adenilato ciclasa



incrementando los niveles de CAMP en las células, minutos después de administrar la
hormona. Este aumento también se observa con moduladores selectivos del receptor de
estrégenos (SERMS), incluyendo el tamoxifen y la familia de compuestos ICI. Las
membranas impermeables a estrogenos también son capaces de presentar un incremento
rapido de cCAMP que puede llevar a una activacion adicional de sistemas de segundos
mensajeros (Han et al., 2000). Este incremento de cCAMP por los estrogenos puede
activar la PKA, que a su vez fosforila el factor de transcripcion CREB (Zhou et al.,
1996; Szego et al., 2006) para modular otros sistemas de sefializacion. A través de estos
mecanismos, los estrogenos pueden aumentar la transcripcion de genes que no
contienen sitios ERE o AP-1, pero que contienen elementos de respuesta a CAMP
(CRE) en sus regiones promotoras. La transcripcion mediada por CRE juega un papel
importante en la potenciacién a largo plazo (LTP) (Impey et al., 1996), pues se
incrementa en ciertos paradigmas de aprendizaje dependientes del hipocampo. Los
estrdgenos actlan como agentes neuroprotectores que mantienen la plasticidad en el
adulto mediante la modulacion de vias transcripcionales dependientes de CRE.
B. Activacion de la via de MAPK por estrogenos
Los efectos rapidos de los estr6genos se han descrito recientemente como iniciados en
la membrana. Uno de estos efectos es la activacion de la via de transduccion de sefiales
de MAPK (Migliaccio et al., 1996; Szego et al., 2006). Esta activacion puede ser
importante en muchos efectos fisioldgicos de los estrogenos, que no pueden explicarse
mediante la hipétesis transcripcional (Figura 5).

La activacion de MAPK por receptores de estrégenos también se ha implicado
en la neuroproteccion mediada por estrogenos (Singer et al., 1999; Szego et al., 2006) y

la regulacion del ciclo celular (Castoria et al., 1999).
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Figura 5. Efecto de los estrogenos sobre la sobrevivencia neuronal
mediante la activacion de la via MAPK, dependiente de la activacién de
receptores membranales.

Otras evidencias han propuesto la existencia de receptores membranales de
estrdgenos que pueden activar estos efectos rapidos (Ramirez y Zheng, 1996). Sin
embargo, muchos de los efectos rapidos también pueden producirse mediante los ERs
conocidos. La activacion de MAPK por medio de la interaccion de los receptores con
src (Migliaccio et al., 1996), Raf-B o hsp90 (Singh et al., 1999), sugiriendo la existencia
de un complejo con ERs que involucra maltiples proteinas.

También se ha observado que las MAPK pueden fosforilar directamente los
receptores de estrogenos (Kato et al., 1995) para modular su actividad transcripcional
(Mashuhiro et al., 2005).

La fosforilacion del receptor mediante src también esta involucrada en la
regulacién de la dimerizacion del receptor y la transcripcion en sitios ERE. Las MAPK
participan en la transcripcion de genes en respuesta a estrogenos que no contienen sitios
usuales ERE o AP-1, posiblemente para modular la dimerizacién del receptor.

Por otro lado, aunque es evidente que el estradiol puede activar rapidamente vias
de cinasas que tienen mdltiples efectos en neuronas de SNC, los receptores y vias de
transduccion involucradas aun no se han identificado. Se ha reportado que el estradiol
altera la neurotransmision de GABA y pu-opioides a través de eventos no
transcripcionales en neuronas con GABA, proopiomelanocortina (POMC) y dopamina.
(Qiu et al., 2003)



C. La regulacion de la apoptosis

La regulacion de la apoptosis por los estrdgenos es mas obvia en la regulacion de la
sobrevivencia neuronal durante el desarrollo, donde los procesos apotéticos tienen un
papel importante para la conformacion del cerebro adulto.

Debido a que la via de MAPK ha sido implicada en procesos antiapoptéticos
(Xia et al.,1995; Jover-Mengual et al, 2007), es probable que los efectos rapidos de los
estrdgenos estén relacionados con la apoptosis en general, y no se limiten Unicamente a
los procesos de excitotoxicidad. Adicionalmente, la activacion de CREB vy la
transcripcion mediada por CREB son importantes para la regulacion de la apoptosis, y
pueden ser otros blancos para la prevencion de la muerte celular.

D. Los estrogenos y la familia de proteinas BCL-2
BCL-2 es la familia de proteinas reguladoras de la apoptosis mas estudiada y un blanco
interesante para las acciones neuroprotectoras de los estrogenos (Amantea, et al., 2005).

La familia BCL-2 ha sido fuertemente vinculada con la inhibicion de la muerte
celular tanto apoptotica como necrética en respuesta a estimulos tdxicos. La
sobreexpresion de BCL-2 puede proteger neuronas de privacion de suero (Zhong et al.,
1993), toxicidad por péptidos beta amiloides (Yao et al., 2007) y dafio inducido por
radicales libres. Estos datos sugieren que la mera abundancia de la proteina BCL-2 es
suficiente para disminuir la muerte celular.

BCL-2 es una proteina asociada a membrana que se encuentra en la mitocondria,
el ndcleo y el reticulo endoplasmico como hetero u homodimeros formando pares con
otras proteinas homdlogas que pueden funcionar de manera antiapoptética (BCL-XL,
BCL-W) o proapoptética (BAX, BAD, BAK, BCL-Xs). La expresion de BCL-2 reduce
la afinidad de JNK y la sintasa del 6xido nitrico, ademéas de prevenir la pérdida de
citocromo ¢ de la mitocondria (Shimizu et al., 1999) Esta ampliamente demostrado que
BCL-2 tiene un papel clave en la prevencion de las etapas finales irreversibles de la
apoptosis.

Aunque se ha probado que los estrogenos pueden regular la expresion de BCL-2,
existen diversos mecanismos de accion. Se sugiere que los estrégenos incrementan la
expresion de BCL-2 induciendo la fosforilacion de CREB, el cual induce la
transcripcion a través de CRE en el promotor de BCL-2. Inicialmente se pensaba que
debido a la pérdida de sitios ERE en el promotor de BCL-2, los estrogenos debian
actuar a través de mecanismos no clasicos para inducir su transcripcion. Sin embargo,

ahora se sabe que la transcripcién de BCL-2 también puede ocurrir mediante la union



del receptor de estrogenos a sitios ERE en la region codificante del gen Bcl-2 (Perillo et
al., 2000). Otros reportes han mostrado que la expresion de BCL-2 puede ser potenciada
por la via de activacion de MAPK y NF-KB (Tamatani et al., 1999), ambos activados
por estrégenos. Uno de los genes cuya expresion es modulada negativamente por
estradiol es nip2, que codifica para una proteina de unién a Bcl-2 (Boyd et al., 1994).

En una serie de transfecciones en células de neuroblastoma se demostré que la
sobreexpresion de nip2 produjo una muerte celular rapida con efecto dosis-dependiente.
(Meda et al., 2000).

Estos datos sugieren que existen mdaltiples vias mediante las cuales los
estrogenos pueden incrementar la expresion de BCL-2 y que la regulacion del producto
de este gen prueba la existencia de una convergencia entre los efectos de sefializacion

répida y los clasicos.

E. Los receptores de estrogenos y neuroproteccion

Existen controversias acerca de si las acciones neuroprotectoras de los estrégenos estan
mediadas por los receptores clasicos conocidos, por la union a sitios especificos
distintos de los de los receptores conocidos, 0 por mecanismos antioxidantes no
especificos. Una de las teorias explica que a dosis suprafisioldgicas los estrogenos
actlan a través de un mecanismo antioxidante que previene la muerte celular. A dosis
mayores de 10 M, el 17p-estradiol puede reducir la oxidacion de fosfolipidos (Lacort et
al.,, 1995). Mas recientemente, se ha demostrado que a dosis micromolares de
estrdgenos, estos son capaces de proteger de la citotoxicidad a ciertas lineas neuronales
carentes de ERs (Behl et al., 1997). Los estrégenos aplicados en altas concentraciones,
reducen las corrientes de calcio mediadas por los receptores NMDA (Xia et al., 2002) y
disminuyen la actividad de la sintasa de Oxido nitrico, demostrando que a dosis
suprafisiologicas, los estr6genos pueden unirse a sitios de baja afinidad por los
receptores u otras proteinas. Es muy probable que los efectos neuroprotectores de los
estrogenos a altas dosis resulten en una combinacion de mecanismos antioxidantes
directos y uniones de baja afinidad de los receptores a sitios alternativos.

También existe una gran cantidad de publicaciones que muestran que a dosis
bajas, cercanas a las fisiologicas, los estrdgenos solo pueden proteger a células que
tienen ERs. Sin embargo, existen reportes adicionales que indican que las bajas dosis de
estrogenos pueden inducir neuroproteccion en lineas celulares carentes de ERS, pero en

presencia de antioxidantes como glutation (Gridley et al., 1998).



Mientras estas discrepancias se aclaran, es probable que en las células que
expresan ERs existan mdltiples vias que permitan que la viabilidad celular sea
potenciada. Por el contrario, en células que no expresan ERs, hay varias explicaciones
para los efectos neuroprotectores de los estrégenos. Estos incluyen la participacion de
nuevos receptores con alta afinidad por estrogenos (Revankar et al., 2005), globulinas
de union a esteroides que actiuan independientemente de los ERs o la potenciacion
sinérgica de receptores de baja afinidad en las células. Todos estos datos claramente
sugieren que las acciones de los estrégenos son multifacéticos y pueden involucrar
varias vias intracelulares diferentes para producir un efecto in vivo fisioldgicamente

relevante.

EFECTOS PROTECTORES DE LOS ESTROGENOS SOBRE EL SISTEMA
NIGROESTRIATAL (SNE)
Un importante sitio extra-hipotaldmico donde los estrégenos regulan funciones que no
son reproductivas es el sistema nigroestriatal (SNE). Esto tiene importantes
consecuencias, como la existencia de diferencias dependientes de género en el SNE
(Becker, 1999)

Estas diferencias de género determinan la respuesta a diferentes neurotoxinas:
los ratones macho muestran una mayor reduccion en las concentraciones de DA que las
hembras cuando se tratan con neurotoxinas como MPTP (Freyaldenhoven et al., 1996)

Esto tiene correlaciones clinicas directas con la incidencia de enfermedades
como el Parkinson, que es mucho mayor en hombres que en mujeres (Dluzen et al.,
1998).

Se ha encontrado que las neuronas dopaminérgicas son blanco directo para la
accion de los estrégenos y que éstos estimulan la extension de neuritos y la expresion de
tirosina hidroxilasa, que es la enzima limitante en la sintesis de dopamina. Se ha
reportado que los estrogenos se requieren para la plasticidad y actividad del sistema
dopaminérgico nigroestriatal tanto en desarrollo como adulto. Esto se confirma por la
presencia en las neuronas nigroestriatales de la enzima aromatasa que es la responsable
de la sintesis de estrogenos (Kuppers et al., 2000). Los estrégenos juegan un papel
importante durante la diferenciacion sexual de neuronas dopaminérgicas de cerebro
medio. Esto estd indicado por la presencia de ER y la expresion transitoria de la

aromatasa formadora de estrégenos en grupos de neuronas dopaminérgicas.



De igual manera, los estrogenos estan estrechamente relacionados con sistemas
de dopamina debido a que existe una correlacion en la distribucion de receptores a
estrdgenos en neuronas que coinciden con las vias mesoestriatales dopaminérgicas
(Sawada y Shimohama, 2000).

De manera sorprendente, los efectos de los estrogenos sobre las funciones del
sistema nigroestriatal no son transmitidas Unicamente por receptores nucleares clasicos,
sino que también dependen de acciones no clasicas que involucran receptores
membranales acoplados a diversas cascadas de sefializacion molecular.

En un intento por entender las diferencias de género producidas por los
estrogenos a continuacion se describen los efectos mas prominentes descritos en
modelos animales:

La administracion de estrogenos atenta significativamente el grado de
disminucion de dopamina causado en animales tratados con las toxinas 6-OHDA,
MPTP y metanfetaminas, las cuales son selectivas para el sistema nigroestriatal.. La
neuroproteccién es maxima con el isdmero 17p-estradiol, aunque también se presenta
con 17a-estradiol. El tratamiento con anti-estrégenos como el tamoxifen, elimind los
efectos neuroprotectores sobre la toxicidad causada por las toxinas. Los estrogenos
también preservaron las concentraciones de dopamina estriatales en ratones
gonadectomizados tratados con MPTP, pero ni la testosterona, ni la dihidrotestosterona
ofrecieron ninguna proteccion (Dluzen, 2000).

Por otra parte, en las neuronas mesencefalicas dopaminérgicas, el exceso en la
liberacion de glutamato causa muerte neuronal mediada por receptores NMDA vy el
subsiguiente influjo de calcio (Sawada et al., 1996). Sin embargo, se ha reportado que el
estradiol actia como un antagonista del receptor NMDA bloqueando la entrada de
calcio a través del canal (Di Paolo, 1994). También se ha demostrado que los estrogenos
pueden contrarrestar el efecto de agentes neurotoxicos solo si se administra antes de los
componentes toxicos (Maggi et al., 2000).

Ademas, existen datos obtenidos de experimentos realizados en cultivos
celulares que apoyan el papel neuroprotector de los estrogenos en una amplia gama de
condiciones para producir neurotoxicidad (Weaver et al., 1997).

A. Atrapadores de ROS
Una de las propiedades caracteristicas de los agentes neurotéxicos involucra la
generacion de reacciones de estrés oxidativo y una patologia resultante del dafio por

radicales libres. Un agente funciona como antioxidante cuando tiene el potencial de



abolir la neurodegeneracion causada por el estrés oxidativo. Existen varias evidencias
que demuestran que los estrégenos pueden funcionar como antioxidantes bajo una gama
de condiciones tanto de laboratorio (Goodman et al.,1996) como clinicas (Tranquilli et
al., 1995). Estos datos sugieren una capacidad de los estrogenos para ejercer acciones
neuroprotectoras en el sistema nigroestriatal.

B. Actividad de la monoamino oxidasa (MAOQ)

Los estrogenos afectan la actividad de la MAO (Chakravorty y Halbreich, 1997).
Debido a que las conclusiones generales respecto a las acciones especificas de los
estrdgenos sobre la MAO pueden modificarse por las diferencias entre especies,
ubicacion de la MAO Ay B en glia y neuronas, podemos decir que el Unico efecto
consistente es la reduccion de la MAO-A por los estrogenos. Los datos sobre la MAO-B
son limitados, pero sugieren que los estrégenos producen un incremento en su actividad.

Como la MAO es capaz de generar neurotoxinas (Magyar et al., 1998), los
agentes como los estrogenos, que tienen la habilidad de modular la actividad de esta
enzima pueden regular la produccion de toxinas.

C. Receptores y liberacion de DA

Esta bien establecido que los estrégenos pueden modular los receptores de DA en el
SNE. Aunque sus efectos son complejos, existen cambios tanto temporales como
regionales en la expresion de los receptores de tipo D2, D1 en humanos (Lee y
Mouradian, 1999). También se ha sugerido que los cambios en los receptores D2
dependientes de estrégenos pueden representar un efecto secundario como resultado del
incremento en la neurotransmision de DA y no por los efectos directos sobre estos
receptores (Lammers et al., 1999).

En ratas, el efecto del tratamiento crénico con estradiol sobre los receptores
dopaminérgicos de los subtipos D; y D, se ha investigado extensivamente tanto en
homogenizados como en rebanadas de estriado. Las ratas ovariectomizadas tratadas con
10ug de 17B-estradiol durante dos semanas, mostraron un incremento en la densidad de
receptores D estriatales, pero sin modificar su afinidad (Kp). Este efecto fue observado
desde 1979 y subsecuentemente descrito en ratas macho intactas y hembras
ovariectomizadas. En este paradigma, el tratamiento empieza el segundo dia después de
la ovariectomia. Ademas, el 17p-estradiol, valeriato o benzoato de estradiol en dosis
unicas (125 pg al dia) o multiples (1-100 ug al dia) produjeron un incremento en la
densidad de los receptores D, estriatales. Este efecto dosis-respuesta se observa

solamente a dosis de estrogenos superiores a 1 g al dia. Esto sugiere que el incremento



de los receptores D, después del tratamiento con estradiol es independiente del aumento
de prolactina. Sin embargo, la prolactina estd involucrada en la modulacién de estos
receptores en la adenohipofisis, y la respuesta es de tipo bifasico, primero estimuladora
y luego inhibitoria. La concentracion méas alta de esteroides estd asociada con los
niveles mas altos de prolactina, y con una disminucion de la unién a los receptores Ds.

Méas adn, el estradiol puede aumentar los niveles de receptores
independientemente de la prolactina. El tratamiento cronico con estradiol también
incrementd la densidad de receptores D;.

Sin embargo, ya sea a través de acciones directas sobre la liberacion de DA o sus
receptores, los estrdégenos intervienen en la regulacion de la sintesis de DA y sus
funciones dentro del SNE.

Los cambios en la actividad de la DA, tales como el incremento en los niveles
estriatales de la misma, pueden representar un componente neurotoxico, ya que pueden
generar metabolitos toxicos debido a que el flujo excesivo de DA se ha asociado con
neurotoxicidad. Por el contrario, se ha propuesto que la reduccién en la actividad de la
DA estriatal puede vincularse con un nivel 6ptimo de funcionamiento del SNE (Dluzen
etal., 1995).

D. Neurotrofinas

Los agentes neurotroficos son criticos para el desarrollo, mantenimiento y restauracion
de la funcion del SNC. Se ha propuesto que los estrogenos ejercen efectos sobre el SNC
a través de la activacion de neurotrofinas (Miranda y Sohrabji, 1996), potenciando la
expresion de mRNAs de agentes neurotroficos comoel BDNF, trkA 'y GAP-43 (Singer
etal., 1996).

El incremento dependiente de estrogenos de BDNF, combinado con GDNF
produce un gran aumento en el contenido de DA en cultivos mesencefalicos (Sautter et
al., 1998). La habilidad de los estrgenos para activar estas neurotrofinas y sus efectos
sobre el mantenimiento y restauracion del SNC sugieren otros medios por los cuales los
estrdgenos podrian actuar como neuroprotectores.

E. Morfologia y fluidez de la membrana

Los estrogenos pueden alterar la morfologia de las membranas de neuronas estriatales
(Morissette et al., 1992). Los cambios en la fluidez de la membrana fueron observados
en respuesta al 17p-estradiol y tamoxifen, pero no con 17a-estradiol. El significado
exacto de los efectos sobre la fluidez es desconocido. En otros sistemas como las

membranas endoteliales, también se ha observado una fluidez reducida en ratas viejas



(Hashimoto et al., 1999). Estos datos implican que la fluidez membranal puede
representar un componente en los procesos neurodegenerativos relacionados con la
edad, y que ademas pueden ser modulados por los estrégenos.

F. Otras interacciones hormonales

Otros sistemas hormonales pueden verse alterados por los estrégenos. Muchos de ellos
pueden afectar secundariamente la funcion del SNE. Por ejemplo, la hipofisectomia
elimina algunos efectos moduladores dependientes de estrogenos sobre el SNC, como
son los disparos espontaneos y evocados en neuronas de DA y el incremento de
receptores dopaminérgicos en el estriado.

Los estrogenos pueden afectar el SNE por la interaccion con hormonas como al
prolactina y la melatonina. Desde que se reportd que la melatonina protege a las
neuronas nigroestriatales de la toxicidad causada por MPTP (Jin et al., 1998), podria ser
posible que los estr6genos pudieran actuar en sinergia con la melatonina para
contrarrestar la neurodegeneracion en el SNE.

En general, la neurotoxicidad del SNE estd relacionada con la temperatura
corporal, pues se ha observado que las concentraciones de DA varian en respuesta a la
aplicacion de neurotoxinas como el MPTP o la 6-OHDA dependiendo de la temperatura
a la que se apliquen (Moy et al., 1998). El incremento en la temperatura, como ocurre
durante la ovulacion, tiene el potencial de modular las respuestas termorreguladoras
relacionadas con las neurotoxinas.

G. Flujo sanguineo

Los estrogenos tienen efectos marcados sobre el sistema cardiovascular. Los ganglios
basales parecen ser un sitio particularmente receptivo al incremento del flujo sanguineo
dependiente de estrogenos.

El incremento del flujo sanguineo por los estrégenos puede ayudar a limpiar mas
eficientemente las neurotoxinas en el cerebro. Existen datos que muestran una
acumulacion estriatal de MPP* con subsiguiente neurotoxicidad en ratones tratados con
MPTP cuando existia vasoconstriccién y el flujo sanguineo era reducido (Moy et al.,
1998).

H. Los estrégenos como inhibidores de DAT: una hipétesis

Los transportadores de DA (DAT’s) se encargan de regular los niveles del
neurotransmisor en la hendidura sinaptica, pero también pueden transportar toxinas al
interior de la neurona dopaminérgica. Se ha reportado que la 6-OHDA y el MPP” se

unen como sustratos al DAT. El tratamiento con estrogenos es similar al que se observa



con nomifensina, un bloqueador selectivo de DAT que reduce los efectos de la
aplicacion de las toxinas.
Los estrogenos parecen inhibir al DAT modificando su constante de afinidad al

ligando, mé&s que el nimero de DAT’s funcionando (Dluzen, 2000).

RELACION DE LOS ESTROGENOS CON LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON
La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comuin después de la
enfermedad de Alzheimer, y afecta aproximadamente al 1% de la poblacion mayor de
50 afios. Actualmente se ha incrementado la incidencia de esta enfermedad en todo el
mundo, debido al aumento de edad en la poblacion (Ebadi et al., 2001).

La incidencia de EP es 1.5 veces mayor en hombres que en mujeres, lo cual
involucra la accion de hormonas sexuales (Beyer et al., 1991). En modelos animales de
EP, el grado de muerte de neuronas dopaminérgicas inducida por metanfetaminas,
contaminantes ambientales (Angoa-Pérez et al., 2006), y toxinas como MPTP o 6-
OHDA, se atenua significativamente con la administracion de estrogenos (Dluzen et al.,
2000).

Por otra parte, en las neuronas mesencefalicas dopaminérgicas, el exceso en la
liberacion de glutamato causa muerte neuronal mediada por receptores NMDA vy el
subsecuente influjo de calcio. Sin embargo, se ha reportado que el estradiol actia como
un antagonista del receptor NMDA bloqueando la entrada de calcio a través del canal.

Los estrogenos disminuyen la actividad de la MAO, disminuyendo asi la
dopamina que se oxida y la capacidad de la MAQ para generar toxinas como producto
del catabolismo de la dopamina.

Existen evidencias de que los defectos en el funcionamiento mitocondrial juegan
un papel muy importante como mecanismos de neurodegeneracion en trastornos del
movimiento, como la enfermedad de Parkinson (Schulz y Beal, 1994). Estudios
bioquimicos postportem de cerebros de enfermos de Parkinson mostraron defectos en
enzimas que participan en los procesos de fosforilacion oxidativa. Los ganglios basales
y la substantia nigra son particularmente susceptibles a la acumulacion de deleciones en
el DNA mitocondrial dependientes de la edad, las cuales contribuyen al inicio de los
trastornos del movimiento (Schulz y Beal, 1994).

También se ha reportado un defecto en la fosforilacion oxidativa de en términos
de una reduccién en la actividad de la NADH CoQ reductasa (complejo ) en el estriado



de pacientes con la enfermedad de Parkinson (Ebadi et al., 2001). Esta reduccion de la
actividad del complejo | se encuentra en la substantia nigra pero no en otras areas del
cerebro como el globo palido o la corteza. Por lo tanto, la especificidad de la alteracién
mitocondrial puede jugar un papel importante en la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales. Este hecho esta apoyado porque la administracién de
MPTP destruye las neuronas de la substantia nigra. Aunque los niveles de CoQ10 son
normales en pacientes con enfermedad de Parkinson, la CoQ10 es capaz de atenuar la
pérdida de neuronas estriatales dopaminérgicas inducida por MPTP (Ebadi et al., 2001).

Otros estudios postmortem de la funcion de las enzimas de la cadena respiratoria
mitocondrial en pacientes con Parkinson, mostraron que existe una disminucién en la
actividad de la NADH CoQ reductasa asi como en la NADH citocromo ¢ reductasa.

Esto indica que existe un defecto especifico en la actividad del complejo I en la
substantia nigra de pacientes con Parkinson (Schapira et al., 1990; Abu-Sleiman et al.,
2006).



HIPOTESIS.

Los estrogenos son capaces de contrarrestar el dafio oxidativo y la muerte de

células dopaminérgicas nigroestriatales causadas por la exposicién cronica a bajas dosis

de ozono.

OBJETIVOS GENERALES

Determinar el tipo de alteraciones producidas en el sistema dopaminérgico

nigroestriatal causadas por la exposicién prolongada a bajas dosis de ozono durante

distintos intervalos de tiempo.

Evaluar el efecto antioxidante del 17B-estradiol sobre la neurodegeneracion

progresiva causada por la exposicion crdnica de los animales a bajas dosis de 0zono

durante distintos periodos de tiempo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

d)

Determinar el grado de estrés oxidativo mediante la cuantificacion de los niveles
de lipidos peroxidados y de la oxidacion de proteinas, en substantia nigra y
estriado de ratas expuestas a bajas dosis de 0zono, durante diferentes periodos de
tiempo.

Estudiar las alteraciones morfolOgicas causadas por estrés oxidativo en el
sistema nigroestriatal, mediante el empleo de técnicas de inmunohistoquimica.
Estudiar el efecto de la administracion de 17p-estradiol sobre las alteraciones en
la expresion de la TH causada por estrés oxidativo, tanto en substantia nigra
como en estriado de ratas expuestas a 0zono.

Dilucidar el efecto de la administracion de 17p-estradiol, sobre los cambios en la
expresion de COX-2 e iNOS, y GFAP causados por estrés oxidativo en
substantia nigra y estriado.

Estudiar el efecto del estrés oxidativo y de la administracion de 17p-estradiol
sobre los cambios en la expresion de receptores a estrogenos alfa y beta a



f)

9)

h)

medida que se establece el proceso de neurodegeneracién progresiva en
substantia nigra y estriado de ratas expuestas a 0zono.

Estudiar la relacion que existe entre la expresion de receptores a estrégenos
(ERs) con el grado de estrés oxidativo y los niveles de 17p-estradiol.

Cuantificar el grado de muerte celular mediante la expresion de citocromo c,
BCL2, BAX, en células de la substantia nigra y estriado, asi como evaluar si el
tratamiento con estrogenos protege a las neuronas de la apoptosis.

Evaluar los efectos de la administracién de 17B-estradiol sobre la alteracion de
la actividad motora, y las memorias de corto y largo plazo en ratas expuestas a

0zono.



MATERIALES Y METODOS
Animales
Se ovariectomizaron 90 ratas hembra de la cepa Wistar (250-300 g) y se dejaron
transcurrir 15 dias hasta su completa recuperacién. Se realizaron frotis vaginales para
confirmar la ovariectomia. Los animales se mantuvieron en cajas individuales de
acrilico con acceso libre de alimento y agua, y fueron divididas aleatoriamente en nueve

grupos experimentales:

Grupo N Tratamiento

1 10 Control, expuesto a aire circulante (0 ppm de 0zono)
2 10 Expuestas a 0zono durante 7 dias

3 10 Expuestas a 0zono + 17-estradiol durante 7 dias

4 10 Expuestas a 0zono durante 15 dias

5 10 Expuestas a 0zono + 17-estradiol durante 15 dias

6 10 Expuestas a 0zono durante 30 dias

7 10 Expuestas a 0zono + 17-estradiol durante 30 dias

8 10 Expuestas a 0zono durante 60 dias

9 10 Expuestas a 0zono + 17-estradiol durante 60 dias

La administracion del 17p-estradiol fue realizada inmediatamente después de
cada exposicion a ozono durante los distintos periodos de tratamiento.

La exposicion a ozono se realiz6 a una dosis de 0.25 ppm durante 4 horas diarias
durante los periodos establecidos. La dosis de 173-estradiol (25 ng/Kg i.m., utilizando
propilenglicol como vehiculo) fue elegida mediante una curva dosis-respuesta tomando
en cuenta la dosis que presento la menor peroxidacion de lipidos después de exponer los
animales a ozono.

Cada subgrupo (n=10) fue estudiado midiendo los siguientes parametros:

1) A nivel conductual:
e Actividad motora
e Memoria de corto y de largo plazo
2) A nivel bioquimico:
e Cuantificacion de lipidos peroxidados

e Niveles plasmaticos de 17p3-estradiol



3) A nivel celular:
e Pruebas inmunohistoquimicas (3-NT, TH, ERa, ERB, COX-2, iINOS, GFAP,
citocromo ¢, BCL-2 y BAX).
5) A nivel molecular:
e Western Blot para TH, BCL2, BAX

Los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas de la Guia para el Cuidado y
el Uso de Animales de Laboratorio (National Research Council, 1996).

Exposicidén a 0zono

Los animales se mantuvieron en una cdmara cerrada con un difusor conectado a un
generador de ozono de flujo variable. Se utilizé un monitor de ozono para medir la
concentracion de ozono dentro de la cdmara durante todo el experimento.

Generador de ozono. El ozono se produjo haciendo pasar una corriente de aire
proveniente de un compresor (medida y regulada por un manémetro y un flujometro),
por la parte externa de un tubo de alto voltaje al vacio que contenia dos electrodos en su
interior. El tubo esta conectado en sus extremos a una corriente eléctrica controlada por
un transformador con salida de voltaje variable. De esta manera se puede regular la
relacion aire-ozono en la camara de exposicion. Algunas moléculas del aire, al pasar por
el tubo de vidrio y dependiendo de la intensidad de la corriente, se transforman en
ozono. Existe una relacion directa, entre el voltaje y las partes por millon de ozono
generadas. Durante el tiempo de monitoreo es posible mantener los valores de
concentracion de ozono dentro de los limites adecuados.

Monitor de ozono. EI monitor marca PCl ozone and Control Systems, Inc.
Modelo LC 400, funciona comparando una muestra del gas con un gas de referencia,
que es igual al gas de la muestra pero sin ozono (referencia cero). Los dos gases pasan
alternadamente a través de una camara de muestreo, equipada en un extremo con una
lampara de vapor de mercurio con un catodo frio, cuya linea maxima es de 254 nm. La
lampara pasa luz ultravioleta a través del gas en la camara de muestreo a un diodo vacio
de telurio de cesio. Cuando hay ozono en la muestra del gas, la cantidad de luz que pasa
a traves de la cdmara de muestreo esta atenuada exponencialmente segun la ley de Beer-
Lambert.

(xlc)I=loe

Donde:



I= intensidad de la luz en la muestra con ozono

lo= intensidad de la luz a una concentracion de cero de 0zono

x= coeficiente de absorcion especifico

I=largo de la cAmara de muestra

c= concentracién de ozono en la muestra

En cada ciclo de muestra de ozono, la intensidad de la luz que pasa a través de la
camara de muestreo se mide y se determinan las intensidades. Esta informacion se
procesa en la microcomputadora y muestra la concentracion de ozono en lecturas
digitales. El error es menor a 1%. Existen dos flujdmetros independientes, uno para la
muestra de gas y otro para la referencia.
Exposicion a aire
La misma camara de exposicion a ozono se utilizé para el tratamiento del grupo control,
usando un flujo de aire libre de ozono.
Actividad motora
Una vez finalizada la exposiciéon a ozono, los animales se devolvieron a sus cajas de
alojamiento. Dos horas después, se midio la actividad motora de cada animal en cada
uno de los grupos. Cada caja se situd en una placa sensible a la locomocion, mientras el
animal permanecia dentro de dicha caja. La actividad motora se midi6 utilizando un
monitor electrénico de actividad (EAM; Stoelting Co., Word Dale, IL, USA), el cual
contiene un mecanismo sensor electronico. Diez minutos después de haber situado la
caja sobre la placa (de esta manera, se permitia al animal adaptarse a la nueva ubicacién
de la caja), se midid la actividad motora durante 10 minutos. Esta cuantificacion se llevo
a cabo en los diez animales de cada grupo.
Memoria de corto y largo plazo
Dos horas después de la pentltima exposicion a 0zono, los animales se entrenaron en un
paradigma de evitacion pasiva para medir la memoria de corto y largo plazo.

El entrenamiento se realizd en una camara de condicionamiento con un
compartimiento de seguridad y otro de castigo (cada uno con unas dimensiones de 30
cm de largo, 30 cm de ancho y 30 cm de alto), separados por una puerta corrediza tipo
guillotina. El piso del compartimiento de seguridad consistié en una reja de barras de
aluminio de 0.5 cm de diametro separadas por una distancia de 1.5 cm. Las paredes
laterales y el piso del compartimiento de castigo fueron hechas de placas de acero
inoxidable. El piso estaba conectado a la salida de un generador de pulso (Modelo S48,
Grass) mediante una unidad de corriente constante (Modelo CCUL, Grass). El



generador de pulso estuvo programado para transmitir un tren de 5 segundos de pulsos
rectangulares repetitivos de con una duracion de 5 ms por pulso, a una frecuencia de 50
Hz y una intensidad de 3 mA. Las latencias se midieron manualmente con ayuda de un
cronometro.

Cada animal se coloco inicialmente en el compartimiento de seguridad. Diez
segundos después, la compuerta corrediza se levantd y se midié el tiempo que el animal
tomo para cruzar al compartimiento de castigo (latencia de adquisicion). Si el animal no
cruzaba al otro compartimiento en un periodo de 100 segundos, se dejaba fuera del
experimento. Una vez que el animal colocaba sus 4 patas dentro del compartimiento de
castigo, la puerta corrediza se cerraba y se aplicé un pulso de corriente. Posteriormente
se abri6 la puerta y se midié el tiempo que el animal tomo en cruzar nuevamente al
compartimiento de seguridad (latencia de escape). El animal permanecia 30 segundos en
ese compartimiento antes de ser devuelto a su caja de alojamiento. Para medir la
memoria de corto plazo, 10 minutos después del entrenamiento, el animal se coloco
nuevamente en el compartimiento de seguridad durante 10 segundos. La puerta
corrediza se abrid y se midié el tiempo en que el animal cruzaba al compartimiento de
castigo. La sesion terminaba una vez que el animal cruzaba al compartimiento de
castigo o permanecia en el de seguridad durante un periodo de 600 segundos como
maximo (criterio de retencion).

La memoria de largo plazo se realizd de la misma manera descrita anteriormente pero
se midié la retencion 24 horas después. Después de haber finalizado el Gltimo registro
conductual, se procedié a sacrificar a los animales para llevar a cabo los analisis

correspondientes a las pruebas bioquimicas, moleculares e inmunohistoquimicas.

Peroxidacion de lipidos

Se seleccionaron aleatoriamente 6 animales de cada grupo para sacrificarse por
decapitacion. Las areas correspondientes a la substantia nigra y al estriado se extrajeron
en una placa de hielo y se pesaron inmediatamente. Cada muestra de tejido se
homogeniz6 en PBS 1:10 y se almacené a -70°C hasta el dia de la cuantificacion de
lipidos peroxidados. Los homogenados de cada muestra se centrifugaron para desechar
el sobrenadante. La peroxidaciéon de lipidos se midié usando un kit LPO K-Assay
(Kamiya Biomedical Co.), que emplea oxidasa ascérbica, lipasa de lipoproteina,
cromdgeno, amortiguador y hemoglobina. En presencia de hemoglobina, los



hidroperéxidos de lipidos se reducen a derivados hidroxilo, y el cromogeno 10-N-
metilcarbamoil-3,7-dimetilamino-10-H-fenotiazin (MCDP) se oxida y se fragmenta para
formar azul de metileno en una reaccion molar equivalente. Los niveles de lipidos
peroxidados se cuantificaron por colorimetria, midiendo el azul de metileno a una
longitud de onda de 675 nm. Se elabord una curva de calibracion de dos puntos usando
un blanco salino (0 nmol/ml) y un estandar de hidropeptidasa de cumeno (50 nmol/ml)
contenido en el kit.

Los resultados del ensayo de lipoperoxidacion se calcularon utilizando la

siguiente ecuacién, cuyo rango linear para este ensayo esté entre 2.0 y 300 nmol/ml:

LPO [nmol ]: [(ES- E,) X 50.0}

ml Eqa- Ep

Donde E; es la absorbencia de la muestra; E;, es la absorbancia del blanco; y Egq
es la absorbencia de 50 nmol/ml del estandar.
Pruebas histoldgicas e inmunohistoquimicas.
Cuatro animales de cada grupo se perfundieron por via aortica para luego extraer sus
cerebros v fijarlos (formalina 4%) durante 24 horas. Después de este procedimiento, los
cerebros se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones sagitales de 5 micras de
grosor y se montaron en un portaobjeto previamente tratado con poli-L-lisina.
Posteriormente se procesaron con las técnicas histologica de Luxol fast blue, e

inmunohistoquimica.

Luxol Fast Blue
La técnica de Luxol Fast Blue se usa para secciones de cerebro embebidas en parafina, y
las lipoproteinas ahi contenidas son las responsables de la tincion. EI mecanismo es el
de una reaccion acido-base con formacion de sales, porque la base de la lipoproteina
remplaza la base del tinte. El resultado final es que las fibras de mielina se tifien de un
tono de azul a azul verdoso, mientras que los cuerpos celulares se tifien de rosa a
violeta.

Esta técnica se utilizd para distinguir neuronas, pues las células gliales no se
tifien de azul con este marcaje.

Inmunohistoquimica.



Después de desparafinar los cortes sagitales de cada cerebro, se procedio a deshidratar
los tejidos en alcoholes graduales empezando por el de 70% durante 5 minutos cada
uno. Posteriormente, se lavaron con agua bidestilada y se aplico el recuperador de
antigenos (Reveal Biocare Med, 10x) en una olla de presion (decloacking chamber,
Biocare Medical) durante 20 minutos. Se dejaron enfriar los cortes y después se lavaron
con agua destilada. Una vez finalizado este procedimiento se aplicé el bloqueador de
peroxidasas (Scytek) durante 10 minutos. Se aplicaron los anticuerpos primarios
(enlistados al final de este apartado), y se dejaron incubando a una temperatura de 4°C
durante toda la noche. A continuacion se lavaron tres veces los cortes en intervalos de 5
minutos para posteriormente aplicar el anticuerpo biotinilado (biotinylated anticuerpo,
Scytek) dejando incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de tres
lavados con PBS (Buffer de fosfatos) similares al paso anterior, se aplicé el anticuerpo
HRP (Scytek) durante 30 minutos también a temperatura ambiente y se volvieron a
enjuagar los cortes. Finalmente, se aplicé el cromogeno DAB (Biocare Medical) durante
5 minutos, se enjuagd y se contratifieron los cortes con hematoxilina.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:
e TH (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).
e iNOS (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).
e 3-NT (anticuerpo policlonal de conejo, 1:100, Upstate, USA)
e ERa (anticuerpo policlonal de conejo, 1:300, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).
e ERp (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Biocare).
e Citocromo c (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).
e COX-2 (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).
e BCL-2 (anticuerpo policlonal de conejo, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).
e BAX (anticuerpo policlonal de conejo , 1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

Inmunoensayo para 178-estradiol



Este inmunoensayo fue realizado por duplicado utilizando un kit E2 EASIA (KAQ0621,
Biosource Internacional Inc, CA, USA). Una vez finalizados los tratamientos, 6
animales de cada grupo se sacrificaron por decapitacion y se tomé 1 ml de sangre de
cada uno. Inmediatamente después las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 3000
g para separar el plasma y almacenarlo a -70°C hasta realizar el ensayo.

Se colocaron 50 pl de estandar o muestra en una microplaca de ensayo. Se
adicionaron 50 pl del conjugado estradiol-HRP y posteriormente otros 50 pl de anti-
estradiol. El principio de este inmunoensayo consiste en que una cantidad fija de
estradiol marcado con peroxidasa de rabano (HRP) compite por un nimero limitado de
sitios de union a un anticuerpo especifico, con el estradiol no marcado de los estandares
o de las muestras. EI complejo estradiol-HRP- anticuerpo se fija simultdneamente a las
paredes de la placa de ensayo revestida con un exceso de gammaglobulinas anti-conejo.

Después de dos horas de incubacion a temperatura ambiente sobre un agitador
horizontal (700 + 100 rpm), la placa se lavé por aspiracion del contenido de cada pozo,
para detener la reaccion de competencia.

Se agregaron 200 pl de la solucion sustrato (tetrametilbenzidina (TMB)- H,0,)
para luego incubarse en agitacién por 30 minutos protegiendo de la luz directa. La
reaccion se detuvo agregando 50 ul de H,SO, y se midié la absorbencia a una longitud
de onda de 450 nm. La cantidad de sustrato unido es inversamente proporcional a la
concentracion de estradiol en la muestra. Se grafic6 una curva estandar y la
concentracion de estradiol (dada en pg/ml) en las muestras fue determinada por

interpolacion con la curva estandar, utilizando la siguiente ecuacion:

DO (estandar o muestra) x 100
DO (estandar cero)

B/Bo x 100 =

Donde DO es la densidad Optica, B/Bo x 100 es un valor estandar proporcionado
previamente por el kit de acuerdo con las concentraciones de estradiol en pg/ml.
Western blot.

Se homogenizo toda la subtantia nigra en buffer de extraccion [50 mM Tris-HCI (pH
7.5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% Nonidet p-40, e inhibidores de proteasas
(CALBIOCHEM, cat No 539131)]. Posteriormente los homogenados se sonicaron
brevemente y se centrifugaron a 7000 g durante 10 minutos a 4°C. La concentracion de
proteinas de cada muestra fue determinada usando electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida. Las proteinas fueron transferidas del gel a una membrana de PVDF



Immobilon-P, Millipore cat No IPVH15150) durante 2 horas a 4°C. Las membranas
fueron incubadas con amortiguador (1LDPBS, 1 ml Tween 20, 2 g leche en polvo) en
amortiguador blogueador durante toda la noche. Las membranas fueron incubadas con
el anticuerpo correspondiente (véase la lista mas abajo), toda la noche. Posteriormente
se lavaron las membranas con tres cambios de buffer (1L DPBS, 1 ml Tween 20) e
incubadas con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
bandas de las proteinas especificas se detectaron con un kit (Pierce biotechnology, Inc,
IL, USA).

Los anticuerpos utilizados para la cuantificacion por western blot fueron los
siguientes:

e TH (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, CA,

USA).

e ERSs (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

e COX-2 (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

e BCL-2 (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

e BAX (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

e Citocromo c (anticuerpo policlonal de conejo, 1:5000, Cell Signaling, Boston,
MA, USA).

Cuantificacion de células inmunoreactivas

Una vez realizada la inmunohistoquimica correspondiente, se tomaron microfotografias
de substantia nigra parte compacta con una camara (Evolution VF Color, Media
Cybernetics), conectada a un microscopio (Olympus BX41, Inc.) utilizando el objetivo
de 40X. Cada campo equivale a 30,000 pm?. Se analizaron 12 campos de 4 animales
por cada tratamiento contando tanto el nimero de células totales como el de células
positivas a cada anticuerpo. Los indices de inmunoreactividad fueron calculados con el
cociente del nimero de células inmunoreactivas a cada anticuerpo sobre el de células
totales, pues era necesario descartar que los cambios en inmunoreactividad se debieran a

una pérdida de células mas que a una falta de marcaje.



El grado de inmunoreactividad a 3-NT se cuantifico en ndmero de pixeles de
tonos café (correspondientes al cromogeno utilizado), mediante el programa Adobe
Photoshop version CS2. Esta medida se utilizd debido al tipo de tincion extracelular
generado de la inmunohistoquimica, el cual dificultaba el conteo de células por
tratamiento.

Anélisis Estadisticos
Una vez obtenidos los resultados de cada experimento se sometieron a las pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas para determinar el tipo de analisis estadistico
mas conveniente.

Cuando los datos presentaron una distribucion normal y una varicion
homogénea, se procedid a aplicar un analisis de varianza (ANOVA) de una via para
comparar todos los grupos. La prueba de Scheffe fue realizada para localizar las
diferencias entre grupos. El nivel de significancia considerado fue de p<0.05 en ambas
pruebas.

Cuando los datos no presentaron una distribucion normal, ni una homogeneidad
de varianza, se procedié a aplicar la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis (un
equivalente no paramétrico del ANOVA), para encontrar diferencias entre tratamientos
y posteriormente una prueba U de Mann Whitney para determinar entre qué grupos
existieron las diferencias. La prueba de Kruskall Wallis fue utilizada dado que nuestros
experimentos utilizamos un disefio no balanceado.

En los casos donde se aplicaron pruebas de tipo paramétricas, las graficas
muestran las medias, mientras que los datos analizados con pruebas no paramétricas se

graficaron con medianas.



RESULTADOS

I. Marcadores de estrés oxidativo

I-1. Substantia nigra

I-1.1. Peroxidacion de lipidos

La exposicion a ozono indujo un aumento gradual de lipidos peroxidados en la
substantia nigra, el cual fue méaximo a los 60 dias de exposicion. El anélisis de varianza
(ANOVA, F=0.03) revelé diferencias significativas. Cuando los grupos fueron
comparados usando la prueba de comparaciones multiples de Scheffe, se encontraron
diferencias significativas entre todos los grupos (7 dias, p=0.04; 15 dias, p=0.03; 30
dias, p=0.003; 60 dias, p=0.001), comparados con el control. Sin embargo, la
administracion de 17p-estradiol fue capaz de contrarrestar este incremento en la
peroxidacion de lipidos producida por el ozono en el grupo tratado durante 60 dias,
donde el nivel maximo de peroxidacion de lipidos encontrado en los grupos expuestos a
ozono disminuyd significativamente por la administracion de estrégenos (p=0.001)
(figura 1).
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Figura 1. Efecto de la administracion de 17B-estradiol sobre los niveles de peroxidacion de
lipidos en substantia nigra después de la exposicidn a ozono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05
ozono vs. 17p-estradiol) Medias = DE.

I-1.2.- Nitracion de proteinas



Los resultados muestran que existe un incremento significativo en la cantidad de las
proteinas nitradas en relacion al tiempo de exposicion a ozono (ANOVA, F=0.02). El
analisis por medio de una prueba de comparaciones multiples de Scheffe, indicé que
este incremento es significativo en los grupos expuestos a 0zono comparado con los
controles (p<0.05). Este aumento se hizo evidente desde los 7 dias (p=0.04), y avanzé
progresivamente (15 dias, p<0.003, 30 dias, p=0.05) hasta alcanzar un maximo a los 60
dias de exposicion a ozono (p=0.01). De igual manera, los grupos tratados con 17f-
estradiol presentaron este aumento gradual en la inmunoreactividad a 3-NT a los 7
(p=0.03), 15 (p=0.03) y 30 (p=0.004) dias con respecto al control. Sin embargo, la
administracion de la hormona causé una disminucion significativa en la oxidacion de
proteinas a los 60 dias (p=0.002), comparada con el grupo expuesto a ozono durante el

mismo tiempo (ver figura 2). Dias de exposicion a 0zono
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Figura 2. Efectos de la administracion de 17p3-estradiol sobre los niveles de expresion de 3-
NT en substantia nigra de ratas expuestas a ozono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono
vs. 17B-estradiol) Medias + DE.

El anélisis de la inmunohistoquimica de 3-NT en substantia nigra medida en pixeles, en
todos los tratamientos se muestra en la figura 3. Como puede observarse, los niveles de
inmunoreactividad se incrementaron progresivamente conforme avanzaba la exposicion
a ozono. A los 7 dias de ozono, el incremento en la inmunoreactividad fue notorio y se
presento principalmente en el citoplasma de las células y también en el neuropilo. Estos
cambios se presentaron a los 15 y 30 dias de ozono, y estuvieron acompafados de una
concentracion de la inmunoreactividad a nivel extracelular hasta los 60 dias, donde el

marcaje fue casi exclusivo de este tipo.



Figura 3. Efecto de la administracion de 17p-estradiol sobre la
expresion de 3-NT (en pixeles) en los grupos expuestos a 0zono en
substantia nigra. A. Control, 40x. B. Control (100x). Aumentos de
40x (C-J). C. Ozono 7 dias. D. Ozono+17p-estradiol 7 dias. E. Ozono
15 dias. F. Ozono+17B-estradiol 15 dias. G. Ozono 30 dias. H.
Ozono+17p-estradiol 30dias. I. Ozono 60 dias. J. Ozono+17pB-
estradiol 60 dias.

En el tratamiento con 17B-estradiol a los 60 dias disminuyé la inmunoreactividad a 3-
NT comparada con el grupo expuesto a ozono (figura 3, paneles 1 y J).

I-1.3. Expresion de iNOS

Los resultados mostraron cambios significativos del nimero de células positivas a INOS
en los diferentes grupos (ANOVA, F=0.02). El andlisis con la prueba de Scheffe revelo

un aumento en las células positivas a iINOS en los grupos tratados con ozono desde los 7



(p=0.04), 15 (p=0.03), 30 (p=0.004) hasta los 60 dias (p=0.02), comparados con el
control. El grupo tratado con 17p-Estradiol durante 60 dias presentd una disminucion
del nimero de células positivas a iINOS, comparado con su analogo, expuesto a 0zono

durante el mismo tiempo (ver figura 4).
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Figura 4. Efecto de la administracion de 17(3-estradiol sobre el nimero de células positivas a
iNOS en substantia nigra de ratas expuestas a 0zono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono
vs. 17p-estradiol) Medias + DE.

Ademas, las neuronas positivas a iINOS del grupo expuesto a ozono durante 60 dias
presentaron alteraciones de la morfologia celular (edema), mientras que el tratamiento
con hormona durante el mismo tiempo mostrd que el tamafio de las células fue mucho

mas parecido a las del grupo control (figura 5).
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Figura 5. Micrografias de células inmunoreactivas a iINOS en substantia
nigra. A. Control, B. Control 100x. Los cuadros (C-J) muestran un aumento
de 40x. C. Ozono 7 dias. D. Ozono+17p-estradiol 7 dias. E. Ozono 15 dias.
F. Ozono+17p-estradiol 15dias. G. Ozono 30 dias. H. Ozono+17p-estradiol
30dias. I. Ozono 60 dias. J. Ozono+17B-estradiol 60 dias. Las barras
representan 20um.

I-2.- Estriado

I-2.1. Peroxidacion de lipidos

Los resultados obtenidos muestran que en estriado, los niveles de lipidos peroxidados
presentaron diferencias entre los distintos grupos (ANOVA, F=0.005). La prueba de
Scheffe reveld un aumento significativo en los niveles de lipidos peroxidados desde los
30 (p<0.05) hasta los 60 dias (p<0.004) de exposicion a ozono. Los grupos expuestos al
gas durante los primeros 7 y 15 dias no presentaron un aumento estadisticamente

significativo con respecto al control (Figura 6).



El efecto del 17p-Estradiol contrarrestd el aumento en los niveles de los lipidos
peroxidados por 0zono, este efecto fue significativo desde los 30 (p<0.05) y se mantuvo

a los 60 dias (p<0.05) en comparacion con el control.
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Figura 6. Efectos de la administracion de 17B-estradiol en estriado después de la
exposicion a ozono sobre los niveles de peroxidacion de lipidos. (*p<0.5 vs. control;

**p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol) Medias + DE.

I-2.2. Nitracion de proteinas

El grado de inmunoreactividad a 3-NT en estriado presentd un aumento en los grupos
con ozono comparados con el control. Estas diferencias fueron significativas con la
prueba de ANOVA (F=0.01) (figura 7). Este incremento fue gradual, con la prueba de
Scheffe se encuentran diferencias estadisticas desde los 15 (p=0.004), 30 dias
(p=0.003), con un maximo a los 60 dias, cuando se compararon con el control. La
administracion de 17p-Estradiol causé un efecto similar en el aumento de la
inmunoreactividad a 3-NT a los 15 dias (p<0.005). Sin embargo, a los 30 (p=0.04) y 60
dias (p=0.02), el nimero de células disminuyd significativamente en los grupos tratados

con 17B-Estradiol con respecto a sus andlogos expuestos tnicamente a ozono (figura 7).
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Figura 7. Efectos de la administracion de 17B-estradiol en estriado después de la exposicion a
ozono sobre los niveles de inmunoreactividad a 3-NT en estriado. (*p<0.5 vs. control;
**p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol) Medias + DE.

Los resultados de la inmunohistoquimica de 3-NT en estriado medidos en
pixeles, muestran que los tratamientos de 7 dias, tanto de ozono solo (figura 8, C) como
con hormona (D), no presentaron diferencias con respecto a los controles (A, B). Los
niveles de inmunoreactividad se incrementaron en los grupos de ozono a partir de los 15
(E), 30 (G) hasta los 60 dias (I), donde la inmunoreactividad no se concentra alrededor
de las células, sino que se marca en forma de pequefios granulos en sitios extracelulares.

Como se observa en la figura 8, el grupo tratado con 17p-estradiol durante 15
dias, presentdé un nivel de inmunoreactividad a 3-NT muy similar al de su analogo
tratado Unicamente con ozono. Sin embargo, los grupos a los que se les administro 173-
estradiol durante 30 (H) y 60 dias (J), presentaron un grado menor de marcas positivas a

3-NT, comparados con sus respectivos grupos expuestos a 0zono.




Figura 8. Efecto de la administracion de 17p-estradiol en estriado sobre
la expresion de 3-NT causada por exposicion a ozono. A. Control, 40x,
B. Control (100x). Magnificacion de 40x (C-J). C. Ozono 7 dias. D.
Ozono+17p-estradiol 7dias. E. Ozono 15 dias. F. Ozono+17p3-estradiol
15dias. G. Ozono 30 dias. H. Ozono+17pB-estradiol 30dias. 1. Ozono 60
dias. J. Ozono+17p-estradiol 60 dias.

1-2.3. Expresion de iNOS

La expresion de iNOS en el estriado, presentd un aumento significativo (ANOVA,
F=0.03). La cuantificacion del numero de células positivas a esta enzima fue
significativa con la prueba de Scheffe en los tratamientos con ozono a los 30 (p=0.002)
y 60 (p=0.001) dias con respecto al control. El grupo tratado con 17p-estradiol durante
60 dias fue el dnico que presentd una disminucion de iINOS (p=0.001) cuando se

compara con su analogo tratado solo con ozono (figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administracion de 17p-estradiol sobre el nimero de células positivas a
iNOS en estriado de ratas expuestas a 0zono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-
estradiol) Medias + DE.

La inmunohistoquimica contra iINOS muestra un incremento en la inmunoreactividad en
las células de los tratamientos expuestos a ozono. Esta inmunoreactividad se encuentra
distribuida uniformemente en el citoplasma de las células marcadas. En el tratamiento
de 60 dias de exposicion a ozono las células se muestran mas edematizadas. El

tratamiento con 17B-estradiol durante 60 dias disminuy6 el grado de inmunoreactividad

aiNOS.




Figura 10. Efecto de la administracion de 17B-estradiol en el incremento en la
expresion de iINOS causada por exposicion a ozono en estriado. A. Control
(40x), B. Control (100x). Magnificacion de 40x (C-F). C. Ozono 30 dias. D.
Ozono+17p-estradiol 30dias. E. Ozono 60 dias. F. Ozono+17p-estradiol 60dias.
Las barras representan 20um.

I1. Cuantificacién de neuronas dopaminérgicas y expresion de TH

La exposicion a ozono produjo una pérdida progresiva de las células totales y de las
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra (ANOVA, F=0.005). ElI aumento del
estrés oxidativo producido por exposicion a ozono (indicado por los altos niveles de
lipidos peroxidados y proteinas oxidadas), presentd una relacion con la péerdida de las
células totales. Con la prueba de Scheffe se detectaron diferencias significativas con
respecto al control desde los 15 dias de exposicién a ozono (p=0.02), y continua a los 30
(p=0.003) y 60 dias (p=0.003).
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Figura 11. Efectos del ozono (Barras negras) y de la administracion
de 17p-estradiol después de la exposicion a ozono (Barras blancas)
sobre el nimero de células totales en substantia nigra. (*p<0.05 vs.
control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol). Medias + DE.
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Figura 12. Efectos del ozono y de la administracion de 17B-estradiol
después de la exposicion a ozono sobre el nimero de células
inmunoreactivas a TH en substantia nigra. (*p<0.05 vs. control;
**p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol). Medias + DE.

El tratamiento con 17B-estradiol logrd contrarrestar esta disminucion en las células
totales a los 60 dias de administracion (p=0.003) (figura 11).

Las neuronas dopaminérgicas que expresaron tirosina hidroxilasa también
presentaron una disminucion progresiva en todos los grupos de ozono comparados con
el control (7 dias, p=0.005; 15 dias, p=0.004; 30 dias, p=0.005; 60 dias, p=0.002)
(figura 12).

Como puede observarse en la figura 9, la maxima disminucién neuronal se
presentd en el grupo expuesto a ozono durante 60 dias, sin embargo, este efecto fue
contrarrestado con el tratamiento crénico con 17B-estradiol durante el mismo periodo de
tiempo (p=0.001). Los demas grupos tratados con la hormona no presentaron
diferencias significativas en el nimero de neuronas dopaminérgicas con respecto a sus
grupos analogos expuestos Unicamente a 0zono.

Para determinar el efecto del 17(3-estradiol sobre los niveles de expresion de la
TH, se realizo la técnica de Western blot (figura 13A), y los resultados se analizaron
con un ANOVA (F=0.02). La prueba de Scheffe indicé una disminucién significativa
en la expresion de la enzima limitante en la sintesis de dopamina en los grupos
expuestos a ozono, comparados con los niveles controles (7 dias, p=0.01; 15 dias,
p=0.03; 30 dias, p=0.002; 60 dias, p=0.001) (figura 13B).

No se encontraron diferencias en los tratamientos con 0zono con respecto a los

tratados con 17B-estradiol, con excepcion de los 60 dias (p=0.005) (figura 13B).



Ay 2 3 4 5 6 7 8 9
B 250 Il Ozono
—1 Ozono + 17B-estradiol
*
T 200 . 7
l_ * *
3L 150 T * x
%)
&)
D 100
=
Z 50
0
7 15 30 60
Dias de exposicién aozono

Figura 13. (A). Niveles de TH en substantia nigra de ratas expuestas a ozono. 1.
Control, 2. Ozono 7dias, 3.0zono+17p-estradiol 7 dias, 4. Ozono 15 dias, 5.
Ozono+17p-estradiol 15 dias, 6. Ozono 30 dias, 7. Ozono+17p-estradiol 30 dias, 8.
Ozono 60 dias, 9. Oz+17p-estradiol 60 dias. (B). Efectos del 17p-estradiol sobre los
niveles de TH. (*p<0.5 vs. control; **p<0.05 ozono vs. estradiol). Medias + DE.

La exposicion a ozono produjo una disminucion en la expresion de TH, y también
causo alteraciones morfologicas en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra.
En el grupo expuesto 30 dias, el ozono ocasion6 un edema celular acompafiado de una
pérdida de procesos neuronales. Aunque las células del grupo de 17pB-estradiol tratado
durante 30 dias no presentaron esta edematizacion, también se encontrd una

disminucion de los procesos (ver panel G y H, figura 14).



El tratamiento con 17p3-Estradiol durante 60 dias revirtio el dafio causado por la

exposicion a 0zono, como se observa en la figura 14 (J).

"y . w &
i “'H
=, e - o -
= AW e WA

Figura 14. Micrografias de células inmunoreactivas a TH en substantia nigra. A. Control, 4x, El
rectdngulo indica el area mostrada a 40x B. Control 40x. Magnificacion de 40x (B-J). C. Ozono 7 dias.
D. Ozono+17p-estradiol 7dias. E. Ozono 15 dias. F. Ozono+17p-estradiol 15dias. G. Ozono 30 dias. H.
Ozono+17p-estradiol 30dias. I. Ozono 60 dias. J. Ozono+17p-estradiol 60 dias. Las barras representan
50pm.



I11.- Receptores a estrogenos alfa (ERa) y beta (ERp)

I11-1. Substantia nigra

El nimero de células positivas a ERa presentd cambios en los diferentes tratamientos
comparados con el control (ANOVA, F=0.004) (figura 15). Con la prueba de Scheffe,
podemos notar un incremento significativo en el nimero de células positivas a ERa
desde los 30 (p=0.002) a los 60 dias de ozono (p=0.003). EI tratamiento con estradiol
presentd un aumento significativo comparado con los grupos de ozono a los 30
(p=0.004) y a los 60 dias (p=0.005) (figura 15).
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Figura 15. Efecto del 17p-estradiol sobre la expresion de ERa en ratas expuestas a 0zono (Os) en
substantia nigra. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B3-estradiol). Medias + DE.

Las celulas positivas a ERp presentaron diferencias significativas entre grupos
(ANOVA, F=0.03). Con la prueba de Scheffe, los grupos de 15 (p<0.005) y 30
(p=0.002) dias de ozono fueron significativamente menores comparados con el control,
pero los 60 dias no difieren del control (figura 16).

El tratamiento con estradiol present6 diferencias significativas en el nimero de células
marcadas con ERp en los tratamientos de 30 (p=0.004) y 60 dias (p=0.005).
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Figura 16. Efecto del 17B-estradiol sobre la expresion de ERp en ratas expuestas a 0zono (Os)
en substantia nigra. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol). Medias = DE.

111-2. Estriado

En estriado, el indice de células positivas a los receptores a estrégenos ERa
cuantificadas por inmunohistoquimica presentaron diferencias significativas entre
grupos (ANOVA, F=0.01). Con la prueba de Scheffe se detectdé un aumento
significativo de ERa a los 30 dias de ozono (p<0.005) comparado con el control. Los
grupos tratados con 17B-estradiol presentaron diferencias significativas a los 30

(p<0.005) y 60 dias (p<0.05), comparados igualmente con el control (figura 17).
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Figura 17. Niveles de ERa cuantificados por inmunohistoquimica en estriado de ratas con 17(3-
estradiol después de cada exposicion a ozono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B3-
estradiol).

El indice de células inmunoreactivas a ERp mostraron diferencias significativas
entre grupos (ANOVA, F=0.002). Con la prueba de Scheffe se detecté un aumento a los
30 (p=0.002) y 60 dias de ozono (p=0.003) con respecto al control, y un maximo de

expresion a los 60 dias del tratamiento con 173-estradiol (figura 18).



Cuando comparamos el grupo de ozono de 60 dias con su analogo tratado con

hormona, encontramos diferencias significativas (p=0.001).
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Figura 18. Indice de células positivas a ERB cuantificados por inmunohistoquimica en
estriado de ratas con 17p-estradiol después de cada exposicion a ozono. Medias + DE.
(*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

La cuantificacion por Western blot de los niveles de ERa en estriado mostro
diferencias entre los diferentes tratamientos (ANOVA, F=0.001). El andlisis con la
prueba de comparaciones multiples de Scheffe indicé un incremento a los 30 (p=0.03) y
60 (p=0.004) dias de exposicion a ozono, comparados con el control. Este aumento no
se presento en los tratamientos con 17B-estradiol. La disminucién en la expresion de
ERa resultd estadisticamente significativa en los grupos de ozono de 30 (p<0.05) y 60

dias (p=0.004) con respecto a los tratados con hormona (figura 19).
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Figura 19. Niveles de ERa cuantificados por Western blot en estriado de ratas con
17B-estradiol después de cada exposicién a ozono. Medias = De. (*p<0.05 vs.
control; **p<0.005 ozono vs. 17B-estradiol). 1. Control, 2. O3 7d, 3.03+ E; 7d, 4. O
15d, 5. Os+ E; 15d, 6. O3 30d, 7. Os+ E; 30d, 8. O3 60d, 9. Os+ E, 60d.



IV Expresion de la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP)

IV-1. Substantia nigra

La cuantificacion de astrocitos por inmunohistoquimica contra GFAP mostrd
diferencias entre los tratamientos (ANOVA, F=0.03). La prueba de Scheffe reveld un
incremento del nimero de células que fue significativo a los 15 dias (p=0.02) de
exposicion a 0zono, y una disminucion a los 60 dias (p=0.004), con respecto al control.
No se presentaron diferencias significativas en los grupos tratados con estrogenos
(figura 20).
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Figura 20. Efectos de la administracion de 17B-estradiol sobre el ndmero de células
positivas a GFAP en substantia nigra. (*p<0.05 vs. control). Medias + DE.

El tratamiento con 17p-estradiol en la substantia nigra mostré cambios en el nimero
de astrocitos en los distintos tratamientos (ANOVA, F=0.03). El andlisis con la prueba
de comparaciones multiples de Scheffe detect6 un aumento en la inmunoreactividad
GFAP a los 15 dias del tratamiento con ozono (p=0.001) y con la hormona, con respecto
al control. El grupo de 60 dias de ozono presentd una disminucion en el marcaje de
astrocitos (p<0.05), al igual que los tratamientos con estradiol durante los mismos
periodos. No se encontraron diferencias entre los grupos tratados con ozono y sus

analogos tratados con 17p-estradiol (figura 21).




Figura 21. Micrografias de células inmunoreactivas a GFAP en substantia
nigra. A. Control 40x, B. Control 100x. Los cuadros (C-J) muestran un aumento
de 40x. B. Control. C. Ozono 7 dias. D. Ozono+17p-estradiol 7dias. E. Ozono
15 dias. F. Ozono+17pB-estradiol 15dias. G. Ozono 30 dias. H. Ozono+17p-
estradiol 30dias. I. Ozono 60 dias. J. Ozono+17p-estradiol 60 dias. Las barras
representan 20um.

IV-2. Estriado
En estriado se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos

(ANOVA, F=0.01). La prueba de Scheffe revel6 un aumento significativo de astrocitos
a los 15 dias (p<0.005), comparado con el control. Una disminucioén se hizo evidente sin



diferencias entre los grupos tratados con la hormona a los 30 (p<0.004) y 60 dias
(p=0.003) (figura 22). No se encontraron diferencias entre los grupos de ozono y los que

fueron tratados con 17pB-estradiol.
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Figura 22. Efectos de la administracion de 17B-estradiol sobre el nimero de células
positivas a GFAP en estriado de ratas expuestas a ozono (*p<0.05 vs. control).
Medias + DE.




Figura 23. Micrografias de células inmunoreactivas a GFAP en estriado. A. Control,
100x. Los cuadros (B-J) muestran un aumento de 40x. B. Control. C. Ozono 7 dias. D.
Ozono+17pB-estradiol 7dias. E. Ozono 15 dias. F. Ozono+17pB-estradiol 15dias. G.
Ozono 30 dias. H. Ozono+17p-estradiol 30dias. 1. Ozono 60 dias. J. Ozono+17f3-
estradiol 60 dias. Las barras de calibracion representan 20um.

V. Marcadores de muerte celular

V-1. Substantia nigra

V-1.1 Citocromo ¢

Para evaluar el grado de muerte celular, se realizaron conteos celulares de las pruebas
inmunohistoquimicas contra citocromo c y las proteinas BCL-2 y BAX.

Los resultados presentaron diferencias significativas en el ndmero de células
inmunoreactivas a citocromo ¢ en substantia nigra (ANOVA, F=0.005). La prueba de
Scheffe mostrd que las células positivas a citocromo ¢ aumentan en los tratamientos con

ozono, a medida que transcurre el tiempo. Sin embargo, este aumento fue significativo a



los 15 dias (p<0.05), 30 (p<0.005) y continud hasta ser maximo a los 60 dias (p=0.001)
(figura 24).

El tratamiento con 17B-estradiol presentd diferencias estadisticas significativas a
los 15 (p=0.002) y a los 30 dias (p=0.001) con respecto al control.

Los grupos de 7, 15 y 30 dias tratados con 17pB-estradiol, no presentaron
diferencias significativas con sus analogos tratados con ozono. No obstante, el
tratamiento con 17B-estradiol durante 60 dias, fue el Unico que logrd disminuir el
incremento en la expresion de citocromo ¢ causado por la exposicidn crénica a 0zono
(p=0.001).
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Figura 24. Efecto de la administracion de estrogenos sobre el nimero de células positivas a
citocromo ¢ en substantia nigra de ratas expuestas a ozono. Medias + DE. (*p<0.05 vs.
control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

V-1.2. BCL-2 y BAX

Los resultados de la inmunoreactividad a BCL-2 en la substantia nigra presentaron
diferencias significativas entre grupos (ANOVA, F=0.002) El andlisis con la prueba de
Scheffe revel6 que los tratamientos de 7, 15 y 30 dias, no presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo control. No obstante, el grupo de 60 dias de ozono,
manifestd una disminucion significativa con respecto al control (p<0.005); esta
diferencia fue contrarrestada por la administracion de estrégenos durante el mismo

periodo de tiempo (p<0.005) (figura 25).
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Figura 25. Efecto de la administracion de estrégenos sobre la expresion de BCL-
2 en substantia nigra de ratas expuestas a 0ozono. Medias = DE. (*p<0.05 vs.
control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

Los efectos de la exposicion a ozono sobre la inmunoreactividad a BAX en la
substantia nigra, indicaron un aumento en los grupos de 30 (p=0.004) y 60 dias (0.003).
Los tratamientos con 17pB-estradiol de 7, 15, 30 y 60 dias no presentaron diferencias
significativas con respecto al control. Se encontraron diferencias entre el grupo con

ozono de 60 dias y su analogo tratado con 17p3-estradiol (p=0.003) (figura 26).
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Figura 26. Efecto de la administracion de estrdgenos sobre la inmunoreactividad a
BAX en ratas expuestas a 0zono en substantia nigra. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05
ozono vs. 17B-estradiol). Medias *+ DE.

V-2. Estriado
V-2.1. Citocromo C



Los resultados del conteo de células positivas a citocromo ¢ en estriado mostraron
diferencias entre los diferentes tratamientos (ANOVA, F=0.003). La prueba de Scheffe
detectd un aumento en los grupos de ozono de 15 (p=0.001), 30 (p=0.003) y 60 dias
(p<0.05), comparados con el control. Sin embargo, el tratamiento con 173-estradiol fue
efectivo en reducir la inmunoreactividad a citocromo ¢ a los 30 (p=0.03) y 60 dias
(p=0.002) (figura 27).
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Figura 27. Efecto de la administracion de estrdgenos sobre las células positivas a
citocromo c¢ en estriado de ratas expuestas a 0zono. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 0zono
vs. 17B-estradiol). Medias + DE.

V-2.2. BCL-2 y BAX

Los niveles de BCL-2 cuantificados por el nimero de células que presentaron
inmunoreactividad a esta proteina se analizaron con una prueba de ANOVA (F=0.04).
Cuando los resultados se analizaron con la prueba de Scheffe, se encontré una
disminucion en el grupo de 60 dias de ozono (p<0.05) con respecto al control. La
expresion de BCL-2 en los grupos de ozono de 7, 15 y 30 dias no presentd ningln
cambio con respecto a los controles. El tratamiento con 173-estradiol logré contrarrestar

la disminucion causada por ozono a los 60 dias (figura 28).
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Figura 28. Niveles de inmunoreactividad a BCL-2 en estriado de ratas expuestas a
ozono Y tratadas con 17B-estradiol. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-
estradiol).

La expresion de BCL-2 cuantificada por western blot, presentd diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (ANOVA, F=0.02). El andlisis con la
prueba de comparaciones multiples de Scheffe revel6 un incremento a los 7 y 60 dias
de ozono (p<0.05), comparados con el control. El tratamiento con 173-estradiol indujo

un aumento con respecto a los grupos de 30 y 60 dias de ozono (figura 29).
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Figura 29. Efecto de la administracién de estrogenos sobre la
inmunoreactividad a BCL-2 en ratas expuestas a ozono en estriado. 1.
Control; 2. Ozono 7 dias; 3. Ozono + 17p-estradiol 7 dias; 4. Ozono 15 dias;
5. Ozono + 17B-estradiol 15 dias; 6. Ozono 30 dias; 7. Ozono + 17f-
estradiol 30d; 8. Ozono 60 dias; 9. Ozono + 17p-estradiol 60 dias.

Por otro lado, la expresién de BAX presentd diferencias significativas entre
grupos (ANOVA, F=0.02). El andlisis con la prueba de Scheffe no presentd cambios en
los grupos de ozono de 7 y 15 dias con respecto al control. Sin embargo, en los grupos
de 30 (p=0.002) y 60 dias (p=0.005), el aumento causado por la exposicion a ozono fue

significativo y pudo ser contrarrestado por el 17p3-estradiol (p<0.05) (figura 30).
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Figura 30. Efecto de la administracion de estrdgenos sobre la
inmunoreactividad a BAX en ratas expuestas a 0zono en estriado. Medias *
DE. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 o0zono vs. 17B-estradiol).

VI. Ciclooxigenasa 2 (COX-2)

VI-1.1 Substantia nigra

El nimero de células inmunoreactivas a COX-2 en substantia nigra presento diferencias
entre tratamientos (ANOVA, F=0.03). El analisis con la prueba de Scheffe mostré un
incremento significativo a partir de los 15 dias (p=0.03) en los grupos expuestos a
ozono, comparados con el control (figura 31). El tratamiento con hormona no mostré
diferencias estadisticas con respecto a sus grupos analogos expuestos a ozono a los 7, 15
y 30 dias, mientras que a los 60 dias, disminuyd el incremento de COX-2 causado por la

exposicién a ozono (p=0.001).
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Figura 31. Efecto de la administracion de estrégenos sobre el nimero de células
inmunoreactivas a COX-2 en substantia nigra de ratas expuestas a ozono. Medias
+DE. *p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

VI1-1.2. Estriado



El indice de inmunoreactividad a COX-2 presentd diferencias significativas entre los
grupos estudiados (ANOVA, F=0.01). La prueba de Scheffe mostré un incremento
significativo en los grupos expuestos a 0zono a los 15 (p=0.003), 30 (p=0.03) y 60 dias
(p=0.002). Los tratamientos con 17p-estradiol mostraron un incremento en el nimero de
células positivas a COX-2 a los 7 (p=0.004), 15 (p=0.002), 30 (p=0.01) y a los 60 dias
(p=0.02), con respecto al control. Se encontraron diferencias entre los grupos tratados
con ozono Yy sus analogos con hormona a los 7 (p=0.02), 15 (p=0.003) y 60 dias
(p=0.001). (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de la administracion de estrdgenos sobre el indice de
inmunoreactividad a COX-2 en estriado de ratas expuestas a ozono. Medias + DE.
(*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17pB-estradiol).
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V1. Niveles de estradiol en plasma

Los niveles plasmaticos de 17B-estradiol cuantificados por ELISA a lo largo de los
distintos tratamientos con la hormona se encuentran representados en la figura 33. Los
resultados mostraron un incremento significativo entre tratamientos (ANOVA,
F=0.004), La prueba de comparaciones multiples de Scheffe revel6 que los niveles de
hormona en plasma fueron significativos con respecto al control desde los 15 dias

(p=0.01), 30 (p=0.02) y alcanz6 un maximo al final del tratamiento crénico a los 60 dias

(p=0.001).
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Figura 33. Efecto de la administracion de 17p-estradiol sobre los niveles de esta hormona
en plasma sanguineo. Medias + DE. (*p<0.05 vs. control).



VII. Conducta

VI1I-1. Actividad motora

La actividad motora disminuyé significativamente (Kruskal Wallis, p=0.002). Al
realizar la prueba de comparaciones pareada de U de Mann Whitney, se encontro que la
exposicion a ozono produjo un decremento de la actividad motora a los 7 (p=004), 15
(p=0.002), 30 dias (p=0.02), con un minimmo a los 60 dias (p=0.003). La
administracion de 17pB-estradiol solamente logrd reestablecer la actividad motora a los
30 (p=0.005) y 60 dias (p<0.005) comparados con sus respectivos grupos expuestos a

ozono (figura 34).
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Figura 34. Efectos de la administracién de 17p-estradiol sobre la actividad motora de
ratas ovarectomizadas durante distintos intervalos de tiempo de exposicion a 0zono
Medianas. (*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

VII-2. Memoria

VII-2.1. Memoria de corto plazo

Los efectos de la administracion de 17p3-estradiol sobre la memoria de corto plazo se
puede observar en la figura 35. Las latencias de retencion a los 10 minutos (memoria de
corto plazo) disminuyeron significativamente con respecto al control (Kruskal Wallis,
p=0.002, seguida de U de Mann Whitney). La memoria de corto plazo disminuy6
significativamente en todos los grupos con ozono (7 dias, p=0.005 15 dias, p=0.003 30
dias, p=0.003 y 60 dias, p=0.001), comparados con el control. La administracion de la
hormona produjo una disminucion de la latencia de retencion a los 15 dias (p=0.003),
pero un aumento a los 30 (p=0.002) y 60 dias (p<0.02) comparados con los grupos

analogos que solo recibieron ozono.
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Figura 35. Efecto de la administracion de 173-estradiol sobre el déficit de la
memoria de corto plazo producido por exposicion a ozono. Medianas.
(*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).

VI1I-2.2. Memoria de largo plazo

El tratamiento con ozono disminuyd la memoria de largo plazo en todos los tiempos
estudiados (Kruskal Wallis, p=0.003), mostraron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos. Con la prueba de comparaciones de U de Mann Whitney, se
encontrd que la exposicion a ozono causo una disminucion de la latencia de retencion a
las 24 h (memoria de largo plazo) en todos los grupos con respecto al control (7 dias,
p=0.02, 15 dias, p=0.03, 30 dias, p=0.002, 60 dias, p=0.001). La aplicacién de 17p-
estradiol durante 60 dias (p=0.001) logré contrarrestar parcialmente el déficit de
memoria que se presenta en el grupo que solo recibié ozono durante el mismo tiempo.
Sin embargo, la latencia de retencién en los grupos tratados con la hormona, también
disminuyeron significativamente con respecto al control (7dias, p=0.005, 15 dias,
p=0.03, 30 dias, p=0.01) (figura 36).

m Qov
[ Qeono+17B-estradol

38 5 8 8
b~
|_|
b«
L

:

Latencia de retencién a las 24h

|




Figura 36. Efecto de la administracion de 173-estradiol sobre el déficit de la
memoria de largo plazo producido por exposicion a ozono. Medianas.
(*p<0.05 vs. control; **p<0.05 ozono vs. 17B-estradiol).



DISCUSION

I. Estrés oxidativo en substantia nigra y estriado

Numerosos estudios han utilizado el estrés oxidativo como un modelo de Parkinson
(Gille et al., 2004), pues se considera un factor muy importante en la patologia de esta
enfermedad (Chiasson et al., 2006). Chiasson, y sus colaboradores en el 2006,
postularon que la muerte de las neuronas de la substantia nigra de los pacientes con
Parkinson se debe en gran parte a un estado de estrés oxidativo. Aunque el estrés
oxidativo es un componente basico en los modelos clésicos de la enfermedad de
Parkinson, la exposicion a ozono parece méas relevante en un contexto de niveles
crecientes de contaminacion ambiental en la atmdsfera de las grandes ciudades. La
inhalacion de ozono del ambiente contaminado ha sido asociada con varios efectos
adversos para la salud, que se reflejan en un incremento en las hospitalizaciones y en
enfermedades respiratorias (Bell, 2004).

En el cerebro, una exposicion breve a ozono produce cambios en la biosintesis
de catecolaminas en neuronas simpaticas y centrales (Soulage, 2004), asi como también
una disrupcion del suefio (Gonzalez-Pifia, 2003).

Resultados previos en nuestro laboratorio muestran que la exposicién a ozono
produce estrés oxidativo, tal como lo indica un incremento en los niveles de lipidos
peroxidados en diferentes estructuras cerebrales (Rivas-Arancibia et al., 2000; Rivas-
Arancibia et al., 2003), entre las cuales se encuentran la substantia nigra y el estriado
(Pereyra-Mufioz et al., 2005). Las neuronas de substantia nigra y sus fibras son
especialmente sensibles al estrés oxidativo debido al metabolismo oxidativo de la
dopamina, el alto contenido de fierro y los bajos niveles de enzimas antioxidantes
(Méndez-Alvarez y Soto-Otero, 2004).

La peroxidacion de lipidos, asi como la oxidaciéon de proteinas, se consideran
marcadores confiables de estrés oxidativo dado que producen dafio directo a las
membranas y proteinas asociadas, lo cual genera una amplia variedad de productos
oxidantes que culminan en muerte celular. En este experimento, la presencia de estrés
oxidativo causado por exposicion a ozono puede observarse en la figuras 1 y 6, que
muestran un incremento en la peroxidacion de lipidos tanto en substantia nigra como en
estriado. En las figuras 2 y 4 se puede observar el incremento que produce la
exposicion a ozono sobre la cantidad de proteinas oxidadas en la substantia nigra y el
estriado, respectivamente. Esto concuerda con los resultados obtenidos de la
cuantificacion de lipidos peroxidados en ambas estructuras. Sin embargo, el efecto de la



exposicion a ozono fue mucho més temprano en la substantia nigra (desde los 7 dias)
que en estriado (desde los 30 dias).

Ademas del aumento de los lipidos y las proteinas oxidadas, la expresion de
INOS aumentd a medida que transcurria el tiempo de exposicion a ozono. Esta enzima
convierte a la L-arginina en L-citrulina y NO y es particularmente inducida por estrés
oxidativo. La disminucion en la sintesis de iINOS, da como resultado una menor
cantidad de NO y por consiguiente, una formacién menor de peroxinitrito (Marletta,
1999). El peroxinitrito tiene un importante poder oxidante y nitrante y puede ser
producido por células de la microglia y neuronas durante estados de hiperactividad en la

transmision de glutamato, la disfuncién mitocondrial y la disminucién de L-arginina.

I1. Efecto del 17p-estradiol sobre el dafio oxidativo en el sistema nigroestriatal

En este experimento, la pérdida del balance redox causada por exposicion a 0zono en el
sistema nigroestriatal se hizo evidente por un incremento progresivo de los lipidos
peroxidados en los grupos expuestos a ozono comparados con el control. Las
comparaciones entre los tratamientos con ozono y sus analogos 173-estradiol mostraron
que la hormona fue potencialmente capaz de disminuir los niveles de lipidos
peroxidados solo a los 60 dias en substantia nigra y en estriado después de los 30 dias
de administracién subsiguiente a la exposicién al contaminante. A este respecto, se ha
propuesto un modelo mecanistico en el cual el 17a-estradiol se puede intercalar en la
membrana celular para finalizar reacciones en cadena de peroxidacion de lipidos. De
esta manera el estradiol preserva la integridad de la membrana y puede entrar a un ciclo
redox donde su acoplamiento enzimético al glutation o a la NADPH, lo convierten a su
estado reducido (Dykens et al., 2005).

Como resultado del metabolismo aerobio de los organismos, las especies
reactivas y radicales libres son generados constantemente durante el transcurso de su
vida. Debido a esto, existe una produccién permanente de especies oxidantes, ocurre un
dafo oxidativo que incluye la formacion de proteinas modificadas por oxidacion
(Poppek y Grune, 2006). Los derivados de las proteinas oxidadas tienden a acumularse,
y el exceso de dichos agregados puede llevar muerte celular. Para prevenir esto, las
proteinas oxidadas son selectivamente reconocidas, reparadas o degradadas por el
proteosoma. No obstante, en un estado de estrés oxidativo, las funciones reparadoras de
este organelo se encuentran alteradas, y no puede desempefarse correctamente (Poppek
y Grune, 2006).



En este trabajo, el efecto de la administracion de 17p-estradiol en la disminucion
de la cantidad de proteinas oxidadas fue notorio a los 60 dias en substantia nigra,
mientras que en estriado fue evidente desde los 30 dias (figuras 3 y 8, respectivamente).

Por otro lado, existen evidencias que indican que los estrégenos reducen el estrés
oxidativo mediante una disminucion en la produccion de peroxido de hidrégeno por
mitocondria (Stirone et al., 2005). Esta podria ser una de las vias por medio de las
cuales, el estradiol presenta efectos antioxidantes.

En este modelo, los efectos protectores del 17p-estradiol, son dependientes de
los altos niveles plasmaticos de la hormona, que se alcanzaron a los 60 dias de
administracion crénica.

Ademas, este trabajo reveld que en ambas estructuras del sistema nigroestriatal,
la administracion de estradiol produjo una disminucion de la inmunoreactividad a iNOS
a los 60 dias. A este respecto, se sugiere que los estrogenos inhiben un incremento de la
INOS (Cheepsunthorn et al., 2006) por medio de la asociacion de ER/p65 y por
consiguiente, bloqueando la unién de p65 con el promotor de la INOS (Shih et al.,
2006).

Ademas, los estrogenos disminuyen la activacion glial y la produccion de iNOS
por medio de la estimulacion de la via de MAPK por ERp (Baker et al., 2004).

La neuroproteccion conferida por los estrogenos también esta relacionada a una
atenuacion de la expresion de la iINOS por medio de una via transcripcional o
postranscripcional. Dicha atenuacién resulta en potentes efectos anti-inflamatorios de
los estrogenos (Park et al., 2006).

La deficiencia de estrégenos en la postmenopausia juega un papel muy
importante en la patogénesis de enfermedades relacionadas con el envejecimiento y
algunos trastornos neurodegenerativos. Ademas, existen diferencias sexuales en la
progresion de enfermedades asociadas con el sistema dopaminérgico nigroestriatal,
como la de Parkinson. Los mecanismos responsables de la degeneracion de las neuronas
nigroestriatales ain no se conocen bien, pero se piensa que el estrés oxidativo y la

inflamacidn tienen papeles clave en esta pérdida neuronal (Morale et al., 2006).

I11. Cuantificacion de células totales, neuronas dopaminérgicas y expresion de TH

La produccion de especies reactivas secundarias a la exposicion a 0zono causa una
pérdida del balance redox que puede dafiar a las neuronas dopaminérgicas. En estas
condiciones, el metabolismo oxidativo de la dopamina y de la tirosina hidroxilasa



pueden estar contribuyendo a la formacion de radicales libres y otras especies reactivas
en esta poblacion neuronal.

La hipdtesis principal sugiere que la muerte neuronal nigroestriatal que
ocurre en la enfermedad de Parkinson, se debe a un excesivo estrés oxidativo (Gelinas
et al., 2004) generado por la formacion de metabolitos oxidativos toxicos producidos
por la oxidacion enzimatica o autooxidacion de la dopamina (Xiao-Qing et al., 2005), la
neuromelanina y la presencia de elevadas concentraciones de fierro (Barzilai et al.,
2000).

El cofactor de la TH, la BH, (tetrahidrobiopterina) puede rearreglarse
quimicamente en solucién mediante una reacciéon de autooxidacion que produce anién
superdxido, hidroxilo y peréxido de hidrégeno. La combinacion de la TH con su
cofactor produce mas radicales de oxigeno que la sola autooxidacion del cofactor
(Adams et al., 1997).

Los factores antes mencionados estan relacionados con la alta vulnerabilidad de
la substantia nigra al dafio oxidativo. En este experimento, se observo que las neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra presentaron una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo, dado que presentaron un menor grado de sobrevivencia. Como puede
observarse en la figura 11, la exposiciéon a ozono produjo una disminucién del nimero
de células totales en la substantia nigra desde los 15 dias. Sin embargo, el efecto del
estrés oxidativo sobre el nimero de neuronas dopaminérgicas fue mucho mas temprano
(desde los 7 dias de ozono) y drastico.

Los resultados de este trabajo, revelaron que la pérdida de neuronas
dopaminérgicas no correspondia directamente con una disminucion en los niveles de
TH.

A este respecto, se ha reportado que la pérdida de neuronas dopaminérgicas de
la substantia nigra en la enfermedad de Parkinson, lleva a ajustes compensatorios, tales
como un incremento en la produccion de dopamina en las células que sobreviven
(Calne y Zigmond, 1991). No obstante, en dicha enfermedad, este incremento no es
notorio debido a la enorme disminucion de dopamina en la substantia nigra y el
estriado debida a la pérdida masiva de las neuronas dopaminérgicas en estas estructuras
cerebrales. Los estudios de Kastner y colaboradores en 1993, demostraron que en esta
enfermedad, cada neurona dopaminérgica contiene menor cantidad de mMRNA y menos

moléculas de TH, sin embargo los estudios de Lovenberg (1979) y Riederer (1988),



sugieren que la sintesis compensatoria de dopamina se logra por una mayor activacion

cinética de las moléculas de TH existentes.

V. Efecto de los estrégenos sobre la expresion de TH

Como sabemos, el 17p-estradiol regula la expresion de TH a nivel transcripcional y
traduccional. Esta regulacion no solo ocurre en el cerebro medio en desarrollo (Ivanova
et al., 2002), sino que también en el adulto sobre diferentes tipos neuronales (Arbogast
et al., 2000).

En este sentido, se han identificado efectos de los estrogenos diferentes e incluso
opuestos dependiendo del tipo neuronal (Kritzer, 1998). Asi, mientras los niveles de
mRNA disminuyen en algunas estructuras después del tratamiento con estrégenos
(Arbogast et al,, 1993), en otras areas los niveles estan aumentados (Pau et al., 2000).

Por otro lado, existen evidencias que sefialan el papel protector de los estrégenos
(Bisagno et al., 2003; Tomas-Camardiel et al., 2002) en contra de dafio oxidativo en
substantia nigra (Dluzen, 2000). EI 17p-estradiol a concentraciones fisioldgicas induce
la expresion de genes citotoprotectores ademds de enzimas antioxidantes y
antiapopdticas como la tioredoxina y la SOD (Chihue et al., 2003). Las comparaciones
entre los tratamientos con 0zono y sus analogos 17p-estradiol revelaron que la hormona
fue potencialmente capaz de restaurar los niveles de TH solo a los 60 dias de
administracion después de la exposicion al contaminante, cuando los niveles
plasmaticos de la hormona estuvieron méas elevados. Los otros tratamientos con
estradiol no fueron capaces de contrarrestar la disminucion de TH causada por el ozono.

Estos resultados concuerdan con otros estudios que revelan que la
administracion crénica y no aguda de estrégenos es capaz de restituir las funciones
dopaminérgicas estriatales en ratas ovarectomizadas (Ohtani et al., 2001).

Otras evidencias revelan que una dosis unica de estradiol no produjo cambios en
la severidad del dafio causado por oxidantes. Sin embargo, el tratamiento croénico con
estradiol se asocié con una reduccion del 25-35% en el numero de neuronas dafiadas
(Dribben et al., 2003).

Los resultados también muestran que los niveles de TH en células de substantia
nigra disminuyeron en los grupos tratados con ozono y estradiol con respecto al grupo
control (Fig 12). En este sentido, se ha sugerido un papel patogénico de la TH como una
enzima que funciona como fuente de especies reactivas y ademas es blanco del dafio

oxidativo (Haavik, 1997). Estos resultados concuerdan con otros estudios que reportan



que el dafio oxidativo produce una inactivacion de la TH en substantia nigra (De La
Cruz et al., 1995).

En la substantia nigra, el reemplazo de estrégenos parece tener una influencia
relativamente modesta sobre los cambios en los niveles de TH inducidos por
ovariectomia, como se muestra en los tratamientos con 17p3-estradiol a los 7, 15y 30
dias, los cuales no contrarrestaron la disminucion de TH producida por el ozono. Se ha
reportado que los catecol estrogenos que se forman en el cerebro como metabolitos de
los estrégenos pueden inhibir la actividad de la TH (Lloyd, 1978).

El efecto 17p3-estradiol sobre el incremento de los niveles de TH solamente a los
60 dias podria indicar que probablemente la respuesta producida depende del tiempo, la
dosis (Serova, 2002; Liu et al., 2007) e incluso del tipo de administracién (Pau, 2000;
Tseng, 1997).

Mientras mas larga es la exposicion a 0zono, mas severo es el dafio causado en las
células de la substantia nigra. El estrés oxidativo causa una oxidacion de la TH (Haavik
y Toska, 1998) y de la dopamina, lo cual contribuye a perpetuar el dafio ya existente y a
crear un circulo vicioso En estas condiciones, la célula desarrolla un estado de dafio
oxidativo progresivo caracterizado por edema, que lleva a una disfuncién mitocondrial y
por consiguiente a una disminucion en la produccion de ATP (Berg et al, 2004).

Por lo tanto, con una deficiencia en ATP, las bombas que dependen de €l para
regular el volumen celular fallan causando edema y otras alteraciones en la morfologia
(Berg et al, 2004). Los productos de oxidacién ocasionan un poro de transicion
mitocondrial que culmina con la muerte neuronal (Arriagada et al, 2004). Como se
muestra en la figura 3, el numero de neuronas inmunoreactivas a TH disminuye en
todos los tratamientos, independientemente de que el nimero total de células también
disminuya. Sin embargo, solo la administracion de 17p-durante 60 dias pudo revertir
esta tendencia.

El estrés oxidativo también altera la integridad de la membrana celular, como se
muestra en la inmunohistoquimica contra TH (Fig. 14). Aunado a lo anterior, se sabe
que estrés oxidativo afecta el citoesqueleto neuronal a través de la prote6lisis y cambios
estructurales anormales en los neurofilamentos. Los estrdgenos contribuyen a la
recuperacion de neuronas con dafio en citoesqueleto después de un estado de estrés
oxidativo (Chiasson et al., 2006).



Este estudio muestra que el estrés oxidativo producido por exposicion a bajas
dosis de 0zono de manera repetida es capaz de causar una disminucion de TH similar a
la que ocurre en algunos procesos neurodegenerativos como la enfermedad de
Parkinson.

Por lo anterior, podemos inferir que protecciébn morfoldgica y neurogimica
mostrada por el tratamiento cronico con estrogenos en estos experimentos, puede llevar
a una preservacion de la funcién cerebral como se observa en la recuperacion de la

memoria de largo plazo.

V1. Efecto del estrés oxidativo sobre la expresion de ERa y ERS

Varios estudios han sugerido que el papel protector de los estrogenos en enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson, ocurre mediante un mecanismo de interaccion
con sus receptores (Quesada et al., 2007).

La formacion de ROS es un mediador importante de dafio y muerte celular. Se
sugiere que el ERa desempefia un papel importante en la modulacion del dafio oxidativo
(Liny Lin, 2006).

Sin embargo, en este experimento, los resultados en substantia nigra revelaron
que la expresion de ERa parece aumentar conforme aumenta el periodo de exposicion a
ozono con un maximo ubicado a los dos meses comparando con los controles,
sometidos a aire circulante. Se ha observado que la induccion de genes protectores
contra altos niveles de estrés oxidativo mitocondrial es dependiente de los receptores
ERa, por lo que estos se consideran reguladores importantes del metabolismo oxidativo
(Rangwala et al., 2007).

En estriado, este incremento solamente se presentd a los 30 dias de ozono. Aunque
en estriado la expresion de ERa s6lo aument6 a los 30 y no a los 60 dias de ozono, en la
substantia nigra la expresion de ERa presentd una correlacion positiva con el aumento
de exposicion a ozono. Los tratamientos con estrogenos produjeron una leve
disminucion en la expresion de ERa con respecto a los grupos expuestos solamente a
ozono. A los 60 dias de administracion de 17p-estradiol, los niveles de expresion de
ERa presentaron un incremento (Fig 15).

En el caso de los ERp, la disminucion fue evidente Unicamente a los 15 y 30 dias
de exposicion a ozono con respecto al control en substantia nigra (Fig. 6). Dado que a

los 60 dias no hubo ninguna diferencia significativa, podria sugerirse que el efecto del



ozono en la expresion de ERpB depende del grado de estrés oxidativo. En estriado, los
resultados presentaron un incremento desde los 30 dias de exposicion a ozono; la
aplicacion de estrogenos produjo un aumento en la expresion de ER Unicamente a los
60 dias.

Esta informacion concuerda exactamente con estudios realizados por Snait, y
colaboradores (2002), en donde se observé que las ROS y el estrés oxidativo pueden
regular la expresion de ambos receptores de estrégenos (ERa y ERp).

Las mediciones estereoldgicas han revelado que el 40% de las células
dopaminérgicas de la substantia nigra compacta, son inmunoreactivas al ERpB. Mas adn,
una tercera parte de los astrocitos de la substantia nigra también presentan ERp
(Quesada et al., 2007). Esto sugiere un papel modulador de los estrégenos sobre las

neuronas dopaminérgicas y los astrocitos en la substantia nigra.

VI1. Acciones de los estrdgenos sobre los astrocitos en el sistema nigroestriatal

La expresion de GFAP es un marcador de astrocitos que puede ser regulado por
los niveles de circulantes de esteroides gonadales como los estrégenos durante el
desarrollo postnatal (Conejo et al., 2005).

Mas adn, las hormonas gonadales ejercen influencia sobre la morfologia y
funcién de las células gliales, particularmente sobre los astrocitos (Martinez y de
Lacalle, 2007). En estudios con animales ovariectomizados, la administracion de 17p-
estradiol contribuyé a la recuperacion estructural de neuronas colinérgicas
hipocampales dafiadas por una toxina, mediante el bloqueo de la expresion de GFAP en
el area (Martinez y de Lacalle, 2007).

En este trabajo, la cuantificacidén de astrocitos en la substantia nigra reveld un
incremento maximo en los grupos de ozono Yy estrégenos a los 15 dias con respecto al
control, lo cual podria indicar que la gliosis es un proceso que ocurre tempranamente en
esta estructura cerebral. Sin embargo, los tratamientos de 60 dias presentaron una
disminucion con respecto al nivel maximo de expresion, que coincide con una
disminucion del numero de células totales en estos grupos. Dado que la administracion
de 17pB-estradiol no produjo diferencias significativas en el nimero de astrocitos con
respecto a los grupos expuestos a ozono, podemos decir que el efecto de esta hormona
no estuvo relacionado con una proliferacion glial. Estos resultados son consistentes con

trabajos donde la administracion de 17B-estradiol en cultivos neuronales dafiados con



neurotoxinas como &cido iboténico y beta-amiloides en cultivos neuronales, no despleg6
ningun efecto en cuanto al numero de astrocitos (Hruska y Dohanich, 2007).

En estriado el ozono produjo un incremento de astrocitos a los 15 dias, y el
tratamiento con estrégenos mostré un efecto similar al de la substantia nigra. No
obstante, la disminucion de astrocitos se hizo evidente desde los 30 dias y permanecio
hasta el final del tratamiento. Por lo tanto, el efecto del 17p-estradiol sobre la expresion

de GFAP tampoco presentd efectos significativos.

VIII. Efecto de los estrogenos sobre la muerte celular

El incremento en la liberacion de citocromo c se considera un marcador de disfuncion
mitocondrial (Lee et al., 2007), que se encuentra asociado con un estado de estrés
oxidativo. La disfuncion del complejo | mitocondrial se encuentra asociada a la
degeneracion de neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra que ocurre en la
enfermedad de Parkinson (Perier et al., 2005; Perier et al., 2007). Este déficit del
complejo | estimula un estado de estrés oxidativo intramitocondrial, que a su vez,
promueve un incremento en la liberacion de citocromo c, lo cual finalmente puede
culminar en la activacion de vias que llevan a muerte celular (Perier, et al., 2005).

Una vez que el citocromo c es liberado al citosol, puede activar junto con otras
proteinas, la cascada de caspasas que median las alteraciones morfologicas vy
bioquimicas que median los procesos de apoptosis. Ademas, la pérdida de citocromo ¢
mitocondrial estimula la produccién de radicales libres (Fiskum et al., 2003).

Aunque la técnica inmunohistoquimica empleada en este trabajo no nos permite
diferenciar entre el citocromo c contenido en la mitocondria, del que se encuentra en el
citosol, los resultados obtenidos son congruentes con los cambios reportados que causa
en el estrés oxidativo, asi como en el conjunto de experimentos realizados en este
trabajo. Por lo tanto, podemos inferir que a pesar de la falta de especificidad de la
técnica, los resultados obtenidos son relevantes en la determinacion del efecto del ozono
sobre los procesos de muerte celular. Los resultados antes mencionados revelaron que
en substantia nigra, el nimero de células positivas a citocromo ¢ aumentaron desde los
7 dias en los grupos expuestos a 0zono, mientras que en el estriado, este efecto se
present6 desde los 15 dias. Esto indica que el estrés oxidativo tuvo un efecto temprano
en el desencadenamiento de procesos de muerte celular en la substantia nigra que en el

estriado.



La administracion de estrogenos solamente fue capaz de contrarrestar el efecto
del ozono en el nimero de células positivas a citocromo ¢ a los 60 dias en la substantia
nigra, mientras que en el estriado la proteccién fue evidente desde los 30 hasta los 60
dias. Algunos estudios han demostrado que los estrdgenos proveen neuroproteccion
mediante el blogueo de la translocacion de citocromo ¢ de la mitocondria al citosol
durante etapas tempranas de la muerte neuronal (Bagetta et al., 2004; Nilsen et al.,
2006).

Por otro lado, las proteinas de la familia bcl-2 juegan un papel muy importante
durante la apoptosis y también pueden regular los procesos de muerte neuronal en
respuesta a estrés oxidativo, como los que ocurren en la enfermedad de Parkinson
(Kramer y Mytilineou, 2004).

En este trabajo, se cuantificaron los niveles de expresion de proteinas anti y
proapoptéticas como BCL-2 y BAX respectivamente, para determinar el papel de los
estrogenos en la proteccion de la muerte celular causada por exposicién a ozono en la
substantia nigra (Figs. 25y 26) y en estriado (Figs. 29 y 30).

El incremento en la permeabilidad mitocondrial dependiente de BAX es el
responsable de la liberacion de factores mitocondriales que sefializan para una
degradacién apoptética. Las neuronas de la substantia nigra presentan un incremento
de los niveles de BAX en la enfermedad de Parkinson (Tatton et al., 2003).

La translocacion de BAX a la mitocondria es uno de los mecanismos mediante
los cuales se puede inducir la liberacién de citocromo c¢ (Perier et al, 2007). La
acumulacion excesiva de calcio mitocondrial constituye otro mecanismo que puede
incrementar la liberacion de citocromo ¢ y promover la produccion de superoxido
(Fiskum et al., 2003).

Los resultados obtenidos en substantia nigra indicaron una disminucion a los 60
dias de ozono en la expresion de BCL-2, el cual fue contrarrestado por la administracion
de estrogenos unicamente durante 60 dias. La expresion de BAX aument6 desde los 30
dias en los grupos expuestos a 0zono comparados con el control, pero el tratamiento con
estradiol logré contrarrestar el aumento de BAX solamente a los 60 dias.

En estriado, la expresion de BCL-2 presentd una disminucion significativa a los
60 dias de ozono comparada con el control, pero la administracion de estrogenos fue
efectiva para incrementar los niveles de la proteina antiapoptética desde los 30 dias. En
el caso de BAX, su expresion aument6 a los 30 y 60 dias de ozono, pero el 17B-estradiol

logré disminuir este incremento en ambos grupos.



Esto puede indicar que el tratamiento crénico con estrégenos esta protegiendo de
la muerte celular, puesto que favorece la expresion de proteinas antiapoptoticas (BCL-2)
y desfavorece la de elementos que causan apoptosis (BAX).

La dopamina, en combinacién con fierro Il, induce apoptosis por un mecanismo
mediado por estrés oxidativo (via peréxido de hidrégeno), el cual a su vez desata una
cascada de sefializacion que requiere de una sintesis de RNA y proteinas. Se ha
observado que el estradiol previene significativamente la apoptosis inducida por
dopamina/Fell en cultivos celulares mediante la inhibicidn directa de la acumulacion de
perdxidos intracelulares generada por la reaccion de la dopamina con el metal (Jiménez
Del Rio y Velez-Pardo, 2000).

La apoptosis inducida por toxinas que causan un estado de estrés oxidativo (i.e.
6-hidroxidopamina), involucran mecanismos que incluyen la activacion de la caspasa-3
y la oxidacién de la dopamina para formar quinonas y metabolitos de peroxido de
hidrégeno (Jiménez Del Rio y Velez-Pardo, 2000). Algunas evidencias probaron que los
estrogenos administrados en altas concentraciones (150 g icv), retrasaron la muerte de
neuronas estriatales. Dado que el tamoxifen, un antagonista de receptores de estrogenos
no suprimio este efecto, se sugiere que los estrégenos podrian haber actuado bajo un
mecanismo de antioxidantes (Kii et al., 2005).

Esto concuerda con la informacion de que el estrés oxidativo activa una serie de
moléculas de sefializacion celular que participan en los mecanismos de muerte celular.
En modelos de estrés oxidativo causado por peroxido de hidrégeno en células
mesencefalicas, se detectdé una mayor sensibilidad en las células dopaminérgicas, donde
los niveles de actividad de la caspasa-3 estuvieron mucho mas incrementados que en las

gabaérgicas (Anantharam et al., 2007).

IX. Estrés oxidativo, y el efecto de los estrdgenos sobre la expresion de COX-2
Algunas evidencias sugieren que la inflamacion cronica, la disfuncién mitocondrial y el
estrés oxidativo juegan papeles significativos y probablemente sinérgicos en la
enfermedad de Parkinson (Hunter et al., 2007). En este sentido, los anti-inflamatorios
proveen proteccién en las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra por medio de
la restauracion de la funcion mitocondrial y la disminucion de la inflamacion (Hunter et
al., 2007).

La exposicion a ozono produjo un incremento en la expresion de la COX-2, un

mediador de inflamacién. Marin, y colaboradores, en 2007, correlacionaron un aumento



en la expresion de la COX-2 con la degeneracion de neuronas dopaminérgicas. Sin
embargo, la administracion de 17B-estradiol resulté en un aumento en la expresion de la
enzima, al igual que en los grupos expuestos a 0zono. Estos resultados estan de acuerdo
con otros estudios, donde se ha observado que la expresion de COX-2 en ratas €s mas
alta durante el proestro y el estro, periodos que se encuentran bajo influencia
estrogénica. La induccién de COX-2 por 17B-estradiol en el oviducto (Perez-Martinez
et al., 2006), y en el utero de humanos (Tamura et al., 2004) se correlacioné con un
incremento de las prostaglandinas PGF y PGE,, y fue blogueada con antagonistas del
receptor de estrogenos.

En general, los lipidos bioactivos, tales como el &cido araquidonico, precursor de
la COX, participan en la regulacion de la funcién y disfuncién singptica. La COX-2
modula los procesos de plasticidad sinaptica (Sang et al., 2005) y memoria. El estrés
oxidativo rompe la sefializacion de los lipidos, favorece su peroxidacion y de esta
manera inicia y propaga la neurodegeneracién (Bazan, 2006).

Dado que los estrégenos promovieron un incremento en la expresion de la COX-
2, pero una disminucion en otros marcadores de dafio oxidativo como los lipidos
peroxidados y la 3-NT, podriamos sugerir que bajo un balance redox, este aumento
podria estar mas bien correlacionado con una participacion de la enzima en los procesos

de memoria y plasticidad.

X. Niveles de 17p-estradiol

Los resultados de la determinacion de la concentracion de 17p-estradiol en el
plasma sanguineo de las ratas, mostraron un incremento progresivo en la concentracion
de la hormona desde los 7 dias de administracion cronica, con un maximo a los 60 dias.
Esto sugiere que el efecto neuroprotector del 17B-estradiol sobre las alteraciones
inducidas por ozono en substantia nigra se hace evidente hasta los 60 dias de
tratamiento, cuando los niveles de la hormona alcanzan el maximo (Fig.33). En el
estriado, la neuroproteccion se puede observar de manera general, desde los 30 dias, lo
cual indica un efecto mas temprano en esta estructura cerebral.

Se ha propuesto que las mujeres postmenopausicas se encuentran en riesgo de
experimentar demencia y sintomas de Parkinson, asociados con bajos niveles de
estrdgenos. Los estrdgenos parecen ser efectivos en la prevencion del estrés oxidativo
(Bisagno et al., 2003) y de la pérdida de funcién del transportador de dopamina en

modelos de neurotoxicidad (Wallace et al., 2006).



Nuestros datos sugieren que el 17B-estradiol logré revertir el dafio oxidativo a
los 60 dias, lo cual concuerda con estudios que revelan que el reemplazo cronico (no
agudo) de estrogenos es capaz de restaurar la funcion dopaminérgica en ratas
ovariectomizadas (Ohtani et al., 2001). El efecto antioxidante del estradiol depende de
su presencia en altas concentraciones y esta relacionado con su propiedad intrinseca
para atrapar ROS directamente. Esta potente actividad antirradical que poseen los
estrdgenos es independiente de su unidn a receptor (Badeau et al., 2005), y despliega
dos mecanismos de accion antioxidante. EI primero de ellos es el resultado de la
estructura hidrofenolica de la molécula de estradiol (un grupo hidroxilo en el anillo A).
El estradiol puede donar atomos de hidrogeno de su grupo hidroxilo a peroxirradicales
de lipidos, lo cual lleva a la terminacién de la cadena de reacciones que produce dafio
oxidativo en los fosfolipidos de las membranas celulares. El segundo mecanismo esta
asociado con el efecto estimulador del 17B3-estradiol sobre las enzimas antioxidantes
celulares (Bednarek et al., 2002). Los estrogenos también son considerados como
aceptores de electrones muy efectivos, capaces de bloquear la induccion de la
fragmentacion de DNA y de la peroxidacion de lipidos in vitro (Thibodeau et al., 2002).
Otras evidencias demostraron que el nivel de lipidos peroxidados disminuye
proporcionalmente a la concentracion de 17B-estradiol en homogenados de piel
(Ukhina, 1993).

En este trabajo, el efecto protector de la hormona presenté una relacion con las

altas concentraciones plasmaticas de 17p-estradiol alcanzadas a los 60 dias.

XI. Efecto del 17p-estradiol sobre la actividad motora y la memoria

La actividad motora de las ratas controles presentd una disminucion significativa con
respecto a las ratas expuestas a los diferentes tiempos de exposicion a ozono (Fig. 24).
La administracion de 17B-estradiol fue capaz de restaurar la actividad motora desde los
30 dias de tratamiento. Estos datos apoyan otros trabajos que se han realizado con ratas
macho sin gonadectomia en el mismo laboratorio, pero cabe recalcar que los efectos son
mas severos en el caso de las hembras ovariectomizadas.

En cuanto a la evaluacién de la memoria de corto y de largo plazo los resultados
indicaron una disminucion de ambas en los grupos expuestos a ozono (Figs. 35 y 36,
respectivamente). No obstante, la aplicacion de estrégenos pudo mejorar
considerablemente el déficit causado por el ozono en la memoria de corto plazo desde
los 15 dias, y en la de largo plazo unicamente a los 60 dias. Es bien conocido que los



estrdgenos modulan los procesos de aprendizaje en el hipocampo y el estriado a través
de acciones independientes en estas estructuras (Zukurovsky, 2007).

Los estrégenos pueden interaccionar diferencialmente con los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 para modular la respuesta al aprendizaje. Esta accion directa
de los estrdgenos sobre la funcionalidad dopaminérgica puede regular el desempefio de
las ratas en pruebas de aprendizaje (Daniel et al., 2006).

Los estrogenos son reguladores importantes de la plasticidad sindptica, debido a
que estimulan la elongacion de neuritas en las neuronas dopaminérgicas (Kupers et al.,
2000).

En experimentos con ratas ovariectomizadas tratadas con neurotoxinas, el
reemplazo de estradiol desplegd una mejora en la ejecucion de pruebas de memoria de
trabajo (Hruska y Dohanich, 2007).

En resumen, estos resultados demuestran que el efecto protector de los
estrdgenos sobre los procesos de memoria y aprendizaje estuvo relacionado con la
accion de esta hormona a varios niveles, entre los cuales se encuentran el molecular,
celular y bioguimico. Los diferentes niveles de accién del estradiol se manifestaron en
una disminucion del grado de estrés oxidativo, en una restauracion de la morfologia
celular y en una proteccion de la muerte celular por varias vias. Finalmente, cabe
destacar que todos estos efectos del 17B-estradiol, fueron dependientes de los altos
niveles plasmaticos de la hormona, no obstante en el estriado ocurrieron de manera mas

temprana que en la substantia nigra.



XIl. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales anteriormente descritas para este trabajo, podemos

concluir lo siguiente:

e La exposicion cronica a bajas dosis de 0zono causa un estado de estrés oxidativo el
cual depende del tiempo de exposicion a este gas, en el sistema nigroestriatal.

e EI estrés oxidativo causado por exposicidn a ozono causa neurodegeneracion
progresiva en el sistema nigroestriatal.

e El efecto antioxidante del 17p-Estradiol en la substantia nigra, se presenta después
de 60 dias de administracion, ya que depende del mantenimiento de niveles elevados
de esta hormona en sangre y esta asociado con aumento en la expresién de
receptores ERa.

e EIl tratamiento con 17B-Estradiol tiene un efecto antiapoptético mediado por un
aumento en el BCL-2, una disminucion en BAX, iNOS y citocromo c, en la
substantia nigra.

e EI efecto protector del 17p-Estradiol en el sistema nigroestriatal difiere entre
substantia nigra y estriado, ya que en substantia nigra este efecto se presenté mas
tardiamente y requiere de dosis mas altas de hormona, mientras que en estriado, el
efecto se presentd desde los 30 dias y requiere de una dosis de hormona mas baja.

e El tratamiento con 17p-Estradiol en la substantia nigra presenta efectos protectores
a los 60 dias sobre las neuronas dopaminérgicas, pero no tienen ningun efecto sobre
los astrocitos.

e El efecto del 17B-Estradiol sobre la expresion de COX-2 en substantia nigra causa
una disminucion, mientras que en el estriado causa un aumento.

e La exposicion a ozono produjo un deficit de la actividad motora y la memoria, el
cual pudo ser contrarrestado por la administracion de 17p-Estradiol desde los 30

dias.
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