TRNERSIDAD WACIONAL AUTONOWA & o
e (L0 <

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE MEDICINA

EFECTO DE LA TIBOLONA EN UN MODELO DE ESTRES OXIDATIVO
EN EL HIPOCAMPO DE RATAS EXPUESTAS A OZONO

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
RODOLFO PINTO ALMAZAN

TUTOR:
DR. CHRISTIAN HUMBERTO GUERRA ARAIZA
PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

COMITE TUTOR:
DRA. SELVA LUCIA RIVAS ARANCIBIA
FACULTAD DE MEDICINA
DR. JAIME IVAN VELASCO VELAZQUEZ
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

MEXICO D.F., 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COMITE TUTOR

Dra. Christian Humberto Guerra Araiza

Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia, Hospital de Especialidades, Centro

Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Dra. Selva Lucia Rivas Arancibia

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UNAM

Dr. Jaime Ivan Velasco Velazquez

Departamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM




Pagina
1. MARCO TEORICO ...........ooiiieeeee ettt 1
1.1. Las Especies Reactivas de Oxigeno, la Senalizaciéon Celular y
€] EStrés OXidatiVO ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 1
1.1.1.Los Radicales Libres y las Especies Reactivas de Oxigeno........................ 1
1.1.2.Especies Reactivas de Oxigeno y Sefalizacion Celular..............ccccuvvveeeeen.. 2
1.1.3.Especies Reactivas de Oxigeno y Estrés OXidativo ..........ccccccevviiuivieeeennnn. 3
1.1.4.Estrés Oxidativo en el Sistema Nervioso Central ............ccccccvvvmiiniiiiniinnnnnn. 4
1.2, Protein@ TaU........cooooiiiiii i 5
1.2.1.Caracteristicas de la proteina TaU.........cccuuueiiiiiiiiiiiiiiieee e 5
1.2.2.Estructura, isoformas y dominios de la proteina Tau.........cccccceevvivvvveeeeennn. 6
1.2.3.La proteina Tau: estado fisioldgico y estado patologico ...........ccceeveeeeeeeennns 9
1.2.3.1.Estado FiSIOIOQICO .......coooveiiiiiiii e 9
R B O F= 1T R o [ - L 10
1.2.3.3.F0OSfatasas de TaU.........couuuuuiiiiieeieeeceeie e e e 12
1.2.3.4.Estado de Hiperfosforilacion de Tau............cccovvveviviiiiii e, 14
1.3. Tau y las Especies Reactivas del OXigeno................cccccccceiiii e, 19
1.4. Terapia de Reemplazo Hormonal ..............ccccccciiiiii i 20
1.4.1.Efectos Neuroprotectores de las Hormonas Esteroides .............cccccuuveeeee 21
1.4.2.Efectos Secundarios de las Terapia de Reemplazo Hormonal...................... 21
1.5, TIDOIONA. ... e 23
1.5.1.Propiedades QUIMICAS ..........uuuuuumuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeibbbbbe e 23
1.5.2.INdICACIONES LEIAPEULICAS .....uuvuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbb bbb 25
g T Y (=Tor= Ta 1] g Lo R e L= Vot od o o N 25
1.5.4.Absorcion, biotransformacion y @XCreCion ...............veeeeveeiiiiiimeriiiineeninnnnnnn. 27
1.5.5.Efectos de la Tibolona en el Sistema Nervioso Central. .............ccccuvvvnnnee 28
1.5.5.1.Efecto de la Tibolona en el déficit cognitivo................uueveiieiiiiinnnnnnns 28
1.5.5.2.Plasticidad Neuronal y NeurotransSmision...................eeeeveeeeeeinnnnnnnnns 30
1.6. HIPOCAMPO ..o 32

INDICE




1.7. Modelo de Estrés Oxidativo Producido por la Exposicion

CrONICA @ OZONO.........ooiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e 34
1.7 4.0Z0N0 ... 34
1.7.2.Dafio inducido por el ozono a diferente 6rganos y sistemas ..................... 34

1.7.3.Estrés oxidativo producido por la exposicién crénica a ozono

BN EI SNC ..o 35
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .........ooooiiiiiiiiiiieeee e 37
3. HIPOTESIS ..ottt ettt ettt ee et sanen e 38
4., OBUJETIVOS ... sasansnnssssnsssnsssnnnnnnnnnnnes 38
4.1.ODJELIVO GENETAI .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiee it 38
4.2.0DbjetiVOoSs ESPECITICOS ....ccciiieieice e 38
5. MATERIALES Y METODOS ..........cooiiiiiiieeeceeeee et 39
B ANIMAIES ... 39
I I = 1= U0 1T= ] (0 1SR 39
5.3.EXPOSICION @l O3 ....ciiiiiiiiiiii et 39
5.4. EXPOSICION @l A€ ...ttt e e e e e e e e e 40
5.5.Prueba de Actividad MOTOTa.............uuuiiiiiieiiiieiiee e 40
5.6.Prueba de Evitacion PasiVa...........ccccceeeee e 40
5.7.Técnicade Western bIOt ... 41
5.8.ANAlISIS HiStOIOQICO.......uuuiiiei e 44
5.9.Analisis EStadiStiCO.........cccoeeeeeeeeee e 44
L £ =1 U 1 7. 0 1 1 45

6.1.Efecto de la TIB sobre los Marcadores de EO en el
hipocampo de ratas eXpuestas @ O3. ...ccccuviiiiiiiiiii e 45
6.2.Efecto de la TIB sobre la Muerte Neuronal provocada por el EO
cronico en el hipocampo de ratas expuestas @ O3. ......ccovvveviviiiiiieeeeeeeeeiieen e eeeeeeanns 46
6.3.Efecto de la TIB sobre el Déficit Cognitivo y la Actividad Motora
€N rataS EXPUESTAS @ O3 iuuuiiiiii it e e et e e e e 47
6.3.1.Prueba de Evitacion Pasiva para Memoria de Corto y de
LArgO PIAZO ... oo a7
6.3.2.Prueba de Actividad MOtOra. ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 48

iv



6.4.Efecto de la TIB sobre el Estado de Fosforilacion de Tau y de

GSK3p, Akt, PTEN y PP2A en el hipocampo de ratas expuestas a O3..........cccceeeeenee 49
7. DISCUSION. ...ttt saen e 53
8. CONCLUSIONES. ...ttt e e e e e e 67
9. REFERENCIAS ... e e e e e e 68
10. ANEXO I. ARTICULOS PUBLICADOS. ..........cocoviiieeiieeeeeee e, 94
11. ANEXO Il. SOLUCIONES EMPLEADAS. ..., 115

INDICE DE FIGURAS

Pagina

Figura 1. Representacion esquemética de los dominios funcionales de la

isoforma mas larga de tau (2+3+10+). ....ccccvveeeeeeeeeennnnnns iError! Marcador no definido.
Figura 2. Modificaciones de la proteina Tau por cinasas y fosfatasas. ..................... 18
Figura 3. Estructura quimica de la TIB, Noretinodrel y la Noretisterona..................... 24
Figura 4. Estructura de los metabolitos de la TIB..........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 24
Figura 5. Esquema de la estructura del hipocampo.. ........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiie 33
Figura 6. Efecto de la TIB en los Marcadores de EO ............oooviiiiiiiiceiiieeiiee e, 45

Figura 7. Efecto de la TIB sobre la Muerte Neuronal provocada por el

Figura 8. Estadistica de las Latencias de Adquisicion y Latencias de

Escape para la Prueba de Evitacion PasiVa...............cccceiiiieeiiiiiiiiiiii e 47
Figura 9. Prueba de EvitaCiOn Pasiva ...........ccccccvvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 48
Figura 10. Prueba de Actividad MOtOra ..........cooviiiiiiiiiiiiiee e 48
Figura 11. Ejemplos de la TIB sobre la fosforilacion de Tau en la Ser396,

GSK3, Y A AKL. ..ottt e et e e e e e a e e e e e e e araes 50
Figura 12. Ejemplos de la TIB sobre la fosforilacion de PP2Ay PTEN...........cccoc...... 52



file:///C:/Users/Rodolfo%20Pinto%20A/Desktop/TESIS%20DOC/EFECTO%20DE%20LA%20TIBOLONA%20EN%20UN%20MODELO%20DE%20ESTRÉS%20OXIDATIVO%20EN%20EL%20HIPOCAMPO%20DE%20RATAS%20EXPUESTAS%20A%20OZONO%20listo.docx%23_Toc389072254

INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla 1. Afinidad relativa para el RE y RP para Tibolona y sus metabolitos. ............. 25
Tabla 2. Anticuerpos utilizados en el eStUIO..........ccceeviiiiiiiiiiiiie e, 43

Vi



RESUMEN

INTRODUCCION. El estrés oxidativo aumenta la lipoperoxidacion, produce déficits de
memoria y de actividad motora asi como una neurodegeneracion progresiva en el
sistema nervioso central. La Tibolona es un tratamiento para los sintomas de la
menopausia que disminuye los niveles de peroxidacion de lipidos y mejora la memoria

y el aprendizaje.

OBJETIVO. Estudiar el efecto de la Tibolona sobre la lipoperoxidacion, los déficits de
memoria y motor, asi como en la fosforilacién de Tau, GSK3, Akt, PP2Ay PTEN en el

modelo de estrés oxidativo inducido por la exposicidn crénica al ozono.

MATERIALES Y METODOS. Se dividieron aleatoriamente 100 ratas adultas wistar en
10 grupos: Control (C), que recibié aire durante 60 dias; (C+Tibolona), aire mas 1
mg/kg de Tibolona durante 60 dias; los grupos 3-6, ozono durante 7, 15, 30, y 60 dias;
y los grupos 7-10, 1 mg/kg de Tibolona durante 7, 15, 30 y 60 dias previo a la
exposicion al ozono. Se realizaron pruebas de memoria y motoras y se determiné el
contenido del 4-hidroxinonenal, de la nitrotirosina, Tau-P, GSK3-P, Akt-P, PP2A y
PTEN-P por Western blot, asi como la muerte neuronal en el hipocampo.

RESULTADOS. La administracion de Tibolona disminuy6é el contenido de lipidos
peroxidados, la oxidacion de proteinas, la hiperfosforilaciéon de tau por medio de la
regulacion de las proteinas GSK3, Akt, PP2A y PTEN asi como la muerte neuronal en
el hipocampo; mejord la memoria y previno las alteraciones motoras en los animales

expuestos a 0zono.

CONCLUSION. Nuestros resultados indican un posible papel neuroprotector de la
Tibolona como un tratamiento util para prevenir la neurodegeneracion inducida por el

estrés oxidativo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Oxidative stress increases brain lipid peroxidation, memory and
motor deficits and progressive neurodegeneration. Tibolone, a treatment for
menopausal symptoms, decreases lipid peroxidation levels and improves memory and

learning.

AIM. To study the effect of chronic administration of Tibolone on lipid peroxidation,
memory and motor deficits and the phosphorylation of Tau, GSK3, Akt, PP2A and

PTEN in ozone induced oxidative stress.

MATERIALS AND METHODS. 100 male wistar adult rats were randomly divided into
10 experimental groups: Control (C) was exposed to an airstream for 60 days; C +
Tibolone, airstream exposure plus 1 mg/kg of Tibolone for 60 days; groups 3-6 were
exposed to ozone (O3) for 7, 15, 30, and 60 days, and groups 7-10 received 1 mg/kg
of Tibolone treatment by oral gavage for 7, 15, 30 and 60 days (Os+TIB) and were
then exposed to ozone. We determined the effect of Tibolone on memory and motor
activity. Hippocampus was processed to determine the content of 4-hydroxynonenal,
nitrotyrosine, Tau-P, GSK3-P, Akt-P, PP2A-P and PTEN-P by western blot. Four

animals were perfused and processed for analysis of neuronal death.

RESULTS. In the hippocampus, administration of 1 mg/kg of Tibolone for 30 days
prevented increased levels of lipid peroxidation, protein oxidation, Tau
hyperphosphorilation by the regulation of GSK3, Akt, PP2A and PTEN proteins,
whereas after 60 days prevented neuronal death in the CA3 region caused by
exposure to ozone. Therefore, Tibolone prevents cognitive deficits in short- and long-
term memory on the passive avoidance task and prevents a decrease in exploratory

behavior and an increase in freezing behavior.

CONCLUSION. Our results indicate a possible neuroprotective role of Tibolone as a

useful treatment to prevent oxidative stress neurodegeneration.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Las Especies Reactivas de Oxigeno, la Senalizacion

Celular y el Estrés Oxidativo

1.1.1. Los Radicales Libres y las Especies Reactivas de Oxigeno

Un radical libre (RL) es una molécula (organica o inorganica), extremadamente
inestable debido a que poseen electrones desapareados en alguno de sus
orbitales electrénicos, lo cual las hard buscar con avidez completar el par
electronico que anule su campo magnético, favoreciendo asi la colisién entre las
moléculas y su aproximacion con ellas. Por esta razdn de que las reacciones en
las que intervienen suelen ser muy rapidas, tanto que el tiempo de vida en

algunos casos es del orden de nanosegundo [1,2].

Los RL pueden reaccionar con otros radicales, en tal caso ambas especies
anularian entre si sus campos magnéticos provocando que ambos radicales dejen
de serlo, o puede suceder que la reaccion solo involucre un radical libre que

robara electrones de moléculas vecinas formando nuevos RL [2].

Dentro de los principales radicales del oxigeno, encontramos a los radicales
superoxido (O27), hidroxilo (OH"), el alcoxilo (RO y el radical peroxilo (RO2"). A
su vez estas moléculas son consideradas junto con el peroxido de hidrégeno

(H20,) y al Ozono (O3) como Especies Reactivas de Oxigeno (EROSs) [3].

Las ERO se producen en el metabolismo mitocondrial del oxigeno en todos los
sistemas biolégicos aerdbicos como proceso fisioldgico, por lo cual son ubicuas.
Ejemplos de ello son que tanto el O,” como H,O, se presentan en las células en

concentraciones basales de orden nanomolar y micromolar, respectivamente [1].




Por otro lado las ERO son altamente reactivas, de tiempo de vida media muy
corto, y reaccionan con todas las moléculas que se encuentran a su alrededor,

empezando con aquellas que se encuentran muy cercanas a su sitio de formacion

[3].

Uno de los compuestos con los cuales puede reaccionar el O," es el 6xido nitrico
(NO), el cual es una Especie Reactiva del Nitrégeno (ERN), y formar peroxinitrito
(ONOOQO) que, por tratarse de una molécula no radical libre, es mucho mas estable

y puede generar efecto toxico de largo plazo [4].

1.1.2. Especies Reactivas de Oxigeno y Sefalizacion Celular

Algunas células tienen la capacidad de producir ERO de manera fisiologica; sin
embargo, son muy escasos los reportes en donde se impliquen a los ERO en la
regulacion de procesos bioldgicos generales. Como un ejemplo clasico tenemos a
los leucocitos fagociticos que contienen NADPH oxidasa, misma que produce Oy~

en vesiculas fagociticas durante “la reaccion de muerte” [5-7].

En los ultimos afios se ha postulado a los RL como moléculas transductoras de
sefiales como segundos mensajeros [8]. La participacion de ERO y ERN en la
transduccion de sefiales sigue siendo controvertido, a pesar del gran nimero de
evidencias sugerentes de su participacion en una variedad de vias de

sefalizacion [8,9].

Dentro de los problemas que han limitado su aceptacion como moléculas de
sefalizacion, el mas importante es la dificultad en la identificacion de los blancos
especificos para cada via asi como las reacciones quimicas que apoyan la
oxidacion reversible de estos componentes de sefalizacion [9]. Se ha reportado
que los residuos de cisteina en forma de tiolato, es decir ionizado, encontrados en

las proteinas, pueden ser blancos especificos de reaccion con H,O, y con ERN

[9].




El H,O, es un caso particular debido a que diferentes tipos de enzimas pueden
modular sus concentraciones, como el caso de las 6xido reductasas y en especial
la isoforma de la NADPH oxidasa conocida como DuOX, incrementando sus
niveles celulares o la actividad de enzimas como la catalasa, glutation peroxidasa

y peroxiredoxinas, que se encargan de disminuir sus concentraciones celulares

[8].

Consecuentemente, las ERO producidas en cantidades adecuadas se han
vinculado con aspectos de la sefializacion inter e intra celular. De este modo el
que suceda uno u otro, dependera del balance entre oxidantes y antioxidantes
[10].

1.1.3. Especies Reactivas de Oxigeno y Estrés Oxidativo

Para atenuar la oxidacion celular por la presencia de RL incluyendo las ERO, las
células poseen capacidad antioxidante dada por mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos a través de los cuales anulan la reactividad o inhiben la generacion
de RL [11].

Cuando se incrementa la produccion de sustancias oxidantes o bien se produce
una deficiencia en los mecanismos antioxidantes intracelulares, las especies
reactivas de oxigeno resultan dafiinas para la célula. El estrés oxidativo (EO) es
un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la homeostasis redox
intracelular, es decir el balance entre oxidantes y antioxidantes. Este desbalance
hacia los oxidantes conduce a la oxidacion de proteinas, lipidos y del DNA de las
células [11,12].

En el Sistema Nervioso Central (SNC) se forma el O, in vivo como consecuencia
de la reduccion incompleta del oxigeno en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, aunque también puede generarse por la accién de enzimas como la
xantina oxidasa. Su reaccion con la enzima antioxidante, la superéxido dismutasa

(SOD), da lugar a la generacion de H,O,, una sustancia poco reactiva pero con




capacidad oxidante. El H,O, puede generarse ademas por la acciéon de otras
enzimas como la monoamina oxidasa. El O,” puede reaccionar en presencia de
hierro, dando lugar a la formacion de radicales hidroxilo (OH’) mediante la
reaccion de Fenton. Asimismo, el H,O, y el O,” pueden reaccionar entre si, en
presencia de cationes metélicos, mediante la reaccion de Haber-Weiss,
generando igualmente radicales hidroxilo, que son especies altamente reactivas y
oxidantes [13,14].

1.1.4. Estrés Oxidativo en el Sistema Nervioso Central

El estrés oxidativo tiene un papel importante en el desarrollo de muchas
enfermedades degenerativas, como son las enfermedades autoinmunes, el
cancer, las enfermedades cardiacas y la diabetes, pero también juega un rol
crucial en las enfermedades neurodegenerativas como son la Enfermedad de
Alzheimer (EA) [15], Enfermedad de Parkinson (ED) [16], esclerosis multiple [17],

y otros procesos relacionados con el envejecimiento patologico [18].

La plasticidad del cerebro permite ciertas funciones como son el trabajo normal y
los procesos de memoria y aprendizaje. Las sinapsis que se forman entre las
neuronas estan ampliamente organizadas y son estructuras que permiten
interacciones rapidas y altamente selectivas entre las células en respuesta a los
cambios constantes en el ambiente que producen la neuroplasticidad [19]. Esto
les permite a las células nerviosas ser funcionales, asi como poder modificarse
estructuralmente de manera continua para establecer nuevas dendritas y
conexiones sinapticas. El proceso de plasticidad neuronal puede ser alterado por
estrés oxidativo, el cual produce perdida de procesos, muerte neuronal asi como

alteraciones en la formacion de nuevas células [20].

Por otro lado, se ha demostrado que el estrés oxidativo produce modificaciones
en varias proteinas intracelulares lo que ocasionan alteraciones en sus
actividades y funciones [21]. Una de las proteinas que es modificada por los

cambios en el balance redox intraneuronal es la proteina Tau.




1.2. Proteina Tau

1.2.1. Caracteristicas de la proteina Tau

Las Proteinas Asociadas a Microtubulos (MAP) participan en la organizacion de la
estructura del citoplasma neuritico al estabilizar los microtibulos y promover su
polimerizacion. Estas proteinas, en su mayoria son termoestables y presentan
diferentes sitios que son susceptibles de ser fosforilados o glicosilados

promoviendo asi la unién y estabilizacién de los microtubulos [22,23].

La proteina Tau es una MAP que se expresa principalmente en las neuronas. En
condiciones fisioldgicas, Tau existe como una proteina altamente soluble y de
manera nativa en forma desplegada. Tau juegan un papel importante en para la
construccion de la red de microtubulos neuronales, ya que interactia con los
mondmeros de tubulina y promueve su montaje en los microtibulos permitiendo

estabilizar su estructura [24—26].

Estudios in vitro han mostrado, mediante el uso de oligonucleétidos antisentido
para algunos mMRNA que codifican para proteinas MAP2 y Tau, que al inhibir su
expresion se altera de manera importante la plasticidad de las neuronas, ya que
los somas muestran marcada inhibicion de la extensién de neuritas y de la

formacion de dendritas y axones [27-29].

En ratones knockout (KO) para Tau se ha observado que la MAP1A, puede
compensar la funcion de Tau; sin embargo, el diametro del axén de las neuronas

disminuye considerablemente respecto a los animales control [30].

Aunque Tau se encuentra principalmente en los axones de las neuronas, con
niveles menores en las dendritas, puede formar filamentos en dendritas y en el

cuerpo celular neuronal [24].




En las neuronas del SNP que proyectan un axén muy largo y de didmetro mayor
en comparacion con el de neuronas del SNC, se ha reportado la presencia de una
secuencia adicional en la regién N-terminal de Tau, por lo que se ha considerado

ésta como una isoforma de Tau de alto peso molecular [31].

Por otro lado, Tau también se encuentra en células no neuronales, generalmente
en cantidades tan pequefias como en trazas [24]. Un ejemplo claro de esto son
las células gliales, en las cuales Tau se expresa principalmente en condiciones
patologicas [32], y es posible detectar RNAm y proteinas Tau en varios tejidos
periféricos tales como corazon, rifién, pulmén, musculo, pancreas, testiculos, asi

como en los fibroblastos [33].

En la rata, la proteina Tau presenta seis isoformas generadas por procesamiento
alternativo del RNAm a partir de un solo gen, el cual se encuentra en el
cromosoma 17921 [34]. El transcrito primario de Tau contiene 16 exones y
presenta una regiéon 5° que no se traduce que es rica en GC, la cual se ha
descrito en el gen como una regiébn de union para diferentes factores de

transcripcion [35].

La expresion de las diferentes isoformas de Tau por procesamiento alternativo del
RNAmM es variable, de esta manera las isoformas de Tau que se encuentran en el
SNC no se expresan en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) [36].

1.2.2. Estructura, isoformas y dominios de la proteina Tau

Las isoformas de Tau presentan entre 353 a 441 aminoacidos y sus pesos
moleculares van de 45 a 65 kDa [37]. Estas variantes de Tau se diferencian entre
si por la presencia de tres (3R) o cuatro regiones repetidas (4R) de 18
aminoéacidos en el extremo carboxilo-terminal (C-terminal) de la molécula y la
ausencia o presencia de uno o dos insertos (29 6 58 aminoacidos) en el extremo

amino-terminal (N-terminal) (Figura 1.) [38,39].
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Figura 1. Representacion esquematica de los dominios funcionales de la isoforma mas larga de tau
(2+3+10+). El dominio de proyeccion (region N-terminal), incluye la region acida y la region rica en prolina, la
cual interactda con los elementos del citoesqueleto para determinar las distancias entre los microtibulos en
los axones. El dominio de unidn a microtibulos (regién C-terminal), regula la velocidad de polimerizacion de
los microtdbulos. También estéa implicado en la unién con las proteinas funcionales como la proteina fosfatasa
2A (PP2A) o la presenilina 1 (PS1).

La proteina Tau se une a los microtibulos por medio de 3R 6 4R a una matriz
flexible de enlaces débiles y son estas regiones repetidas, codificadas por los
exones 9 a 12, que se disponen hacia el extremo C-terminal. Las regiones 3R y
4R repetidas son altamente conservadas y separadas una de la otra por al menos
13 6 14 aminoacidos inter repetidos [40]. Se ha identificado que entre mayor
namero de repeticiones tenga la proteina, mas eficiente es para promover el

ensamble de los microtubulos [41-43].

En el cerebro, los niveles de expresion de 3R y de 4R ocurren en una proporciéon
de 1:1 [26]. Es importante destacar que en la mayoria de las “taupatias” se altera
la proporcion de 3R:4R. Por ejemplo, algunas familias que padecen la demencia
fronto-temporal y parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17) tienen mayor
proporcion de Tau 4R, debido a mutaciones alrededor del exén 10 exacerbando

de este modo la capacidad de Tau para interactuar con microtubulos [26,44] .

Por otro lado, los dos insertos en la parte N-terminal son altamente acidos y
codificados por los exones 2 y 3. Estos insertos adicionales son seguidos por una

region basica rica en prolina (Figura 1.) [45,46].




El extremo N-terminal se conoce como el dominio de “proyeccion”, ya que se
proyecta desde la superficie de microtibulos en las que puede interactuar con
otros elementos del citoesqueleto [45], con organelos como las mitocondrias [47]
y con la membrana plasmatica neural [46]. Por ello, la proteina Tau puede actuar
como mediador entre los microtubulos y la membrana plasmética [24,47].

Adicionalmente, se ha sugerido que esta region es crucial para la estabilizacion y
organizaciéon de ciertos tipo de axones [24]. Esto se debe a que la longitud
particular del dominio N-terminal de las proteinas Tau en los axones especificos
determinan las distancias entre los microtubulos en el axén y pueden aumentar el

diametro axonal [48].

Por lo tanto, resulta fundamental tanto el extremo C-terminal como la N-terminal,
ya que ambas partes de la molécula son importantes para las funciones de unién
de los microtabulos, interaccién con otros elementos del citoesqueleto, asi como

el tamafio y diametro de los axones.

Tau se expresa diferencialmente durante el desarrollo en el cerebro de la rata
[24]. Solo una isoforma de Tau ha sido identificada en el cerebro de la rata en
etapa prenatal, mientras que de cuatro a seis isoformas se presentan en la etapa
adulta [37].

Se considera que hacia los 20 dias de desarrollo postnatal la isoforma Tau juvenil
(Tau J), la cual se caracteriza por la ausencia de inserciones N-terminal y la
presencia de tres repeticiones C-terminales, se presenta y disminuye
considerablemente hasta no presentarse durante la etapa adulta. Hacia este
periodo de disminucién significativa de Tau J se presenta Tau en su forma adulta
[22].

En la etapa adulta, Tau presenta de una a dos inserciones de 29 aminoacidos en
la region N-terminal, pudiendo regular como previamente se mencion6 la

interaccién de Tau con el citoesqueleto y con la membrana plasmatica [38,46,47],




y presenta 3R 0 4R en la region C-terminal, los cuales hacen mas eficiente el
ensamble de microtubulos, a diferencia del dominio de union a tubulina presente

en etapas fetales que solo presenta 3 repeticiones [41-43].

Por lo cual, las isoformas de Tau puede tener funciones especificas relacionadas

con la ausencia o presencia de regiones codificadas por los exones 2, 3y 10 [24].

Otro dato relevante es que las seis isoformas no se expresan de la misma manera
en las neuronas del SNC. Por ejemplo, los mRNA de Tau que contienen el exén
10 no se encuentran en las células granulares del giro dentado [38].

1.2.3. La proteina Tau: estado fisiologico y estado patologico

1.2.3.1. Estado Fisioldgico

Como se menciond anteriormente, la proteina Tau es regulada durante la
homeostasis normal y durante respuestas inducidas a estrés por una serie de
modificaciones postraduccionales. Una de las modificaciones postraduccionales
mas importantes que ocurren en Tau son las fosforilaciones, ya que estas afectan

la capacidad de las MAPs para unirse a los microtubulos [23].

La proteina Tau tiene 85 posibles sitios de fosforilacion siendo 45 serinas-prolinas
(Ser-Pro), 35 treoninas-prolinas (Thr-Pro) y cinco tirosinas (Tyr) en la isoforma
mas larga de tau (446 aminoéacidos) [24,49,50]. La mayoria de estos sitios se

encuentran localizados por fuera del dominio de union a microtubulos [24].

Por otro lado, la pseudofosforilacion en los residuos de Ser (sustitucion de la Ser
con acido glutamico o acido aspartico) localizados dentro de los dominios R1-R4
en sitios especificos tales Ser 262, 293, 324 y 356 indujo cambios

conformacionales en tau y disminuyo la union a microtubulos [51].




La actividad biolégica de Tau esta regulada por el grado de fosforilacion debido a
gue a mayor numero de grupos fosfato unidos en la regiéon C-terminal, menor es

la capacidad de unirse a los microtubulos [22—-25,50,52-55].

Los sitios de fosforilacion se encuentran distribuidos a través de toda la proteina.
En el cerebro normal, tau tiene entre 2 y 3 moles de fosfato por proteina, los
cuales aparentemente son O¢ptimos para la interaccion con la tubulina y la
promocién del ensamblaje de los microtubulos[26,53,56]. Sin embargo, la
fosforilaciobn de ciertos sitios como Ser214, Thr231, Ser235 y Ser262 de tau
interfiere en la asociacion de tau y con ello disminuye su interaccion la asociacion

de tau con microtabulos [57].

Los diferentes estados de fosforilacion de tau resultan de la actividad especifica

de cinasas y fosfatasas de los sitios antes mencionados[24].

1.2.3.2. Cinasas de Tau

Las cinasas pertenecen al grupo de enzimas denominadas "transferasas” ya que
transportan un grupo fosfato a partir de moléculas donantes de alta energia, como
el ATP o GTP, a sustratos especificos. El nucleo catalitico, donde se produce la

reaccion de fosforilacion, se conserva entre las cinasas [50]

La mayoria de las cinasas envueltas en la fosforilacion de Tau son parte de las
Proteinas Cinasas Dirigidas a Prolinas (PDPK), entre las cuales se encuentra la
cinasa del glicogeno sintasa 3 (GSK3), de manera principal y a las cinasas
dependientes de ciclinas-5 (cdk-5) también conocidas como tau cinasa | y II; 0 a
las proteinas no dirigidas a prolinas, como por ejemplo PKA, MARK cinasas o
PKC; y a las Proteinas Cinasas de Tyr (TPK) (Figura 2) [50,58].

La fosforilacién por PDPK tienen por objetivo los residuos Ser/ Thr que preceden

a un residuo de prolina y por ende tienen lugar principalmente en la region rica en
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prolinas, y en la region C-terminal, mientras que las modificaciones por no PDPK

ocurren en la region de union a microtubulos [50,58].

Aunque dos isoformas de GSK3 o y B estan codificadas por genes diferentes,
comparten aproximadamente el 85% de homologia de secuencia. Aunque los
niveles de las isoformas es diferente, GSK3B es particularmente abundante en
cerebro [24,50,59].

GSK3p es una proteina cinasa multifuncional que actian sobre los residuos
(Ser/Thr) que esta implicada en la regulacion de la sintesis de glucégeno y tiene
la capacidad de fosforilar e inactivar a la glucdgeno sintasa [60,61]. Ademas de
estar implicado en el metabolismo de la glucosa, esta regula muchas vias
celulares adicionales involucradas en el metabolismo de la energia, apoptosis, el
desarrollo de las células neuronales, y formacién de los patrones del soma
[50,62].

GSK3p esta implicada en la transduccion de sefiales mediada por la insulina, el
IGF-1 asi como esta involucrada en la ruta de sefializacion wnt/wingless como
una enzima clave que regula la estabilidad de la [p-catenina y, como

consecuencia, su translocacion hacia el nlcleo y su actividad transcripcional [63]

GSK3p es la principal cinasa que fosforila a Tau tanto en condiciones normales
asi como patologicas. La fosforilacion en las Ser 9 y la Ser 389 inhiben la
actividad de GSK3B mientras que la fosforilacion de la Tyr 216 incrementa su
actividad [50,59]. GSK3p fosforila a Tau en 42 sitios y siendo 29 de ellos

encontrados fosforilados en cerebros de pacientes con EA [64].

La sobreexpresion de GSK3p contribuye a la patogénesis de la EA mediante el
decremento en los niveles de la proteina B-catenina nuclear, lo cual resulta en la
hiperfosforilacion de tau y neurodegeneracion en la EA [65]. Ademas, la
sobreexpresion de GSK3p en lineas celulares causa apoptosis sugiriendo que la

fosforilacién por GSK puede ser toxica [50]
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Debido al aumento de la actividad de GSK3p en los cerebros con EA y su
implicaciéon en la aceleracion de la patologia de tau, GSK3f constituye un objetivo
prometedor terapéutica contra taupatias como la EA, ya que la inhibicién de la
actividad de GSK3 suprime la hiperfosforilacién de Tau asi como el deterioro de la

memoria espacial [50,66].

El balance en la fosforilacion-desfosforilacién de la proteina Tau determina la
estimulacidbn o estabilizacion de la polimerizacion de tubulina en células
neuronales necesaria para el mantenimiento de la estructura del axén y las
dendritas [52].

1.2.3.3. Fosfatasas de Tau

Los estudios de las cinasas que fosforilan a tau, y las proteasas implicadas en la
generacion de AP son muy importantes, ya que al ser las cinasas posibles
objetivos farmacolégicos; los inhibidores de las cinasas pueden prevenir o aliviar
la patologia EA [67,68].

Sin embargo, también se ha reconocido que las proteinas fosfatasas que revierten
las acciones de estas proteinas cinasas son igualmente importantes. Al igual que
las cinasas, fosfatasas tienen muchos efectos fisioldgicos directos, indirectos o
fosforilacién, y contrarrestan la acciébn de cinasas y con esto, fungen como

moduladores importantes en la actividad celular [24,67,68].

Las fosfatasas de proteinas se clasifican en funcion de su capacidad para
desfosforilar Ser y Thr (PPPs y PPMs) o de residuos de Tyr (proteina Tyr
fosfatasa, PTPs o especificidad dual DSPs). La familia de PPP incluye PP1,
PP2A, PP2B (también conocida como la calcineurina), PP4, PP5, PP6 y, mientras
que la familia PPM incluye diversas formas de PP2C y PPasas mitocondriales El

cerebro es una fuente extremadamente rica en fosfatasas [67—69].
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La proteina Tau del cerebro y de células de neuroblastoma son rapidamente
desfosforiladas por fosfatasas enddgenas [24]. Se ha establecido que las
fosfatasas de Tau son las PP fosfoseril/fosfotreonil, como la PP1, PP2-A, PP2B y
PP2C. Estas fosfatasas estan directa e indirectamente asociadas a los
microtubulos [24,70,71].

La proteina fosfatasa 2A (PP2A) se expresa ampliamente en todo el cuerpo y
juega un papel predominante en la desfosforilacion de miles de fosfoproteinas

diferentes en tejidos de vertebrados [59,68,72].

Conjuntamente, PP2A se expresa en altos niveles en el cerebro, donde actia
sobre diversos substratos. Esta fosfatasa es responsable de la desfosforilacion de

muchas proteinas cinasas [72,73].

Fisiologicamente, en los cerebros humanos sin patologia neurodegenerativa, el
analisis de las actividades de la fosfatasa muestra un predominio de la actividad
PP2A (=71 % ) en comparacién con otras fosfatasas como PP2B (=7 %), PP5
(=11 %) u otras fosfatasas (=11 %, PP1 predominantemente) [73]. La disfuncion
de PP2A conduce a un desequilibrio en varias vias de sefializacién mediados por

cinasas que contribuyen a multiples patologias [67—-74].

PP2A es la principal fosfatasa implicada en la regulacién de la fosforilacion de
Tau. Por un lado, de manera directa la proteina PP2A desfosforila a la proteina en
varios sitios con diferente eficiencia (Figura 2). A su vez, PP2A contribuye a la
fosforilacion de Tau de manera indirecta, al activar a la GSK3p por la

desfosforilacién de la Ser9 y permitiendo con ello la fosforilacién de Tau [55,74].

Existe evidencia suficiente que indica que las principales modificaciones post-
traduccionales que afectan la actividad de PP2A son la fosforilacion y la
metilacion. En el caso de la primera, se reportado que la fosforilaciéon de los

residuos de Tyr resulta en la inactivacion de la fosfatasa [67—70,72—74].
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El sitio de fosforilacion de Tyr307 se localiza en el extremo C-terminal de la
subunidad catalitica y es un dominio (DYFL) altamente conservado entre todos los
PP2As eucariotas. La region C-terminal de la PP2A es la responsable de la
regulacion bioldgica de las funciones del PP2A, por lo que la fosforilacion de esta
Tyr inactiva la enzima impidiendo sus funciones de fosfatasa [67—70,72—74].

1.2.3.4. Estado de Hiperfosforilacién de Tau

El balance en la fosforilacién-desfosforilacion de la proteina Tau regula el
crecimiento neuritico, la sinaptogénesis y la plasticidad sinptica al estabilizar la

polimerizacién de tubulina en células neuronales [51-53].

Cuando se interrumpe el equilibro de las cinasas y fosfatasas de Tau, se produce
una fosforilacion sostenida llamada hiperfosforilacion. La hiperfosforilacion de Tau
consiste en la incorporacion de 9 a 10 moles de grupos fosfato por proteina en
sitios putativos de serina, treonina, y de Tyr, y siendo de tres a cuatro veces

mayor que en la proteina normal [26,53,57,74].

Diversos estudios sugieren que la desregulacion en la actividad de GSK3p
contribuye a la hiperfosforilacion de tau por la disminucién de los niveles de -
catenina nuclear [64—66,75—-79]. En el caso de ratones transgénicos para GSK3

se presento atrofia hipocampal con incremento en la hiperfosforilacion de Tau [80]

La sobreactivacion de GSK3B y CDK5 promueve la formacion de marafas
neurofibrilares (NFTSs) en cerebros con EA por la hiperfosforilacion de Tau [65,81—
83]. Estudios han reportado que la proteina p-amiloide (AB), principal
constituyente de las placas seniles en la EA; es capaz de activar a GSK3pB y
CDKS5 [65,66,77].

La proteina Tau hiperfosforilada con la cinasa GSK3-f tiene afinidad con los sitios
de fosforilacion detectados por los anticuerpos para AT8 (Ser202/Thr205), TG3
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(Thr231/Ser235) y PHF-1 (Ser396/Ser404), mismos epitopos que son

caracteristicos de la EA y otras enfermedades [26].

Como se mencion6 anteriormente, otro factor importante para la hiperfosforilacion
de Tau es la desregulacion en la actividad de las fosfatasas. En el caso de PP2A
y PP1A, la disminucion en la actividad de las fosfatasas contribuye a la

hiperfosforilacion de tau y a la generacion de déficit cognitivo. [71,84]

Se ha observado que las alteraciones generales en la fosforilacion de tau inducida
por la inhibicion de PP2A son el resultado de los efectos combinados en la
reduccion desfosforilacion de tau debido a la inhibicion directa de PP2A y por la

reduccion en la fosforilacion por GSK3p debido a su inhibicion [85].

Por lo tanto, cuando existe la desregulacién de cinasas y fosfatasas se produce el
efecto de hiperfosforilacion. Diversos estudios han descrito por lo menos 30 sitios
especificos de fosforilacion anormal, los cuales son principalmente Ser o Thr, y el
50% de ellos son sitios candnicos (Ser/Pro, Thr/Pro) para cinasas dependientes
de prolina. La mayoria de estos sitios de fosforilaciébn se encuentran en la region
C-terminal y principalmente en el dominio de unién a microtibulos. La otra mitad
de los sitios son fosforilados por cinasas no-dependientes de prolina. Por otro
lado, se ha observado que 16 sitios de fosforilacion se encuentran tanto en
cerebros con EA como en cerebros normales [49,50,57].

Existe cierta controversia sobre la hiperfosforilacion de Tau ya que ha sido
asociada tanto a un mecanismo patolégico al igual que a un mecanismo de

proteccion contra el estrés oxidativo [86].

Por afios se ha indicado que la hiperfosforilacion anormal de Tau perturba su
estructura y funcion aumentando la resistencia a la protedlisis [26] Un ejemplo de
esto se observa en la EA, en donde los niveles de tau son 7-10 veces mas
elevados que los encontrados en el cerebro normal, sin estar los niveles de

MARN aumentados en comparacion de cerebros normales. Esto sugiere que el
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incremento en los niveles de proteina se debe a la hiperfosforilacion de tau, su

agregacion y su resistencia a ser degradada [57].

La proteina Tau hiperfosforilada induce pérdida de su actividad biologica al
encontrarse disociada de la B-tubulina con la consecuente desestabilizacion de
los microtibulos del axon y desestabilizacion del citoesqueleto asi como
incrementando su toxicidad al poder asociarse la forma hiperfosforilada con la
fosforilada y los cambios conformacionales provocados por esta asociacion
[75,81,82,87-91].

Existen dos estados conformacionales diferente inducidos por la fosforilacion. En
el primero, tau hiperfosforilada adquiere la maxima capacidad de unir tau normal y
otras MAPS; cuando incorpora alrededor de 4 moles de fosfato por mol de
proteina sobre las posiciones 199, 202, 205, 212, 235, 262 y 404 [57,87-91].

En el segundo, en el cual tau es capaz de autoensamblarse y acumularse en
filamentos helicales pareados (PHFs) en las neuronas con la incorporacion de
aproximadamente 10 moles de fosfato por mol de proteina e involucra la
fosforilacién en las posiciones 202, 231, 396, 404 y 422 [57,87-91]. De manera
interesante, GSK-3[3 puede fosforilar en las posiciones Thr 231, Ser 396 y la Ser
404 [92].

La proteina Tau normal tiene dominios inhibitorios basicos por los cuales se
impide la interaccién tau-tau. La fosforilacion de tau en la Ser-396 y/o 404 permite
la abertura de estos dominios produciéndose la interaccion tau-tau a través de las
repeticiones. Debido a la interaccion tau-tau, los PHFs disminuyen la interaccion
de Tau con los microtubulos, promueve el desensamblaje, y altera el transporte

axonal [56].

Bramblett y colaboradores (1993) demostraron que la fosforilacion anormal de tau
en la EA implicaba a la Ser396, y sugirieron que esto se debia a la activacion
inapropiada de cinasas fetales o la reduccion de la actividad de las fosfatasas de
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proteina tau. Ademas, especularon que la fosforilacion de la Ser396
desestabilizaba los microtubulos debido a la proximidad de la Ser396 a la region
de union a los microtubulos Sin embargo, la fosforilacion reversible de la Ser396 y
el nimero de repeticiones de regiones de unién a microtibulos juegan un papel

importante en la modulacién de la union de tau a microtubulos [93].

Otros estudios han correlacionado fuertemente a la fosforilacion de la Ser396 con
la estabilidad general de Tau, aun mas si existe alguna mutacion ya que
incrementa la velocidad de fosforilacion y de polimerizacion en filamentos [94—-96].
Asimismo, se ha reportado que el estrés oxidativo mitocondrial por la deficiencia
de SOD2 exacerba la carga amiloide e incrementa los niveles de fosforilacion en
la Ser396 de Tau [96].

Mondragdn-Rodriguez y colaboradores (2014) han repostado que la fosforilacion
de las Ser396-404 son unos de las primeras alteraciones observadas en la EA 'y
en el Sindrome de Down. También indicaron que alrededor del 50% de las
estructuras que contienen la fosforilacion en los sitios Ser396-404 se encuentra ya
en forma de agregados fosforilados de tau con un soma neuronal bien
conservado. Al mismo tiempo, se observdé que la fosforilacion de la Ser396

coexiste con eventos de truncamiento tempranos y tardios [97].

Los PHFs se agregan en polimeros fibrilares de tau anormalmente fosforilada
intraneuronalmente formando las NFTs; los cuales se convierten en enredos
fantasmas extracelulares que se mantienen presentes después de la muerte de la
neurona [87-91]. Los NFTs han sido asociados directamente con la gravedad de
la demencia en la EA, debido a su efecto y formacién en el citoplasma matan a las
neuronas de areas especificas del cerebro incluyendo la formacién del

hipocampo, la amigdala y la neocorteza [87—91].

La formacion de las NFTs caracteristica morfopatoldgica en varias demencias y
enfermedades neurodegenerativas conocidas como Taupatias [52]. Algunos
ejemplos de estas patologias son la EA, Enfermedad de Pick y otras demencias
como la Demencia Frontotemporal ligada al cromosoma 17 (DFT-17), la demencia
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frontotemporal con amiotrofia y la demencia pugilistica. También han sido

descritas NFTs en pacientes con sindrome de Down, en pacientes con la EP; asi

como en los pacientes que padecen la Paralisis Supranuclear Progresiva (PSP) y

en Degeneracion Cortico-Basal-Ganglionica (DCBG) [24,57].

En la EA, se ha reportado que las seis isoformas de Tau estan presentes en los
PHFs, que forman los NFTs. Los microtubulos son requeridos para el transporte
axoplasmico, y en las neuronas de enredo que devengan de los pacientes con

EA, el sistema de microtibulos son destruidos y reemplazados por los FHA [83].
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Figura 2. Modificaciones de la proteina Tau por cinasas y fosfatasas, asi como su posible relacion con la
correcta union de Tau a microtubulos o la formacién de agregados en forma de PHF.
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1.3. Tau y las Especies Reactivas del Oxigeno

Los efectos de las especies de oxigeno sobre la fosforilacion de la proteina Tau
parecen ser dependientes de la dosis y tiempos de exposicion [98-108]. En
concentraciones bajas de H,0, (<0.1mM) [98], condiciones agudas [104-106], asi
como por concentraciones bajas de Mercurio (Hg) (<200 nM) [107,108] inducen la
desfosforilacion transitoria de Tau mediante diversos mecanismos indirectos como
son la activacion de Cdk5 que, a su vez conduce al incremento en la actividad de
la proteina fosfatasa 1(PP1) [98].

En estudios realizados en estados de EO crénico [109,110], asi como con
productos como el 4-hidroxinonenal (4-HNE) [111] y la acroleina [112,113], se ha
observado que inducen la hiperfosforilacion de Tau en diferentes epitopos (PHF-
1, TG3 y MC1) relacionados con las NFTSs.

Ademas, se reporté que en estudios realizados en células que sobreexpresan el
transgen inducible por estrés RCANL1, la induccion de EO produjo increment6 en
la expresion del gen RCAL, asi como de su misma proteina, conduciendo a la
inhibicibn de PP2B asi como a la sobreexpresion de GSK-3p y con ello el

incremento de la fosforilacion de Tau [102,103].

Ademas de estos complejos efectos del H,O, sobre la fosforilacion, también se ha
reportado que, mientras el EO moderado incrementa la susceptibilidad proteolitica
de las proteinas intracelulares, el estrés oxidativo crénico promueve la agregacion

de proteinas, dando como resultado disminucion en la protedlisis [114-116].
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1.4. Terapia de Reemplazo Hormonal

La menopausia se define como el ultimo periodo menstrual y se confirma después
que una mujer ha perdido sus periodos de 12 meses consecutivos y tiene
correlaciones fisiolégicas como son bochornos, palpitaciones, resequedad
vaginal, cambios emocionales, etc. Estos efectos fisiologicos se deben a la

pérdida de la secrecion de estrogenos por el cese de la funcion ovérica [117,118].

El objetivo de la Terapia Hormonal (TH) es tratar de disminuir los sintomas
vasomotores asociados a la menopausia a cualquier edad, siendo los beneficios
superiores a los riesgos en mujeres sintomaticas de menos de 60 afios de edad o

hasta 10 afios después de la menopausia [117,118].

Los sofocos son la queja mas comun de las mujeres perimenopausicas y
menopausicas, que afecta del 75-85% de las mujeres. Los sofocos nocturnos son
el tipo mas comun y resultan en alteraciones del suefio, fatiga y depresién. Los
sofocos, sudoracion, cambios en el humor y la libido, fatiga y depresion tienen
importantes implicaciones en la calidad de vida para las mujeres menopausicas.
Estos efectos estan relacionados con la disminucion de los niveles plasmaticos de

estrdgenos en mujeres perimenopausicas y postmenopausicas [117-119].

La Terapia Estrogénica (TE) funciona al reemplazar el estrégeno que el cuerpo ya
no sintetiza. El estrégeno reduce la sensacion de calor en la parte superior del
cuerpo y los bochornos (sofocamiento por calor), es eficaz en los sintomas de

atrofia vulvar y vaginal, asi como dificultad para orinar [117,118].

El estradiol (E2) es la principal hormona entre los estrégenos. Aunque el E; ha
sido considerado una hormona reproductiva, tiene efectos mas alla de los 6rganos
reproductivos en una variedad de érganos diana no reproductivos. Estos 6rganos

son el hueso, el sistema cardiovascular y el sistema nervioso [117,118].
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1.4.1. Efectos Neuroprotectores de las Hormonas Esteroides

El papel neuroprotector de las hormonas esta bien establecido. Uno de los datos
que mejor apoyan esta afirmacion es la existencia de diferencias sexuales en la
recuperacion de dafios del tejido nervioso debido a traumatismos o accidentes
cerebrovasculares. Estas diferencias se atribuyeron, en un principio, a diferencias
de género en la conectividad y tamafio de los centros nerviosos [120,121]; sin
embargo, parece ser mas determinante la presencia de esteroides como el E, o la

P4 en el sitio y en el momento del dafio cerebral [120].

Se ha reportado que la P4 tienen la capacidad de promover el crecimiento axonal
y participar en la plasticidad neuronal, asi como también que puede regular la

expresion y la activacion de Tau en diversas regiones cerebrales [120-122].

Por otro lado, el E, y el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-I),
cooperan en el SNC para regular el desarrollo y la plasticidad neuronal, eventos
neuroendocrinos y respuestas a dafos en tejidos neuronales. Se ha observado
que en el hipocampo de ratas hembras la expresion y funcién de los receptores a
estrogenos (RE) y del receptor de IGF-I (IGF-IR) en el cerebro, es por medio de
regulacion cruzada con la proteina p-85 asi como con la activacion del receptor en
si [123].

De particular interés son los datos que hacen referencia a las enfermedades
neurodegenerativas, ya que varios estudios han descrito que la TE disminuye el
riesgo de padecerlas [124-126] pero incrementa el riesgo de padecer ciertos tipos
de cancer [118].

1.4.2. Efectos Secundarios de las Terapia de Reemplazo Hormonal
Desde hace mucho tiempo, la TE ha sido reconocida como un tratamiento efectivo

para aliviar los sintomas de la menopausia. Lamentablemente, se ha reportado

que la TE aumenta la incidencia de cancer de endometrio al ser este tejido muy
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sensible a los estrégenos. Estos efectos no deseados de la TE se han visto
disminuidos con el uso de la Terapia Combinada Estrogénica-Progestacional
(TCEP) [118].

La TCEP, consiste en una combinacion de un estrégeno y un progestageno, que
se administran en una forma continua o secuencial. El progestageno se afade
para reprimir la accion proliferativa sobre el endometrio y el Utero, siendo
obligatoria la presencia del progestdgeno en presencia de Utero.
Desafortunadamente, el aumento del riesgo de cancer de mama se asocia
principalmente al afiadir un progestageno al tratamiento con estrégenos y se

relaciona con el tiempo de uso [118].

Debido a esto, la industria farmacéutica se ha dado a la tarea de sintetizar
farmacos con los efectos benéficos de los estrégenos pero sin los efectos

adversos producidos en los 6rganos sexuales.

22



1.5. Tibolona

La Tibolona (TIB) (Figura 3.) es un farmaco usado como tratamiento completo de
primera eleccién para el alivio de los sintomas climatéricos y la prevencion de la

osteoporosis en mujeres posmenopausicas [127].

Este farmaco fue sintetizado por primera vez y sus propiedades probadas a
finales de los 1960s y principios de los 1970s. Varias pruebas biolégicas revelaron
que posee propiedades estrogénicas, progestagénicas y androgénicas basado en
su estructura. Sin embargo, su actividad estrogénica no era esperada por la falta
de caracteristicas estructurales esenciales, como un anillo aromético A y un grupo

de compuesto fendlico C3 [127].

Este farmaco, principio activo del medicamento Livial®, tuvo su desarrollo clinico
en los tardios 1970s e inicialmente enfocado a la prevencion de pérdida 6sea. El
primer estudio clinico en mujeres posmenopausicas por Lindsay y colaboradores
(1996) demostraron el efecto positivo en los huesos pero, adicionalmente, parecia
que, si bien la TIB alivia sintomas climatéricos, los efectos estrogénicos sobre el
endometrio no se observaron. Estos hallazgos iniciaron nuevas investigaciones en

el campo de los sintomas climatéricos y la prevencién de la osteoporosis [127].

A la fecha, la TIB esta registrada en 90 paises para aliviar los sintomas del
climaterio y en 45 para la prevencion de la osteoporosis [128].

1.5.1. Propiedades quimicas

La TIB (3) [(7a, 17a)-17-hidroxi-7-metil-19-norpregn-5(10)-en-20-in-3-ona] es un
esteroide estructuralmente relacionado con derivados de la 19-nortestosterona
como el noretinodrel y la noretisterona (Figura 3.) que tiene una ligera afinidad a
los RE, a los receptores de androgenos (RA) y a los receptores a P4 (RP), y por
ello presenta triple actividad hormonal [129].
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Figura 3. Estructura quimica de la Tibolona, Noretinodrel y la Noretisterona

Estructuralmente es diferente a los moduladores selectivos del receptor a
estrogenos, (SERMs) con una configuracién 3-ceto-A5-10 con 2 sustituyentes, un

grupo a—metilo en la posicion 7, asi como un 17o~—etilo [127].

El metabolismo de la TIB se realiza rapidamente originandose 3a- (3a—OH Tibo) y
3B hidroxi-TIB (3—OH Tibo) en las formas sulfatadas e inactivas; a partir de ellas
o directamente de la TIB se produce un tercer compuesto que es el A* isémero
[129]. Los isémeros o y P tienen una gran afinidad por los RE mientras que el A*

sé6lo tiene afinidad por el RAy RP (Figura 4.).
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Figura 4. Estructura de los metabolitos de la TIB
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La Tabla 1. nos muestra la unién con los RE y RP tanto de la TIB asi como de los

metabolitos.
Afinidad relativa (%)
Esteroide RE RP
(E2=100%) (Org 2058=100%)
TIB <1 1
A* <1 10
3o~ OH Tibo 2 No union
3B—OH Tibo 2 No unién

Tabla 1. Afinidad relativa para el RE y RP para TIB y sus metabolitos. Adaptado de [130], Org 2058 [(16 -
etil-21-hidroxi-19-nor-pregn-4 ene-3,20-diona)- 6,7-3H)]

El efecto bioldgico de la TIB se determina directamente por la caracteristica y
capacidad quimica de cada tejido asi como el contenido de receptores tanto para
estrogenos como para andrégenos y P4. Es decir los SERMs regulan la actividad
de los RE, en cambio la accién de la TIB se modula especificamente en los tejidos
[129].

1.5.2. Indicaciones terapéuticas

En un principio fue usado para la prevencién de la osteoporosis en mujeres
posmenopausicas con alto riesgo de fracturas pero después se demostré que
tenia efectos benéficos sobre los sintomas de deficiencia estrogénica en mujeres

posmenopausicas, después de mas de un afio de la menopausia [127].
1.5.3. Mecanismo de accion
La TIB tiene efectos estrogénicos, progestagenicos y androgénicos, asi como

reduce a nivel central los niveles de las hormona foliculo estimulante (FSH) y de

la hormona luteinizante (LH) [131].
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El efecto hormonal que produce este esteroide depende del tejido en el que actue,
es decir en unos tejidos actuara como un estrégeno y producira efectos agonistas
estrogeénicos, y en otros actuara como un progestageno o como un andrégeno y
producira los correspondientes efectos hormonales. Su perfil de accion resultara
pues de la suma de sus distintos efectos hormonales en los diferentes 6rganos y
tejidos en los que actua. Es por esto por lo que se dice que la TIB es una

molécula de accion tejido especifica [127]

Consecuentemente, el efecto de la TIB esta determinado por el tipo de tejido y los
metabolitos que se forman, la accion es estrogénica en el hueso, la vagina y el
cerebro; por otra parte el efecto es progestacional sobre el endometrio y

androgénico sobre el higado [132].

La TIB tiene un efecto similar a los estrégenos sobre los bochornos y otros
trastornos climatéricos. Ademas, ejerce efectos similares a los estrégenos sobre
la vagina y los huesos. Debido a sus efectos progestagénicos, no estimula el
endometrio. Por lo tanto, si se produce sangrado, éste por lo general se debe a un
endometrio atréfico [131].

En el caso de la mama, se reportd que la TIB aumentd la expresion de los
receptores de P4 A (PRA) y B (PRB), sin afectar ERa y de expresion ER en los
senos de macacos. Estos resultados indican que los efectos de la TIB en el tejido
mamario puede ser mediada a través de la regulacion diferencial de las isoformas
del PRA y PRB y con ello distintas de las observadas con la TRH convencional
[132].

Se tenia evidencia de que la TIB aumenta la densidad Osea [133,134], pero se
tenia duda si reducia el riesgo de fracturas atribuibles a osteoporosis. Gallagher
comunicé el efecto de varias dosis de TIB vs placebo en la densidad ésea de
columna lumbar y cuello femoral en 656 mujeres seguidas por dos afos.
Gallagher report6 que el uso de TIB en dosis de 2,5 mg produjo un aumento de la

densidad Osea en columna lumbar de 2,6% respecto al basal y en cadera total
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aumenté mas de 2% con TIB 2,5 mg, en tanto que con placebo se redujo 1,5
Lamentablemente no se menciono la precision de los resultados (IC 95%) y a

pesar del seguimiento relativamente breve se perdio el 20,8% de la muestra [135].

Por otro lado, en un estudio aleatorio de 4.538 mujeres, que estaban entre las
edades de 60 y 85 afos, la TIB redujo el riesgo de fracturas y de cancer de mama
y cancer de colon, pero aumentd el riesgo de accidente cerebrovascular en

mujeres ancianas con osteoporosis [128].

Por dltimo, la TIB tiene efectos sobre algunos parametros metabodlicos y
hematoldgicos, tales como una disminucion plasmatica del colesterol en
lipoproteinas de alta densidad, de triglicéridos, de lipoproteina (A) y un aumento
de la actividad fibrinolitica de la sangre. La implicacion clinica del efecto de la TIB
sobre el metabolismo de los lipidos y la hemostasia no esta clara. Hasta la fecha
no se han podido obtener conclusiones definitivas con respecto a los riesgos de
enfermedad cardiovascular o tromboembolismo venoso asi como los efectos a

largo plazo se desconocen [136].

1.5.4. Absorcién, biotransformacién y excrecién

Después de la administracion oral, la TIB es rapida y absorbida ampliamente.
Debido a su rédpido metabolismo en el intestino los niveles plasméaticos de TIB son

muy bajos [137].

Los datos farmacocinéticos indican cinéticas lineales. Los niveles plasmaticos
maximos se alcanzan después de 1-4 horas, posteriormente se metaboliza en el
higado y no se produce acumulacién. La TIB y el A* isémero sélo estan presentes

durante las primeras 6 horas tras la ingesta oral [137].

En mujeres posmenopausicas se reportd que el 98% de los metabolitos con
actividad estrégenica se encuentran en forma disulfurada en suero y tejidos. De

los metabolitos conjugados, el 3a-hidroxi-TIB predomina en el suero, mientras que
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el A* TIB predomina en miometrio y la vagina. Los niveles de metabolitos
disulfatados en el suero y tejidos son de 3 a 5 veces mas altos después de dosis
multiples que después de una dosis Unica [137].

La excrecion de TIB se produce principalmente en la forma de metabolitos polares
y muy polares. Una pequeia cantidad del compuesto administrado es excretada
en la orina, pero la mayor parte es eliminada via biliar y por las heces. En total la

vida media de depuracion es cercana a 48 horas [137].

En resumen, la TIB es un esteroide estructuralmente diferente al E, y a los
moduladores selectivos del receptor a estrégenos, (SERMs por las siglas en
inglés) con una configuraciébn 3-ceto-A5-10 con dos substituyentes, un grupo
a metilo en la posicion 7, asi como un 17-a etilo. Este esteroide tiene diferente
actividad segun el tejido blanco. Se sabe que sus metabolitos tienen diferente
efecto, la 3a— y 3B —hidroxi-TIB tienen efecto estrogénico y el A* isémero tiene

actividad como progestageno/andrégenico [138].

Debido a que la TIB tiene un efecto selectivo tanto en la activacién del receptor
asi como de las enzimas que la metabolizan es considerado como regulador de la

actividad estrogénica tejido-selectivo (pos sus siglas en inglés STEAR) [139].

1.5.5. Efectos de la Tibolona en el Sistema Nervioso Central.

1.5.5.1. Efecto de la Tibolona en el déficit cognitivo

Uno de los aspectos que se ve afectado durante la menopausia es la memoria. En
este aspecto las mujeres postmenopausicas que fueron tratadas con estradiol
mejoran la recoleccion de informacion, la memoria, asi como otros aspectos de
las funciones cognitivas, incluyendo el deterioro cognitivo. Esto se correlaciona
directamente con la presencia en plasma del E; biodisponible [140]. En los dltimos
afnos, se han realizado diversos estudios sobre los efectos de la TIB sobre la

memoria y la cognicion [141-148].
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A pesar de que los aspectos cognitivos y la neuroproteccibn no han sido
completamente aclarados, los estudios en animales y humanos sugieren que la
TIB podria ser util contra ciertos tipos de dafio neuronal. Entre los factores
inductores de dafio que han sido estudiados son la menopausia [141-143];
administracion de farmacos [144], la ovariectomia (OVX) [145-147], y el
envejecimiento [148]. Por otro lado, la TIB ha sido propuesta como un modulador

endocrino [141] y de neurotransmisores [147].

En el estudio piloto previamente mencionado de Albertazzi y colaboradores (2000)
[143], reportaron que las mujeres postmenopausicas tratadas durante 6 meses
con 2.5 mg de TIB tuvieron una mejora en la memoria semantica a largo plazo
similar a la de las mujeres que reciben TCEP con Kliogest® [143]. Esto puede
deberse a que la TIB disminuye la GFES y con esto podria incrementar la
biodisponibilidad de E, y de T [149].

Un estudio sobre los efectos cognitivos en mujeres después de 10 afios de
tratamiento con diferentes TRH, y después de ser sometidas a una prueba de
estrés leve, demostré que las mujeres que no recibieron TIB presentaron mayores
sintomas de ansiedad en comparacién con las que si recibieron tratamiento [142].
En el mismo estudio, las mujeres que recibieron TIB tuvieron mejor respuesta en
las pruebas de memoria semantica (memoria para los hechos), evaluados en una
tarea de la generacion de categoria, pero que no difirieron en las pruebas de
memoria episodica (memoria de eventos). Por ultimo, se reportdé que el grupo de
TIB tuvo peores resultados en una tarea de atencion sostenida y una tarea de

planificacion, tareas que estan asociadas con la funcion del I6bulo frontal [142].

En otro estudio, se ha reportado que en mujeres premenopausicas, la
administracion de TIB revierte el dafio sobre la cognicion que es causado por el
acetato de leuprolide, y mejora el humor y la calidad de vida de los pacientes que
reciben agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para el
tratamiento de los sintomas de los leiomiomas uterinos [144].
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También se ha estudiado el efecto a largo plazo del uso de la TIB en diferentes
modelos animales. En ratas OVX jovenes, adultas y viejas, la TIB mejor6 la
memoria en la prueba de evitacién pasiva Step-down [146]. Aunque en este
mismo estudio en ratas con OVX simulada (Sham) y tratadas con una dosis de
0.5 mg/kg de TIB, asi como las ratas jovenes OVX tratadas con la misma dosis de
TIB tuvieron un peor desempefio comparados con los otros grupos en el laberinto
de agua [141]. En un modelo de menopausia simulada (OVX por 18 semanas),
altas dosis de TIB (1 y 10 mg / kg) mejoraron su aprendizaje, al incrementar las
latencias en laberinto en forma de T en comparacién con el vehiculo [147].

1.5.5.2. Plasticidad Neuronal y Neurotransmision

Como se ha hecho mencion en la presente revision, los tratamientos a largo plazo
con TIB han tenido buenos resultados en cuanto al tratamiento del climaterio, en
el mantenimiento de ciertos aspectos psicolégicos asi como cognoscitivos. En los
efectos neuroprotectores de la TIB se ha observado que la TIB es capaza de
disminuir el estrés oxidativo en diferentes modelos animales [148]. En la corteza y
el hipocampo de ratas OVX jévenes, adultas y viejas tratadas con dosis de 0.5y 1
mg/kg de peso de TIB, se observd una disminucién en los niveles de lipidos
peroxidados y produjo un incremento en la capacidad antioxidante total
comparandolos contra animales Sham [148].

En un estudio realizado en neuronas hipotaldmicas de cobayo, la administracién
de TIB atenud rapidamente la respuesta de los receptores GABAg agonista para
baclofeno [150]. Por otro lado, como se menciond anteriormente, Espinosa-Raya
y colaboradores (2012) reportaron un incremento en el aprendizaje animales con
tratamientos cronicos con altas dosis de TIB (1 y 10 mg / kg) en un modelo de
menopausia; siendo estos resultados correlacionados con una disminucion en el
contenido de acetilcolintranseferasa (ChAT) a dosis crecientes de TIB, mientras

que el contenido de la triptéfano hidroxilasa (TPH) aumenté [147].
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Gibbs y colaboradores (2002)
quienes reportaron reducciones significativas tanto en la ChAT vy
acetilcolinesterasa (AChE) en el septo medial / banda diagonal de Broca, siendo
este efecto dosis-dependiente en macacos OVX tratados por dos afos con TIB
[145]. Esto nos indica que la mejora en los efectos de los procesos cognoscitivos

de la TIB, probablemente no sean debido a un efecto sobre la ChAT y AChE.

En estudios previos realizados en el laboratorio, se reportdé que tratamientos
cronica con 0.5 mg/kg de TIB durante 60 dias a ratas adultas ovariectomizadas
(OVX), disminuyeron el contenido de proteina de Tau hiperfosforilada, inremento
el contenido de la proteina en su forma desfosforilada en el hipocampo y el
cerebelo. Estos resultados se correlacionaron con el incremento en el contenido
de las formas fosforiladas de GSK3p, Akt y PI3K en el hipocampo. Estos
resultados nos indican que la TIB puede regular el estado de fosforilacién de Tau
a través de esta via de sefializacion; y con ello podria ayudar a evitar los efectos

observados en Taupatias como son el Alzheimer y otras demencias [151].

En el 2012, en un estudio se reporté mayor intensidad en la tincion por
inmunohistoquimica para la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) y c-Fos en la
corteza cerebral y el hipocampo de ratas hembra tratadas con TIB que en los
animales control. Al ser la funcion principal de la GFAP el proteger la organizacion
interna de los astrocitos y el incremento en la expresion de c-Fos un marcador de
actividad neuronal, esto nos indica efectos benéficos de la TIB en estos dos

aspectos [152].
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1.6. Hipocampo

El hipocampo es una de las partes del cerebro que méas se ha estudiado. El
interés hacia €l se debe tanto a su papel funcional (implicacién en procesos de
memoria y aprendizaje), como a las peculiaridades Unicas de la organizacion del
hipocampo y de su desarrollo, pues contiene varias subregiones con diferente
organizacion y ritmo de desarrollo. Su ordenada organizacion estructural en capas
y la elevada capacidad de reinervacion, hacen del hipocampo el modelo
experimental mas empleado para el estudio del funcionamiento de los circuitos

neuronales y la plasticidad y capacidad regenerativa del cerebro [153].

Conviene distinguir entre los términos region hipocampal, formacién hipocampal,
e hipocampo. En el cerebro de mamiferos la regién hipocampal es el componente
central del sistema limbico. Este se compone de una porcion cortical y una
porcién subcortical. La porcidn cortical estd constituida por la circunvolucion
limbica, la cual es parte de la corteza cerebral, tiene forma de anillo, esta situada
en la cara interna de cada hemisferio, separa la neocorteza del hipotalamo y del
tronco encefélico, e incluye el giro parahipocampal, cingulado y subcalloso. La
porcidén subcortical incluye la region hipocampal, la corteza olfatoria medial a la
fisura rinal, la amigdala, el septum, los cuerpos mamilares, y el ndcleo talamico
anterior [153].

La regién hipocampal se subdivide en dos partes [154-156] la formacion
hipocampal, consistente en el hipocampo propiamente: el Cuerno de Amon, el
giro dentado, y el subiculum (incluyendo el prosubiculum), y b) la formacién
parahipocampal, consistente en el presubiculum, el parasubiculum (incluyendo el
area retroplenial) y la corteza entorrinal. Sin embargo, el término hipocampo es

empleado a menudo para designar la formacion hipocampal [156].

El hipocampo representa una continuacion de la corteza cerebral que se enrolla,
mientras que el giro dentado representa su final libre. La formacién hipocampal

esta curvada a lo largo de su eje longitudinal (septo-temporal), de manera que la
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parte dorsal posee una orientacion casi horizontal, y la porcién ventral desciende

a la base cerebral (75), es decir, posee forma de “C”.

El hipocampo se ha subdividido en diversas regiones o areas. Ramén y Cajal,
1911 distinguio en los roedores dos regiones, una inferior, que comprende la zona
de células piramidales grandes, y otra superior, que comprende el resto del
hipocampo [154]. Un analisis morfolégico mas detallado permitio a Lorente de No,
1934 subdividir el hipocampo en cuatro campos: CAl, CA2, CA3 y CA4 (Figura
5.). El area CALl corresponde a la mayor parte de la regién superior, CA2 esta
situada cerca de la curva del arco del hipocampo, CA3 ocupa la mayor parte de la
region inferior, y CA4 se encuentra dentro de la apertura del arco que forma el

giro dentado, en la regién del hilus [155].

Figura 5. Esquema de la estructura del hipocampo. CA: Cuerno de Amon.
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1.7. Modelo de Estrés Oxidativo Producido por la Exposicion

Cronica a Ozono

1.7.1. Ozono

El ozono (O3) es una ERO cuya molécula esta compuesta por tres atomos de
oxigeno, formada al disociarse los 2 atomos que componen el gas de oxigeno.
Cada atomo de oxigeno liberado se une a otra molécula de O,, formando
moléculas de Os. A temperatura y presion ambientales el ozono es un gas de olor
acre y generalmente incoloro, pero en grandes concentraciones puede volverse

ligeramente azulado.

El O3 se descompone rapidamente en presencia de O, a temperaturas mayores
de 100°C, en condiciones normales, puede demorar varias horas en reconvertirse
nuevamente en O, Si se respira en grandes cantidades, puede provocar dafio a
diferentes 6rganos y sistemas induciendo un aumento del EO celular, una
irritacion en los ojos y/o garganta, la cual suele pasar luego de respirar aire fresco

por algunos minutos [157].

1.7.2. Dafio inducido por el ozono a diferente érganos y sistemas

En los ultimos afios se ha reportado que la inhalacion del Oz (incluso en dosis
bajas) puede aumentar los RLs en el organismo. El EO producido por el O3 se ha
relacionado con la toxicidad inmediata en el sistema respiratorio produciendo
lipoperoxidacion en el tejido pulmonar; también se ha observado lipoperoxidacion

en otros tejidos como el corazén [158,159].

Por otro lado, también se ha observado dafio en la difusion de la barrera
hematoencefalica, inflamacion neuronal, bloqueo de procesos de neurogénesis,
cambios estructurales y muerte neuronal en el SNC de ratas expuestas durante

varios dias a este gas [159].
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1.7.3. Estrés oxidativo producido por la exposicion crénica a ozono en el
SNC.

El SNC es vulnerable al estado de estrés oxidativo por la exposicién al Os. Esto se
debe a que las membranas de las neuronas estan constituidas por un gran
contenido de acidos grasos poliinsaturados y poseen un mecanismo antioxidante
pobre en comparacién con otros 6rganos como son higado, riflones y pulmones
[160].

El dafio en el SNC producido por el ozono puede ser reversible o irreversible
dependiendo del tiempo de exposicion asi como de la concentracion de la
exposicion. Rivas-Arancibia y colaboradores (2000) reportaron que el EO inducido
por la exposicion cronica a 0.25 p.p.m. de Os, produce lipoperoxidacion de la
membrana celular, oxidacion de proteinas, inactivacion enzimatica, destruccion
del DNA, apoptosis celular [161]. También reportaron en el mismo modelo dafio
en diferentes tipos de conducta como déficit cognitivo de corto asi como de largo
plazo [20], la disminucion de la percepcion olfativa y la memoria olfativa de
reconocimiento social [162], y disminucién en la actividad motora [20].

Otros reportes indican que la exposicion crénica a ozono disminuye los niveles de
neurotransmisores como la serotonina [162] y de dopamina [163]; incrementa la
activacion de procesos inflamatorios cerebrales y genera la acumulacion de la

proteina B-amiloide 1-42 en el hipocampo y la corteza cerebral [164].

En trabajos previos, se ha reportado que la administracion de varios compuestos
exdégenos, tales como la taurina [161], la vitamina E [165], y el E, [23], tienen
efectos antioxidantes y pueden disminuir la peroxidacion lipidica inducida por la
exposicion al Os. En el caso del E,, también disminuye la muerte neuronal, el
déficit cognitivo y el deterioro de la memoria de reconocimiento social causado por
la exposicion al O3 en ratas adultas [166,167]. Estos efectos del E;, probablemente
se deban a la actividad antioxidante a través de su capacidad inherente para

secuestrar EROs y poder inhibir la lipoperoxidacion [168,169].
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Desafortunadamente, se ha observado que la administracion crénica de E,, solo y
en combinacion con progestinas usadas como terapia hormonal, tiene efectos
secundarios como cancer de mama y de endometrio, asi como sobre eventos

cardiovasculares [117,118].

La TRH con TIB ha demostrado tener efectos antioxidantes asi como
neuroprotectores en diferentes modelos de dafio neuronal. Sin embargo, se
desconoce el efecto de la administracion crénica de la TIB sobre el estrés
oxidativo, el déficit cognitivo y las alteraciones motoras, la muerte neuronal y
fosforilacion patolégica de Tau en el modelo de estrés oxidativo en ratas
expuestas al Os. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de
la administracion crénica de TIB sobre la lipoperoxidacion, el déficit cognitivo, las
alteraciones motoras y la muerte neuronal en un modelo de estrés oxidativo no
invasivo, utilizando animales expuestos cronicamente a dosis bajas de Oj;

similares a un dia de alta contaminacion en Ciudad de México.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés oxidativo tiene un papel crucial en las enfermedades neurodegenerativas
como son la EA [15], EP [16], esclerosis mdultiple [17], y otros procesos

relacionados con el envejecimiento patologico [18]

Se ha descrito que la terapia sustitutiva con estrogenos disminuye el riesgo de
padecer enfermedades neurodegenerativas aunque aumenta el riesgo de
desarrollar cancer de mama y cérvico-uterino. La TIB se ha administrado desde
hace varios afios para el tratamiento de los sintomas del climaterio asi como para

prevenir la osteoporosis en mujeres post-menopausicas.

A pesar que el efecto de la TIB sobre los aspectos cognitivos y la neuroproteccion
no han sido completamente aclarados, los estudios en animales y humanos
sugieren que la TIB podria tener un efecto neuroprotector [132—137], aunque se

necesitan alin mas estudios en modelos especificos para poder afirmar

Debido a que el estrés cronico, el déficit de memoria, y los cambios de
fosforilacion de proteinas como Tau son fundamentales en el desarrollo de varias
enfermedades neurodegenerativas es necesario estudiar el efecto de la TIB sobre

ellos.

Para lograr esta meta utilizaremos un modelo animal de estrés oxidativo inducido
por la exposicion cronica a ozono Estos animales exhiben deterioro en la memoria
de corto y de largo plazo, aumento en la activacion de procesos inflamatorios
cerebrales. Sin embargo, no se han realizado los estudios de efecto del ozono en
la hiperfosforilacion de la Tau con la consecuente formacion de NFTs. Este
analisis permitirda comprender los mecanismos moleculares del proceso
neurodegenerativo en este modelo, asi como desarrollar terapias alternativas a
las actuales para combatir los sintomas de algunas enfermedades

neurodegenerativas.
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3. HIPOTESIS

La administracion crénica de TIB disminuird el estrés oxidativo y el déficit
cognitivo, asi como regulara la fosforilacion de Tau a través de las proteinas
GSK3b, Akt y las fosfatasas PTEN y PP2A en el modelo de dafio neuronal

inducido por la exposicion crénica a ozono.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Estudiar el efecto de la administracion cronica de TIB sobre el estrés oxidativo y el
déficit cognitivo, asi como sobre la regulacién de la fosforilacion de Tau a través
de las proteinas GSK3b, Akt y las fosfatasas PTEN y PP2A en el modelo de dafio

neuronal inducido por la exposicién cronica a ozono.

4.2, Obijetivos Especificos

A. Determinar el efecto de 1mg/kg/dia de TIB sobre el estrés oxidativo crénico en
el hipocampo de las ratas expuestas a O3 mediante el analisis de marcadores de
estrés oxidativo (oxidacion de lipidos y proteinas) por Western Blot.

B. Determinar el efecto de 1mg/kg/dia de TIB sobre la muerte neuronal provocada
por el estrés oxidativo cronico en el hipocampo de las ratas expuestas a O3 por
medio del analisis histologico con la tincion de Nissl.

C. Evaluar el efecto de 1mg/kg/dia de TIB sobre el déficit cognitivo y la actividad
motora provocado por la exposicién crénica a Os.

D. Determinar el efecto de 1mg/kg/dia de TIB sobre el incremento en la
fosforilacion de la proteina Tau en la ser 396 y sobre las proteinas GSK3p, Akt.
PTEN y PP2A en el hipocampo de la rata inducido por exposicion cronica a

0zono.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar con un peso corporal de 250-300
g, que se colocaron en cajas de acrilico (cinco animales por caja) con libre acceso
a agua y comida (Purina, Minnetonka, MN) y mantenidas en un cuarto con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 h (inicio del ciclo de luz a las 8:00 h). Los animales
fueron tratados de acuerdo con las directrices y requerimientos de la Declaraciéon
de Helsinki por la Asamblea Médica Mundial y por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

5.2. Tratamientos

Los animales fueron divididos al azar en 10 grupos experimentales, con 10
animales por grupo. En el primer grupo (C), los animales fueron expuestos a una
corriente de aire libre de O3 durante 60 dias; en el segundo grupo (C+TIB) los
animales fueron expuestos a una corriente libre de O3 y recibieron 1 mg/kg de TIB
(Livial ® Organon, México) durante 60 dias. Los grupos 3, 4, 5 y 6 fueron
expuestos a Oz durante 7, 15, 60 y 60 dias respectivamente. Los grupos 7, 8,9y
10 recibieron 1 mg/kg de TIB por via oral durante 7, 15, 30 y 60 dias (O3+TIB)
respectivamente y fueron expuestos a Oz durante esos mismos periodos. Se
eligieron estas dosis y estos periodos debido a que en estudios previos se ha
comunicado que la TIB ejerce efectos sobre los procesos cognitivos durante los

dos primeros meses de tratamiento con dosis de 0,5y 1 mg/kg [146,147].

5.3. Exposicion al O;

Los animales fueron expuestos a 0,25 ppm de O3 durante cuatro horas al dia,
dentro de una camara con un difusor conectado a un generador de O3 (5 L/s). El
procedimiento utilizado se ha descrito previamente [1,17,21,24].
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54. Exposicion al Aire

Se utilizé la misma camara en el tratamiento del grupo control en el que se uso el

flujo de aire puro libre de Os.

5.5. Prueba de Actividad Motora.

Inmediatamente después de la dltima exposicion a O3z o al aire, los animales
fueron devueltos a sus jaulas. Dos horas mas tarde, se analizé la actividad motora
de cada animal de cada grupo. La prueba de campo abierto es una evaluacion
comprensiva mediante la cual multiples conductas del repertorio natural de las
ratas son observadas simultdneamente en una caja o arena novedosa para el

animal.

Se colocé a la rata durante 5 minutos dentro de una caja de acrilico donde se
filmé la conducta de exploracion, congelamiento asi como el acicalamiento del
animal y con ayuda del Programa OACIF (Omnialva, México) se determind el
tiempo de cada una de ellas. Concluidas las pruebas de conducta se sacrificaron

a los animales para llevar acabo los estudios de Western blot [170].

5.6. Prueba de Evitacion Pasiva

El entrenamiento y la Prueba de Evitaciéon Pasiva (PEP) fué realizada en una
camara con dos compartimentos del mismo tamafo (30 x 30 x 30 cm), uno
denominado compartimento de seguridad y el otro de castigo, separados por una
puerta tipo guillotina. En el compartimento de seguridad, el piso consiste en una
rejilla de aluminio hecha de barras de 0,5 cm de diametro separadas por una
distancia de 1,5 cm. Las paredes laterales y el piso del compartimiento de castigo
estan cubiertas por una capa de acero inoxidable, con un hueco de 1 cm en medio
del piso. El piso fue conectado a una unidad de corriente constante (Grass,

modelo PSIU6), la que, a su vez, se conectd a un estimulador Grass (modelo S48)
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gue libera 50 pulsos cuadrados por segundo con una intensidad de 2 a 4 mA, con

una duracion de 5 ms por pulso por 5 s.

La prueba de retencion consté de 2 sesiones con 24 h de separacion entre cada
una de ellas. En la primera sesion (memoria de corto plazo), inicio el
entrenamiento al colocarse el animal en el compartimento de seguridad y
transcurridos 20 segundos se levantd la puerta de guillotina, anotandose la
latencia de entrada al compartimento de castigo e inmediatamente se bajo la
puerta de la guillotina. Dentro del compartimento de castigo, el animal recibié un
shock eléctrico de 3 mA durante 3 segundos. A continuacién se levanto la puerta
y la rata abandono el compartimento donde recibi6 el estimulo negativo (Latencia
de escape). Se aisl6 al animal por 10 minutos en la jaula de alojamiento.
Transcurridos los 10 minutos se dio inicio a la Prueba de memoria de corto plazo.
El animal fue colocado en el compartimento de seguridad y 10 segundos después
se le permiti6 el acceso al compartimento de castigo. La prueba consto de 600
segundos, en los cuales el animal deberia ser capaz de recordar que en la
seccion obscura recibid el estimulo adverso. Si el animal entré antes de los 600

segundos se anoto la latencia de entrada y se concluyé la prueba.

La segunda sesion (Memoria de largo plazo) se efectu6 24 h después llevandose
a cabo el mismo procedimiento de la primera sesién y anotandose el tiempo de
latencia. El animal logr6 el aprendizaje si el tiempo requerido para entrar al
compartimento obscuro no fue diferente, pero el comportamiento en una prueba
de retencion significativamente diferente de la conducta durante el

condicionamiento [170].

5.7. Técnica de Western blot

Se sacrificaron los animales y se les diseco el hipocampo (38). Se extrajeron las
proteinas de los tejidos antes mencionados, utilizando un amortiguador de lisis de
proteinas con inhibidores de proteasas. Se realizara la técnica de Western blot
para analizar la activacion y contenido de todas las proteinas de la cascada con el

uso de anticuerpos que reconocen a Tau Total, y la fosforilacion de la proteina
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Tau en la Ser396; anticuerpos que reconocen a GSK3 [3 total y su forma
fosforilada en el epitope Ser9, anticuerpos para la proteina de Akt total y su forma
fosforilada en el epitope Ser 473, para las fosfatasa PP2A y PTEN en sus formas
fosforiladas y sus totales asi como para Tubulina que se utiliz6 como control de
carga de las proteinas analizadas. Posteriormente se realizé un andlisis

densitométrico y estadistico de los datos obtenidos [151].

Después del andlisis de la conducta, seis animales de cada grupo fueron
seleccionados al azar, se sacrificaron por decapitacion y sus hipocampos fueron
disecados de acuerdo al Atlas de Paxinos y Watson [171] y procesados para la

técnica de Western blot.

Las muestras de tejido se homogeneizaron en solucién amortiguadora de lisis
(150 mM NaCl, 20 mM de Tris-HCI, 10% de glicerol, 5 mM de EDTA y 1% de NP-
40; Roche, Mannheim, Alemania) adicionada con inhibidores de la proteasa (50
g/mL de fenil metil sulfonil fluoruro, 10 mg/mL de aprotinina, 25 mg/mL de
leupeptina; Sigma, St. Louis, MO). Las proteinas se obtuvieron por centrifugacion
durante 15 min a 15.000 rpm a 4 °C, los sobrenadantes se cuantificaron usando
un ensayo de Bradford modificado (BioRad, Munich, Alemania). Las proteinas (30
mg) se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (10% de SDS-PAGE) con un sistema Mini-Protean (BioRad) y se
transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare,

anteriormente Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, EE. UU.).

Para verificar que la cantidad de proteina fue la misma en cada carril, se tifleron
las membranas con solucién de rojo Ponceau (Anexo Il) (0,1% w/v en acido
acético al 5%, Sigma, St. Louis, MO) y luego se lavaron con una solucion
amortiguadora tris/salina con 0,05% de Tween-20 hasta que el color desaparecio.
Las membranas se bloguearon con una solucion al 5% de leche en polvo sin
grasa diluida en solucién amortiguadora TRIS/salina con 0,05% de Tween-20 y se

incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios. Se incluyeron
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marcadores de peso molecular (BioRad) para la determinacion del peso molecular

de las proteinas. Se utilizaron anticuerpos mencionados en la Tabla 2.

Proteina Numero de Catalogo Compaiiia
Nitrotirosina ab42789 Abcam
4-Hidroxinonenal MAB3249 R&D
Tau fosforilada en la Ser 396 ab32057-100 Abcam
Tau total sc-5587 Santa Cruz
GSK3 fosforilada en la Ser 9 sc-11757-R Santa Cruz
GSK3 Total Sc-9166 Santa Cruz
Akt fosforilada en la Ser 473 Sc-7985 Santa Cruz
Akt Total sc-8312 Santa Cruz
PTEN fosforilada en el Ser 380 #9551 Cell Signaling,
PTEN Total sc-7974 Santa Cruz
PP2a fosforilada en la Tyr 307 sc-12615 Santa Cruz
PP2a Total BD Transduction Lab.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para determinar el efecto de la exposicion a ozono sobre el estado de
fosforilacion de la proteina tau y de las proteinas GSK3p, AKT. PTEN Y PP2a en el hipocampo de la rata con
y sin tratamiento de TIB.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron y
se incubaron con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano
(Santa Cruz, diluido 1:10.000). La intensidad de las bandas de las proteinas se
cuantifico por densitometria usando un escaner HP para la captura de imagenes y
el programa 1D Image Analysis Software Kodak para el andlisis densitométrico.
Se cuantificaron cinco bandas inmunorreactivas (50, 65, 80, 94 y 120 kDa) en los
dos marcadores de estrés oxidativo y para las demas proteinas las bandas
inmunoreactivas correspondientes a su peso molecular. La suma de la densidad
Optica de las cinco bandas se utilizé para realizar la grafica correspondiente. Para
minimizar las variaciones intraensayo, las muestras de todos los grupos de anima
les en cada experimento se procesaron simultdneamente y en las mismas

condiciones.
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5.8. Analisis Histoldgico

Para la evaluacion histolégica del dafio en el hipocampo, los otros cuatro
animales fueron perfundidos con paraformaldehido al 4% en PBS al final de las
pruebas de conducta. Rebanadas del cerebro que contenian el hipocampo dorsal
se procesaron para su inclusion en parafina y las secciones coronales (10 um)

fueron tefiidas con la técnica de Nissl.

El nGmero de neuronas piramidales presentes que tenian morfologia normal,
distintos contornos citoplasmicos y nucleares, y nucléolos visibles en la parte
media de la capa de células piramidales CA3, se contaron bilateralmente en dos
secciones por animal bajo un microscopio 6ptico (ampliacion, 400x). El recuento
de las células del hipocampo derecho e izquierdo en cada una de las dos
secciones se promedié para proporcionar un valor Unico para cada animal. De
estos valores, la media de las neuronas remanentes se calcul6é para cada uno de

los grupos experimentales.

5.9. Analisis Estadistico

Los resultados de Western Blot se analizaron usando el Analisis de Varianza
(ANOVA) seguido por un estudio Post Hoc de Tukey's usando el programa
Prisma Stat Version 5.0. Los resultados de conducta fueron evaluados por la
Prueba de Kruskal-Wallis y la Prueba de U de Mann-Whitney. En el caso del
analisis histolégico, la media de las neuronas remanentes se calculdé para cada

uno de los grupos experimentales.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto de la TIB sobre los Marcadores de EO en el

hipocampo de ratas expuestas a Os.

La Figura 6 muestra imagenes representativas de 6 animales asi como los
efectos en la expresion de los aductos de NT como marcador de la oxidacién de
proteinas, (Fig. 6a) y del 4-HNE (Fig. 6b) como marcador de lipoperoxidacién; en
el hipocampo de ratas expuestas a Oz y a O3+TIB (1 mg/kg) previo a la exposicion

por periodos de 7,15, 30 y 60 dias.

El EO inducido por la exposicion a O3 aumento los niveles de los productos de la
descomposicion de los peréxidos derivados de los acidos grasos poliinsaturados y
de los ésteres de lipoperoxidacion, asi como de la oxidacion de proteinas; y
siendo estadisticamente significativo a partir de los 15 dias de la exposicion a Os.
Sin embargo, el tratamiento con TIB mantuvo los niveles de estos marcadores de
estrés oxidativo en valores similares a los de los controles durante el mismo
periodo (Figura 6A. y 6B.).
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Figura 6. Ejemplos de blots y de los efectos en el hipocampo con respecto a la oxidacion de proteinas
(nitrotirosina) y en la lipoperoxidacion (4-HNE) en animales expuestos a corriente de aire sin ozono (C),
expuestos a corriente de aire sin ozono con tratamiento de 1mg/kg de TIB (C+T); asi como a la exposicion
cronica a ozono con y sin tratamiento a 1mg/kg de TIB. Los subgrupos de los animales son de 7 dias (7d), 15
dias (15d), 30 dias (30d) y 60 dias (60d) de exposicién a ozono con y sin tratamiento previo a la exposicion
de TIB. Ratas control (Vehiculo, n=6). Los datos fueron expresados con media + SEM. El asterisco significa
diferencia estadisticamente significativa de la exposicion a ozono por 7, 15, 30, 60 con y sin tratamiento
previo a TIB (p<0.05) vs de los valores de las ratas control.
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6.2. Efecto de la TIB sobre la Muerte Neuronal provocada por el

EO crénico en el hipocampo de ratas expuestas a Os.

La Figura 7 muestra ejemplos de cortes histolégicos del hipocampo de ratas
expuestas a O3 TIB y a O3+TIB por 60 dias tefiidos con la Técnica de Nissl. La
tincion de Nissl demostré que la exposicion crénica al Oz provocaba un aumento
en el nimero de neuronas muertas en la region CA3 del hipocampo (Figuras 7E,
7F, 71). En los animales expuestos a O3 y tratados con TIB, se observé una
disminucién de la muerte neuronal en la region CA3 (Figuras 7G, 7H, 71); el
namero de neuronas de este grupo fue similar al observado en los grupos C
(Figuras 7A, 7B, 71) o C+TIB (Figuras 7C, 7D, 7I).
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Figura 7. La TIB reduce parcialmente la pérdida de neuronas piramidales en la regiéon CA3 del hipocampo
inducida por la exposicion crénica a Os. En la parte izquierda: tincion de Nissl a secciones coronales del
hipocampo dorsal de ratas sometidas a corriente de aire libre de Oz (C; A, B) o corriente de aire libre Oz con
tratamiento de 1mg/kg de TIB durante 60 dias (C+TIB, C, D), o con la exposicion Oz durante 60 dias (O3 60d;
E,F) o a la exposicion de Os+1mg/kg de TIB por 60 dias (O3+T 60d G,H), obtenidos en el ultimo dia de la
exposicion a Os. En la parte inferior: Namero (media + EE) de las neuronas piramidales de la region CA3 en
cuatro grupos experimentales (I). Las barras de escala: 1 mm (hipocampo), 100 um (CA3). Prueba post hoc
de Tukey: *p<0.05 vs. C, C+TIB y O3+TIB; $p<0.05 vs. O3 60d.
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6.3. Efecto de la TIB sobre el Déficit Cognitivo y la Actividad

Motora en ratas expuestas a Os.

6.3.1. Prueba de Evitacion Pasiva para Memoria de Corto y de Largo Plazo

Primero se analizd si los animales estaban recibiendo y sintiendo el estimulo
negativo por medio de las Latencias de Adquisicién y Latencias de Escape

(Figura 8.).
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Figura 8.Estadistica de las Latencias de Adquisicion y Latencias de Escape para la PEP de A y B ratas
machos expuestos a corriente de aire sin Oz (C), expuestos a O3 7 dias (7d ), 15 dias (15 d), 30 dias (30d) y
60 dias (60d). Ratas control n=10 y cada grupo n=10. C y D. Ratas machos con exposicion a corriente de aire
sin O3 (C), exposicién a O3 y tratamiento concomitante de TIB por 7 dias (7d), 15 dias (15 d), 30 dias (1 M) y
60 dias (2 M). Ratas control n=10 y cada grupo n=10. Los datos son expresados con media + SEM.

Los resultados no indicaron diferencia estadistica en ambas latencias de los dos
grupos experimentales con lo cual podemos concluir que los animales si

recibieron el impulso eléctrico y pudieron aprender el efecto adverso de entrar a la

compartimento de seguridad.

La Figura 9. muestra los resultados del PEP a 10 min y 24 h después de la ultima

exposicion al O3 6 con O3 y el tratamiento con 1 mg/kg de TIB.
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Figura 9.Estadistica de la PEP para evaluar la Memoria de corto y de largo plazo de ratas machos con exposicién a: en
negro corriente de aire sin O3 (C), en blanco corriente de aire sin O; con 1 mg/kg de TIB por 60 dias (C), exposiciéon a Oz en
verde durante 7 dias (7d), 15 dias (15d), 30 dias (30d) y 60 dias (60d) y en azul exposicién a Oz con 1 mg/kg de TIB por 7
dias (7d), 15 dias (15d), 30 dias (30d) y 60 dias (60d). Ratas control n=4 y cada grupo n=10. Los datos son expresados con
media + SEM. El asterisco, significa diferencia estadistica de la exposicién a O3 por 7, 15, 30 asi como 60 dias (p<0.05) vs
de los valores de las ratas control. El signo de pesos ($) significa diferencia estadistica de los animales expuestos a Oz con
de 1mg/kg de TIB (p<0.05) vs de los valores de las ratas expuestas a O3 a los mismo periodos de tiempo.

Se observdo que la exposicion crénica a Oz disminuyo6 la latencia de retencion
tanto en la memoria de corto y como en la de largo plazo; esta disminucion es
estadisticamente significativa a partir de los 15 dias de exposicion y se mantuvo
hasta 60 dias de exposicion a Oz (Figura 9A y 9B). Los animales expuestos a O3
y tratados con TIB, la latencia de retencidn se mantuvo en niveles similares a los
de los controles a los 10 minutos (Figura 9B). A pesar de que se observd una
reduccion en la latencia de retencion a las 24h en los animales tratados con TIB,

los valores fueron mas altos que los de los animales expuestos a O3 (Figura 9B).
6.3.2. Prueba de Actividad Motora.

La Figura 10. muestra los resultados del PEP a 10 min y 24h después de la
ultima exposicion al O3 0 al O3 mas el tratamiento con 1 mg/kg de TIB.
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Figura 10. Estadistica de la PAM de ratas machos con exposicion a: en negro corriente de aire sin O3 (C), en blanco
corriente de aire sin O3 con 1 mg/kg de TIB por 60 dias (C+TIB), en verde exposicién a Oz durante 7 dias (7 d), 15 dias (15
d), 30 dias (30d) y 60 dias (60d) y en azul exposicién a Oz con 1 mg/kg de TIB por 7 dias (7 d), 15 dias (15 d), 30 dias (30d)
y 60 dias (60d) en de cada grupo n=10. Los datos son expresados con media + SEM. El asterisco significa diferencia
estadistica de los animales expuestos a O3 por 15, 30, 60 (p<0.05) vs de los valores de las ratas control. El signo de pesos
(%) significa diferencia estadistica de los animales expuestos a O; con de 1mg/kg de TIB (p<0.05) vs de los valores de las
ratas expuestas a O3 a los mismo periodos de tiempo.
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Observamos que la exposicion crénica a O3 disminuyé la conducta exploracion y
fue estadisticamente significativa a partir de 30 dias, mientras que los animales
tratados con TIB antes de la exposicion al Oz presentaron niveles similares de
conducta de exploracion a los observados en los controles (Figura 10A). Este
resultado se correlaciona con el aumento en el comportamiento de congelacion,
que fue estadisticamente significativo después de los 15 dias de la exposicion al
O3 (Figura 10B). En los animales expuestos a O3 mas el tratamiento con TIB, se
observé un aumento en el comportamiento de congelacion, aunque este aumento
fue estadisticamente inferior al observado en los animales expuestos s6lo a Oz
(Figura 10B).

6.4. Efecto de la TIB sobre el Estado de Fosforilacion de Tau y
de GSK3B, Akt, PTEN y PP2A en el hipocampo de ratas

expuestas a Os.

La Figura 11 muestra blots representativos de 6 animales sobre la expresion y
contenido de las proteinas asi como los efectos en la fosforilacion de la Ser396 y
Total de Tau; la fosforilacion en la Ser9 y Total de GSK3p; y la fosforilacion en la
Ser473 y Total de Akt en el hipocampo de ratas macho expuestas a Oz por

periodos de 7,15, 30 y 60 dias con y sin tratamiento previo de TIB.

El EO cronico producido por la exposicion a Oz incremento la fosforilacion de Tau
en la Ser396 en comparacion de los animales C y C+TIB, siendo estadisticamente
significativo a partir de los 15 dias de exposicion a Oz y no siendo afectada la
expresion de Tau Total. El tratamiento previo de los animales con TIB mantuvo la
fosforilacion de Tau en la Ser396 en valores similares a los animales control
(Figura 11A.). Ademas, la exposicion a O3 disminuy0 la fosforilacion en la Ser9 de
GSK3B en comparacion de los animales C y C+TIB, siendo estadisticamente
significativo a partir de los 15 dias de exposicion a Oz. El tratamiento previo de los
animales con TIB mantuvo la fosforilacion de GSK3B en la Ser9 en valores
similares a los animales control y sin ser afectada la expresion de la proteina
GSK3p Total (Figura 11B.).
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Figura 11. Ejemplos de Western blots y de los efectos en el hipocampo en la expresion de la proteina
fosforilada Tau en la Ser396, Tau Total; en la fosforilacion en la Ser9 de GSK3, GSK3 Total y en la
fosforilacion en la Ser473 de Akt y de Akt Total en animales expuestos a corriente de aire sin Oz (C),
expuestos a corriente de aire sin ozono con tratamiento de 1mg/kg de TIB (C+T); asi como a la exposicion
cronica a Oz con y sin tratamiento a 1mg/kg de TIB. Los subgrupos de los animales son de 7 dias (7d), 15
dias (15d),30 dias(30d) y 60 dias(60d) de exposicion a O3 con y sin tratamiento previo a la exposicién de TIB.
Ratas control (Vehiculo, n=6). Los datos fueron normalizados con los valores de Tubulina y expresados con
media + SEM. El asterisco significa diferencia estadisticamente significativa de los animales expuestos a O3
por 15, 30, 60 (p<0.05) vs de los valores de las ratas control. El signo de pesos ($) significa diferencia
significativa de los animales expuestos a Oz con tratamiento previo de 1mg/kg de TIB (p<0.05) vs de los
valores de las ratas expuestas a Oz a los mismo periodos de tiempo.
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El EO cronico producido por la exposicion a O3 disminuyé la fosforilacion en la
Ser473 de Akt en comparacion de los animales control, y siendo estadisticamente
significativa a partir de los 15 dias de exposicion a Os. En los mismos animales,

no se observd cambio en la expresion de la proteina Akt Total (Figura 11C.).

La Figura 12. muestra blots representativos de 6 animales sobre la expresion y
contenido de las proteinas asi como los efectos en la fosforilacion de la Tyr307 y
Total de PP2A y en la Ser380 y Total de PTEN en el hipocampo de ratas macho
expuestas a Oz por periodos de 7,15, 30 y 60 dias con y sin tratamiento previo de
TIB.

La exposicion cronica a O3 produjo disminucion en la fosforilacion de la Tyr307 de
PP2A en comparacion de los animales control, siendo estadisticamente
significativo a partir de los 15 dias de exposicion a Oz y no siendo afectada la
expresion de PP2A Total (Figura 12A.). El tratamiento previo de los animales con
TIB mantuvo la fosforilacion de la Tyr307 de PP2A en valores similares a los de
los controles; sin ser afectada la expresion de la proteina PP2A Total (Figura
12A.).

Ademas, la exposicién a Oz disminuy6 la fosforilacién en la Ser380 de PTEN en
comparacién de los animales C y C+TIB, siendo estadisticamente significativo a
partir de los 15 dias de exposicién a Os. El tratamiento previo de los animales con
TIB mantuvo la fosforilacion de PTEN en la Ser380 en valores similares a los
animales control y sin ser afectada la expresion de la proteina PTEN Total (Figura
12B.).
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Figura 12. Ejemplos de Western blots y de los efectos en el hipocampo en la expresion de las fosfatasas
PP2a Y PTEN totales y de las fosforilaciones en la Tyr 307 en PP2A y en la Ser 380 de PTEN en animales
expuestos a corriente de aire sin ozono (C), expuestos a corriente de aire sin ozono con tratamiento de
1mg/kg de TIB (C+T); asi como a la exposicion cronica a ozono con y sin tratamiento a 1mg/kg de TIB. Los
subgrupos de los animales son de 7 dias (7d), 15 dias (15d), 30 dias (30d) y 60 dias (60d) de exposicién a
0zono con y sin tratamiento previo a la exposicion de TIB. Ratas control (Vehiculo, n=6). Los datos fueron
normalizados con los valores de Tubulina y expresados con media + SEM. El asterisco significa diferencia
estadistica de los animales expuestos a ozono por 15, 30, 60 (p<0.05) vs de los valores de las ratas control.
El signo de pesos ($) significa diferencia significativa de los animales expuestos a ozono con tratamiento de
TIB (p<0.05) vs de los valores de las ratas expuestas a ozono en los mismo periodos de tiempo
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7. DISCUSION

El O3, también conocido como oxigeno activado u oxigeno trivalente, es un agente
oxidante muy reactivo porque por un lado es inestable y también puede generar RL
citotoxicos a través de la transferencia de atomos de oxigeno a las macromoléculas
del cuerpo. El O3 es uno de los principales agentes contaminantes con un impacto
estructural y funcional significativo en los sistemas respiratorio, sistema
cardiovascular, el higado y el cerebro, incluso en las concentraciones mas pequefias
[172-175].

Cuando los niveles de O3 sobrepasan los sistemas de defensa antioxidantes en los
pulmones [176,177], las ERO’s pueden alcanzar el SNC a través del torrente
sanguineo, causando EO [170,175,178]. EI EO en el SNC juega un papel importante
en la muerte neuronal debido a la severa vulnerabilidad del cerebro a la pérdida del

equilibrio de oxidacién-reduccién [179].

En el SNC, el EO causado por O3 aumenta la LPO [159], siendo las zonas mas
vulnerables el bulbo olfatorio, hipocampo, cuerpo estriado, cerebelo y la corteza
prefrontal [163,174,180-182]. En el hipocampo, el EO inducido por el O3z causa
muerte neuronal y puede conducir a problemas en la plasticidad del cerebro, dando
lugar a déficits de aprendizaje, de memoria y motor, terminando en una

neurodegeneracion progresiva [20].

El modelo de EO por exposicion cronica a Oz es un modelo no invasivo de dafio
neuronal bien establecido. En este modelo, el O3 produce incremento en la LPO
provocando deterioro de la plasticidad cerebral, induce pérdida en la reparacion
cerebral en el hipocampo, déficits en la memoria, el aprendizaje, la memoria de

reconocimiento social y la actividad motora [161,163,166].

En el presente estudio, se observdé que la exposicidn crénica de Oz aumenta el
contenido de la NT y del 4-HNE en el hipocampo de la rata a partir de los 15 dias de

exposicion y que estos niveles se mantienen hasta los 60 dias (Figura 6.). Estos



resultados concuerdan con trabajos anteriores, en los cuales se reportd que la
exposicion crénica a O3 aumenta los niveles de LPO en este tejido [166]. El cerebro
es especialmente vulnerable a la LPO por ERO, ya que el cerebro ocupa
aproximadamente una quinta parte del oxigeno consumido por el ser humano, tiene
una escasez relativa de sistemas antioxidantes y contiene altas concentraciones de
acidos grasos poliinsaturados (PUFASs) [183]. El 4-NHE es un aldehido altamente
reactivo generado por la exposicion de acidos grasos poliinsaturados al peroxido de
ERO, también es utilizado como indicador de la presencia y el grado de EO en las

enfermedades neurodegenerativas [184,185].

Se ha reportado que el E, ejerce su actividad antioxidante por medio de la donacién
de atomos de hidrégeno, a partir del hidroxilo del anillo fendlico a los radicales
lipidicos peroxilo asi como a otros radicales perjudiciales. Esta accion puede inhibir la
LPO y retrasar el deterioro de la memoria [166,169].

En los dltimos afios, los efectos de la TIB en el SNC han sido ampliamente
investigados [141-148,150-152,186-189]. Aunque los aspectos cognitivos vy
neuroprotectores de esta hormona no han sido completamente dilucidados. Diversos
estudios en modelos animales asi como en humanos sugieren que la TIB podria tener
un uso benéfico contra el dafio inducido por la menopausia [142], la administracion de
acetato de leuprolide [144], la OVX a largo plazo [147], y durante el envejecimiento
[148]. La TIB se ha propuesto como un modulador neuroendocrino [186] y de
neurotransmisores [147]; también se ha observado que reduce la formacién de PHF al

disminuir la fosforilacion de la proteina Tau [151].

En los resultados obtenidos, se observo que la administracion de TIB a los animales
expuestos a O3 mantuvo los niveles de los marcadores de EO analizados en valores
similares al de los grupos controles en comparacién con los animales expuestos solo
a O3 (Figura 6.). Estos resultados concuerdan con reportes previos en los que se
observo que la administracion de TIB redujo la LPO inducida por el envejecimiento en
el hipocampo de rata [148]. En nuestro conocimiento, este es el primer reporte sobre
el efecto de la TIB sobre los niveles de oxidacion de proteinas en el hipocampo. Por
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otro lado, los biomarcadores de estrés oxidativo y nitrosativo se mantuvieron en
niveles similares a los observados en los animales control, incluso después de la
exposicion crénica de Oj. Estudios anteriores han informado que la administracion
cronica de TIB reduce la LPO producida por OVX en el cerebro de rata y en la sangre
de mujeres postmenopausicas. Estos resultados podrian deberse a las caracteristicas
moleculares de la TIB de poder donar hidrégenos de su anillo hidroxilo, al igual que lo
hacen los estrégenos, incrementando la capacidad de barrer los RL, y o mediante la
estimulacién de mecanismos directos e indirectos sobre algunos antioxidantes como
el tocoferol, aumentando sus concentraciones plasmaticas como se reporta en

algunos estudios previos [148,190].

En el presente estudio, la TIB redujo la oxidacion de lipidos y proteinas hipocampales
en el modelo de estrés oxidativo cronico inducido por la exposicion crénica a Os. Sin
embargo, el mecanismo por el cual la TIB realiza estas acciones aun no esta bien

esclarecido y requiere mayor investigacion.

En el andlisis histologico, se observé que la exposicibn a Oz induce la muerte
neuronal después de 60 dias de exposicion en la region CA3 del hipocampo (Figura
7.). Estos resultados concuerdan con informes anteriores donde se encontrd que el O3
induce la muerte neuronal y la pérdida de la reparacién del cerebro en el hipocampo
de ratas adultas [20,191]. También se observé que el pre tratamiento con TIB redujo
el nimero de neuronas muertas por la exposicion cronica Os, probablemente debido a

la capacidad antioxidante de esta hormona [148,190].

Esta reduccion de la muerte neuronal nos provee una posible explicacion del porqué
la alteraciones motoras se ven disminuidas. El mismo efecto observado en el
hipocampo podria estar ocurriendo en la sustancia nigra, en donde se habria una
reduccion de la muerte de neuronas dopaminérgicas y con ello el restablecimiento de
la comunicacion dopaminérgica. Sin embargo, son necesarios mas estudios para

confirmar esta hipotesis.
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La PEP es una prueba Pavloviana de evitacion inducida por miedo que es util para
evaluar el efecto de nuevos farmacos que participan en la regulacion del aprendizaje y

la memoria, asi como el estudio de los mecanismos implicados en la cognicion.

En este trabajo, la exposicidon crénica a Oz disminuyo la latencia de retencion en la
memoria de corto y de largo plazo (Figura 9.). Estos resultados concuerdan con
reportes previos, en los cuales se ha observado que la exposicion cronica a O3 puede
provocar alteraciones en la plasticidad neuronal y producir déficits de aprendizaje y de
memoria [161,163]. En contraste, se observo que el pre tratamiento con TIB, mantuvo
la retencién de latencia en niveles similares a los controles en la memoria de corto

plazo (Figura 9A).

Por otro lado, a pesar de que hubo disminucién en la latencia de retencion a las 24 h
(memoria de largo plazo) en los animales previamente tratados con TIB, la retencion
fue mayor que la de los animales expuestos solo a O3 (Figura 9B). Del mismo modo,
se ha reportado que el valerato de E, y la TIB afectan a la memoria de manera dosis y
edad dependientes en ratas hembras [148]. En un estudio previo, se informo6 que la
TIB mejor6 el aprendizaje y tuvo efecto sobre la modulacién de los sistemas

colinérgicos y serotoninérgicos en el hipocampo [147].

Ademas, la exposicion cronica de O3 disminuy6 la conducta de exploracién y aumenté
la conducta de congelacion. Estos resultados concuerdan con informes previos sobre
las alteraciones en la actividad motora observadas después de diferentes
concentraciones y periodos de exposicion al Oz [161,163,170]. En los animales
previamente tratados con TIB antes de la exposicion al Oz, los niveles de
comportamiento exploratorio se mantuvieron similares a los observados en los
controles (Figura 10A.). Aunque también hubo un incremento en la conducta de
congelacion, este aumento fue estadisticamente inferior al de los animales expuestos
solo a O3 (Figura 10B.).

Se ha reportado que en el mismo modelo de EO se produjo un deterioro de la
morfologia celular y una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra de
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ratas OVX. Este efecto fue contrarrestado después de 60 dias de tratamiento con
17B-E,, cuando los niveles sanguineos de esta hormona fueron mas altos [167]. Otro
estudio informo6 que el tratamiento con 17B-E, disminuyd significativamente tanto el
deterioro motor, el proceso de peroxidacion lipidica, y restaurd los niveles de
antioxidantes en un modelo de neurotoxicidad inducida por el etanol [192]. Todos
estos resultados indican que la TIB disminuye el deterioro de la actividad motora
inducida por el EO en el modelo de exposicion Oz probablemente debido a su
actividad de los estrogénica en el SNC [151,193].

El ensamblaje y la estabilizacion del citoesqueleto son eventos esenciales en el
establecimiento de la morfologia de las neuronas maduras y es una condicion
importante para el crecimiento neuronal, desarrollo del sistema nervioso, el

mantenimiento de su funcionalidad, y las redes neuronales integridad [194—-196].

Tau es una proteina de union de microtubulos, que se produce en el cerebro sano y
funciones en el transporte axonal, el montaje y la estabilizacién de los microtibulos
[24]. Tau puede influir en el crecimiento y la forma, y el transporte axonal asociada
con los microtabulos. Su fosforilacion se lleva a cabo por proteinas quinasas tales
como la GSK3p y Cdk-5. GSK3p, a diferencia de la mayoria de las cinasas, se

inactiva cuando fosforilada y por lo tanto pierde su actividad [77].

Durante la neurodegeneracion en la EA, la proteina tau estéd anormalmente fosforilada
en la region rica de prolinas en los aminoacidos Ser y Thr [197]. El incremento de la
fosforilaciéon de la proteina tau en la EA ha sido asociado a un mecanismo de
proteccion contra el estrés oxidativo [86].

Durante afos, se reportd que la hiperfosforilacion de Tau induce la desestabilizacién
de microtubulos y fueron asociados como los Unicos responsables en la formacion de
los NFTs [24,83].

Sin embargo, en un estudio en NFTs se encontré evidencias de microtubulos intactos
[198]. Este hallazgo hizo sugerir que una fraccion de la proteina tau fosforilada sigue

asociada a los microtubulos [86]
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Cabe recalcar que la determinacion de la participacion de la hiperfosforilacion de la
proteina tau en la génesis de los PHFs ha sido limitada al estudio de NFTs “maduras”,
lo cual impide una interpretacion adecuada del proceso; ya que existen diversos
procesos patoldégicos ocurriendo de manera simultadnea y dentro de ellos esta inmersa
la hiperfosforilacion [199-202] .

Los efectos de las especies de oxigeno sobre la fosforilacion de la proteina tau

parecen ser dosis y tiempos dependientes [98-102,104-107,203].

En concentraciones bajas [98,107,108], asi como condiciones agudas [104-106]; el
EO pudiera fungir como un mecanismo neuroprotector ya que regula la
desfosforilacién transitoria de algunos residuos de tau [98,104-108], al igual que
puede aumentar la fosforilacion de la proteina tau en Ser214; pudiendo prevenir este

altimo sitio la formacién de PHF [106].

De nuestro particular interés, son los efectos del EO cronico sobre la fosforilacion de
Tau. Estudios in vitro revelaron que el EO induce la hiperfosforilacion de tau en
diferentes epitopos (PHF-1, TG3 y MC1) los cuales estan presentes previo a la
formacion de las NFTs [109,110].

En uno de estos reportes, Lovell y colaboradores (2011) promovieron la fosforilacion
de Tau identificada por inmunoquimica para TG3 y MC1; por medio del tratamiento de
con cuprizona, un quelante del cobre; en combinacién con EO con Fe?'/H,0,.
Ademas, demostraron que la hiperfosforilacion de Tau se encontraba correlacionada
con el incremento en la actividad de GSK3p; ya que al adicionar un tratamiento
concomitante con Litio se disminuia significativamente la actividad de GSK3p asi

como la tincion para TG3 [109].

Su y colaboradores (2011) reportaron que el tratamiento con BSO, el cual es inhibidor

de la sintesis de GSH; aumento la fosforilacion de las serinas 396 y la 404 (epitopo
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PHF-1) y este efecto fue mediado por el aumento en la actividad de JNK y p38 asi

como la disminucion de la actividad de PP2A [110].

Asimismo, se ha observado que productos del EO como el 4-HNE [111] y la acroleina
pueden contribuir a la hiperfosforilacién de Tau [112,113]. Asimismo, se ha reportado
que estos dos productos de peroxidacion de la membrana ocurre en un estadio
temprano de la EA [204].

En el caso el primer caso, el tratamiento con 4-HNE (producto aldehidico de
membrana peroxidacion lipidica) en cultivo de neuronas del hipocampo, provoco un
aumento moderado de los niveles basales de la fosforilacion de tau, al igual que
previene la desfosforilacion por la fosfatasa alcalina en las neuronas previamente
tratadas con acido okadoico, el cual es inhibidor de PP1/PP2A [111].

También, se comprob6 que la acroleina, el cual es un producto de la peroxidacién del
acido araquidénico; aumenta la fosforilacién de tau en el sitio reconocido por PHF-1
tanto en células de neuroblastoma humano y en cultivos primarios de neuronas

corticales de embrion de ratén [113].

Estos resultados sugieren, que el EO y la posterior formacién de productos de
peroxidacién de lipidos pueden contribuir a la fosforilacién de la proteina tau en la
enfermedad de Alzheimer y taupatias [111,113]. Cabe mencionar que todos los
epitopos de Tau (PHF-1, TG3 y MC1) previamente mencionados han sido

mencionados como eventos tempranos en algunas taupatias [97,109,110].

En el presente estudio, se observo que la exposicion cronica al ozono durante 15, 30
y 60 dias produjo un aumento significativo en la expresién de tau fosforilada en la Ser

396 en el hipocampo (Figura 11A.).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos in vitro, a los cuales se les indujo la
hiperfosforilacion de tau por medio del EO crénico o con productos generados por el
EO. Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el cual se reporta la
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fosforilacion de Tau en la Ser396, uno de los residuos de Tau mas importantes para
pérdida de la estabilidad de los microtibulos asi como para la formacion de NFTs

[87-91,93-96]; en un modelo in vivo de EO cronico.

Un aspecto importante a ser considerado, es el hecho que el mecanismo en contra
del EO via la fosforilacion de tau ha sido observado en modelos de estrés oxidativo
tanto en concentraciones bajas asi como en tratamientos agudos. Los resultados del
presente estudio, sugieren que en el modelo de EO cronico inducido por el Oz, este
mecanismo de proteccion asi como los sistemas antioxidantes tales como la
superoxido dismutasa; pueden operar en los primeros 7-15 dias de exposicion [159].
En el caso de las exposiciones por periodos mas prologados (30 y 60 dias), el estrés
oxidativo sobrepasa las barreras antioxidantes al ser insuficientes para contrarrestar

el dafio y por ende, se produce la muerte neuronal [20,159].

En el caso de los animales expuestos con O3z y tratamientos concomitantes con TIB la
fosforilacion de Tau en la Ser396 se mantiene similar a los observados en los
animales C y C+TIB; sugiriéendonos que la TIB regula la fosforilacion de la proteina
Tau (Figura 11A.).

Con respecto a lo anterior, estos resultados concuerdan con lo reportado por Pinto-
Almazan y colaboradores (2012) en el cual observaron que el tratamiento crénico (2
meses) con TIB disminuyd significativamente el contenido de la proteina de tau
hiperfosforilada (PHF-1) y correlacionado con el incremento de la Tau desfosforilada
en el hipocampo y cerebelo de ratas adultas OVX [151].

La fosforilacion fisiologica de las proteinas asociadas a los microtubulos por GSK3f
puede estar implicado en la regulacion de la dinamica de los microtdbulos, el
crecimiento neuritico, sinaptogénesis y la plasticidad sinaptica [78,205]. Se ha
informado que la actividad de GSK3p esta regulada positivamente por la fosforilacion
de las Tyr 216 y 279 y regulada negativamente por la fosforilaciéon de Ser 9 [206,207].
GSK3p puede ser responsable de la hiperfosforilacion de tau en la enfermedad de
Alzheimer [65] y su inhibicion se asocia con la activacion de las vias de supervivencia

en las neuronas [63,206].
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Hooper y colaboradores (2007) reportaron que la inhibicion de la fosforilacién en la
Ser9 es aumentada cuando la potenciacion a largo plazo (LTP) es inducida en CAl o
giro dentado. Igualmente, se reporté que la sobreexpresion de GSK3p deteriora la
LTP en una manera litio-sensible. Estos resultados sugieren un posible papel directo
de GSK3B en el deterioro de la memoria causada en las enfermedades

neurodegenerativas [208].

En otro estudio, se reportd que la resistencia al estrés oxidativo en la linea celular
hipocampal HT22 estaba asociada a la disminucién en la actividad de GSK3p [209].
GSK3p-P también ha sido involucrada en el mecanismo de muerte celular inducida
por la exposicién a una baja concentracion (100 um) de H,O; [210]. Ademas, existe
cierta evidencia que indica que inhibidores GSK3p reducen la toxicidad al estrés
oxidativo [211-213].

En el presente estudio, la expresion de GSK3p fosforilada en la Ser9 disminuye de
manera significativa después de 15 dias de exposicién al ozono, lo que indica que
esta enzima, aumenta su actividad a partir de ese momento. Este resultado es
consistente con el aumento en la fosforilacion de tau en este momento y sugiere que
GSK3p participa en la regulacion de tau en el hipocampo de las ratas expuestas al

ozono (Figura 11B.).

Los resultados en el modelo de estrés oxidativo cronico concuerdan con estudios
realizados en células Tet-off PC12, que sobreexpresan el transgen inducible por
estrés RCANL1, se informd que GSK3p incrementa su expresion y con ello el aumento
en la fosforilacion de Tau transitoria de Tau [102]. Cabe sefalar que RCAN1 inhibe a
la calcineurina y protege en contra de estrés oxidativo [203]. En el mismo modelo, se
produjo la inhibicién de la degradacion de Tau por el proteasoma en condiciones de
estrés oxidativo con H,O,, con el consecuente incremento de GSK3p y fosforilacion
de Tau y la inhibicion de la desfosforilacion de Tau por medio del acido okaidico; el
cual es inhibidor de PP1/PP2A [103].
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En nuestro estudio, la expresion de GSK3p fosforilada en la Ser9 en los animales
tratados con TIB se mantienen en similar a la observada en los animales control
(Figura 11B.). Este resultado concuerda con el obtenido por Pinto-Almazan y
colaboradores (2012) donde se reporté que el tratamiento crénico (2 meses) con TIB
regulo la actividad de GSK3p al incrementar el contenido de la forma fosforilada en la
Ser9 (forma inactiva) y esto con llevo a la disminucion significativa del contenido de la
proteina de tau hiperfosforilada (PHF-1) y correlacionado con el incremento de la Tau

desfosforilada en el hipocampo y cerebelo de ratas adultas OVX [151].

Blair y colaboradores (1999) informaron que el H,O, puede reducir la actividad de
GSK3p en una manera dependiente de PI3K, lo que implica a Akt como la cinasa

mediadora de este proceso [214].

Akt en su forma activa fosforila una serie de substratos para la sobrevivencia celular y
para la regulacién del crecimiento y de la apoptosis, la sintesis del glicégeno, la

expresion de genes y por la captacion de glucosa [215].

En nuestro estudio, el estrés oxidativo cronico inducido por O3 produjo la inactivacion
de Akt al disminuir la fosforilacion en la Ser473 (Figura 11C.). Cabe recordar que Akt
fosforilada en la Ser473 estd activa; por lo cual, este resultado nos explica el
sostenimiento en la actividad de GSK3p ya que Akt no la puede fosforilar la Ser9.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Durgadoss y colaboradores
(2012), los cuales observaron disminucion de la fosforilacion de Akt en la Ser473 por
la induccién de estrés oxidativo con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina en células

dopaminérgicas de la region ventral del cerebro medio [216].

Se ha reportado que un nivel moderado de ROS activa la sefalizacion de PI3K/Akt y
promueve la supervivencia celular, mientras que el estrés oxidativo sostenido puede
inhibir esta via, lo que permite que se produzca la muerte celular y la apoptosis en

varios tipos celulares [217].
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Resulta relevante el efecto dual (supervivencia/apoptosis) de esta proteina; se debe a
gue Akt es una proteina sensible al estado redox; teniendo durante un pH fisiolégico
los dos residuos de cisteinas (Cys297 y Cys311) en su bulce de activacion en forma
de tioles y en forma de puentes disulfuro u otras formas oxidadas en condiciones de
estrés oxidativo [218]. Se ha informado que las modificaciones que ocurren durante el
estrés oxidativo en estas cys disminuyen la fosforilacion de pAKt y con ello el
contenido de pAkt [216,218,219].

Estos datos pudieran explicar lo que se observé que en el modelo de estrés oxidativo
cronico inducido por Oz, en el cual el estrés oxidativo cronico disminuyd la
fosforilacion de Akt en la Ser473, por lo cual; los efectos anti-apoptéticos de Akt
pueden ser inhibidos debido al estado redox de las neuronas explicando en parte, la

muerte celular producida en este modelo (Figura 7.).

Varias sustancias han demostrado efectos citoprotectores en contra de la muerte
celular por estrés oxidativo al inhibir la activacion de la via PI3K/Akt y con ello la
fosforilacion de GSK3p en Ser9 [210,219-235].

Con respecto a los efectos de la TIB en el modelo de estrés oxidativo crénico inducido
por Os, los tratamientos concomitantes con TIB regularon la fosforilacion de Tau;
previniendo la disminucion de la fosforilacion de Akt en la Ser 473 asi como el
contenido y la expresion de Akt Total (Figura 11C.).

Este resultado concuerda con diferentes estrategias neuroprotectoras; como las
mediadas por eritropoyetina [232], preacondicionamiento [233], la insulina [229-231],
estrogenos [234], y la misma TIB [235]; las cuales se ha demostrado que se producen
a través de la regulacion de pAkt. En el caso de los efectos de la TIB en el hipocampo
de ratas OVX, se reportd que la TIB incremento la fosforilacion de Akt a través de la
fosforilacion de PI3K permitiendo con ello la inhibicion de GSK3 y la disminucion en la

hiperfosforilacion de Tau [235].

En el caso de los animales tratados concomitantemente con TIB, la muerte neuronal

puede que haya sido evitada por la prevencion en la disminucién de la fosforilacion de
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Akt en la Ser473 al no presentarse el EO crénico (Figura 6.); y con ello pudiendo

activar factores para la supervivencia de las neuronas (Figura 7.).

Para el mantenimiento adecuado en la funcion de las cinasas previamente
mencionadas, es necesaria la desfosforilacion de estas una vez concluida su funcion.
Las fosfatasas son enzimas del grupo de las esterasas que cataliza la eliminacion de
grupos fosfatos de algunos sustratos, dando lugar a la liberacién de una molécula de
ion fosfato y la apariciéon de un grupo hidroxilo en el lugar en el que se encontraba

esterificado el grupo fosfato [67].

PP2A y PTEN se expresa en altos niveles en el cerebro, donde actla sobre diversos
substratos y tienen diversos procesos celulares [67]. Estas proteinas actla sobre la
desfosforilacion de Tau, GSK3 y Akt, siendo PP2a de manera directa y PTEN de
manera indirecta [71].

Al igual que Akt, la actividad de estas fosfatasas depende del estado redox celular y
por ello ser consideradas fosfatasas dependientes de Cys (CDP). A pH fisiolégico, la
Cys existe como un anion tiolato, que se requiere para su actividad de la fosfatasa. El
estrés oxidativo produce modificaciones ya sea a través de un enlace disulfuro-
intramolecular o por la S-nitrosilacion de las Cys; las cuales inhiben significativamente
las actividades de estas enzimas [218].

En el modelo de estrés oxidativo cronico inducido por Oz, se observdé que la
fosforilacibn de PP2a en la Tyr307 es disminuida a partir de los 15 dias e
incrementando ligeramente su fosforilacion a los 30 dias y disminuyendo nuevamente

a los 60 dias (Figura 12.).

Reportes previos indican que la fosforilacion de la Tyr307 inactiva la PP2A y pudiendo
generarse esta fosforilacion a través de la forma activa de GSK3p [236]. En nuestro
estudio, aun cuando existe mayor cantidad de GSK3p en su estado activo no se

incremento la fosforilacion de la Tyr307.
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Existen diversos estudios en los cuales se ha reportado que las EROS inactivan las
proteinfosfatasas de Ser/Tyr por medio de la oxidacion de residuos de cisteina
cataliticos resultantes en la formacion del &cido sulfonico (SOH solo enlace)
intermedio que puede formar enlaces disulfuro o residuos de sulfenamida ; lo cual
muy probablemente ocurra en este modelo aunque se necesitan se requieren mas

estudios para comprobar dicho efecto [218,237].

Con respecto a la recuperacion momentanea de la fosforilacion de PP2a, existe un
reporte previo en el cual se informd en este modelo de estrés oxidativo un efecto
similar en la tincion para DARPP-32 en la sustanca nigra y el estriado [182]. Estos
aumentos en la fosforilacion pueden deberse a que el organismo trata producir
respuesta al estrés oxidativo incrementando transitoriamente esta fosforilacion pero al
continuar el insulto oxidativo se produce un nuevo decaimiento en la fosforilacion a los
60 dias

PTEN, la cual es una 3"-fosfatasa que convierte el P1(3,4)P, a PI(4)P y el PI(3,4,5)P; a
PI(4,5)P,, es activada de manera que las PI3K son inactivadas como resultado de los
bajos niveles de PI(3,4,5)P3 y no pueden promover la fosforilacion de Akt. Debido al

decremento de la pAkt se reduce la fosforilacién reducida de GSK-3 [238,239].

Asimismo, existen reportes que indican que la cola de PTEN es necesaria para
mantener la estabilidad asi como para la regulacién de su actividad; la cual depende
de las fosforilaciones ocurridas en la cola de PTEN; sobre todo en tres residuos
(S380, T382, T383) [240]. En el modelo de estrés oxidativo crbnico, se observo una
disminucién paulatina en la fosforilacion en la Ser380 de PTEN, lo cual indica que la
proteina no se encuentra de manera estable modificando con ello su actividad

fosfatasa (Figura 12.).

Estos resultados indican que la exposicion cronica al O3 induce un estado de estrés
oxidativo en el hipocampo de ratas adultas; que causa un aumento en el estado de
fosforilacién de la proteina tau, y que esta relacionado con el aumento en la actividad

de GSKS3p y la inactivacion de Akt y las fosfatasas. La inactivacion de Akt impide que
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sea fosforilada GSK3p en la Ser9 y pasar a un estado inactivo; y la inactivacion de las
fosfatasas impide que Tau sea desforilada y con ello su hiperfosforilacién. El dafio
producido por la fosforilacion con lleva al aumento del déficit cognitivo en estos
animales; y que la TIB puede evitar todos los efectos producidos por el estrés

oxidativo cronico.

En general, este trabajo nos demuestra los efectos neuroprotectores relevantes de la
TIB sobre un modelo de estrés oxidativo crénico in vivo, lo cual podria beneficiar a las
usuarias para prevenir la neurodegeneracion en la vejez asi como el padecimiento de

enfermedades neurodegenerativas
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8. CONCLUSIONES

La exposicion cronica a ozono con 0.25 ppm constantes durante 4 horas por
dia genera un proceso de estrés oxidativo en el hipocampo de los animales,
provocando pérdida neuronal en la zona CA3 del hipocampo, déficit cognitivo
en la memoria de corto y de largo plazo, disfunciones en la actividad motora; y
siendo todos estos efectos disminuidos por el tratamiento previo a la exposicion
a Oz con 1 mg//kg de TIB.

La exposicidn crénica a O3z con 0.25 ppm constantes durante 4 horas por dia
incrementd el estado de fosforilacion de la proteina Tau, generando una
hiperfosforilaci6n modulada por la regulacién de GSK3p; por la disminucién en
la fosforilacién de Akt asi como la inactivacion y pérdida de la estabilidad de las
fosfatasas PP2A y PTEN en el hipocampo de la ratas y estos efecto se evitaron

con el tratamiento previo a la exposicion a Oz con 1 mg/kg de TIB.
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Neuroprotective effects of tibolone against oxidative stress
induced by ozone exposure

Rodolfo Pinto-Almazan, Selva Rivas-Arancibia, Eunice D. Farfan-Garcia, Erika Rodriguez-Martinez,
Christian Guerra-Araiza

Introduction. Oxidative stress increases brain lipid peroxidation, memory and motor deficits and progressive neurodegeneration.
Tibolone, a treatment for menopausal symptoms, decreases lipid peroxidation levels and improves memory and learning.

Aim. To study the effect of chronic administration of tibolone on lipid peroxidation, memory and motor deficits in ozone
induced oxidative stress.

Materials and methods. 100 male Wistar adult rats were randomly divided into 10 experimental groups: control (C) was
exposed to an airstream for 60 days; C + tibolone, airstream exposure plus 1 mg/kg of tibolone for 60 days; groups 3-6
were exposed to ozone for 7, 15, 30, and 60 days, and groups 7-10 received 1 mg/kg of tibolone treatment by oral gavage
for 7,15, 30 and 60 days and were then exposed to ozone. We determined the effect of tibolone on memory and motor
activity. Hippocampus was processed to determine the content of 4-hydroxynonenal and nitrotyrosine by Western blot.
Four animals were perfused and processed for analysis of neuronal death.

Results. In the hippocampus, administration of 1 mg/kg of tibolone for 30 days prevented increased levels of lipid
peroxidation and protein oxidation, whereas after 60 days prevented neuronal death in the CA3 region caused by exposure
to ozone. Therefore, tibolone prevents cognitive deficits in short- and long-term memory on the passive avoidance task
and prevents a decrease in exploratory behavior and an increase in freezing behavior.

Conclusion. Our results indicate a possible neuroprotective role of tibolone as a useful treatment to prevent oxidative

stress neurodegeneration.

Key words. 4-hydroxynonenal. Hippocampus. Learning. Lipoperoxidation. Memory. Oxidative stress. Neurodegeneration.

Nitrotyrosine. Ozone. Tibolone.

Introduction

Ozone (O,) is a primary component of air pollution
in large cities and due to the accumulation of pho-
tochemical smog [1-3]. Damage caused by O, ex-
posure depends on the dose inhaled [1,4]. O, causes
an increase in the generation of reactive oxygen
species (ROS), oxidation or peroxidation of biomol-
ecules with loss of functional groups of proteins
and cell damage or death [4-6].

When the O, level overwhelms the antioxidant
defense systems in the lungs [7,8], ROS can then
reach the central nervous system (CNS) through
the bloodstream, causing oxidative stress (OS) [9-
11], OS in the CNS plays a major role in neuronal
death caused by severe vulnerability of the brain to
a lost oxidation-reduction balance [12].

In the CNS, OS caused by O, increases lipoper-
oxidation (LPO) [13], with the olfactory bulb, hip-
pocampus, striatum, cerebellum and prefrontal

www.neurologia.com  Rev Neurol 2014; 58 (10): 441-449

cortex being the most vulnerable areas [14-18]. In
the hippocampus also causes neuronal death [1]
and can lead to impaired brain plasticity, resulting
in learning, memory and motor deficits and ending
in progressive neurodegeneration [1]. OS has also
been described in the pathophysiology of neurode-
generative diseases, such as Alzheimer and Parkin-
son [19,20].

It has been reported that the administration of
several exogenous compounds, such as taurine [21],
vitamin E [22] and estradiol (E,) [23], have antioxi-
dant effects and may decrease lipid peroxidation
induced by O, exposure. E, also decreases neuronal
death, cognitive deficit and impaired social recog-
nition memory caused by exposure to O, in adult
rats [23,24]. E, is likely to exert antioxidant activity
through its inherent ability to scavenge ROS and
may inhibit LPO [25,26]. However, it is well known
that the chronic administration of E, alone and in
combination with progestins as hormone therapy
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(HT) has side effects as endometrial and breast
cancers and cardiovascular events [27,28].

Tibolone (TIB) is a selective tissue estrogenic ac-
tivity regulator that is widely prescribed to treat
menopausal symptoms and to prevent bone loss
[29]. TIB is metabolized into three biologically active
metabolites, the 3-a-hydroxyestrogenic metabolite,
the 3-B-hydroxyestrogenic metabolite, and the A*-
TIB, which display progestogenic and androgenic
effects [30,31]. TIB metabolites circulate in inactive
forms, and their conversion to bioactive forms de-
pends on tissue-specific desulfation [32,33].

Previous reports have indicated that the 3-a- and
3-B-hydroxy-TIB are the predominant free metabo-
lites in the brain tissues of ovariectomized (OVX)
cynomolgus monkeys [32-34]. High doses of TIB
(1 and 10 mg/kg) improved learning observed in T-
maze compared to the vehicle. In this same study, in
the hippocampus, the choline acetyl transferase
content decreased with increasing doses of TIB,
whereas the tryptophan hydroxylase content in-
creased with doses of 1 and 10 mg/kg of TIB [35].
TIB causes less vaginal bleeding, breast tenderness,
and mammographic density with cardiovascular
safety not different from other HTs [27,28].

In premenopausal women, TIB administration
has reversed the cognitive damage caused by leupro-
lide acetate and improved the mood and quality of
life in patients receiving uterine leiomyoma treat-
ment [36]. In hypothalamic neurons, TIB adminis-
tration rapidly attenuated the response of y-amino-
butyric acid receptor B [37]. In the cortex and hippocam-
pus of OVX rats, TIB decreased lipoperoxidation
levels, produced greater total antioxidant capacity
[38], and improved memory in a inhibitory avoid-
ance task [39]. Another study reported more intense
staining for glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
c-fos in the brain cortex and hippocampus of female
rats treated with TIB than in control animals [40]. In
hippocampal and cerebellar tissues, the chronic ad-
ministration of TIB significantly decreased the pro-
tein content of hyperphosphorylated tau and in-
creased the levels of dephosphorylated tau, and these
correlated with increases in the phosphorylated form
of glycogen synthase kinase 3 (GSK3) [41]. All these
results indicate that the chronic administration of
TIB may exert a neuroprotective effect.

However, the effects of the chronic administra-
tion of TIB on memory deficits and motor impair-
ment in an OS rat model induced by O, exposure
are unknown. Therefore, in this work, we analyzed
the effect of administering TIB at different times on
memory deficit and motor impairment using the
passive avoidance task and the motor activity test.

We also analyzed the correlation of TIB treatment
with the expression of OS markers and neuronal
death in the male rat hippocampus.

The aim of this work was to study the effects of
chronic administration of TIB on lipoperoxidation,
memory and motor deficits, and neuronal death on
a well-established noninvasive OS model using a
chronic exposure of animals to low doses of O,
similar to a day of high pollution in México City.

Materials and methods

Animals

One hundred male Wistar rats weighing 250-300 g
were housed in acrylic boxes (five animals per cage)
with free access to water and food (Purina, Min-
netonka, MN) and kept in a clear air room main-
tained on an artificial 12 h light/dark cycle (lights on
at 08:00 h). Animals were treated in accordance with
the guidelines and requirements of the World Medi-
cal Association Declaration of Helsinki and those of
the Ethical Committee of the Faculty of Medicine
at the Universidad Nacional Auténoma de México.

Treatments

The animals were randomly divided into ten experi-
mental groups, with ten animals per group. In the
first group (C), ten animals were exposed to an air-
stream free of O, for 60 days; in the second group
(C+T1IB), ten animals were exposed to an airstream
free of O, and received 1 mg/kg of TIB (Livial ® Or-
ganon, Mexico) for 60 days. Groups 3, 4, 5, and 6
were exposed to O, for 7, 15, 30, and 60 days, respec-
tively. Groups 7, 8, 9, and 10 received 1 mg/kg of TIB
treatment by oral gavage for 7, 15, 30, and 60 days
(O;+TIB), respectively, and were then exposed to
O,. We selected this dose and time periods because
previous studies have reported that TIB exerts effects
on cognitive processes during the first two months
of treatment with doses of 0.5 and 1 mg/kg [35,39].

0, exposure

Animals were put daily for 4 h, exposed to 0.25 ppm
of O, inside a chamber with a diffuser connected to
an ozone generator (5 L/s). The procedure used has
been described elsewhere [1,17,21,24].

Air exposure

The same chamber was used when treating the con-
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trol group where flow of ozone-free purified air was
used [1,17,21,24].

Passive Avoidance Task (PAT)

The PAT described in reference [13] was employed.
Training was performed in a conditioning chamber
with two compartments of the same size (30 x 30 x
30 cm), one considered the safe compartment and
the other the punishment compartment. They were
separated by a guillotine-style door. In the safe
compartment the floor consisted of an aluminum
grill made of bars 0.5 cm in diameter separated by a
distance of 1.5 cm. A stainless-steel layer covered
the lateral walls and the floor of the punishment
compartment. There was a gap of 1 cm in the mid-
dle of the floor. The floor was connected to a con-
stant-current unit (Grass, Model PSIU6), which in
turn was connected to a Grass stimulator (Model
$48) that delivered 50 square pulses per second at
an intensity of either 2 to 4 mA, with a duration of
5 ms per pulse for 5 s. Passive avoidance training of
10 rats per group with a 3 mA footshock was per-
formed two hours following the last air or O, expo-
sure. Either 10 min (short-term memory) or 24 h
(long-term memory) after this training procedure,
a retention test was performed.

Motor Activity Test (MAT)

The MAT described in reference [13] was em-
ployed. Immediately after air or ozone exposure
had finished, animals were returned to their home
cages. Two hours later, motor activity of each ani-
mal of each group was quantified. The home cage
was positioned on a locomotion sensitive plate,
while the animal remained inside it. Motor activity
was measured using an electronic activity monitor
(EAM; Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA). Ten
minutes after having placed the cage on the plate,
so as for the animal to adapt to the new location of
the cage, motor activity was measured for 5 min.
Quantification of the motor activity (exploratory
and freezing) was carried out in all 10 animals of
each group. The motor activity of the rats in the
control groups was compared to that of the animals
in the other experimental groups.

Western blot analysis

After analysis of the different behaviors, six animals
from each group were randomly selected and killed
by decapitation, and their hippocampus were dis-
sected and processed for Western blotting. The
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Western blot analysis described in reference [41]
was employed. Tissue samples were homogenized
in lysis buffer (150 nM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10%
glycerol, 5 mM EDTA, and 1% NP-40; Roche, Mann-
heim, Germany) supplemented with protease in-
hibitors (50 pg/ml of phenyl methyl sulfonyl fluo-
ride, 10 pg/mL aprotinin, 25 pg/mL leupeptin, all
from Sigma). Proteins were obtained by centrifuga-
tion for 15 min at 15,000 rpm at 4 °C, and the su-
pernatants were quantified using a modified Brad-
ford assay (BioRad, Munich, Germany). Proteins
(30 mg) were resolved using sodium dodecyl sul-
fate-polyacrylamide gel electrophoresis (10% SDS-
PAGE) with a Mini-Protean system (BioRad) and
electrophoretically transferred to nitrocellulose
membranes (GE Healthcare, formerly Amersham
Bioscience, Piscataway, NJ, USA). To verify that the
amount of protein was the same in each lane, the
membrane was stained with Ponceu S solution
(0.1% w/v in 5% acetic acid, Sigma) and washed
with 0.05% Tween-20 Tris-buffered saline until the
stain disappeared. The membranes were blocked
with 5% non-fat dry milk diluted in 0.05% Tween-
20 Tris-buffered saline and incubated overnight
with the primary antibodies. Pre-stained markers
(BioRad) were included for size determination. The
following antibodies were used: rabbit polyclonal
antibody against nitrotyrosine (NT) (Abcam, dilut-
ed 1:1,000); mouse monoclonal antibody against
4-hydroxynonenal (4-HNE) (R&D, diluted 1:1,000).
After incubation with the primary antibody, the
membranes were washed and incubated with horse-
radish peroxidase-coupled secondary antibodies
(Santa Cruz, diluted 1:10,000). The intensity of the
protein bands was quantified by densitometry us-
ing a HP Scanner for capturing data and the Kodak
1D Image Analysis Software for densitometric anal-
ysis. Five immunoreactive bands were quantified
(50, 65, 80, 94 and 120 kDa) in both oxidative stress
markers. The sum of the optical density of the 5 bands
was used to perform the corresponding graph. To
minimize intra-assay variations, samples from all
animal groups in each experiment were processed
concurrently and under the same conditions.

Histological assessment

For histological assessment of hippocampal dam-
age, the other four animals were perfused with 4%
paraformaldehyde in PBS at the end of the last O,
exposure. Brain slices containing the dorsal hip-
pocampus were processed for paraffin embedding
and coronal sections (10 um) were stained with the
Nissl technique. The number of remaining pyrami-

443



R. Pinto-Almazan, et al

444

Figure 1. Examples of Western blots and effects of chronic exposure to
0, and 05+TIB on NT and 4-NHE content in the hippocampus of rats.
Animals were randomly divided into ten experimental groups, (C) ani-
mals exposed to an airstream for 60 days; C+TIB animals exposed to
an airstream and received 1 mg/kg of TIB for 60 days. O, groups were
exposed to O, for 7, 15, 30, and 60 days, respectively. O,+TIB groups
received 1 mg/kg of TIB treatment for 7, 15, 30 and 60 days respective-
ly, and were then exposed to 0,. Bands immunodetected and densito-
metric analysis of NT (a) and 4-HNE antibody (b) are showed. Results
are expressed as mean =+ standard error. n = 10. 2p < 0.05 compared
to Cand C+TIB; ®p < 0.05 15d, 30d and 60d 0,+TIB compared to 15d,
30d and 60d Oy respectively.

25
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1.0
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0.0
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dal neurons showing normal morphology, distinct
cytoplasmic and nuclear outlines, and visible nu-
cleolus, per 385 um length in the middle part of the
CA3 pyramidal cell layer, was counted bilaterally in
2 sections per animal under a light microscope
(magnification, 400x). Cell counts from the right and
left hippocampus on each of the two sections were
averaged to provide a single value for each animal.

Statistical analysis

Behavioral data were analyzed using nonparamet-
ric tests: Kruskal-Wallis analysis of variance among
all groups and the Mann-Whitney test to compare
the control and experimental groups. Western blot
data and histological assessment were analyzed us-
ing ANOVA followed by a post hoc analysis with

Tukey’s test. Prism 2.01 software (Graph Pad, CA)
was used for calculating probability values. Values
of p < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Figure 1 shows Western blot data for OS markers of
protein oxidation as NT (Fig. 1a) and lipoperoxida-
tion, such as 4-HNE (Fig. 1b) from animals exposed
to O, and exposed to O, plus treatments of 1 mg/kg
of TIB. We observed that the OS produced by
chronic exposure to O, increased the levels of prod-
ucts of the decomposition of peroxides derived
from polyunsaturated fatty acids and the levels of
ester lipoperoxidation and protein oxidation. We
further observed that these increases were statisti-
cally significant upon at least 15 days of exposure.
However, treatment with TIB maintained the levels
of these OS markers at values similar to those of
controls over the same time period (Figs. 1a and 1b).

Figure 2 shows the results of the PAT at 10 min
and 24 h after the last exposure to O, or to O, with
1 mg/kg of TIB treatment. We observed that chron-
ic exposure to O, decreased the retention latency
in both short- and long-term memory; this decrease
was statistically significant after 15 days of exposure
and was maintained until 60 days of exposure to O,
(Figs. 2a and 2b). In animals exposed to O; and
treated with TIB, the retention latency remained at
levels similar to those of the controls at 10 minutes
(Fig. 2a). Although we observed a decrease in the
retention latency at 24 h in animals treated with
TIB, the values were higher than those of animals
exposed to O, only (Fig. 2b).

We observed that chronic O, exposure decreased
exploratory behavior and that this decrease was
statistically significant after 30 days, whereas ani-
mals treated with TIB before exposure to O, re-
tained levels of exploratory behavior similar to
those observed in the controls (Fig. 3a). This result
is related to the increase in freezing behavior, which
was statistically significant beginning at 15 days of
exposure (Fig. 3b). In animals pretreated with TIB,
an increase in freezing behavior was observed, al-
though this increase was statistically lower than that
observed in animals exposed to O, without TIB
treatment (Fig. 3b).

Finally we analyzed whether TIB may alter CA3
neuronal death provoked by O, exposure. Nissl
staining showed O, induced neuronal death in CA3
region of the hippocampus (Figs. 4e, 4f, 4i). In ani-
mals previously treated with TIB, reduced CA3
neuronal death was observed (Figs. 4g, 4h, 4i) not
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Figure 2. Effects of O, and 0,+TIB on PAT. Short-term (a) and long-
term (b) memory retention latency. Mean latencies in seconds are on
the ordinate and treatments on the abscissa. 2 p < 0.05 compared to C
and C+TIB; ®p < 0.05 15d, 30d and 60d 0,+TIB compared to 15d, 30d
and 60d Oy respectively.
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Figure 3. Effects of O, and O;+TIB on exploratory and freezing behav-
jor. Exploratory (a) and freezing (b) behaviors in mean (n) + standard
error (s) are depicted on the ordinate. The different treatments are de-
picted on the abscissa (n =10 for each group). 2p < 0.05 compared to
Cand C+TIB; ®p < 0.05 15d, 30d and 60d O,+TIB compared to 15d,
30d and 60d O, respectively.
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being statistically different to animals treated with
air (C) (Figs. 4a, 4b, 4i) or air plus TIB (C+TIB)
(Figs. 4c, 4d, 4i).

Discussion

Our team developed a well-established noninvasive
OS induced by O, exposure. These OS damage can
lead impaired brain plasticity, resulting in learning,
memory and motor activity deficits [18,21], by in-
creasing LPO levels [23].

We observed that chronic inhaled exposure of
O, increases 4-HNE and NT in the rat hippocam-
pus after 15 days of exposure and that these levels
are maintained until 60 days (Fig. 1a). These results
are in agreement with ours previous works in which
we reported that chronic exposure to O, increases
LPO [23]. The brain is especially vulnerable to LPO
by ROS because it consumes approximately one
fifth of a human’s oxygen intake, has a relative pau-
city of antioxidant systems and contains high con-
centrations of polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
[42]. 4-NHE is a highly reactive aldehyde generated
by the exposure of polyunsaturated fatty acids to
peroxide and ROS and is a biomarker for the occur-

www.neurologia.com  Rev Neurol 2014; 58 (10): 441-449

rence and extent of OS in neurodegenerative dis-
eases [43,44].

As discussed above, E, exerts antioxidant activi-
ty, donating hydrogen atoms from its phenolic hy-
droxyl structure to lipid peroxy radicals, ROS and
other damaging radicals, which can inhibit LPO
and block memory deterioration [23,26].

In the last few years, the CNS effects of TIB have
been extensively researched [35-41,45-50]. Although
the cognitive and neuroprotective aspects have not
been fully elucidated, studies in animals and hu-
mans suggest that TIB could be helpful against
damage induced by long-term OVX [35], meno-
pause [46], leuprolide acetate administration [36]
and aging [38]. TIB has been proposed as a neuro-
endocrine modulator [45] and as a neurotransmitter
modulator [35], and it reduces the formation of
paired helical filaments (PHF) by increasing the
proportion of dephosphorylated Tau [41].

On our study, we observed that treatment with
TIB maintains the levels of these markers of OS at
values similar to those of the controls along the
same time-course as O, treatment (Figs. 1a and 1b).
These results are in agreement with previous re-
ports in which the administration of TIB reduced
the LPO induced by aging in rat hippocampus [38].
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Figure 4. TIB partially reduced the CA3 pyramidal neuron loss induced by chronic O, exposure. Left: Nissl
stained coronal sections of the dorsal hippocampus of rats subjected either to airstream free of O, expo-
sure (C; a, b) or airstream free of O, exposure + 1 mg/kg of TIB for 60 days (C+TIB; c, d), or to O, expo-
sure for 60 days (0, 60d; e, f) or to O, exposure + 1 mg/kg of TIB for 60 days (0,+T 60d; g, h), obtained
at the last day of O, exposure. Down (i): number (mean + standard error) of pyramidal neurons in the
CA3 in three experimental groups. Scale bars: 1 mm (hippocampus), 100 pm (CA3). Tukey test: 2p < 0.05
vs. C, C+TIB and O,+TIB; ®p < 0.05 vs. 0, 60d.
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To our knowledge, this is the first published report
of protein oxidation levels upon chronic treatment
with TIB. We observed maintenance in the values of
the oxidative and nitrosative stress biomarkers as
normalized to the control rats’ values, even with
chronic exposure. Previous studies have reported
that chronic administration of TIB reduces the LPO
produced by OVX in the rat brain and in the blood
of menopausal women. These results might be due
to the property of TIB to donate hydrogens from its
A ring with a resulting increased capacity of scav-
enging oxyradicals, and/or by stimulating direct and
indirect mechanisms of antioxidants (e.g. tocopher-
ol) within increased plasma concentrations of them
as observed in previous references [38,50].

Our results indicate that TIB reduces the oxida-
tion of hippocampal lipids and proteins in this mod-
el. However, the mechanisms through which TIB

performs this action are unknown and deserve fur-
ther investigation.

The PAT is a Pavlovian fear-motivated avoidance
task useful for evaluating the effect of novel chemical
entities on learning and memory as well as studying
the mechanisms involved in cognition.

In our study, chronic O, exposure decreased the
retention latency in short- and long-term memory.
These results are in agreement with previous reports,
which demonstrated that chronic O, exposure can
lead to impaired brain plasticity and produce learn-
ing and memory deficits [18,21]. In contrast, we ob-
served that pretreatment with TIB, retention latency
remained at levels similar to the controls at the 10-
minute time point (Fig. 2a). Despite the decrease in
retention latency at 24 h in animals treated with TIB,
the values are higher than those of animals treated
with O, only (Fig. 2b). Similarly [38], have reported
that E, valerate and TIB affect memory differently in
females in a dose- and age-dependent manner. In a
previous study, our group reported that TIB im-
proved learning, modulating the hippocampal cho-
linergic and serotonergic systems [35]. All these re-
sults indicate that the chronic administration of TIB
could be helpful against some types of damage that
induce memory impairment.

In addition, we observed that chronic O; expo-
sure decreases exploratory behaviors and increases
freezing behaviors. These results are in agreement
with previous reports of impairments in motor ac-
tivity after different periods and concentrations of
O, exposure [9,18,21]. In animals treated with TIB
before exposure to O,, exploratory behavior levels
remained similar to those observed in the controls
(Fig. 3a). Although there was also an increase in
freezing behavior, this increase was statistically
lower than in animals exposed to O, without TIB
treatment (Fig. 3b).

A previous report indicated that O, inhalation
produced impaired nigral cell morphology and a
loss of dopamine neurons in (OVX) rats. This effect
was counteracted after 60 days of 173-E, treatment,
when blood levels were highest [24]. Other study
reported, that treatment with 173-E, significantly
attenuated both motor impairment and the lipid
peroxidation process, and it restored the levels of
antioxidants in a neurotoxicity model induced by
ethanol [51]. All these results indicate that TIB at-
tenuated the motor activity impairment induced by
OS in the O, exposure model could be by its estro-
gen activity on the CNS [34,41].

In respect to the histological assessment we ob-
served neuronal death induced by O, after 60 days
of exposure. These results reinforces our previous
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reports where we found O, induced neuronal death
and loss of brain repair in the hippocampus of adult
rats [1]. We also observed that TIB pretreatment
reduces the number of neurons death by chronic
O, exposure probably because of that antioxidant
ability discussed before [38,50].

This reduce of neuronal death provides a possi-
ble explanation of why motor activity impairment
was also diminished. The same effect observed on
hippocampus might be happening in the substantia
nigra with a lowering loss of dopaminergic neurons
and restore of dopaminergic communication. More-
over, further studies on that region have to be per-
formed to confirm such hypothesis.
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Efecto neuroprotector de la tibolona contra el estrés oxidativo inducido por la exposicién a ozono

Introduccidn. El estrés oxidativo aumenta la lipoperoxidacion, produce déficits de memoria y de actividad motora asf
como una neurodegeneracién progresiva en el sistema nervioso central. La tibolona es un tratamiento para los sintomas
de la menopausia que disminuye los niveles de peroxidacién de lipidos y mejora la memoria y el aprendizaje.

Objetivo. Estudiar el efecto de la tibolona sobre la peroxidacién de lipidos, los déficits de memoria y motor en el modelo
de estrés oxidativo inducido por la exposicién crénica al ozono.

Materiales y métodos. Se dividieron aleatoriamente 100 ratas adultas Wistar en 10 grupos: control (C), que recibié aire
durante 60 dias; (C + tibolona), aire mas 1 mg/kg de tibolona durante 60 dias; los grupos 3-6, ozono durante 7, 15, 30,
y 60 dias; y los grupos 7-10, 1 mg/kg de tibolona durante 7, 15, 30 y 60 dias previo a la exposicién al ozono. Se realizaron
pruebas de memoria y motoras y se determind el contenido del 4-hidroxinonenal y de la nitrotirosina por Western blot, asi
como la muerte neuronal en el hipocampo.

Resultados. La administracién de tibolona disminuyd el contenido de lipidos peroxidados, la oxidacién de proteinas y la muer-
te neuronal en el hipocampo; mejord la memoria y previno las alteraciones motoras en los animales expuestos a ozono.

Conclusién. Nuestros resultados indican un posible papel neuroprotector de la tibolona como un tratamiento util para
prevenir la neurodegeneracién inducida por el estrés oxidativo.

Palabras clave. 4-hidroxinonenal. Aprendizaje. Estrés oxidativo. Hipocampo. Lipoperoxidaciéon. Memoria. Ozono. Neuro-
degeneracién. Nitrotirosina. Tibolona.
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Abstract Oxidative stress is related to the development
of central nervous system diseases involving memory
processes. Cholinergic system and memory processes are
disrupted by ozone exposure. In rats, ozone induces motor
disturbances and memory deficits as well as biochemical
changes in brain regions related to memory processes. In
this work, we analyzed the effect of chronic tibolone (TIB)
administration in central nervous system, specifically the
content of choline acetyltransferase, acetylcholinesterase,
acetylcholine and oxidative stress markers in the hippo-
campus of male rats exposed to ozone. Our results reveal a
neuroprotective effect of TIB treatment on neuronal dam-
age induced by chronic ozone exposure. Furthermore, we
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suggest that TIB can prevent memory deficits by providing
a protective effect against oxidative stress and the cholin-
ergic system disruption induced by ozone exposure.
Together, these findings present a potential neuroprotective
effect of TIB in processes linked to memory deficits
induced by aging or neurodegenerative diseases.

Keywords Tibolone - Oxidative stress - Male rat -
Cholinergic system - Memory - Hormone replacement
therapy

Introduction

Oxidative stress is associated with the development of
chronic degenerative processes occurring in some central
nervous system (CNS) diseases [1, 2], including those
involving memory processes [3, 4]. This oxidative stress
can be induced by exposure to some agents, as has been
demonstrated for ozone [5]. In rats, ozone (O3) exposure
induces motor disturbances and memory deficits, as well as
biochemical changes in CNS regions such as the hippo-
campus [6, 7]. Notable changes in specific neurotransmitter
systems related to motor disturbances have been reported;
for example, damage to the dopaminergic system [8].
However, to the best of our knowledge, the effects on
neurotransmitter systems related to memory processes have
not been studied yet.

Increasing incidence of neurodegenerative disorders in
an age-dependent manner has guided us to relate these
disorders to decreasing levels of compounds with steroidal
effects, i.e., estrogens, androgens and progestogens [9, 10].
The administration of several exogenous compounds to
replace the effects of the diminished endogenous steroids is
a strategy used to elicit protective and therapeutic effects
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for neurodegenerative disorders. The success of this strat-
egy is supported by recent studies [10-12].

Tibolone (TIB), a synthetic steroid that has been used as
an elective treatment for the relief of menopausal symp-
toms, and its various metabolites have estrogenic as well as
progestogenic/androgenic effects [13]. Additionally, it has
been suggested that its administration could protect against
some cognitive disturbances [14]. Recent studies from our
workgroup have shown that this hormone has effects on
neuronal plasticity in the cerebellum and hippocampus by
modulating the expression of cytoskeletal proteins such as
tau [15] and enhances the cognitive performance in
ovariectomized rats, suggesting an essential role of estro-
genic effects [16]. Moreover, another report by our group
has shown the protective effects of TIB administration on
the lipid and protein oxidative effects induced by O3
exposure in CNS of rats [17]. However, the mechanisms
for these effects are partially known, and the protective
effects via androgenic or progestogenic mechanisms
remain unclear.

On the other hand, cholinergic neurotransmission in the
hippocampus has been determined to be significantly
involved in memory processes [18, 19]. Diminished
activity in this system has been recognized as a relevant
factor in neurodegenerative diseases [20]; the loss of cho-
linergic neurons may be partially responsible for the cog-
nitive decline associated with aging and neurodegenerative
disorders, such as Alzheimer’s disease [21, 22]. Choliner-
gic neurons from the basal forebrain, including those in the
nucleus basalis magnocellularis, the septum medial, and
the vertical and horizontal limbs of the diagonal band of
Broca project to the cortex and hippocampus. They have
been implicated in learning, memory, arousal and attention
processes [23]. Thus, although it is known that TIB has
neuroprotective effects in the CNS [17] and enhances the
cognitive performance, the effects of its chronic adminis-
tration on memory and cholinergic deficits caused by oxi-
dative stress in rats exposed to O3 are unknown. Therefore,
in this work we analyzed the effects of TIB administration
on memory and cholinergic deficits induced by O3 expo-
sure; and its correlation with the expression of oxidative
stress markers in the hippocampus.

Experimental Procedure

Animals

Animals were treated in accordance with the guidelines and
requirements of the World Medical Association Declara-
tion of Helsinki and those of the Ethical Committee of the

Faculty of Medicine at the National Autonomous Univer-
sity of Mexico. One hundred male Wistar rats of the same
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age, weighing 250-300 g were housed in acrylic boxes
(five animals per cage) with free access to water and food
(Purina, Minnetonka, MN) and kept in a clear air room
maintained on an artificial 12-h light/dark cycle (lights on
at 08:00 h).

Ozone Exposure

For 4 h every day animals were exposed to O3 at a constant
dose of 0.25 ppm. The dose was chosen to mimic moderate
levels of pollution exposure encountered in humans living
in industrialized cities. In a previous study it has been
shown that this dose provokes oxidative stress-related
damage to the brain on rats [17]. Briefly, animals were put
inside a chamber with a diffuser connected to a variable-
flux O3 generator (5 L/s), as previously described [8, 17].
The air feeding the O3 converter was filtered purified air.
O3 production levels were proportional to the current
intensity and to the airflow. A PCI Ozone and Control
System Monitor (PCI Ozone and Control Systems, West
Caldwell, NJ) was used to measure the O3 concentration
inside the chamber during the experiments and to keep the
03 concentration constant. Although control animals were
exposed to an airstream free of O3, the same exposure
protocols were used for these groups. Animals were
immediately returned to their home cages after the
exposure.

Treatments

Animals were randomly divided into ten groups, with ten
animals per group. Group 1 was used as control group (C);
in this group animals were exposed to an airstream free of
03 for 60 days. Previous data by our workgroup and others
have demonstrated that airstream exposure for 7-60 days
has no effect in behavior or changes in biochemical
markers [17, 24, 25]. Group 2 were animals also exposed to
an airstream free of O3 but received 1 mg/kg/day of tibo-
lone (TIB; Livial® Organon, Meéxico) for 60 days
(C + TIB). Groups 3, 4, 5 and 6 were animals exposed for
7, 15, 30 and 60 days to O3, respectively. Groups 7, 8, 9
and 10 were exposed for 7, 15, 30 and 60 days to O3,
respectively, and received 1 mg/kg/day of TIB by oral
administration.

Passive Avoidance Task

Two hours after the last air or O3 exposure, the passive
avoidance task (PAT) was performed for every group.
The PAT test was applied as Rivas-Arancibia et al. [24]
have reported previously. In brief, each animal was placed
in a safety compartment for 10 s. Then, the sliding door
was lifted. The time taken to the animal to cross the



Neurochem Res

threshold to the shock compartment was recorded (acqui-
sition latency). If an animal took more than 100 s to cross
to the other side, it was dropped from the experiment. Once
the animal crossed with all four paws into the next com-
partment, the door was closed and a 3-mA electric shock
was delivered for 5 s. Then the door was opened and the
time that the animal took the animal to return to the safety
compartment was measured (escape latency).

The animal remained there for 30 s before being
returned to its individual cage. Either 10 min (short-term
memory) or 24 h (long-term memory) after this training
procedure, a retention test was performed. The animal was
again placed in the safety compartment for 10 s, the door
was opened, and the time the animal remained in the safety
compartment before entering the shock compartment was
recorded (retention latency). The test session ended when
the animal either entered the shock compartment or
remained in the safety compartment for 600 s.

Animals were decapitated immediately after the PAT
test and the hippocampus was dissected. Samples were kept
at —80 °C until its processing.

Determination of Oxidative Stress Markers

The determination of superoxide dismutase (SOD) activity
was evaluated by the Marklund method [26], based on the
capacity of pyrogallol to autoxidize, a process highly
dependent on superoxide radicals. The inhibition of
autoxidation of this compound occurs in the presence of
SOD, whose activity was indirectly assayed spectrophoto-
metrically at 420 nm. A part of the hippocampus was
homogenized with Tris 1 M-sucrosa 0.25 M buffer at pH
7.4 and centrifuged at 14,000 rpm for 15 min at 4 °C.
Supernatant was recovered. In a quartz cuvette 50 pL. of
homogenate, 930 pL of 50 mM Tris 1 mM EDTA pH 8.2
buffer and 20 pL of 25 mM pyrogallol prepared in 10 mM
HCI were added. A calibration curve was performed with
purified SOD as standard in order to calculate the activity
of SOD present in the samples. Results were reported as
units of SOD/mg protein.

The malondialdehyde (MDA) is the final product of the
peroxidation of fatty acids and a marker for the activity of
free radicals. MDA plasma levels were determined as
described previously by thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARSs) spectrophotometric test [27]. A portion of
homogenate (100 pL) was mixed with 1 mL of a solution
containing 15 % (w/v) trichloroacetic acid, 0.8 % (w/v)
thiobarbituric acid (Acros Organics, Belgium) and 0.25 N
of HC1 (JT Baker, Xalostoc, México). The mixture was
heated at 100 °C for 90 min and, after centrifugation, the
absorbance in the organic phase (1-butanol) (Sigma) was
measured at 535 nm. Total MDA content of serum samples
was determined by the difference between test and standard

samples absorbance using a solution of MDA as standard.
The results were expressed as TBARs pmol/L.

Expression of 4-hidroxynonenal (HNE) and nitrotyro-
sine (NT) in hippocampal neurons was determined by
immunohistochemistry. SOD-2 content was determined by
Western blot.

Western Blot Analysis

Samples randomly chosen from six animals from each group
were processed for Western blot. Tissue samples (100 mg)
were homogenized for 30 sin 500 pl of lysis buffer (150 nM
NaCl, 20 mM Tris—HCI, 10 % glycerol, 5 mM EDTA, 1 %
NP-40; Roche, Mannheim, Germany) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (50 pg/ml of phenyl
methyl sulfonyl fluoride, 10 pg/ml aprotinin, 25 pg/ml leu-
peptin and 100 nM orthovanadate, all from Sigma) using the
equipment Tissuemiser (Fisher Scientific). Proteins were
obtained by centrifugation at 15,000 rpm for 15 min at4 °C,
and the supernatant was quantified by a modified Bradford
assay (BioRad, Munchen, Germany). Proteins (30 pg) were
resolved using sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (10 % SDS-PAGE) with a Mini-Protean
system (BioRad) and electrophoretically transferred to
nitrocellulose membranes (GE Healthcare, formerly Amer-
sham Bioscience, Piscataway, NJ, USA). Membranes were
blocked with 5 % non-fat dry milk diluted in 0.05 % Tween-
20 Tris-buffered saline and incubated overnight with the
primary antibodies. Pre-stained markers (BioRad) were
included for size determination.

The following antibodies were used: rabbit polyclonal
antibody against choline acetyltransferase (ChAT) (Milli-
pore-AB143, diluted 1:1,000), mouse monoclonal antibody
against choline acetylesterase (AChE) (Millipore-AB304,
diluted 1:1,000), rabbit polyclonal antibody against SOD-2
(Santa Cruz sc-30080, diluted 1:1,000) and mouse mono-
clonal antibody against a-tubulin (Millipore, ABO05-82,
diluted 1:1,000). After incubation with the primary antibody,
the membranes were washed and incubated with horseradish
peroxidase-coupled secondary antibodies (Santa Cruz,
diluted 1:10,000). Immunoreactive bands were detected
using an enhanced chemiluminescence system (GE Health-
care-Amersham). When necessary, membranes were strip-
ped using a commercial solution (Chemicon). Films were
analyzed using the Chemilmager 4400_v3.2.1_W2000_XP
program. To minimize inter-assay variations, all samples
were processed in parallel for each experiment.

Dot Blot Analysis
To determine the acetylcholine (ACh) concentration, hip-

pocampus samples of six animals from each group were
processed for dot blot analysis. This procedure consisted on
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the use of a grid nitrocellulose membrane on which 30 pg
of protein of each sample were spotted. After drying, the
non-specific sites were blocked by soaking the membrane
in 5 % bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered saline
with Tween (TBS-T). The membrane was then incubated
with primary mouse monoclonal antibody against ACh
(Millipore-AB5302, diluted 1:5,000) dissolved in BSA/
TBS-T for 30 min at room temperature (RT) and washed
three times with TBS-T (3 x 5 min). Afterwards, the
membrane was incubated with horseradish peroxidase-
coupled secondary antibodies (Santa Cruz, diluted
1:10,000) for 30 min at RT and washed three times with
TBS-T (3 x 5 min). Immunoreactive dots were detected
using an enhanced chemiluminescence system (GE
Healthcare-Amersham). When necessary, the membranes
were stripped using a commercial solution (Chemicon).
Films were analyzed by comparative analysis using the
Chemilmager 4400_v3.2.1_W2000_XP program, taking as
a reference a concentration curve built with standards of
acetylcholine iodide (AChI, from Sigma-Aldrich®) ranging
from 1 nM to 100 mM.

Immunohistochemistry

For immunohistochemical analysis, the remaining four
animals were perfused with 4 % paraformaldehyde in PBS
at the end of the last O3 exposure. Brain slices containing
the dorsal hippocampus were processed for paraffin
embedding. Coronal sections (10 um) were blocked and
processed for labeling with either primary antibody, anti-
NT (Abcam, diluted 1:1,000) or anti-4-hydroxynonenal
(R&D Systems, diluted 1:1,000) at 4 °C for 48 h. Then,
sections were incubated with a biotinylated secondary
antibody and a peroxidase-labeled streptavidin reagent
(LSAB kit, DAKO, Carpinteria, CA, USA), followed by
3-3-diaminobenzidine (DAKO, Carpinteria, CA, USA)
counterstained with hematoxylin. The images were cap-
tured under a light microscope (400x). Immunopositive
neurons per 385 pm length in the middle part of the CA3
pyramidal cell layer were counted bilaterally in two sec-
tions per animal. Cell counts from the right and left hip-
pocampus on each of the two sections were averaged to
provide a single value for each animal.

Statistical Analysis

Behavioral data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test for analysis of variance among all groups and the
Mann—Whitney U test to compare control and experimental
groups. Western and dot blot data were analyzed using a
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by a
post hoc analysis with Tukey’s test. The Prism 2.01 pro-
gram (Graph Pad, CA) was used to calculate probability
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Fig. 1 Effects on MDA content (upper panel) and SOD activity
(lower panel) in hippocampus of male rats after 60 days of exposure
to different treatments. C: control group exposed to an airstream free
of O3; O3: exposure to O3; C + TIB: exposure to an airstream free of
03 that received 1 mg/kg/day of tibolone; O3 + TIB: O3 exposure
group that received 1 mg/kg/day of tibolone. Results are expressed as
the mean &+ S.E. (n = 10). *p < 0.05 compared to C; #p < 0.05
compared to O3 exposure group without tibolone treatment

values. Values of p < 0.05 were considered statistically
significant.

Results
Oxidative Stress

We analyzed changes in oxidative stress markers in the
hippocampus of male rats. MDA levels increased signifi-
cantly after 60 days of O3 exposure in comparison to the
60 days exposure to an airstream free of O3. Conversely,
SOD activity decreased after day 60 of O3 exposure.
Administration of TIB (1 mg/kg) for 60 days limited the
changes in the levels of these markers induced by O3
exposure. Furthermore, SOD activity increased and MDA
levels decreased after 60 days of O3 exposure and TIB
treatment, and were significantly different from control
groups (Fig. 1). In addition to SOD activity, we determined
the content of SOD2. We observed that exposure to O3 for
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Fig. 2 Effects of ozone (O3) on the SOD2 content in the hippocam-
pus of male rats after 60 days of exposure to different treatments.
Figure shows a representative blot. C: animals exposed to an
airstream free of O3; O3: group exposed to O3; C + TIB: animals
exposed to an airstream free of O3 that received 1 mg/kg/day of
tibolone; O3 + TIB: group exposed to O3 that received 1 mg/kg/day
of tibolone. Results are expressed as the mean £ S.E. (n = 10).
*p < 0.05 compared to C; *p < 0.05 compared to O3 group

60 days did not modify the content of SOD2, while treat-
ment of TIB with air or TIB with O3 for the same period of
time increase the content of this protein (Fig. 2).

We analyzed the expression of 4-HNE and NT in the
hippocampus of male rats (after 60 days of O3 exposure)
by immunohistochemistry (Fig. 3). The greatest expression
of these markers was observed in the CA3 region. We
observed that O3 exposure increased the number of im-
munopositive neurons for 4-HNE (Fig. 3b, h) and NT
(Fig. 3e, i), whereas the administration of TIB reduced
these expressions (Fig. 3c, f).

Effects on Cholinergic Neurotransmission
in the Hippocampus

Western blot analysis showed that exposure to O3 signifi-
cantly decreased ChAT content in the rat hippocampus
after 30 days compared to animals exposed to air. This
ChAT decrease was not observed in animals exposed to O3
and treated with TIB (Fig. 4). AChE content was signifi-
cantly increased at day 15 of the O3 exposure, compared to
animals exposed to air (O3 control); however, for longer
periods of O3 exposure, AChE content decreased to levels
similar or lower than those of the control group (Fig. 5).
TIB administration to animals exposed to air (C + TIB)
increased AChE expression, while in animals exposed to

03 + TIB this expression decreased beyond control levels
but remained higher than values observed for animals
exposed to O3 without TIB treatment (Fig. 5).

The dot blot procedure showed a decrease in ACh levels
after 7 days of O3 exposure; this decrease did not occur
when animals were treated with TIB (Fig. 6). In those
groups administered with TIB for 30 and 60 days, ACh
levels were significantly higher than those found in the
hippocampus in their respective controls groups and also
with those groups with O3 exposure at the same periods of
time without TIB treatment (Fig. 6).

Passive Avoidance Task

PAT was conducted immediately after the last exposure to
03 with/without treatment of 1 mg/kg/day of TIB. In this
task, rats exposed to O3 for more than 15 days displayed
decreased retention latency in short- and long-term
memory (10 min and 24 h, respectively). This decrease
did not occur in animals that were exposed to O3 and
treated with TIB in the test at 10 min, and though this
decrease was observed at 24 h in animals treated with
TIB, the effect was minor compared to that of animals
that were not treated with TIB (Table 1). Also, it was
interesting to observe that the performance of rats treated
only with TIB was not different from that of untreated
rats.

Discussion

It has been reported that acute and chronic O3 exposure
causes oxidative stress damage that can lead to impaired
brain plasticity, resulting in learning, memory and motor
activity deficits [17, 28]. This damage is related to
increasing enzymatic activity against cellular oxidation and
lipid peroxidation (LPO) levels [29].

It has been suggested that there are two mechanisms by
which O3 exposure may cause oxidative stress in the brain.
First, O3 directly affects the nasal epithelium and olfactory
bulb and from there to the rest of the brain. Second, where
antioxidant capacity of lung is exceeded and a state of
oxidative stress in a systemic manner is caused affecting
several organs, including the brain [30].

The CNS seems to be especially vulnerable to LPO
induced by free radicals; this can be related to the high rate
of oxygen consumption, a relative paucity of antioxidant
systems and high concentrations of polyunsaturated fatty
acids [31].

In the current work, three oxidative stress markers, i.e.
MDA, 4-HNE and NT, were commonly increased in the rat
hippocampus after 15 days of O3 exposure compared to
controls. These levels were maintained until 60 days
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Fig. 3 Effects on 4-HNE (A, B,
C) and NT (D, E, F) expression
in the CA3 region of male rats
hippocampus after 60 days of
exposure to different treatments
measured by
immunohistochemistry assay.

C + TIB: exposure to an
airstream free of ozone that
received that received 1 mg/kg/
day of tibolone (A and D). O3:
exposure to ozone (B and E);
03 + TIB: exposure to ozone
that received 1 mg/kg/day of
tibolone (C and F). G: negative
control without primary
antibody. H and I: comparison
of 4-HNE and NT positive
neurons between treatments.
Results are expressed as the
mean £ S.E. (n = 10).

*p < 0.05 compared to

C + TIB group; *p < 0.05
compared to O3 group without
tibolone treatment

(Figs. 1, 3). Conversely, SOD activity decreased after day
60 of O3 exposure (Fig. 1) in the hippocampus of male rat.

All of these results are in agreement with the previously
reported increases of LPO [29] and disruption of enzymatic
activity against oxidative processes in the brain [24] after
chronic O3 exposure. The increase of some of these markers,
particularly 4-HNE, has been clearly associated with neuro-
degenerative diseases and ischemic damage to the brain [32].

Steroid hormone treatment has been tested against neu-
rodegenerative disorders. For example, estradiol (E2)
administration reduced LPO levels and blocked memory
deterioration [26, 33]. The diminished LPO has been related
to the antioxidant activity of E2 through its inherent ability as
a scavenger of reactive oxygen species and other radicals
[34], as well as through hydrogen atom donation from its
phenolic hydroxyl structure to lipid peroxyradicals [35]. The
administration of dehydroepiandosterone produced a sig-
nificant reduction in MDA and increased SOD activity in the
brain [36].

In this sense, TIB administration has shown effects on
the neurodegenerative processes in the CNS [37-39]. Thus,
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TIB protected against CNS damage induced by long-term
ovariectomy (OVX) [40], menopause [41], leuprolide
acetate administration [42] and aging [43]. The mecha-
nism(s) by which TIB exerts these effects is poorly
understood. Also, TIB has been proposed as a neuroendo-
crine modulator [44], neurotransmitter modulator [40] and
modulator of the content of Tau [15], but it is not clearly
known if common processes related to oxidative stress are
involved. However, it has been established that chronic
administration of TIB reduces the LPO produced by OVX
in the rat brain and the blood of menopausal women, and
these reductions are correlated with an increase in the
capability to scavenge reactive oxygen species (ROS) and
alpha-tocopherol species [43, 45]. In this regard, we have
reported the effective use of TIB as a protective agent
against oxidative lipid/protein effects induced in rats by O3
exposure [17].

Regarding these findings about antioxidative effects of
TIB on CNS, in the current contribution we observed that
60 days of TIB (1 mg/kg/day) administration increased
SOD activity, and decreased the levels of other markers. In
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Fig. 4 The effects of O3 exposure or O3 and tibolone treatment on
ChAT content in the hippocampus of male rats. Figure shows a
representative blot. C: control groups exposed to an airstream free of
03 without (black bar) or with tibolone treatment (1 mg/kg/day, gray
bar). 7, 15, 30 60: groups exposed to O3 in different periods of time
without (white bars) or with tibolone treatment (striped bars). Proteins
detected by Western blot were quantified by densitometric analysis.
The results are expressed as the mean £ S.E. (n = 10). *p < 0.05
compared to C (dark bar) and C + TIB (gray bar); #p < 0.05
compared to the corresponding group of the same O3-exposure time
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Fig. 5 Effects of O3 exposure and O3 + TIB treatment on the AChE
content in the hippocampus of male rats. Figure shows a represen-
tative blot. Proteins detected by Western blot were quantified by
densitometric analysis. The results are expressed as the mean + S.E.
(n = 10). *p < 0.05 compared to air control (C, dark bar), $p < 0.05
compared to tibolone control (C + TIB, grey bar); #p < 0.05
compared to the corresponding group of the same O3-exposure time

addition to these results, we also observed that TIB
increased the content of SOD2 (Fig. 2). This finding
expanded our understanding of TIB effects, at least
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Fig. 6 Effects of O3 exposure and O3 + TIB treatment on the ACh
content in the hippocampus of male rats. Figure shows a represen-
tative blot. ACh detected by dot blot were quantified by densitometric
analysis, with a concentration curve built with acetylcholine iodide
ranging from 1 nM to 100 mM as a reference. The results are
expressed as the mean £ S.E. (n = 10). *p < 0.05 compared to air
control (dark bar), *p < 0.05 compared to the corresponding group of
the same O3-exposure time

suggesting that the activity of TIB induces a greater effect
on the enzymatic regulation of oxidative stress than that on
the non-enzymatic regulation. This implies that antioxida-
tive effects of TIB in CNS are not limited to those related
to its ability to act as a scavenger of ROS as is often
proposed for several chemical unsaturated systems as
tochopherol or steroids [39], but also changes the expres-
sion of proteins, related or not with membrane receptors.
Further studies are necessary to establish the exact mech-
anisms of TIB in inhibiting oxidative stress on some bio-
logical systems.

However, from our observations there is no doubt that
TIB administration reduces the increased levels of oxida-
tive markers in CNS induced by O3 exposure. Moreover,
the decreased SOD activity and the increase MDA levels
after 60 days of O3 exposure were significantly different
from control groups when TIB was administered. This
reduction of LPO in the rat hippocampus induced by
chronic O3 exposure and TIB administration has been
previously reported [17, 43]; however, we also evaluated
protein oxidation and SOD activity in this study. It has
been observed that the rise of oxidative stress or the
increase in the production of free radicals increases SOD
activity in the CNS [24]. It has also been shown that the
reduced activity of SOD is related to long periods of oxi-
dative stress and leads to cognitive decline in humans and
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Table 1 Effect of O3 exposure on short/long-term memory evaluated by Passive Avoidance Task retention latency. Data are represented as mean £ S.E. of 10 male rats/group

Ozone exposure + TIB (days)

Ozone exposure (days)

Passive Avoidance Task

Control 7d 15d 30d 60 d Control 7d 15d 30d 60 d

Retention latency (sec)

Short-term memory

(10 min)

351.60 &+ 81.43  241.20 £ 69.00%  220.50 + 40.60*  184.80 £ 40.60*  390.60 + 78.30  358.00 + 82.78  367.50 £ 94.00*  323.00 + 86.57*  370.00 £ 93.99*

392.60 + 81.34

Long-term memory

(24 h)

246.80 &+ 47.00  100.10 £ 37.00%  96.63 £ 37.00* 56.88 + 21.81* 396.60 + 47.00  320.60 £ 47.00  236.60 + 63.00%  223.00 £ 54.00*  228.00 % 45.00*

392.60 £+ 77.00

* p < 0.05 compared with control group

rodents [46, 47]. Still, some studies have demonstrated that
E2 administration in cultured mammary cells increases
SOD expression [48]. Therefore, we propose that E2 or
TIB might increase SOD expression in the brain through
the effects on estrogen receptors or signaling and that this
E2-mediated increase in SOD expression might play a
protective role in the CNS of treated rats. Thus, our results
indicate that TIB reduces the oxidation of lipids and pro-
teins induced by exposure to O3 in the hippocampus of the
rat, probably though action on the enzymatic regulation
systems in the rat CNS. The mechanism of these effects is
unknown but may be related to the estrogenic properties of
TIB [13].

The PAT is a Pavlovian-conditioning trial fear-moti-
vated avoidance task. The latency to refrain from crossing
into a punishing compartment serves as an index of the
ability to avoid and allows memory to be assessed [49]. In
our assays, chronic exposure to O3 decreases the retention
latency in short- (10 min) and long-term memory (24 h).
These results are in agreement with those that have
reported that learning and memory deficits are related to
impaired brain plasticity produced by chronic O3 exposure
[17, 28, 50]. However, in this task retention latency in TIB
administered animals was similar to the control group at
10 min and was higher compared to values for animals
only exposed to O3 at 24 h (Table 1). These findings are
consistent with some works that have reported that chronic
TIB administration limits the damage that induces memory
impairment [40], including the damage induced by O3-
related oxidative stress [17, 43].

In terms of the effects on the cholinergic system in the
hippocampus, it is well known that oxidative stress reduces
the levels, the release and the activity of ChAT and ACh in
early stages of AD. In the elderly, a loss of cholinergic
function occurs in the absence of neurodegeneration [19,
51-53], and AChE activity is increased by cytotoxicity
mechanisms in neurons [54, 55]. We observed that oxida-
tive stress induced by O3 exposure exerted effects on the
cholinergic system of the hippocampus in the form of a
decrease in ChAT levels after 30 days (Fig. 4), an increase
in the AChE content after 15 days (but not in other expo-
sure times, Fig. 5) and a decrease in the content of ACh
after 7 days of O3 exposure (Fig. 6). To the best of our
knowledge, these effects induced by O3 exposure are
reported for the first time in this work; previously, only the
effects in the respiratory system [56] and in the cholino-
ceptive hypothalamic medial preoptic area, the last area
involved in the regulation of sleep, have been reported
[57]. All of these effects induced by O3 exposure were
modified by TIB administration: the decrease in ChAT and
the increase in AChE were not observed in animals treated
with TIB, and ACh levels were increased after day 15 of
TIB treatment. Thus, chronic administration of TIB exerted
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a protective effect in the cholinergic system of male rat
hippocampus.

Previous reports have indicated that estrogenic metabo-
lites of TIB are distributed in greater proportion in the brain
suggesting an estrogenic effect of TIB in this tissue [13].
Since TIB effects are often associated to its estrogenic
activity, it should be mentioned that the presence of both, o
and B estrogen receptors (ER), has been demonstrated in the
hippocampus [58]. Also, it is well documented that hormone
replacement therapy can enhance cholinergic system func-
tions. So, chronic administration of dehydroepiandrosterone
reduced AChE activity and increased ACh levels [36], while
E2 and progesterone increased ChAT levels in OVX rats
[40]. These data suggest that TIB may be regulating the
expression of these proteins through interaction with estro-
gen receptors, although this deserves further research.

There are only few reports concerning the effects of TIB
on the cholinergic system. The modulation of the cholin-
ergic and serotonergic systems by TIB was reported
recently in female rats, suggesting that modulation of these
neurotransmitter systems is related to learning improve-
ment evaluated by mean tasks in which memory processes
can be involved [16]. Additionally, the administration of
TIB reduced both ChAT and AChE in the medial septum/
diagonal band of the Broca of monkeys in a dose-related
manner, which is related to cognitive processes [39]. Our
results indicate that TIB administration can also affect the
cholinergic system in pathways involved in memory,
favoring the increased levels of ACh in the hippocampus
and the action of this neurotransmitter.

Conclusions

Taken together, the results presented in this study are a
contribution to the evaluation of TIB treatment and its
possible neuroprotective role in the neuronal damage
induced by chronic O3 exposure that causes negative
effects on memory. Furthermore, our results suggest that
TIB can be used to prevent memory deficits via a protective
effect against oxidative stress-induced modulation in the
rat brain, but also on the function of the cholinergic system.
Additional studies are required to evaluate the relationship
between these mechanisms.

The findings from the current study show a potential
neuroprotective effect of tibolone in neurodegenerative
processes linked to memory deficits. This has relevant
implications in those neurodegenerative processes induced
by aging or related to neurodegenerative diseases.
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11. ANEXO IIl. SOLUCIONES EMPLEADAS.

X3 BUFFER DE TBS 10X, pH 7.5
Tris-Base 60.59
NacCl 87.69g
Se pone en agitacion con agua
destilada y se ajusta el pH con HCI. Se
afora a 1L.

o BUFFER DE CORRIDA 10X

Tris-Base 299
Glicina 1449
SDS 10g

Se pone en agitacibn con agua
destilada y se afora a 1L.

&  TBS TWEEN (TTBS)

TBS 1X 1000 mL
TWEEN 20 1mL

<> BUFFER DE CARGA 5X (LB5X)
SDS 20g
Glicerol 100 mL
Dithiothreitol(DTT) 15.4g
Tris 0.5M pH 8.5 26 mL
Azul Bromofenol 0.1g

Poner en agitacion y aforar con agua
destilada a 200 mL.

<> BUFFER TRANSFERENCIA

10X
Tris-Base 299
Glicina 1449
SDS 29

Se pone en agitacibn con agua
destilada y se afora a 1L

 BUFFER DE TBS 1X, pH 7.5

Se toman 100 mL de TBS 10X,pH 7.5y
se afora a 1L. con agua destilada.

v+ BUFFER DE CORRIDA 1X

Se toman 100mL de Buffer de Corrida
10X y se afora a 1 L. con H,0 destilada

< SOLUCION DE BLOQUEO
(Dos membranas)2.5¢g de leche
descremada en polvo en 50 mL de TBS
1X
< BUFFER LISIS
PROTEINAS(PIK)

NaCl 1.75¢9
Tris HCI 0.485¢g
EDTA stock 0,5M 2 mL
Glicerol 10% 20 mL
NP 40 1% 2 mL

Se ajusta elpHa 7.4

Se afora a 200 mL con agua
desionizada. Los inhibidores de
proteasas Leupeptina, Pepstatina,
Aprotinina se utilizan en proporcion
1:1000 con el Buffer de Lisis de
Proteinas

% BUFFER TRANSFERENCIA 1X

Se toman 100 mL de Buffer de
Transferencia 10X y se afora a 1 L. con
agua destilada
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SOLUCION ROJO PONCEAU % PERSULFATO DE AMONIO

o . Persulfato de
Acido Acético concentrado 5 mL . 0.1

I | Amonio (APS) g
Agua destilada 95 mL Agua destilada 1 mL
Rojo Ponceau 0.1g

% GEL DE POLIACRILAMIDA

El gel tiene dos partes: Stacking (concentrante) y Resolving (separador)
RESOLVING (100mL) dependiendo el tamafio de las proteinas

Tamano de la
. 14 15-70 20-100 50-250 >250
proteina (Kda)
% Gel 14% 12% 10% 8% 7%
Glicerol 50% 20mL 20mL 20mL 20mL 20mL
H.O 8.33mL 15mL 21.68mL 28.33mL 31.66mL
Tris 1,5M pH 8,8 25mL 25mL 25mL 25mL 25mL
Bisacrilamida 30% 46.66mL 40mL 33.32mL 26.66mL 23.33mL
SDS 10% 1mL 1mL imL 1mL 1mL
STACKING (100 mL)
H.O 61mL
Tris 0,5M pH 6,8 25mL
Bisacrilamida 30%  13mL
SDS 10% 1mL
RESOLVING (para dos geles) STACKING (para dos geles)
Resolving 15 mL Resolving 7 mL
APS 150 ul APS 90 ul
TEMED 15 ul TEMED 9 ul
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