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RESUMEN

La contaminacion ambiental es considerada un factor de riesgo importante en
el desarrollo de diversas enfermedades crénico-degenerativas, como el cancer,
las enfermedades cardiovasculares y la enfermedad de Alzheimer. El ozono es
uno de los componentes de la contaminacién fotoquimica del aire. Este gas
posee propiedades altamente oxidantes y dentro de sus efectos esta la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (RL); por
ello, la contaminacion ambiental esta involucrada en el desarrollo de
enfermedades que presentan un importante desequilibrio redox. Nuestro grupo
de trabajo ha desarrollado un modelo murino de neurodegeneracioén causado
por estrés oxidativo crénico el cual es producido por la exposicién cronica a
bajas dosis de ozono. METODOEI objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto de la exposicion crénica a bajas dosis de ozono sobre los factores de
transcripcion Forhead Box, FoxO 1a, FoxO 3ay FoxP 3 en hipocampo de ratas
expuestas a este gas. Poner todo lo medido Los resultados muestran que
FoxO la y FoxO 3a se activaron, asi como FoxP 3 aumentd su expresion,
debido a un aumento en las ROS generadas por la exposicién crénica a bajas
dosis de ozono. Los resultados también indican que la activacion de FoxO la
no produjo una disminucion de la ciclina D2; pero en presencia del estado de
estrés oxidativo, encontramos un aumento de la ciclina D2 acompafiado de un
incremento de la activacion de la caspasa 3, en neuronas de hipocampo de
ratas expuestas a ozono. Los resultados indican que el aumento de estrés
oxidativo causa un aumento de FoxO 3a y éste se refleja en un aumento en la

expresion de la superéxido dismutasa de manganeso (SOD Mn). Por otra parte,



se muestra que el aumento en la expresion de FoxP 3 inducido por estrés
oxidativo causO un aumento en la expresion de la interleucina 17 (IL-17), esto
se asocia con un incremento de la interleucina 1B (IL-1B) y un decremento de la

interleucina 10 (IL-10).

Finalmente, con los resultados obtenidos podemos concluir que la exposicion
cronica a bajas dosis de ozono fue capaz de inducir un estado de estrés
oxidativo, el cual indujo la activacion de los factores de transcripcion FoxO lay
FoxO 3a, asi como un aumento en la expresion de FoxP 3. Esto se refleja en
un aumento en la muerte neuronal, un aumento de la SOD Mn y pérdida de la
regulacion de la respuesta Thl, Th2 y T17. Durante un equilibrio redox, estos
factores participan en la regulacion de procesos celulares que permiten
mantener la homeostasis; sin embargo, bajo un estado de estrés oxidativo no

son capaces de regular estos procesos.



ABSTRACT

Environmental pollution is considered a risk factor in the development of several
chronic degenerative diseases such as cancer, cardiovascular diseases and
Alzheimer's disease. Ozone is one of the photochemical component of the air
pollution. This gas has highly oxidizing properties and its effect is the generation
of reactive oxygen species (ROS) and free radicals (FR); therefore,
environmental pollution is involved in the development of many diseases that
have a significant redox imbalance. Our working group has developed a murine
model of neurodegeneration by chronic oxidative stress caused by chronic
exposure to low doses of ozone. The aim of this work was to determine the
effect of chronic exposure to low doses of ozone on the forhead Box
transcription factors, FoxO 1a, 3a and FoxO FOXP 3 in hippocampus of rats
exposed of this gas. The results showed that FoxO 1a and 3a is activated FoxO
and FOXP 3 expression increased due to an increase in ROS caused by
chronic exposure to low doses of ozone. The results also indicated that the
activation of FoxO la did not produce a decreased cyclin D2 but in the
presence of oxidative stress condition found an increase in cyclin D2 related
with increased activation of caspase 3, in hippocampi neurons of rats exposed
to ozone. The results indicate that increased oxidative stress caused increased
FoxO 3a and this is reflected in an increase in the expression of the manganese
superoxide dismutase (SOD Mn). Furthermore is shown that the increased
expression of FOXP 3 induced oxidative stress caused an increase in the
expression of interleukin 17 (IL-17), this is associated with a gradual increase of

interleukin 1B (IL-1B) and a decrease in interleukin 10 (IL-10).



Finally the result obtained shown that chronic exposure to low doses of ozone
was able to induce a state of oxidative stress, which induced activation of FoxO
transcription factors la and FoxO 3a, and an increase in the expression of
FOXP 3 which reflected in an increase in neuronal cell death, an increase in Mn
SOD and the loss of the regulation of Thl, Th2 and T17 response. For a redox
balance, these factors are involved in regulation of cellular processes to
maintain homeostasis, but in a state of oxidative stress are able to regulate

these processes.



1. INTRODUCCION

ESTRES OXIDATIVO

El equilibrio entre la produccién de moléculas pro-oxidantes y la capacidad de
las defensas antioxidantes para contrarrestar los efectos de los RL en los
sistemas bioldgicos, se conoce como balance de Oxido-reduccion o balance
redox, el cual en condiciones fisiolégicas puede activar vias de sefializacion
con el objetivo de mantener la homeostasis celular (Valko, Leibfritz et al. 2007).
Un aumento significativo de los RL durante un tiempo prolongado puede
conducir a una pérdida de este equilibrio redox, el cual es definido
comunmente como estrés oxidativo. Durante el estado crénico de estrés
oxidativo, ocurren alteraciones de las funciones celulares tales como la
disfuncién mitocondrial, la activacién de la apoptosis, el bloqueo en la
diferenciacion celular y la activacion desordenada del ciclo celular. De acuerdo
con diversos reportes, este estado de estrés oxidativo crénico se encuentra
presente en el desarrollo de diversas enfermedades crénico-degenerativas

(Uttara, Singh et al. 2009).

Los RL son especies quimicas pro-oxidantes, que se caracterizan por contener
uno o mas electrones desapareados y causar la oxidacion de otras moléculas.
Los RL mas comunes en la fisiologia celular son los derivados del oxigeno
(Oy), los cuales dan origen a las ROS, dentro de las que destacan el radical

hidroxilo (OHe), el radical superoxido (Oze’), el 6xido nitrico (NOe<) y otras



especies reactivas que aungue no son un radical también son capaces de

causar dafo; tal es el caso del peroxido de hidrégeno (H205).

Un incremento cronico y significativo en la produccion de RL genera estrés
oxidativo y produce dafio celular irreversible, ya que éstos son capaces de
oxidar biomoléculas como: lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos.
Las células pueden prevenir el dafio generado por las ROS gracias a que
poseen sistemas antioxidantes, integrados por un grupo de enzimas y
moléculas encargadas de frenar la accion de estas especies reactivas. Las
enzimas que conforman los sistemas antioxidantes enddgenos de las células
son la superoxido dismutasa de Cobre-Zinc (SOD Cu/Zn) y de Manganeso
(SOD Mn), la catalasa (CAT), la glutation reductasa (GR), la glutation
peroxidasa (GPx), las tiorredoxinas (Trx) y las peroxirredoxinas (Prx). También
existen moléculas con funcion antioxidante como el glutatién, la arginina, la
taurina, la citrulina y la creatinina. Los sistemas antioxidantes exdgenos estan
compuestos por sustancias que se ingieren en la dieta como el zinc y las
vitaminas A, C y E, asi como los flavonoides y los polifenoles (Arts and Hollman

2005, Valko, Leibfritz et al. 2007).

OZONO Y ESTRES OXIDATIVO

Es ampliamente conocido que las ROS pueden ser generadas mediante dos
vias, una endbdgena y otra exdégena. En la via enddgena se producen
principalmente como resultado del metabolismo aerdbico que tiene lugar en la

cadena de trasporte de electrones dentro de la mitocondria; sin embargo,



también en el reticulo endoplasmico y en otros organelos celulares, tales como
los peroxisomas. Por otra parte, en la via exdégena se producen como resultado
de la exposicion a diversos factores ambientales, entre los que destacan la
radiacion ionizante, la exposicion a metales, el contacto con pesticidas, el

tabaquismo y la contaminacion ambiental (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Formacion de radicales libres.

El crecimiento de las grandes ciudades ha generado un incremento importante
en la emision de diferentes contaminantes ambientales como el dioxido y el
monoxido de carbono, los Oxido de nitrégeno y azufre, asi como los
compuestos organicos volatiles. La exposicion a estos contaminantes se ha
asociado con un aumento en la morbi-mortalidad a nivel mundial, por lo que la

contaminacion ambiental se considera un serio problema de salud publica. La



Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que la contaminacién del
aire es responsable de mas de 3 millones de muertes prematuras cada afo

(Mills, Donaldson et al. 2009).

El ozono es uno de los principales productos de la contaminacion fotoquimica
del aire, bajo el efecto de la radiacion solar, a partir de precursores emitidos por
fuentes naturales y actividades humanas como: los éxidos de nitrégeno (NOX),
los compuestos organicos volatiles (COV) y el monoxido de carbono (CO)
(Figura 1.2) (Valacchi, Weber et al. 2000). Este gas tiene propiedades
altamente oxidantes y sus efectos dependen de la dosis y el tiempo de
exposicion. Por ejemplo, la exposicion aguda a niveles elevados de ozono
promueve la formacion de ROS y puede estimular la sintesis de enzimas
antioxidantes con el fin de revertir el estrés oxidativo; por esta razén también se
han utilizado altas dosis de ozono con fines terapéuticos contra enfermedades
gue presentan un importante desequilibrio redox. Estos tratamientos pueden
ser efectivos siempre y cuando el paciente posea una gran capacidad
antioxidante. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la
exposicion crénica a bajas dosis de este gas, induce cambios en el estado de
estrés oxidativo en diferentes sistemas del organismo y de esta manera
participa en el desarrollo de diversas enfermedades cronico degenerativas
como cancer, enfermedades pulmonares, alteraciones cardiovasculares y

enfermedades neurodegenerativas (Singh, Kaur et al. 2007).
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Figura 1.2. Generacion de ozono a partir de precursores naturales y productos
de actividades humanas. Oxidos de nitrogeno (NOXx), compuestos organicos

volatiles (COV) y monéxido de carbono (CO).

El ozono al ser un gas entra por los receptores del epitelio nasal del bulbo
olfatorio; y como consecuencia de la interaccion de esté gas con los receptores
se forman ROS. Ya que estos receptores tienen una comunicacion directa con
el sistema nervioso central (SNC), permiten el libre acceso de las ROS hacia el
tejido cerebral y causan dafio por un aumento del estrés oxidativo (Valavanidis,
Fiotakis et al. 2008). La otra via de entrada del ozono es el sistema respiratorio
a través de sus vias de conduccion y de intercambio (arbol respiratorio y sacos
alveolares), donde se forman RL y ROS secundarios a la exposicion a este gas
gue pasan hacia el torrente sanguineo; lo que promueve la diseminacion de

éstos por todo el organismo (Bromberg and Koren 1995).



Efectos del ozono en el sistema respiratorio:

Mellick y cols. (1975) describieron cambios importantes en el parénquima
pulmonar de ratas Sprague-Dawley y monos Rhesus expuestos a altas dosis
de ozono por periodos cortos de tiempo. En sus resultados, ellos mostraron
alteraciones en la morfologia de los alveolos terminales, con aparente
sustitucion de los neumaocitos tipo | por células epiteliales, acompafiado de un
incremento en la cantidad de macrofagos e infiltracion linfocitaria, lo cual
demuestra el desarrollo de un proceso inflamatorio. Adicionalmente se observo
un incremento en la cantidad de enzimas antioxidantes en el tejido pulmonar.
Otros autores también han demostrado que la inhalacién de ozono induce
cambios en el tracto respiratorio y el desarrollo de un proceso inflamatorio

sistémico (Henrotin, Besancenot et al. 2007).

Efectos del ozono en el SNC:

Algunos investigadores han realizado trabajos que muestran los efectos
deletéreos del ozono en diversas poblaciones celulares del SNC. Sin embargo
independientemente de la via de entrada y de la capacidad de este gas para
formar las ROS en el tejido cerebral, se ha reportado no solo dafio local o
muerte neuronal, sino también trastornos en el comportamiento, la conducta
motora, el suefio, la memoria y el aprendizaje (Rivas-Manzano and Paz 1999;
Santucci, Sorace et al. 2006; Gonzalez-Pina, Escalante-Membrillo et al. 2008).
Gonzalez-Pifia y cols. (2008) reportaron que la exposicion prenatal a ozono
genera una disrupcion del sistema monoaminérgico en el cerebelo; otros

trabajos han demostrado que también induce un dafio permanente en diversas

10



regiones del mismo, asi como alteraciones en la expresion de factores de
crecimiento nervioso e inhibicién en la expresion de enzimas cruciales para la
sintesis de neurotransmisores (Gonzalez-Pina, Escalante-Membrillo et al.
2008). Aunque muchos estudios han puesto en evidencia el dafio que se
genera en el SNC tras la exposicion a 0zono, aun no se conoce con certeza el
mecanismo mediante el cual induce sus efectos. Se ha propuesto que el dafio
se genera indirectamente por el desarrollo de un proceso inflamatorio
desencadenado en la circulacidn sistémica después de la exposicién al ozono,
lo que induce la ruptura de la barrera hematoencefédlica (BHE) y por
consecuencia un dafio neuronal. Rivas-Arancibia y cols. (2010) demostraron en
multiples trabajos que ratas expuestas a bajas dosis de ozono durante tiempos
prolongados, muestran un incremento significativo en la oxidacion de lipidos y
proteinas en el tejido cerebral, asi como la presencia de dafio neuronal
irreversible que provoca alteraciones en procesos de nheurogénesis,
neuroinflamacion y modificacion de la BHE (Martinez-Canabal, Angoa-Perez et
al. 2008; Rivas-Arancibia, Guevara-Guzman et al. 2010; Santiago-Lopez,

Bautista-Martinez et al. 2010).

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS Y ESTRES OXIDATIVO

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de padecimientos
cronico-degenerativos generados por la acumulacién de proteinas oligoméricas
e insolubles en regiones especificas del sistema nervioso (Uttara, Singh et al.
2009). El depdsito anormal de estas proteinas mal plegadas induce la

produccion de RL, provocando un estado de estrés oxidativo y generando un

11



circulo vicioso, pues a su vez estos radicales libres generan una mayor
agregacion de estas proteinas (Skovronsky, Lee et al. 2006). Este incremento
en la produccién de RL también promueve la excitotoxicidad y la liberacion de
mediadores inflamatorios, generando una alteracion crénica, progresiva e

irreversible.

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la acumulacién de la
proteina Beta Amiloide en forma de placas neuriticas y la agregacion de la
proteina Tau hiperfosforilada en forma de marafias neurofibrilares, que en su
conjunto provocan alteraciones funcionales en la corteza entorrinal y en el
hipocampo (Zhu, Lee et al. 2007; Bondareff 2013). En la enfermedad de
Parkinson se observa la acumulacion de la proteina alfa-sinucleina formando
los cuerpos de Lewy, que provocan dafios principalmente a las neuronas de la
sustancia nigra, lo cual produce alteracion en las funciones motoras y
cognitivas (Wood-Kaczmar, Gandhi et al. 2006). Sin embargo, varias
enfermedades neurodegenerativas comparten en mayor o menor grado la
presencia de estas proteinas mal plegadas. Existen muchas evidencias de que
el SNC es altamente sensible al incremento de moléculas pro-oxidantes,
debido a su alto contenido de fosfolipidos con cadenas insaturadas, su alta
tasa metabodlica y su bajo contenido de sistemas antioxidantes; siendo el
hipocampo, la sustancia nigra y el cuerpo estriado las estructuras cerebrales
mas sensibles al estrés oxidativo (Rivas-Arancibia, Guevara-Guzman et al.
2010, Santiago-Lopez, Bautista-Martinez et al. 2010). El estado de estrés
oxidativo es considerado un factor determinante en la patogénesis de las

enfermedades neurodegenerativas, pues se ha demostrado que el aumento de

12



las ROS causa alteraciones en diferentes vias de sefalizacion celular
(Manolopoulos, Klotz et al. 2010). Reportes recientes muestran que pacientes
con EA, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis
lateral amiotréfica presentan alteracion en multiples marcadores de estrés

oxidativo (REF).

Boll y cols. (2008) analizaron varios marcadores de estrés oxidativo, como
proteinas y lipidos oxidados, asi como la actividad de enzimas antioxidantes
como la SOD Cu/Zn y la ferroxidasa, en muestras de liquido cefalorraquideo de
pacientes con cuatro enfermedades neurodegenerativas diferentes (EA,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis lateral
amiotroéfica). Sus resultados muestran un incremento significativo en la cantidad
de nitratos y nitritos, asi como en la cantidad de lipidos peroxidados; ademas
de una disminucion tanto en la cantidad de enzimas antioxidantes como en la
actividad de la SOD Cu/Zn y la ferroxidasa. También muestran un incremento
en la acumulaciéon de metales como hierro y cobre en las muestras de liquido
cefalorraquideo. Con todos estos resultados ellos proponen la determinacion
de la actividad de estas enzimas, asi como la deposicion de hierro y cobre
como biomarcadores de enfermedades neurodegenerativas (Boll, Alcaraz-

Zubeldia et al. 2008).

SENALIZACION REDOX

Las ROS participan de forma importante en diversas funciones celulares que

tienen como objetivo el mantenimiento de la homeostasis celular. Existen
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multiples vias de sefalizacion tales como la supervivencia, la proliferacién y la
apoptosis, que durante el equilibrio de 6xido-reduccion responden a sefiales
oxidativas. Dentro de estas vias se encuentran las proteinas cinasas activadas
por mitdgeno (MAPK), la tirosina cinasas y otras serin treonin cinasas (Akt,
ERK, JNK) que son activadas por las ROS y fosforilan proteinas implicadas en
cascadas de sefalizacion que a su vez, promueven la translocacion nuclear de
varios factores de transcripcion como el factor nuclear xB (NF«B), la proteina
de activacion 1 (AP-1), la proteina 53 (p53), el factor nuclear relacionado al
factor eritroide 2 (NrF2), los elementos de respuesta antioxidante (ARE) y los

Forkhead Box (Fox) (Singh, Kaur et al. 2007, Rubio, Valverde et al. 2010).

También se ha demostrado la participacion del 6xido nitrico (NOe), un radical
libre generado por la actividad de las 6xido nitrico sintasas (NOS) especificas,
principalmente su forma inducible (iINOS) en respuesta a cambios en el balance
redox. ElI NO participa en muchos procesos fisiolégicos como la
neurotransmision, la regulacion de la presion arterial mediante la relajacion de
las células del musculo liso y la regulacién de la respuesta inmune (Bergendi
1999). Diversos trabajos han demostrado que el aumento de las ROS, es
caracteristico durante el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas;
pues éstas inducen un aumento en la respuesta inflamatoria en el tejido
cerebral y lo que lleva al proceso de nitracién de proteinas aumentando asi el

proceso de neurodegeneracion (Chabrier, Demerle-Pallardy et al. 1999).

Finalmente, es importante destacar la participaciéon de los Fox durante el

desarrollo del estrés oxidativo, ya que es ampliamente conocido que estos
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factores de transcripcion responden eficazmente a cambios oxidativos y
desempeiian un papel muy importante tanto en la sefalizacion para la
supervivencia mediante la regulacién del ciclo celular, como en la respuesta al
estrés oxidativo a través de la regulacion de sistemas antioxidantes (Putker,

Madl et al. 2013).

FORKHEAD BOX (Fox) ACTIVADOS POR SENALES REDOX

Existen factores de transcripcién activados por sefiales oxidantes, entre los que
destacan los Forkhead Box (Fox), capaces de regular diversas funciones
biologicas tales como la diferenciacion, la proliferacion, la resistencia al estres,
la longevidad y la sobrevida (van der Horst and Burgering 2007). Estos factores
de transcripcion son una superfamilia de proteinas que modulan la expresion
de genes involucrados en procesos celulares como el ciclo celular, la
apoptosis, el metabolismo, el estrés oxidativo y el crecimiento celular, entre
otros. Son proteinas altamente conservadas y se agrupan en subfamilias de

acuerdo a sus caracteristicas transcripcionales.

Dentro de sus caracteristicas estructurales destaca la presencia de una region
de union a DNA altamente conservada, de aproximadamente 100 aminoacidos,
la cual es denominada “alas de hélice”, “dominio forkhead box (FKH)” o “motivo
de union a DNA”, la secuencia de esta region es util para su clasificacion en
subfamilias (Figura 1.3). En el afio 2000 se establecié la nomenclatura para
esta familia de factores de transcripcion, compuesta por la raiz Fox (Forkhead
Box) para identificar a todos aquellos genes ortélogos en las diferentes

especies, ademas de la adicion de una letra que identifica a las subfamilias
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(desde FoxA hasta FoxS) y finalmente se asigna un namero para cada uno de
los integrantes de las subfamilias, por ejemplo FoxJ 1, FoxP 3, FoxN 1, etc

(Kaestner, Knochel et al. 2000).

b Amino terminus Carboxyl terminus
FOXJ1 |
419
FOXN1 | (FKH_] |
648
FOXO3A | FKH |
673
FOXP3 [FRA] |
431

100 amino acids

Figura 1.3. Representacion de los dominios de unién a DNA de los factores de
transcripcion Forkhead. a) Estructura tridimensional del dominio FKH, b)
representacion esquematica del domino FKH de diferentes subfamilias de Fox

(Nature Reviews Immunology 4, 889-899. 2004)

Subfamilia Forkhead Box “O” (FoxO)

La subfamilia Forkhead O (FoxO) esta integrada por 4 miembros: FoxOla,
FoxO3a, FoxO4 y FoxO6 que estan implicados en la regulacion del
metabolismo, la proliferacion celular, la resistencia al estrés oxidativo, la

regulacion del sistema inmune y la apoptosis (de Keizer, Burgering et al. 2011).
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Esta subfamilia de factores de transcripcion contiene un dominio de union a
DNA de 5 aminoacidos que interacciona especificamente con distintos blancos
dentro del genoma a través de uno de los elementos de respuesta a insulina.
En general, la activacion de los FoxO es capaz de controlar el incremento de
las ROS mediante la regulacion de un grupo de genes asociados a la
transcripcion de enzimas antioxidantes como la SOD Mn, la catalasa (CAT) y
las peroxirredoxinas (Prx); por lo que se considera que los FoxO son el centro
de la sefalizacion redox celular. Los ratones knockout para cada uno de los
integrantes de esta subfamilia desarrollan diferentes fenotipos, lo cual sugiere
que cada uno de estos miembros tiene una funcién especifica ante el
incremento de las ROS. Posiblemente esto se debe a la via que promueve su
activacion y su interaccion con diferentes co-factores. Se demostré que los
FoxO pueden ser activados por factores de crecimiento de tipo insulinico (IGF)
o mediante modificaciones post-traduccionales como fosforilacion, metilacion y
ubiquitinacién; regulando posteriormente la expresién de genes que modulan el

estrés oxidativo (Dansen 2011).

Sin embargo su activacion no siempre induce su actividad transcripcional. La
activacion de estos factores de transcripcion a través del IGF desencadena la
activacion de la proteina cinasa B/proteina cinasa especifica serina/treonina
(AKT/PKB) y por consecuencia la activacion de la enzima Fosfo-inositol 3
cinasa (PI13K), lo cual conduce a la union de la proteina adaptadora 14-3-3 con
FoxO. Como resultado de esta union, el factor de transcripcion es exportado
del nucleo hacia el citoplasma interrumpiendo su actividad transcripcional.

FoxO es regulado positivamente por la cinasa C-Jun N-terminal (JNK), ya que
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ésta fosforila a FoxO en sitios especificos y promueve su translocacion al
ndcleo para que comience su actividad transcripcional, por lo que JNK
antagoniza la activacion de AKT/PKB (Figura 1.4). Debido a que muchas de las
funciones de estos factores de transcripcion parecen ser redundantes, se han
realizado diversas investigaciones con el fin de conocer mejor la forma en que
se integra esta sofisticada red de sefales opuestas, para dar lugar a una
respuesta particular de FoxO. La respuesta de FoxO depende de la via de
sefalizacion que lo active y del sitio de fosforilacion, metilacion o ubiquitinacion

(Figura 1.5) (Cao, Zhu et al. 2013, Putker, Madl et al. 2013).

- TRANSCRIPCION ~.
>3O0 K sénca

>
*
o

.

Figura 1.4. Representacion esquematica de la activacion de FoxO. La
sefalizacion inducida por receptores de crecimiento tipo insulinico (IGF I) a
través de la via de AKT/PKB regula negativamente la actividad transcripcional
(INHIBITORIA), mientras que la activacion por estrés oxidativo mediante la via

de JNK induce su actividad transcripcional (ACTIVADORA) (Lineas punteadas).
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FoxO en larespuesta al estrés oxidativo y la apoptosis

Como se menciond anteriormente FoxO controla el incremento de ROS a

través de la regulacién transcripcional de enzimas como la MnSOD, la CAT y la

Prx. La participacion de estos factores de transcripcion en la resistencia al

estrés oxidativo consiste en la fosforilacion de FoxO 3a en sitios especificos

para su activacion. Esta modificacion postranscripcional es inducida por JNK,

gue a su vez es activada por el incremento de ROS, lo cual desencadena una

cascada de sefializacidbn que culmina con el aumento en la transcripcion de

proteinas antioxidantes. Por otro lado, la fosforilacién de otros sitios de FoxO

3a también se ha ligado a la activacion de la via apoptética mediante la

regulacion en la expresion de proteinas pro-apoptoticas como Bim, PUMA o

proteinas anti-apoptoticas como FLIP (Figura 1.6).

® e ©

GO

|

4

b 5

FOXO1 T24 5256 S319
FOXO3A 132 5253 S316
FOXO04 T287 S193 8258

S644

Figura 1.5. Sitios de fosforilacién de los factores de transcripcion ForkheadBox.

PKB: proteina cinasa B; SGK: ;IKK: .(Tomada de Nature Reviews Immunology

2004)
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FoxO vy el proceso de neurogénesis

Recientes investigaciones han demostrado la participacion de FoxO en la
regulacion de las células madre neurales adultas (NSC). La pérdida de factores
de transcripcion FoxO provoca un aumento prematuro de la neurogénesis
durante el desarrollo del SNC y una disminucion en la diferenciacion de las
células. La delecion de FoxO3 en ratones conduce a una deplecion prematura
de las NSC, lo que se ha asociado con una funcion reguladora de este factor
de transcripcién durante la supervivencia y la longevidad. Aun no se conoce
con exactitud el papel que desempefia FoxO3 en el mantenimiento de las NSC

(Webb, Pollina et al. 2013).

FoxO en laregulacion del ciclo celular y la apoptosis

FoxOla juega un papel importante en la regulacion del metabolismo y las vias
relacionadas con la gluconeogénesis y la glucogenolisis, ya que se encuentra
ligado al promotor de la glucosa-6-fosfatasa y la fosfoenol-piruvato-carboxi-
cinasa; sin embargo, también se ha demostrado su participaciéon en la
regulacion del ciclo celular pues actiia como un regulador en la transicion G1/S
al modular la expresiéon de la ciclina D (Schmidt, Fernandez de Mattos et al.

2002, Stahl, Dijkers et al. 2002).

FoxO vy larespuestainmune
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Diversos estudios han demostrado la participacion de FoxO en la funcion de los
linfocitos y su estrecha participacion en la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis de las diferentes poblaciones celulares del sistema inmune. Se ha
demostrado que varios receptores de los linfocitos TCD28+ vy linfocitos B, asi
como el receptor de la interleucina 2 (IL-2R) bloquean la funcion de FoxO
mediante la activacion de IP3/PKB (Xia and Zhu 2013, Zhao, Lu et al. 2013). Al
igual que ocurre en otros tejidos la funcién de FoxO en linfocitos T naive y pro-
linfocitos B es mantener la supervivencia de estas estirpes celulares a través
de la induccién en la expresion del receptor de interleucina 17 (IL-17R) (Peng
2008). Sin embargo, no solo la subfamilia FoxO estad involucrada en la
respuesta inmune, pues multiples trabajos han demostrado que un integrante
de la subfamilia FoxP juega un papel importante en la regulacion inmune a
través de la expresion de FoxP 3 en los linfocitos T reguladores, astrocitos y
microglia. Este factor de transcripcidn es crucial para la generacion de células
T reguladoras y el mantenimiento de la tolerancia inmune. Recientes estudios
revelan la importancia de la respuesta Th1l7 en la regulacion de la respuesta
inmune y su participacion en las enfermedades autoinmunes, pues han
demostrado que ratones knockout para FoxP 3 desarrollan enfermedades
autoinmunes . Esta respuesta Th17 esta determinada por la secrecion de IL-17
y por la expresion de FoxP 3 (Aschenbrenner, D'Cruz et al. 2007; Cirocco,

Carreno et al. 2007).
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Figura 1.6. Participacion de los Forkhead box O en multiples procesos

biolégicos.

Nuestro grupo de trabajo ha generado un modelo murino de estrés oxidativo, el
cual desarrolla un proceso neurodegenerativo crénico y progresivo como
resultado de la exposicidén cronica a bajas dosis de ozono. El objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto de la exposicidbn crénica a ozono sobre los
cambios en la sefalizacion a través de los factores de transcripcion FoxO 1a,

FoxO 3ay FoxP 3.
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2. JUSTIFICACION

En las enfermedades neurodegenerativas, el bloqueo del proceso de
neurogénesis, el estado de estrés oxidativo y la pérdida de la regulacion de la

respuesta inflamatoria, son eventos cruciales para perpetuar el dafio celular.

Con este estudio se pretende dilucidar la participacién de tres factores de
transcripcion que pertenecen a la familia de los Forkhead Box (FoxO 1a, FoxO
3a, FoxP 3) en los procesos de ciclo celular, neurogénesis, respuesta al estrés
oxidativo y respuesta inflamatoria en un modelo de estrés oxidativo y dafio

neurodegenerativo.

3. HIPOTESIS

Si el estrés oxidativo inducido por la exposicion cronica a ozono promueve la
activacion de FoxO 1a, FoxO 3a y FoxP 3, entonces podremos observar una
disminucioén en los niveles de ciclina D2, alteracion en la neurogénesis, un
aumento de la SOD Mn y una pérdida de la regulacion en la respuesta

inflamatoria, en el hipocampo de ratas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del estrés oxidativo cronico inducido por la exposicion a bajas

dosis de ozono sobre la sefalizacion de FoxO 1a, FoxO 3a y FoxP 3, sobre el

ciclo celular, la neurogénesis, la expresion de SOD Mn y la respuesta

inflamatoria en el hipocampo de ratas.

4.1 OBJETIVOS PATICULARES

Demostrar que la exposicion cronica a dosis bajas de ozono causa

estrés oxidativo en el hipocampo de ratas.

Identificar y cuantificar la expresiéon del factor de transcripciéon FoxO 1a,
FoxO 3a y FoxP 3 en el hipocampo de ratas expuestas crénicamente a

bajas dosis de ozono.

Determinar la relacion de FoxO la y la expresion de ciclina D2 en el

hipocampo de ratas expuestas cronicamente a bajas dosis de ozono.

Relacionar la activacion de FoxO 1ay la expresion de ciclina D2 con los
cambios en el proceso de neurogénesis en el hipocampo de ratas

expuestas cronicamente a bajas dosis de ozono.

Determinar la relacion entre la expresion de ciclina D2 y la activacion de
la caspasa 3 en el hipocampo de ratas expuestas crénicamente a bajas

dosis de ozono.
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Demostrar que se produce la activacion de FoxO 3a, y un aumento en
los niveles de SOD Mn en el hipocampo de ratas expuestas

cronicamente a bajas dosis de ozono.

Evaluar la expresion de FoxP3 y su efecto sobre la expresion de IL-17
en el hipocampos de ratas expuestas cronicamente a bajas dosis de
ozono. Y correlacionar los cambios obtenidos, con la respuesta Thl y
Th2 a través de la determinacion de los niveles de citocinas IL-1p e IL-

10.
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5. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 72 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250 a 300 g, las
cuales se mantuvieron en cajas de acrilico, con libre acceso a la comida y el
agua. Los animales se dividieron aleatoriamente en 6 grupos (n=12 por grupo)
y cada grupo recibié uno de los siguientes tratamientos:

1) Control (expuesto a aire libre de ozono durante 30 dias)

2) Exposicién a ozono durante 7 dias

3) Exposicién a ozono durante 15 dias

4) Exposicién a ozono durante 30 dias

5) Exposicion a ozono durante 60 dias

6) Exposiciéon a ozono durante 90 dias

Experimentos previos mostraron que en grupos control expuestos a aire sin
ozono no existe diferencia estadistica entre 7, 15, 30, 60 y 90 dias de
exposicion por lo tanto elegimos como control el grupo expuesto a aire durante
30 dias. Cada grupo expuesto a ozono recibié una dosis de 0.25 partes por
millon (p.p.m) por 4 h diarias durante el tiempo correspondiente. Dos hs
después de concluido cada tratamiento, los animales fueron divididos en dos
subgrupos (n=6 por grupo) y anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg
de peso). De cada tratamiento se tomé un subgrupo para la obtencion del
cerebro el cual fue procesado para técnicas histoquimicas. Del otro subgrupo
se obtuvo el hipocampo para realizar pruebas de Western Blot. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM

062-Z00- 1999 y las guias de los Institutos Nacionales de Salud (NIH).
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5.1 Exposicion a Ozono

La exposicion a ozono se realizé de acuerdo al método previamente descrito
por Rivas-Arancibia et al (2010). Las ratas se colocaron en una camara de
acrilico transparente herméticamente cerrada, la cual tiene un difusor
conectado a un generador de ozono de flujo variable (5 litros/segundo). El
generador de ozono fue alimentado con flujo de aire, la produccion de los
niveles de ozono fue proporcional a la intensidad de la corriente utilizada para
el flujo de aire en el generador. Los animales se expusieron 4 h diarias a 0.25
p.p.m de ozono durante el periodo asignado para cada tratamiento (7, 15, 30,
60 y 90 dias). Los niveles de ozono fueron monitorizados durante todo el
experimento con un monitor de ozono (PCI Sistemas de Ozono y Control, West
Caldwell, NJ) colocado dentro de la camara con el fin de corroborar que se
mantuviera constante la concentracion de ozono. Las ratas control fueron
sometidas al mismo protocolo pero con exposicion al flujo de aire ambiental en
sustituciéon de ozono. Una vez transcurridas las 4 h de exposicion diaria, las

ratas fueron devueltas a sus cajas de alojamiento (Figura 5.1).

bﬂ\_ w\\ w\\

Figura 5.1. Representacion esquematica de la

generacion de ozono y del modelo de exposicion a este gas.
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5.2 Determinacion de Proteinas Oxidadas

Para la determinacidon de las proteinas oxidadas se realizé el siguiente
procedimiento: una vez que los animales fueron anestesiados y sacrificados, se
obtuvieron los hipocampos y se colocaron en 50 pl de buffer de lisis que
contenia inhibidores de proteasas (Complete protease inhibitor cocktail tablets,
Roche Applied Science). Posteriormente, cada muestra se homogenizo y
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min, para eliminar los restos celulares,
después se colecto Unicamente el sobrenadante. Una vez obtenidas las
muestras se realiz6 la cuantificacion de proteina por espectrofotometria
utiizando el método de Bradford (Bio-Rad protein asay). Las proteinas
oxidadas fueron determinadas mediante la formacién de grupos carbonilo en el
tejido de los hipocampos de cada grupo, para ello se utilizé el reactivo de Brady
(2,4-dinitrofenilhidrazina, 2,4-DNPH). Se tomaron 200 ul de cada muestra y se
afadié 200 pl de &cido tricloroacético (ATC) al 20% y las muestras se
incubaron a 4°C durante 5 min, posteriormente se centrifugdé a 10000 rpm vy al
precipitado se le afiadieron 200 ul de 2,4-DNPH 10mM en HCI 2 M, se incubd
por 30 min a temperatura ambiente con ciclos de agitacion de 5 min cada uno.
Después se agregaron 200 ul de ATC 50% y se centrifugé a 4000 rpm a 4°C
por 10 min. Se elimino el sobrenadante y el boton se lavé en 3 ocasiones con 5
ul de solucién de etanol: acetato de etilo (1:1). Finalmente, el boton fue
resuspendido en guanidina 6 M y se ley0 en el espectrofotbmetro (Epoch
Microplate Spectrophotometer Bio-Teck Instruments, Inc.) a 270 nm. Se
realizaron los calculos correspondientes y se grafic6 en nanomoles de 2,4-

dinitrofenilhidrazona (DNPH) por miligramo de proteina.
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5.3 Técnica de Inmunohistoquimica

Dos hs después de finalizada la ultima exposicion a ozono, las ratas (n=6 por
grupo) fueron anestesiadas profundamente con pentobarbital sédico (50 mg/kg
de peso) y perfundidas por via transcardial con solucion fijadora
(paraformaldehido al 4%). El cerebro se diseco y se secciond de forma sagital
en la linea media con ayuda de una matriz de acero inoxidable (Kent Scientific
Corporation), obteniendo ambos hemisferios por separado. Posteriormente, se
colocaron en la misma solucion fijadora durante 24 h mas. Una vez concluido el
tiempo de fijacion, los cerebros fueron procesados para la técnica histolégica
convencional en parafina, con el siguiente protocolo:

Deshidratacion:

Etanol 70% 1h
Etanol 80% 1h
Etanol 96% (dos cambios) 1 h un cambio

Etanol absoluto (dos cambios) 1 h un cambio
Aclaramiento:

Xilol (dos cambios) 45 min un cambio
Infiltracion:

Parafina liquida (dos cambios) 1 h cada uno

Posteriormente, los cerebros fueron embebidos en bloques de parafina
(Paraplast, Roche) y se realizaron cortes sagitales de 5 micras de espesor en
micrétomo (American Optica) a nivel del hipocampo, los cuales fueron

montados en portaobjetos. Las muestras fueron desparafinadas con Xilol y
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rehidratadas al ser colocadas en soluciones porcentuales decrecientes de
alcohol (100%, 96%, 80% y 70%). Después se realizaron 2 lavados con agua
destilada durante 5 min y se incubaron con recuperador de antigenos
(Decloaker, Biocare Medical) en bafio maria durante 20 min, se dejaron enfriar
a temperatura ambiente y se lavaron en 2 ocasiones con agua destilada por 5
min. Las muestras fueron tratadas con peréxido de hidrogeno al 3% (J. T
Baker) durante 5 min para inactivar a la peroxidasa enddgena y lavadas
nuevamente con agua destilada. Posteriormente fueron incubadas con
albumina sérica bovina IgG fraccién V libre de acidos grasos (BSA, Sigma) al
2% durante 30 min para el bloqueo de sitios de reconocimiento inespecifico y
lavadas en dos ocasiones con PBS (fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio
0.15 M, pH7.4). A continuacion, las muestras se trataron con Triton 100X 0.2%
en PBS durante 10 min para permeabilizar las membranas y después se
enjuagaron nuevamente con PBS. Se incubaron con el anticuerpo primario
(conejo anti-FoxO1la, conejo anti-FoxO3a, raton anti-ciclina D2, conejo anti-
caspasa 3, conejo anti-IL-10 6 conejo anti-IL-17) diluido 1:100 durante toda la
noche a 4°C, después se realizaron 2 lavados de 5 min cada uno con PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado que correspondiera a cada
isotipo del primario utilizando FITC-conjugado, TRITC-conjugado o
Streptavidina-conjugado. Las laminillas fueron contra-tefiidas con medio de
montaje hidrofilico (Vectashield) que contiene DAPI (Vector Labs., CA, EE.UU.)
para la tincion de los nucleos. Las imagenes fueron analizadas en un

microscopio LEICA TCS SP5.
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5.4 Western Blot

Los hipocampos disecados fueron colectados en buffer de lisis (glicerol al 10%,
tritdbn al 1%, SDS al 10%) que contenia un coctel de inhibidor de proteasas y
procesados con ayuda de un homogenizador (Polytron). Posteriormente, fueron
centrifugados a 10000 rpm durante 10 min para eliminar los restos celulares y
se colecto unicamente el sobrenadante. Una vez obtenidas las muestras se
realizd la cuantificacion de proteina por el método de Bradford utilizando
reactivo de Bio-Rad protein assay con el protocolo para micro-muestra.
Posteriormente, las muestras fueron mezcladas con buffer de carga 5X (Tris
0.5 M pH 8.5, SDS al 10%, glicerol al 30%, azul de bromofenol al 0.1%,
ditiotreitol 100 mM) e incubadas durante 10 min en bafio de agua en ebullicion.
Posteriormente, las muestras fueron separadas por electroforesis en geles
desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida al 10%, transferidas a membrana de
polifluoruro de vinilideno PVDF (Immobilon-P Transfer Membranes, Millipore
Corporation Bedford, MA, EE.UU) y se bloquearon durante toda la noche con
leche descremada al 5% en buffer tris fosfatos/Tween 20 (0.1%). Después, las
membranas se incubaron durante toda la noche con anticuerpo primario diluido
1:1000 en el mismo buffer (conejo anti-FoxOla, conejo anti-FoxO3a, ratdén anti-
ciclina D2, mouse anti-doblecortina, conejo anti-caspasa 3, conejo anti-SOD
Mn, conejo anti-IL-1, conejo anti-FoxP3, conejo anti-IL-10, conejo anti-IL-17 y
conejo anti-GAPDH), las membranas se lavaron y se incubaron durante 2 h con
el anticuerpo secundario (1:10000) correspondiente para cada anticuerpo
primario (HRP anti-conejo IgG y HRP anti-raton 1gG). La sefial se detect6 por

quimioluminiscencia utilizando Immobilon Wester Chemiluminescent HRP
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substrate (Millipore Corporation Bedford, MA, EE.UU). La sefal luminosa fue
capturada por exposicion en peliculas radiograficas, las cuales fueron

reveladas de forma manual.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de Western Blot son presentados como la media + error estandar
(EEM) y analizados mediante una prueba de Dunnet después de una prueba
de ANOVA para evaluar la significancia estadistica. El nivel de significancia

considerado para este analisis fue p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacion de proteinas oxidadas

Los resultados muestran un incremento en la cantidad de grupos carbonilo
desde los 7 y hasta los 90 dias de exposicion a ozono con respecto al grupo
control. Sin embargo, solo se observa un aumento significativo a los 15, 30 y
60 dias de exposicién a ozono, siendo mas evidente el aumento a los 30 dias
de tratamiento (Figura 6.1). Demostrando con esto la oxidacion de proteinas

como efecto de la exposicion a los diferentes tiempos de exposicion a 0zono.
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Figura 6.1. Efecto de los diferentes tiempos de exposicidon a ozono sobre los
niveles de grupos carbonilo. Dosis de ozono utilizada 250 p.p.m. Los datos se

muestran como la media £ EEM (* P < 0.05).
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6.2 Activacion de FoxOla

Se observaron células inmunorreactivas para FoxOla fosforilado (pFoxO 1l1a)
en los cortes de hipocampo de las ratas (Figura 6.2A), durante todos los
tiempos de exposicibn a ozono; observdndose un aumento gradual en la
cantidad de células inmunorreactivas, conforme aumenta el tiempo de

exposicién a ozono.

La determinacion de pFoxO la mediante Western blot (Figura 6.2B) mostré un
incremento significativo a los 15, 30 y hasta los 60 dias de exposicion a 0zono
con respecto al grupo control. También se observé un incremento en la
determinacion de pFoxOla a los 7 dias, sin embargo este no fue significativo,
mientras que a los 90 dias no se observaron cambios con respecto al grupo

control.
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Figura 6.2. Efecto de la exposicion a 0zono sobre la expresion de pFoxO la en

el hipocampo de ratas. (A) Las microfotografias muestran las células positivas

a pFoxO 1la (verde) en la region del giro dentado en el hipocampo de ratas
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expuestas a aire libre de ozono (control) y después de 7, 15, 30, 60 y 90 dias
de exposicion a ozono. Se puede apreciar un incremento progresivo en la
inmunorreactividad contra pFoxO 1la desde los 15 dias y hasta los 60 dias de
exposicion. Los recuadros muestran un aumento de areas seleccionadas de las
fotografias para observar con mayor detalle. (B) Western blot representativo
gue muestra el contenido de FoxO 1a total y pFoxO la en el hipocampo de
ratas control y ratas expuestas a diferentes tiempos a ozono. El contenido de
FoxO 1l1la total no mostr6 cambios a lo largo del tiempo. El analisis
densitométrico de los Western blot se realizO en seis experimentos
independientes. La grafica representa los valores de las densitometrias

presentados como el promedio + EEM (* P<0.05).

6.3 Activacion de FoxO3a

Se evalud la activacion de FoxO 3a por inmunohistoquimica mediante la
determinaciéon de su forma fosforilada (pFoxO 3a), observandose un
incremento gradual en la inmunolocalizacion de esta proteina, en la porcion del
giro dentado del hipocampo de las ratas. Dicho incremento es evidente desde
los 15 dias y hasta los 60 dias de exposicion a ozono. En las micrografias
(Figura 6.3A) se aprecia que esta proteina se localiza principalmente en el
nacleo de las células. Por otra parte, el analisis mediante Western blot (Figura
6.3B) mostré un incremento significativo de la proteina pFoxO 3a a partir de los
30 dias y hasta los 60 dias de exposicion a ozono, con respecto al control. A
los 7, 15 y 90 dias de exposicion también se observa un incremento con

respecto al control que no fue significativo.
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Figura 6.3. Efecto de la exposicion a ozono sobre pFoxO 3a en el hipocampo

de ratas. (A) Las microfotografias muestran células positivas (verde) a la forma
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fosforilada de FoxO 3a (pFoxO 3a) en la region del hipocampo en ratas
expuestas a aire libre de ozono (control) y después de 7, 15, 30, 60 y 90 dias
de exposicion a ozono. Se observa un incremento progresivo en la
inmunorreactividad contra pFoxO3a desde los 15 dias y hasta los 60 dias de
exposicion a ozono, a los 90 dias de tratamiento se muestra que su
localizacion se desplaza hacia el citoplasma. (B) Western blot representativo
gue muestra el contenido de FoxO 3a total y pFoxO 3a en el hipocampo de
ratas expuestas a ozono durante diferentes tiempos. El analisis densitométrico
de los Western blot se realizé en seis experimentos independientes. La grafica
representa los valores de las densitometrias, presentados como el promedio +

EEM (* P<0.05).

6.4 Determinacién de ciclina D2

Durante todos los tratamientos de exposicion a ozono se observd un
incremento en el nimero de células inmunorreactivas para ciclina D2 (Figura
6.4A); a partir de los 30 dias de tratamiento se pudo apreciar un aumento en la
inmunorreactividad en los nucleos, sugiriendo la translocacion de esta proteina
hacia el nucleo en las células del giro dentado de las ratas tratadas. Los
resultados del Western blot (Figura 6.4B) mostraron un aumento

estadisticamente significativo a los 7, 30, 60 y 90 dias de exposicidn a ozono.

38



CONTROL

60 Dias

B wo S SRS oo

37kDa | s S S A S S | GAPDH

20 .
E.g ] *
“3 *
= 15 T ] |
o e
a < I
£3 1.0
o3T
%S
0.5
0.0

0 7 15 30 60 90

Exposicion a Ozono (Dias)

Figura 6.4. Efecto de la exposicion a ozono sobre la inmunorreactividad de
ciclina D2. (A) Las microfotografias muestran células positivas para ciclina D2

(rojo) en la region del giro dentado de ratas expuestas a aire libre de ozono
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(control) y diferentes tiempos de exposicion a ozono 7, 15, 30, 60 y 90 dias. Se
observd un incremento a los 7, 30, 60 y 90 dias de exposicion a ozono. Los
ndcleos fueron tefidos con DAPI (azul), se muestra claramente la co-
localizacion nuclear de CD2 (rosa). (B) Western blot representativo que
muestra incremento en el contenido de ciclina D2 durante todos los
tratamiento, se emple6 GAPDH como control de carga. Los Western blot se
realizaron en seis repeticiones con muestras independientes. La grafica
representa los valores de las densitometrias, presentados como el promedio *

EEM (* P<0.05).

6.5 Determinacion de doblecortina (Dcx)

El nivel de Dcx se determind mediante Western blot (Figura 6.5). Esta proteina

mostré un incremento significativo a los 30 y 60 dias de exposicion a ozono.
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Figura 6.5. Efecto de la exposicién a ozono sobre la expresién de Dcx en el
hipocampo de ratas tratadas a bajas dosis. Western blot representativo y
analisis densitométrico de seis experimentos independientes que revelan un
incremento desde los 7 dias y hasta los 30 dias de tratamiento, mientras que a

los 60 dias se observa una disminucion en la expresion de Dcx.

6.6 Determinacion de caspasa 3 activa

Los niveles de caspasa 3 activas mostraron un incremento significativo en la
con respecto a la expresion de caspasa 3 total (pro-caspasa) a los 30 dias y 60

dias de exposicién a ozono comparados con el control (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Efecto de la exposicién a 0zono sobre la activacion de la caspasa 3
en el hipocampo de ratas. (A) Las microfotografias muestran células positivas
para la caspasa 3 activa (marrén) en la region del giro dentado (flechas
blancas). Se observé un incremento a los 30 y 60 dias de tratamiento, mientras

gue a los 90 dias se observa una disminucion. Los nucleos fueron contra
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tefidos con Hematoxilina (azul). (B) Western blot representativo y analisis
densitométrico de seis experimentos independientes donde se muestra que
existe un aumento en el nivel de caspasa 3 activa a los 30 y 60 dias de
tratamiento y una disminucién a los 90 dias de exposicion a ozono. El grafico

muestra los datos como la media + EEM (* P < 0.05).

6.7 Determinacion de SOD Mn

La expresion de la SOD Mn se determindé mediante western blot (Figura 7). Los
resultados obtenidos mostraron un incremento gradual en la expresion de esta

enzima desde los 7 dias y hasta los 60 dias de exposicién a ozono.
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Figura 6.7. Efecto de los tratamientos con ozono sobre la expresiéon de SOD
Mn en hipocampos de ratas. Western blot representativo y analisis
densitométrico de seis experimentos independientes que revelan un
incremento en la expresion de SOD Mn desde los 7 y hasta los 60 dias de
exposicibn a ozono. La grafica muestra el promedio + EEM (*P<0.05,

**P<0.005)
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6.8 Determinacion de FoxP3

Los niveles de FoxP3 se determind mediante Western blot (Figura 6.8). Esta
proteina mostré un incremento significativo a los 30 y 90 dias de exposicion a

0ozono.
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Figura 6.8. Efecto de la exposicién a ozono sobre FoxP 3 en el hipocampo de
ratas. Western blot representativo muestra un incremento gradual en la
expresion de FoxP 3 en los hipocampos de la ratas expuestas a ozono durante

diferentes tiempos. El andlisis densitométrico se realiz6 en seis experimentos
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independientes. La grafica representa los valores de las densitometrias,

presentados en promedios + SED (* P<0.05).

6.9 Determinacion de IL-1B

En la figura 6.9 se muestra la expresion de IL-13 mediante western blot la cual

mostrdé un incremento gradual con respecto a cada tiempo de exposicion a

0zono.
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Figura 6.9. Determinacion de la expresion de IL-1 mediante Western Blot.

6.10 Determinacion de IL-10
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La expresion de IL-10 se determin6 mediante Western blot. Esta proteina
mostroé un incremento a los 30 dias de tratamiento, mientras que a los 60 y 90
dias de exposicion a ozono se observo un decremento de la misma (Figura

6.10).
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Figura 6.10. Expresion de IL-10 por efecto de la exposicion cronica a bajas
dosis de ozono. (A) Las microfotografias muestran células positivas para IL-10
(marrdén) en la regidn del giro dentado. Se observé un incremento a los 30 dias
y una disminucion a los 60 y 90 dias de exposicidon a ozono. Los nucleos fueron
contra tefiidos con Hematoxilina (azul). (B) Western blot representativo muestra
que incremento en el nivel de IL-10 a los 30 dias de tratamiento, se utilizd
GAPDH como control de carga. Western blot se realizaron en seis repeticiones
con muestras independientes. La grafica representa los valores de las

densitometrias, presentados como el promedio + EEM (* P<0.05).

6.11 Determinacion de IL-17

Los niveles de IL-17 se determinaron mediante Western blot (Figura 6.10). Esta
proteina mostré un incremento significativo a los 30, 60 y 90 dias de exposicién

a ozono.
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Figura 6.11. Efecto de la exposicion cronica a bajas dosis de ozono sobre la
expresion de IL-17 (A) Las microfotografias muestran células positivas para IL-
17 (marrén) en la region del giro dentado. Se observé un incremento a los 60 y
90 dias de exposicibn a ozono. Los nudcleos fueron contra tefiidos con

Hematoxilina (azul). (B) Western blot representativo que muestra un incremento
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a los 60 y 90 dias de tratamiento. Los western blot se realizaron en seis
repeticiones con muestras independientes. La grafica representa los valores de

las densitometrias, presentados como el promedio + EEM (* P<0.05).
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7. DISCUSION

La contaminacion ambiental es un factor de riesgo que contribuye al desarrollo
de las enfermedades neurodegenerativas (Paula Valencia Moulton, 2012). La
exposicién cada vez més intensa a los diferentes contaminantes ambientales
es un serio problema de salud publica a nivel mundial, pues esta relacionada
con el 2.5% de todas las muertes en los paises en vias de desarrollo (Narayan,
Ali et al. 2010). El efecto de la exposicion a los contaminantes ambientales
sobre el sistema respiratorio y cardiovascular ha sido ampliamente estudiado,
sin embargo su impacto en el sistema nervioso central (SNC) y particularmente
su asociacion con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, es aun

poco conocido (Sermin Genc, 2011).

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un modelo murino de
neurodegeneracion por exposicibn a ozono, uno de los principales
componentes de la contaminaciébn ambiental. Se ha demostrado que la
exposicion crénica a bajas dosis de este gas genera un estado de estrés
oxidativo que induce alteraciones en los procesos de memoria, aprendizaje y
conducta motora de las ratas expuestas a este gas (Dorado-Martinez, Paredes-

Carbajal et al. 2001).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la exposicion cronica a
bajas dosis de ozono indujo un estado de estrés oxidativo en el hipocampo de
las ratas expuestas; lo cual se demostrd con un incremento en la cantidad de

grupos carbonilo desde los 15 y hasta los 60 dias de exposicion a ozono
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(Figura 6.1). Estos datos muestran indirectamente que la exposicion a bajas

dosis de ozono induce un aumento en la cantidad de ROS.

Ademas de su efecto pro-oxidante, las ROS son capaces de activar vias de
sefalizacion y promover la activacion de factores de transcripcion como los
Forkhead Box O (FoxO) (Dansen 2011). La activacion de los FoxO esta
regulada por factores de crecimiento de tipo insulinico (IGF) o por sefales
oxidativas. Los IGF’s inducen la fosforilacién de FoxO en su porcién C- terminal
a través de una cascada de sefalizacién regulada por la proteina cinasa B
(AKT/PKB), lo que resulta en su exclusion nuclear y la pérdida de su actividad
transcripcional, por lo que la activacion de esta via presenta un efecto
inhibitorio (van der Horst and Burgering 2007). Por otra parte, las ROS inducen
la activacion de estos factores de transcripcién a través de la via de JNK,
promoviendo su translocacion al ndcleo y por tanto su actividad transcripcional
(Brunet, Sweeney et al. 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron un incremento en la forma fosforilada de los factores FoxO lay 3a
(pFoxO 1la y pFoxO 3a) en el hipocampo de ratas expuestas cronicamente a
ozono, lo cual sugiere que tanto FoxO 1la como FoxO 3a fueron activados por
las ROS (Figuras 6.2 y 6.3). De igual manera, se observdé un aumento en la
expresion de FoxP 3, sugiriendo esto indica que las ROS también tienen un

efecto sobre este factor de transcripcion.

Cabe destacar que la inmunolocalizacion de pFoxO la mostrd6 cambios en su

distribucion intracelular; mientras que a los 0 (control), 7 y 15 dias de

exposicion a 0zono se observd una localizacion citoplasmatica, a los 30 y 60
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dias de exposicion, se encontro localizado principalmente en la region nuclear
y a los 90 dias de tratamiento se observdO nuevamente localizado en el
citoplasma (Figura 6.2A). Estos resultados correlacionaron con los datos
semicuantitativos obtenidos por Western blot, lo cual sugiere un aumento en la
activacion de FoxO 1a inducido por la exposicion cronica a ozono. Para
relacionar los cambios en la distribucion celular de este factor de transcripcion
con su actividad transcripcional, se evalué la expresién de la ciclina D2,
proteina que participan en la regulacion del ciclo celular. Existen reportes en
condiciones de equilibrio redox, que indican que el aumento en la activacion de
FoxO 1la mantiene inhibida la expresion de ciclina D2. Los resultados
realizados durante la pérdida del equilibrio redox mostraron un incrementd en
la expresion de la ciclina D2 durante todos los tiempos de exposicién a bajas
dosis de ozono a pesar del incremento en la activacion de FoxO 1la (Figura
6.4), sugiriendo que este factor no realizd su efecto represor sobre la expresion
de la ciclina D2 bajo estas condiciones (Schmidt, Fernandez de Mattos et al.
2002). En condiciones de equilibrio redox, las neuronas regulan el ciclo celular
a través de la fosforilacibon de FoxO la (pFoxOla) pues este factor de
transcripcion incrementa la expresion de la proteina p27 que a su vez, bloquea
la sintesis de ciclina D2 e impide la progresion del ciclo celular. Esta actividad
le confiere su funcibn como supresor de tumores (Figura 8.1) (You and Mak
2005). Sin embargo, el aumento de la ciclina D2 puede deberse a una
alteracion en la via de sefalizacion de FoxO l1la o a la regulacion por estrés
oxidativo inducida por otros factores de transcripcion como la proteina
activadora 1 (AP-1) y un miembro de la familia de protooncogenes, Myc

(Blagosklonny and Pardee 2002; Morgan 2008). Estos resultados revisten
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especial importancia debido a que en ciertas enfermedades cronico-
degenerativas como el cancer, se genera un estado de estrés oxidativo y debe
bloquearse la division celular; sin embargo, estos resultados sugieren que bajo
condiciones de pérdida del equilibrio redox, este bloqueo del ciclo celular

inducido por la activacion de FoxO 1a se pierde.

Por otro lado, también se ha demostrado que durante el dafio neuronal se
incrementa la expresion y la activacion de ciclina D2 en el tejido cerebral, tal y
como ocurre en la enfermedad de Alzheimer (Hernandez-Ortega and Arias
2012). Este aumento en los niveles de ciclina D2 induce la activacion del ciclo
celular y puede estar asociado con la formacién de nuevas neuronas en
regiones como el giro dentado del hipocampo o la zona subventricular. La
generacion de nuevas neuronas a partir de linajes precursores como los
neuroblastos es un mecanismo que se conoce como neurogeénesis, al cual se
asocian procesos como la memoria, el aprendizaje y la plasticidad neuronal. En
las primeras etapas de las enfermedades neurodegenerativas existe un
aumento en la neurogénesis, sin embargo este proceso no es eficiente para
compensar la pérdida neuronal durante el desarrollo de la enfermedad debido a
la pérdida del equilibrio redox (Rivas 2010). Como se mencion0 anteriormente
en el modelo de exposicibn a ozono, se induce un proceso de
neurodegeneracion y esto nos permite sugerir que el aumento en la expresion
de la ciclina D2 observado, podria estar asociado con la activacion de la
neurogénesis durante tiempos cortos de exposicion a ozono (7, 15 y 30 dias).
Los resultados de este trabajo muestran un aumento en la expresion de la

doblecortina (Dcx) (proteina caracteristica de los neuroblastos) a los 30 y los 60
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dias de tratamiento (Figura 6.5), lo que coincide con el aumento en los niveles
de ciclina D2 en el hipocampo de las ratas. Por otro lado, a los 90 dias de
exposicion a ozono se observo una disminucion en la expresion de Dcx, a
pesar del aumento en la expresion de ciclina D2, lo cual puede estar asociado
con la pérdida de la regulacion del proceso de neurogénesis en presencia de
estrés oxidativo crénico. También podria asociarse con la induccion de sefiales
de muerte celular, ya que se ha descrito ampliamente que la activacion del ciclo
celular en células post-mitéticas como las neuronas, induce apoptosis. Para
evaluar la activaciéon de la via apoptotica se determind la expresion de la
caspasa 3 en su forma activa (Figura 6.6), la cual mostré un aumento a los 30 y
60 dias de exposicidn a ozono y esto correlaciona con lo observado para la
Dcx y el aumento de la ciclina D2 en los mismos tiempos de exposicion a
ozono. Estos resultados sugieren un bloqueo del proceso de neurogénesis por

activacion de la via apoptotica dependiente de caspasas (Friedlander 2003)

En relacién con estos resultados nuestro grupo de trabajo ha demostrado en
reportes previos, que la cantidad de neuroblastos aumenta desde los 7 y hasta
los 30 dias de exposicion a ozono en el hipocampo de las ratas; sin embargo,
desde los 30 y hasta los 90 dias de exposicion a este gas se observo un
aumento en la muerte de los neuroblastos (Rivas-Arancibia, Guevara-Guzman
et al. 2010). Esto sugiere que el incremento de ciclina D2 durante los tiempos
cortos de exposicion a ozono podria estar relacionado con la activacion de
mecanismos de reparacion neuronal, mientras que su expresion y localizacion

nuclear a partir de los 30 dias de tratamiento podrian sugerir un bloqueo en el
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proceso de neurogénesis y una re-entrada al ciclo celular en neuronas post-

mitoticas, lo cual es caracteristico del proceso de neurodegeneracion.

Por otra parte, la determinacion de pFoxO 3a por inmunohistoquimica también
mostré cambios en su distribucion celular. A los 0 y 7 dias de tratamiento su
localizacion se observo principalmente en el citoplasma, mientras que a los 15,
30 y 60 dias se observd en el nucleo (Figura 6.3A). La determinacion por
Western blot mostré un incremento a los 15 y hasta los 90 dias de exposicion a
ozono (Figura 6.3B). Este aumento en la expresion de pFoxO 3a puede estar
inducido por el incremento en la produccién de las ROS causado por la
exposicion crénica a ozono y a su vez podria activar vias que favorecen la
resistencia al estrés oxidativo. Una de las funciones de FoxO3a esta ligada a
vias que regulan la transcripcién de enzimas antioxidantes como la SOD Mn;
por ello, se evalud la expresion de dicha enzima. Los resultados mostraron un
aumento en la expresion de SOD Mn en todos los tiempos de exposicion a
ozono (Figura 6.7), lo que coincide con el aumento en la expresion de pFoxO
3a. Esto sugiere que la activacion de FoxO 3a inducida por ROS podria estar
contrarrestando el estado de estrés oxidativo a través del aumento en la
expresion de SOD Mn. Sin embargo, en presencia de un estado de estrés
oxidativo cronico, nuestro grupo de trabajo ha reportado que la actividad de
esta enzima disminuye por la exposicion cronica a ozono, lo cual no
correlaciona con el incremento en su expresion aqui mostrado (Martinez-
Rodriguez, 2013). Esta discrepancia podria ser resultado del dafio oxidativo
generado en su estructura como consecuencia del estado de estrés oxidativo

inducido por la exposicion crénica a ozono.
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La participacion de la respuesta inmune en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas ha sido ampliamente estudiado en los ultimos afios (Rubio-
Perez and Morillas-Ruiz 2012, Meraz-Rios, Toral-Rios et al. 2013). En
individuos sanos donde existe un equilibrio redox, las células gliales se
mantienen en un estado de reposo y los componentes inmunes de la
circulacion sistémica son excluidos del cerebro gracias a la funcién de la
barrera hematoencefalica. Sin embargo, la lesion neuronal o la presencia de
agentes toxicos, estimula la liberacion de mediadores pro-inflamatorios que
inducen una respuesta neuroinflamatoria, cuyo objetivo es eliminar el dafio y
restaurar la homeostasis en el cerebro. La respuesta neuroinflamatoria aguda
es benéfica, ya que es autolimitada y se encarga de reparar los dafios
existentes, asi como minimizar una lesion mayor; sin embargo, la liberacién no
regulada y prolongada de citocinas pro-inflamatorias, como el TNF-q, la IL-1 6
el IFN-y, crea un ambiente neurotéxico que promueve el dafio en las neuronas
y compromete la funcibn cerebral. En general, las enfermedades
neurodegenerativas se caracterizan por presentar una respuesta
neuroinflamatoria aguda inicial no reparadora que pierde su regulacion y se
encuentra seguida de una cascada de liberacién de mas citocinas que conduce
a un estado de neuroinflamacién crénica, lo que contribuye activamente a la

progresion de la enfermedad.

La activacion de los factores de transcripcion de la familia Fox también participa

en la respuesta inmune, ya que regula procesos celulares como la

proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis de células inmunes; ademas
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modula la expresion de proteinas que participan en la sefializacion durante la
respuesta inmune, tal es el caso de la interleucina 17 (IL-17) y su receptor (IL-
17R). La expresion de estas proteinas esta asociada especificamente con los
niveles de expresion de FoxP3. Los resultados obtenidos muestran que las
ratas expuestas cronicamente a bajas dosis de ozono incrementan la expresion
de FoxP 3 (Figura 6.8), y el aumento en la expresion de este factor de
transcripcion estad relacionado con un aumento en la expresion de IL-17
después de los 30 dias de exposicion a ozono. Este aumento en la expresion
de IL-17 se relaciona con una disminucién de la IL-10 desde los 60 dias (Figura
6.10) y un aumento de IL-1B durante todos los tiempos de exposicion a ozono.
Estos resultados sugieren una pérdida de la regulacion de la respuesta inmune

inducida por estrés oxidativo inducido en este modelo.

En resumen, la pérdida del balance redox por la exposicion crénica a bajas
dosis de ozono activa y aumenta la expresiéon de los FoxO 1a, FoxO 3ay FoxP
3. La activacion de FoxO3a se asocia con un aumento en la expresiéon de SOD
Mn, aunque este aumento no estd relacionado con un incremento en la
actividad de esta enzima reportado previamente, bajo las mismas condiciones.
Por otro lado, también aumenta la expresion y translocacion de ciclina D2 al
nacleo, activando la reentrada al ciclo celular de las neuronas, que a su vez
podria estar induciendo la activacion de sefiales de muerte en neuronas
maduras, lo cual se refleja en un aumento en la expresion de caspasa 3-activa
(Figura 6.6). Bajo condiciones de equilibrio redox, el incremento en la expresion

de ciclina D2 podria ser bloqueado indirectamente por activaciéon de FoxO1la;
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sin embargo, el aumento del estado de estrés oxidativo podria estar

modificando esta respuesta.

EQUILIBRIO REDOX ESTRES OXIDATIVO CRONICO

1

Perdida de la
regulacion de
vias de
sefializacion

U Reparacidn y
Reparacuﬁn y homeostasis
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Transcripcionaf

Figura 7.1. Regulacién de FoxO bajo condiciones de equilibrio redox y en

presencia de un estado de estrés oxidativo cronico.
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8. CONCLUSIONES

Con estos datos podemos concluir que el estado de estrés oxidativo cronico
generado por la exposicidn cronica a bajas dosis de ozono, es capaz de inducir
un aumento en la produccion de ROS, las cuales inducen un incremento en la
activacion de los factores de transcripcion FoxO la, FoxO 3a y FoxP 3. Sin
embargo, como resultado existe una pérdida en la regulacion de las vias de
sefalizacion. Es posible que estos factores de transcripcidon puedan activar
vias reguladoras que intentan contrarrestar el dafio generado por el incremento
en la produccion de ROS y también regular la reentrada al ciclo celular asi
como activar sefiales que inducen apoptosis, lo que puede generar una pérdida
de la regulacién de la respuesta inmune. La falla en estos mecanismos de
proteccion, aunada a los procesos de neurodegeneracién generan un circulo

vicioso en los mecanismos de dafio celular (Figura 8.1).
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Figura 8.1. 1 La exposicion cronica a bajas dosis de ozono causa un aumento
en la cantidad de las ROS en las neuronas. 2 Lo que promueve la fosforilacion
del FoxO 3a y su translocacion al nucleo. 3 Una vez activado el FoxO 3a este
se transloca al nacleo y puede aumentar la transcripcion de genes asociados a
enzimas antioxidantes como la SOD Mn. 4 Esto puede inducir un aumento en
la cantidad de esta enzima en la mitocondria y contrarrestar el dafio generado
por el incremento de las ROS. 5 Por otra parte, el incremento en las ROS

también es capaz de inducir un aumento en la expresion de la ciclina D2. 6 En
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condiciones de equilibrio redox FoxO la es capaz de bloquear la sintesis de
ciclina D2; sin embargo, el estado de estrés oxidativo podria inhibir la actividad
de FoxO 1la. 7 Asi que el aumento de la ciclina D2 promueve la reentrada al
ciclo celular. 8 Dado que las neuronas maduras no pueden dividirse, pueden
activarse vias de muerte induciendo la activacion de la caspasa 3. 9 Lo cual

podria estar asociado a la presencia de una apoptosis catastroéfica.
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