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RESUMEN.

Existen pocos estudios en relacion a los efectos de la inhalacion cronica
del ozono sobre el sistema nervioso central (SNC), en particular, en etapas
tempranas del desarrollo. El estudio del suefio en ratas expuestas durante la
gestacién y en diferentes momentos de su desarrollo, representa un modelo para
conocer algunos de los efectos de este gas sobre las funciones del SNC. Se
estudié la organizacion del suefio en ratas cuyas madres fueron expuestas
durante toda la gestacion y en diferentes intervalos de la misma, a la inhalacién
cronica de 1 parte por milién (ppm) de ozono durante 12 horas diarias en el
periodo de oscuridad. Asimismo, se estudié el suefio en ratas de 30 dias de
edad y ratas aduitas expuestas a 3 concentraciones diferentes de ozono (0.35,
0.75 y 1.5 ppm) durante 24 horas. Encontramos que estas condiciones, producen
severas alteraciones en los estados de vigilancia. En las ratas cuyas madres
fueron expuestas durante la gestacion por 12 horas diarias, destacan la
disminuciéon en la cantidad del suefio paradéjico y fa inversion del ciclo
luz-oscuridad. En las ratas expuestas durante la gestacién temprana, media y
tardia no se observo esta inversion en el ciclo luz-oscuridad, aunque los cambios
en la duracién del suefio parad6jico fueron claros. Las ratas jovenes y adultas
que no fueron expuestas durante la gestacién también presentan cambios
importantes en Ia arquitectura de suerio al momento del estudio,
particularmente, disminucion en la duracion del suefio paraddjico. Estos
resultados sugieren que la exposicién al ozono durante la gestacion puede
afectar los mecanismos generadores del suefio paradodjico, asi como la
regulacion de los ritmos circadianos en la rata y que la exposicién a este
contaminante después del nacimiento, produce cambios en el patrén de suefio
dependientes tanto de la edad como de las concentraciones de ozono a las que
sean expuestas las ratas,



INTRODUCCION.

En los ultimos afios ha crecido el interés por el estudio de los efectos
dei ozono sobre el organismo, principalmente en las grandes ciudades que se
ven afectadaé por éste y otros contaminantes ambientales (Environmental
Protection Agency - EPA, 1986; United States Environmental Protection Agency
- USEPA, 1986, 1988; Bravo y cols., 1988). De esta manera, se han estudiado
en detalle algunos de los efectos del ozono sobre la salud humana {Stockinger,
1965; Hackney y cols., 1975). Destacan las variaciones que la exposicion a
ozono produce sobre los sistemas respiratorio y cardiovascular, aunque
también existen algunos reportes acerca de las acciones del ozono sobre los
sistemas nervioso central y periférico (Menzel, 1984; Jones y cols., 1988).

El patrén del suefio sufre modificaciones por la acciéon de diversas
sustancias que presentan efectos neurctoxicos. Se sabe también que el ozono
es conocido como el contaminante ambiental mas comun y sus efectos sobre
diferentes organismos han sido estudiados ampliamente, sin embargo, hasta el
momento existen pocos estudids tendientes a investigar los efectos de este gas
sobre e sistema nervioso central. Experimentalmente se ha establecido que el
ozono es capaz de afectar este sistema y en particular, la organizacién del
suefio (Graham y cols., 1981, 1982; Arito y cols., 1992; Paz y Bazan-Perkins,
1992). Por otro lado, los estudios acerca de la ontogenia del suefio indican que
ésta puede verse afectada por manipulaciones experimentales, como son los
modelos de desnutricidn 6 la exposicion prenatal a agentes neurotdxices {Salas y
cols., 1983; Cintra y cols., 1988). Lo anterior, ademés de alterar el desarroilo



fetal, produce cambios en la aparicién y presentacién de diferentes formas de
conducta. Estos cambios regularménte son irreversibles (Hicks y cols., 1959).
Hasta el momento, no existen evidencias claras acerca del dafio cerebral
producido en el hombre, como tampoco se sabe si el feto humano es mas
sensible al de otros mamiferos que han sido estudiados bajo la exposicién a

agentes neurotdxicos.



SUENO.
FISIOLOGIA.

Desde principios del presente siglo se sabe que las estructuras del tallo
cerebral participan en la regulacién del ciclo suefio-vigilia. En primer lugar, se
demosiraron las proyecciones de las células del campo tegmental giganto
celular (FTG) de la fonmacion reticular del tallo cerebral y del puente hacia
diferentes estructuras, particularmente hacia las vias paramediales y las
estructuras de la formacion reticular. También se describieron las neuronas de
los nicleos del rafe que corren a lo largo de la linea media del tailo cerebral y
que estdn conectadas con ofras estructuras paramediales que también
proyectan hacia estructuras corticales y subcorticales. Por dltimo, Cajal sugirié
que las céluias estrelladas que se localizan lateralmente en el tallo cerebral son
importantes para recibir la estimulacion que es transmitida a la formacion
reticular. Estos trabajos fueron ampliados por Brodal en 1957 y en 1967 por
Scheibel; quienes mostraron que |a médula espinal y el tdlamo reciben
proyecciones amplias de las neuronas del FTG, de donde  proyectan
directamente hacia la corteza cerebral en ias dreas frontales, parietales y
occipitales; hacia los nicleos oculomotores, en el tallo cerebral y tanto a las
motoneurcnas inferiores como a las intemeuronas inhibitorias de las astas
ventrales de la médula espinal (Hobson y McCarley, 1972).

Las vias sensoriales clasicas fueron sefialadas también a principios de
sigio como las responsables para el mantenimiento del estado de vigilia; el
suefio entonces, como una clase de desaferentacion de la corteza, era



considerado como e} estado resuitante de Ia interrupcion de la estimulacién
sensorial a la corteza. Lo anterior motivd a Bremer, quien en 1935 realiz6
estudios seccionando el tallo cerebral por debajo del focus coeruleus a nivel
pontornedular, dando como resultado un estado de hiperalerta 6 insomnio.
Moruzzi y Magoun en 1949 demostraron que la estimulacién de la formacion
reticular producia despertar  acomparfiado de desincronizacion en el
electroencefalograma (EEG). Mas tarde se encontré que la seccién total del
puente no s6lo producia un estado de hiperalerta, sino que ademas daba lugar a
movimientos oculares fasicos repetitivos, lo que sugeria la ocurrencia de un
estado parﬁéular de suefio, acompafiado de movimientos oculares rapidos, y que
en la actualidad se conoce como suefio de movimientos oculares répidds (MOR)
6 suefio paraddjico (SP) (Battini y cols., 1958).

Por otro lado, Jouvet en 1965 encontré que las lesiones de la formacién
reticular pontina eliminan la ocurrencia del suefio paraddjico, y que las
secciones parciales realizadas por arriba del puente 6 la seccién total del tallo
cerebral no afectan la periodicidad 6 la duracién de las manifestaciones
musculares u oculares de esta fase de suefio en animales. Estos estudios
lievaron a la conclusion de que fos mecanismos generadores, disparadores y
reguiadores del suefio paradéjico se encuentran en el puente, Asimismo, se
describié que si se producian pequefias lesiones del puente anterior 6 dorsal
que afectan al locus coeruleus, se elimina la atonia muscular caracteristica del
suefio paradéjico en gatos, pero no se modifica la ocurrencia de otras variables
fisiolégicas que acompafian a este estado de suefio (Jouvet, 1865; Hobson y
cols., 1975). Con lesiones mds precisas, como la estimulacién del locus
coeruleus, se demostré que ios dos tercios caudales de este nicleo son los



responsables de la atonia muscular durante el suefio paraddjico y que el tercio
medio ¢ anterior es el responsable de la activacién cortical, de los eventos
fasicos y de las descargas integradas en el puente, cuerpo geniculado y corteza
(Jouvet, 1967).

La idea de que el suefio es un fenémeno pasivo, resultado de |a fatigay
de la interrupcion de la entrada de estimulacién sensorial, data también de
principios de siglo. Los experimentos en que se seccionaba la médula
oblongada mostraron que el encéfalo presenta sefiales de vigilia, mientras que
la seccién a nivel del tallo cerebral superior, es seguida por actividad EEG y
ocular parecida a la de narcosis profunda por accién de barbitaricos. En ese
momento se concluyd que el tono cerebral es sostenido por un flujo constante
de entradas sensoriales entre la médula y el cerebro medio, y que el suefio es el
resultado de la suspensién de dichas entradas. Esta idea implicaba Ia
participacién de vias sensoriales para el mantenimiento de la vigilia, y
después fue reemplazada por la nocion de la participacion de una
estructura no especifica como lo es la formacion reticular del talio cerebral.
Desde entonces se han realizado una gran cantidad de trabajos al respecto,
entre los que destacan los de Moruzzi y Magoun, quienes en 1949 describieron
trastormos de la vigilia v el suefio posteriores a las lesiones del tegmento
pontomesencefalico, a lesiones bilaterales de los nlcleos intraiaminares del
talamo, 6 bien, a ambos tipos de lesiones. En la actualidad se sabe de acuerdo
a estudios morfol6gicos y electrofisiolégicos, que las neuronas intralaminares
talamicas son excitadas monosindpticamente a partir de la formacion reticular
mesencefélica y que proyectan ampliamente hacia dreas corticales, lo cual

sugiere una participacion encefalica en los sistemas de activacion (Glenn y



Steriade, 1982).

Por otro lado, la teoria del suefio como fenémeno activo, se  generé a
partir de experimentos en los que se demostré que las fesiones del hipotélamo
anterior que corresponden al area predptica y al nlcleo supraquiasmatico,
producen insomnio, con lo cual se postuld la existencia de una estructura
promotora de suefio (Lerma y Garcia-Aust, 1985).

Posteriormente se demostré que no era posible establecer una ‘“teoria
localizacionista" del suefio y se demostré que las funciones del sueiio no se
limitaban al tallo cerebral. La corteza cerebral y otras dreas subcorticales tienen
participacion importante en ia regulacién del suefic mediada por la accién de

neurotransmisores (Prospero y cols., 1990).

NEUROTRANSMISORES QUE PARTICIPAN EN LA REGULACION DEL
CICLO SUENO-VIGILIA.

Los principales sistemas moduladores que activan al talamo y a la corteza
cerebral incluyen a las neuronas colinérgicas que se encuentran principalmente
en dos éreas localizadas a nivel de la unidn mesopontina, como son el drea
peribraquial del nticleo pedunculopontino tegmental y el niicleo laterodorsal
tegmental. El neurotransmisor que participa en la actividad de las neuronas
talamo corticales es el glutamato; mientras que las proyecciones colinérgicas a
las &reas corticales, se originan en los ntcleos basalis del cerebro anterior. En
la parte rostral del cerebro anterior, existe un 4rea en donde las proyecciones
talainicas lienen propiedades activadoras. Se ha descrito que muchas células



en esta area emplean amino4cidos excitadores; el glutamato actia a través de
algunos receptores que median acciones excitatorias prolongadas, similares a
las mediadas pdr acetilcolina (Drucker-Colin y Prospero-Garcia, 1980; Steriade y
McCarley, 1990).

El locus coeruleus contiene neuronas cuyo neurotransmisor es Ia
norepinefrina y proyecta al tdlamo y a la corteza cerebral. Ofras células
monoaminérgicas son las neuronas histaminérgicas de la region
tubero-infundibuiar del hipotalamo posterior, las cuiales también proyectan hacia
algunos ntgcleos talamicos y hacia la corteza cerebral (Gaillard, 1985).

Las regiones mencionadas anteriormente, no contienen un tipo particular
de neurotransmisor, por ejemplo, algunas neuronas gabaérgicas, coexisten con
células colinérgicas en los nucleos basalis, pedanculo pontino tegmental y latero
dorsal tegmental, y algunas células colinérgicas de estos dos ultimos nucleos
coexisten con acetilcolintransferasa y glutamato. Los neurotransmisores
liberados por estos sistemas producen un aumento en la excitabllidad y una
reduccién 6 supresion de los procesos inhibitorios a largo plazo de las células
talamo corticales. Los sistemas colinérgicos del tallo cerebral ejercen dos
acciones principales en el talamo: una excitacion directa y una desinhibicion de
las células talamo-corticales como resultado de Ja inhibicion de las neuronas
gabagérgicas taldmico reticulares (McCormick, 1992).

Los estudios in vivo e in vitro han aportacio datos que han permitido un
mejor entendimiento de la forma en que actuan estos sisternas, por ejemplo, se
ha reportado que la estimulacién de los nuclens mesopontinos colinérgicos
induce dos tipos de eventos excitatorios en las células talamo corticales: una

despolarizacion de corta duracion, mediada por receptares nicotinicos, asociada



con un incremento en la conductancia membranal y que es responsabie de los
eventos fasicos presentes en la vigilia y en el suefio paraddjico; y una
despolarizacion de mayor duracién, mediada por receptores muscarinicos,
asociada con un incremento en la resistencia de entrada y acompafiada por una
prolongada respuesta de activacion del EEG (Cum6 y cols., 1981).

Los estudios en que se ha registrado la actividad de las células de los
ntcleos pedinculo pontino tegmental y laterodorsal tegmental con proyecciones
taldmicas durante la vigilia y el suefio, en gatos no anestesiados, apoyan el
concepto de que los sistemas colinérgicos son los mejores candidatos para
iniciar y mantener los procesos de activacion en los sistemas tatdmicos. De
hecho, estas neuronas no soélo aurnentan su frecuencia de disparo y su
excitabilidad durante la vigilia y durante el SP en comparacién con el suefio de
ondas lentas (SOL), sino gue sus signos de actividad incrementada aparecen de
20 a 60 segundos antes de que aparezca cualquier signo de desincronizacion
del EEG, con transicion del SOL a la vigilia 6 al SP, aunque algunas células
como las neuronas serotoninérgicas e histaminérgicas del rafe dorsal, dejan de
disparar durante el SP. Estos datos indican que las neuronas noradrenérgicas y
otras monoaminérgicas pueden actuar conjuntamente con neuronas colinérgicas
para alcanzar niveles de alta excitabilidad durante la vigilia en las células
talamicas y corticales, y que los sistemas colinérgicos también inducen
procesos de activacién durante el SP. A este respecto, las neuronas colinérgicas
del tallo cerebral, se comportan de una manera similar a las neuronas del
cerebro medio y tdlamo corticales, las cuales utilizan al glutamato como
neurotransmisor, que a su vez, aumenta las tasas de disparo espontaneo v la
excitabilidad durante ambos estados de activacion cerebral, la vigilia y el SP



(Glenn y Steriade, 1982).

Anteriormente se consideraba que los efectos excitadores del gfutamato
eran a corto plazo y que sus acciones no podrian explicar el mantenimiento del
estado de vigilia, sin embargo, ahora se ha demostrado que el glutamato induce
acciones excitatorias prolongadas mediadas por receptores metabotrépicos,
causadas tanto por la suspensién de la conductancia de potasio, como por la
accion de la acetilcolina. De esta manera, las neuronas glutamatérgicas tienen
caracteristicas propias de los sistemas activadores e intervienen de manera
importante en la regulacion del ciclo suefio-vigilia (McCormick, 1992).

Por otro lado, se sabe que las neuronas de los nicleos pedincuiopontino
lateral tegmental y laterodorsal tegmental disminuyen sus tasas de disparo
aproximadamente 10 ¢ 20 segundos antes de que aparezca la primer secuencia
de husos, caracteristica del inicio del SOL. Las neuronas del locus coeruleus
también disminuyen su frecuencia de descarga durante la transicién vigilia-SOL.
La disminucion en la liberacién de acetilcolina y norepinefrina produce cambios
en las actividades de las células corticales y talamocorticales como una
reduccién dramética en la respuesta a sefales aferentes. Debido a que la
acetilcolina inhibe a las neuronas gabaérgicas del ntcleo talamico reticular, el
cual es el marcapasos de los husos; se ha planteado que una disminucion en la
liberacion de acetilcolina al inicio del suefio, es un factor promotor para el
desarrollo de los husos, los cuales se han asociado con los potenciales
inhibitorios a large plazo en las células talamocorticales (Lidbrink, 1973).

Aunque la participacién de los sistemas anteriores es importante en la
regulacion del ciclo suefio-vigilia, se sabe que ademas, entre los procesos
neurales que producen suefo y vigilia, se encuentran las interconexiones entre
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estructuras del cerebro medio basal, hipotdlamo y la formacién reticular del tallo
cerebral. El conceptoc de que el hipot&lamo anterior esté relacionado con ia
induccién del suefio y de que el hipotalamo posterior con la vigilia fue validado
mediante inyecciones de analogos de glutamato que destruyen el pericaria y
dejan intactos los axones. Estas lesiones neuronales selectivas, especialmernte
las del érea preoptica media y los ndcleos de la banda diagonal, inducen
insomnio a largo plazo, con una duracién de dos a tres semanas (Sallanon y
cols., 1989). Sin embargo, las lesiones con muscimol (agonista gabaérgico que
inactiva reversiblemente las neuronas) en el hipotdlamo posterior de gatos
insomnes con lesiones preodpticas, produjeron una recuperacion transitoria del
suefio. De esta manera, se concluye que la integridad del drea predptica del
hipotalamo anterior no participa en el inicio del suefio, puesto que éste puede
ser restablecido por la inhibicion posterior. La conclusién tentativa a este
respecto es que la funcién promotora de suefio del hipotalamo anterior, es el
resuitado de la inhibicién de !as neurcnas hipotaldmicas que se encueniran
activas en el estado de vigilia (probablemente las neuronas histaminérgicas con
proyeccion cortical). De hecho, los receptores antagonistas histaminicos H1
producen un incremento en el SOL, sin modificar la aparicion de los husos de
suefio generados a nivel del talamo. Estos experimentos sustentan la idea
reciente de que el suefio es el resultado de una inhibicion de las células
histaminérgicas del hipotalamo posterior (células tubero-infundibulares) y que no
depende directamente del efecto hipnogénico del hipotalamo anterior (Lin y cols.,
1988).

11



SUENO PARADOJICO.

Existen ciertas similitudes entre el SP y la vigilia, las cuales han sido
demostradas mediante el registro de neuronas talamicas, del tallo cerebral,
cortico-talamicas y de varios tipos de neuronas corticales con proyecciones
largas (Steriade y Glenn, 1982). De acuerdo a lo anterior se ha postulado que el
SP al igual que la vigilia es un estado de activacion cerebral, a pesar de la gran
supresién de la actividad motriz y los cambios en el contenido mental presente
durante este estado de suefio (Dement, 1960).

De la misma manera, existen diferencias entre ambos estados
conductuales. En primer lugar, la inhibicién durante el SP en células corticales
no es tan efectiva como durante la vigilia, Ademas, las respuestas tardias a la
estimulacién sensoriai, desaparecen durante el SP (Veiasco y cols., 1980). Este
hallazgo aunado al hecho de que los animales con lesiones pontinas que evitan
la atonfa muscular durante el SP, puedan ejecutar movimientos complejos sin
responder a la estimulacién sensorial, ha penmitido propaner que la principal
diferencia entre la vigilia y el SP se encuentra en ia forma en que la entrada de
informacion es procesada (Llinas y Paré, 1991).

Por otro lado, se han descrito también diferencias neuroquimicas entre
ambos estados conductuales; existen neuronas monoaminérgicas que actian en
presencia de norepinefrina, histamina 6 serotonina y que son muy activas
durante la vigilia y se inactivan durante el SP, en el momento en que las ofras
células cerebrales se encuentran muy activas (Hobson y cols., 1975).

Una de las caracteristicas mds peculiares del SP es la atonia muscular

12



(Pompeiano, 1967). Es causada por potenciales postsinapticos inhibitorios en
las motoneuronas espinales y que son mediados por glicina; la atonia es
inducida por un circuito que inicia cerca del locus coeruleus y es relevado por
neuronas medulares (Sakai y Jouvet, 1980). Estos eventos durante el SP
muestran un estado de alta excitabilidad neuronal, parecido al de la vigilia. El
EEG se encuentra iguaimente activado; la respuesta de las células colinérgicas,
talamocorticales y corticofugales del tallo cerebral es tan alta como en la
vigilia; y durante las ensoiiaciones se activan una serie de vias excltatorias
que se originan en la regién mesopontina y que son transferidas a los sistemas
télamo-corticales (particularmente al nicleo geniculado lateral y a ia corteza
occipital). Las lesiones pontinas ventrales que Interrumpen la circuiteria neuronal
que va al locus coeruleus, producen inhibicién de las motoneuronas de la médula
espinal y dan como resultado la presencia del SP sin atonfa muscular (Jouvet,
1965). ’

Existen ondas de alto voltaje que indican que el SP esta por iniciar, cuya
latencia de aparicién es de aproximadamente 30 a 90 segundos. Se conocen
como ondas ponto genjculo occipitales (PGO), las cuales se originan en los
niicleos colinérgicos meso pontinos, asl como en otras regiones de la formacién
reticular mesencefalica, que a su vez, establecen contacto con neuronas de os
nicleos pedunculo pontine y tegmental laterodorsal; estas Uitimas neuronas
representan la via final comin de transferencia de las ondas PGO hacia el
talamo (Gaillard, 1985).
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SUENO DE ONDAS LENTAS.

Se trata de un estado cualitativamente diferente al SP. Estructuras
nerviosas superiores se encuentran en constante actividad oscilatoria, producida
por potenciales ritmicos inhibitorios-excitatorios que producen ondas EEG
sincronizadas que presentan gran amplitud y baja frecuencia. La transicion
de vigilia a suefio de ondas lentas se asocia con procesos neurales que
transforman el estado de alerta del cerebro, a otro en el que neuronas talamicas
y corticales ejercen acciones inhibitorias que producen un estado de baja
respuesta. De manera distinta, se ha descrito al SP como un estado de gran
activacion cerebral en el que sin embargo, existe inhibicion a nivel de las
motoneurcnas de ia médula espinal, fo cual da como resultado una incapacidad
para producir respuestas motoras en un estado fisiolégico en el que el cerebro

se encuentra muy excitable (Katsuda y cols., 1993).

FACTOR PROMOTOR DE SUENO.

La idea de que existe un factor inductor de suefio data de principios de
siglo. En la actualidad, la lista de factores promotores de suefio es muy larga.
Hasta e! momento se han descrito aproximadamente 30 sustancias con
propiedades inductoras de suefio, entre las que destacan el péptido inductor de
suefio de ondas lentas, el factor liberador de hormmiona del crecimiento y los
péptidos muramiles. Se ha reportado que las prostaglandinas D2 y E2 que se
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sintetizan y metabolizan activamente en el cerebro, tienen participacion
importante en la regulacién del ciclo suefo-vigilia, y se ha postulado que la
primera es inductora de suefio, raientras que la segunda, induce vigilia

(Prospero y cols., 1990; Hayaishi y cols., 1951).

ONTOGENIA DEL SUENO.

Los estados de vigilancia presentan modificaciones en la medida en que
el sistema nervioso central se desarrolla. En los mamiferos, las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas del suefic pasivo y activo, como precursores del
suefio de ondas lentas y del suefio paradéjico respectivamente, se encuentran
directamente relacionadas con el grado de maduracién cerebral (Jouvet-Mounier
y cols., 1969). En algunas especies de mamiferos precociales como el cobayo 6
la oveja, el cerebro presenta un alto grado de desarrollo al momento del
nacimiento y el patrén de suefio es muy parecido al de los animales adultos.
Por otro lado, los mamiferos altriciales, tales como larata, el gato,‘el conejoy el
humano, presentan cantidades elevadas de suefio activo en el periodo perinatal.
En estas especies, durante el curso de las primeras semanas posnatales, las
cantidades de suefio activo, disminuyen progresivamente, mientras que el suefio
pasivo aumenta. Al mismo tiempo, la actividad electrocortical llega a
diferenciarse de acuerdo a los estados de vigilancia. En la medida en que los
episodios de suefio pasivo aumentan su duracién, aparecen las ondas lentas
corticales, a la vez que éstas aumentan en nimero y ampiitud. En la rata, estas
modificaciones ocurren durante ia segunda semana de vida, y a las tres
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semanas, el EEG exhibe patrones morfoldgicos similares a los del adulto
(Gramsbergen, 1976).

Los estudios de la ontogenia de! suefic en mamiferos, han permitido el
establecimiento de diferentes estados electrofisiolégicos y conductuales, asi
como los momentos en que éstos se generan. Se han descrito con gran detalle,
las caracteristicas electrofisiolégicas y conductuales en diferentes especies
como la rata, el conejo y el gato. El desarrollo del suefic en estas especies
sigue un curso similar al descrito en humanos. £l SP se presenta
predominantemente al momento del nacimiento, después decrece y da lugar a
un aumento tanto en la vigilia como en el suefio de ondas lentas; estos camblos
ocurren de acuerdo al grado de madurez de los organismos y suceden con
mayor rapidez en los mamiferos pequefios. Al momento del nacimiento, ia rata y
el conejo son muy inmaduros, su desariollo cerebral corresponde al de un
bebé prematuro de 26 semanas (Coons, 1987, Alfoldi y cols., 1890). En el caso
de Ia rata, un signo importante que refleja esta inmadurez lo representan los
constantes brotes musculares, los cuales ocupan el 70% del dia. No existen
movimientos oculares, ni actividad muscular en el cuello, aunque el EEG se
presenta intermitentemente activo pero no se pueden establecer aun los ritmos
electroencefalograficos descritos para animales :maduros. Este estado
evoluciona rapidamente durante ios primeros dias y aproximadamente en ei
décimo dia de edad surgen los movimientos oculares. El EEG es mas activo la
mayor parte del tiempo. Aparece el control muscular en el cuello y alrededor de
los 18 dias de edad es posible diferenciar electrofisiolégicamente dos estados
de sueiio: el sueiio MOR y el suefio de ondas lentas. Algunos autores sugieren
que a pariir de este momento, las caracteristicas morfolégicas del EEG no
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sufren mas cambios en el desarrolio de los animales (Gramsbergen, 1876).

Una de las teorias mas aceptadas acerca de la funcién del suefio MOR en
neonatos, @s que este eslado de suefio favorece el desarrolio del SNC
(Jouvet-Mounier y cols., 1969).

Existen pocos estudios tendientes a conocer los efectos de algunas
manipulaciones experimentales sobre la ontogenia del suerio. Una de las lineas
de investigabién que se ha desarrollado en los titimos aftos es la que tiende a
estudiar ios efectos de la desnutricion sobre los estados de vigilancia. A este
respecto, se ha reportado principalmente una disminucién en la cantidad de
suefio paraddjico durante el periodo de luz, produciendo también efectos a largo
plazo en el ciclo suefio-vigilia; una de las conclusiones tentativas de los autores
de estos trabajos es que se estén afectando probablemente las estructuras que
controlan ios estados de vigilancia y las que regulan la ritmicidad circadiana
(Forbes y cols., 1977; Salas y cols., 1963, Cintra y cols., 1988).

Debido a que-se han estudiado varios de los substratos bioquimicos y
fisiol6gicos del suerfio en animales normales, el estudio de los ciclos de suefio y
sus caracteristicas proporciona las bases para conocer el posible significado
funcional de los efectos de la inhalacion de ozono sobre la ontogénesis dei
suefio durante el periodo gestacional y posnatal en ratas.

Como se ha mencionado, existen pocos estudios referentes a la
ontogénesis del suefio en mamiferos, tanto en condiciones normales como
experimentales (Jouvet-Mounier y cols., 1969; Mirmiran, 1986); asimismo, se ha
reportado una alta susceptibilidad a alteraciones del suefio por cambios medio
ambientales (Paz y Bazan-Perkins, 1992). El ozono esta bien caracterizado
como un agente neurotéxico y se ha reportado que su inhalacion produce
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alteraciones de! sueiio (Arito y cols., 1990, 1992; Paz y Bazan- Perkins, 1992).



DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Los estudios acerca de la ontogenia del SNC han permitido conocer con
gran detalle la ocurrencia de diferentes procesos biol6gicos tales como la
induccién de la placa neural, la generacién neuronal, la proliferacidn localizada
de células, la migracién, la diferenciacion neuronal, el crecimiento neuronal, ia
formacién de conexiones con otras neuranas y la mielinizacién; por otra parte,
también se conoce el momento en que se origina la sintesis y la liberacién de
neurotransmisores y la muerte celular selectiva (Cowan, 1979).

Estos eventos ocurren durante largos perfodos de tiempo y diferiran
dependiendo de la especie de que se trate. Aunque no se conocen con precision
los mecanismos que ponen en marcha, ni aquellos que detienen dichos eventos,
se sabe que la mayoria de elios estdn determinados genéticamente y que los
instantes relativos a cada evento estdn rigidamente determinados (Rodier, 1980).

En la actualidad, es posible conocer mediante técnicas de marcaje, los
dias precisos de nacimiento de las células de diversas partes del cerebro, asf
como las fechas en que iniclan los otros procesos del desarrollo del SNC.
Gracias a esto, ha sido posible el establecimiento de algunas generalizaciones
con respecto a la formacion del cerebro. En primer lugar se sabe que las
neuronas de mayor tamario se generan primero que las pequeﬁaS. Por otro lado,
se sabe también que la secuencia de la proliferacién celular es especifica para
cada especie y para cada region del cerebro. Asimismo, se sabe que enla
. mayoria de las 4reas del cerebro, las primeras células gliales se forman al
mismo tiempo que las neuronas (Cowan, 1979).

Se ha sugerido que la secuencia y el momento en que acontecen estos
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procesos del desarrollo cerebral varian de una especie a otra, asi como también,
entre las diversas estructuras cerebrales. Dobbing y su grupo desde 1970
postularon el concepto de "perfodo wvuinerable", el cual plantea que durante el
desarrolio del SNC existe un lapso de crecimiento cerebral répido. Segtin este
grupo, el desarrollo cerebral rapido es el lapso en el cual ocurre la maxima
susceptibilidad cerebral a ciertos factores nocivos, ya que los procesos que
ocurren durante este tiempo son sumamente l&biles (Dobbing y Sands, 1979),

En todas las especies, el periodo de crecimiento cerebral répido se inicia
cuando se ha generado el numero total de neuronas. De manera que en el ser
humano, este periodo ocurre entre el wltimo trimestre de la gestacion y el
periodo posnatal temprano (primeros dos afios de edad). En cambio, en la rata
este periodo comprende el primer mes de vida. Durante el perfodo de
crecimiento cerebral rdpido en Ila rata, ocurre principaimente la diferenciacion
celular de las poblaciones celulares generadas prenatalmente, asi como también
la generacién y diferenciacién de la oligodendroglia y de la mielinizacién. En
términos de desarrollo, al momento del nacimiento, en los roedores se inicia su
periodo de crecimiento cerebral rapido (Dobbing, 1970).

Por otro lado, también se ha descrito que durante el desarrollc normal del
cerebro, las neuronas estan sujetas a diversas influencias mecanicas que
puedan modificar su estructura. El SNC es muy sensible a la interferencia con la
proliferacién celular. Tal interferencia puede dar como resultado efectos
teratolégicos, aunque también pueden presentarse otros efectos como son las
alteraciones en la conducta, las cuales se presentardn de acuerdo a las
estructuras nerviosas que sean dafiadas y seran dependientes del momento del

desarrollo en que ocurra la exposicion a agentes neurotéxicos. Se han descrito
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alteraciones en la conducta que se presentan como consecuencia de los
cambios ambientales ocurridos durante la gestacién. Existen reportes de
infeccicnes virales (Kilham y Margolis, 1964), radiaciones (Fowler y cols., 1962),
desnutricién, (Salas y cols., 1980) y una serie de drogas y sustancias quimicas
que alteran e! comportamiento posnatal de los animales afectados durante la
gestacién (Eccles y Annau, 1982). En la mayoria de los casos se desconocen
los mecanismos por los que un agente neurotéxico altera el comportamiento, sin
embargo, existen evidencias de que la interferencia con los procesos de
proliferacion es determinante (Cowan, 1879).

Tomando en cuenta los estudios en donde se establecieron los conceptos
de perfodo vulnerable y de crecimiento cerebral répido, gran parte del
conocimiento que se tiene acerca del desarrollo del cerebro, es producto de los
estudios en que se ha interferido con dicho proceso (Lorenzana-Jiménez y Salas,
1980; Baliatori y Clarkson 1982; Eccles y Annau 1982; Cintra y cols., 1988).

Se ha sefialado la existencia de varios periodos vulnerables, en los que
los procesos del desarroilo tienen un lapso de expresion mayor en un momento
dado en la formacion de cada una de las dreas cerebrales. Entonces, no sélo
existe un perfodo critico durante el desarrollo cerebral, existen varios que
pueden ocurrir antes o después del niacimiento. Asimismo, se ha mencionado
que quizés los que ocurren prenatalmente son de mayor importancia, debido
a que en ellos suceden los periodos de neurogénesis maxima que difieren en
cada una de las estructuras cerebrales (Smart, 1990, 1991).

Recientemente han adquirido gran interés los estudios en los que se
determinan los rangos de neurogénesis prenatal en las estructuras cerebrales,
ya que en los estudios en los que se aplican ciertos agentes nocivos durante Ia
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etapa prenatal, se produce la pérdida de células nerviosas & errores en la
migracién  neuronal, provocando con ello la disminucion en el numero de
sinapsis y la alteracién en la circuiteria neuronal (Bayer y Altman, 1587).

Con el surgimiento de diferentes técnicas, se ha establecido el origen de
las estructuras que integran los sistemas de transmisién neuronal. Asi por
ejemplo, en el caso de la rata, el origen del sistema de neurotransmisién
monoaminérgica ocurre entre los 10y 13 dias de la gestaci6n en la rata (Lauder
y Biloom, 1974), del sistema colinérgico entre los 12 y 16 dias gestacionales
(Semba y Fibiger, 1988); ademas, los sitios de enlace muscarinicos en el SNC
aparecen antes del dia 14 de gestacién (Schiumpf y cols., 1991) y el sistema
serotoninérgico entre los 11 y 15 dlas de la gestacion (Wallace y cols., 1982). A
partir del dia 12 de gestacion, ocurre ¢l mayor periodo de proliferacion celular, y
es en este perfodo en donde se presentan los efectos teratolégicos més severos
ocasionados por cambios ambientales (Bayer y Altman, 1987).

Por otro lado, los estudios electrofisiolégicos empleando la técnica del
registro de la actividad multiunitaria 6 de actividad unitaria efectuados en ciertas
especies de mamiferos en desarroilo, han contribuido a determirar el inicio de la
funcién en diversos grupos neuronales. Algunas de las estructuras involucradas
en el fendmeno del suerio que han sido investigadas son: las células del nicleo
del rafe dorsal de la rata, quienes entre los 3 y los 6 dias posnatales ya
presentan un patrén de descarga neurcnal similar al de los sujetos en etapas
maduras (Gallager, 1982, Lamfumey y Jacobs, 1982); en las células del nicleo
locus coeruleus de la rata neonata de 1 a 3 dlas de edad, Ia actividad neuronal
esta gobernada por los estimulos sensoriales (Kimuray Nakamura, 1985); en la
formacién reticular pontina el patron de actividad neuronal durante la vigilia
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activa y el suefio activo aparece al inicio de la segunda semana posnatal de la
rata (Corner y Bour, 1984) y en el niclec supraquiasmético el ritmo circadiano
de la actividad neuronal se establece entre los 11 y 14 dias posnatales (Shibata
y cols., 1983). A partir del dia 12 de gestacién ocurre el mayor periodo de
proliferacién celular y es en este periodo donde se presentan los efectos
teratoldgicos mas severos ocasionados por cambios ambientales. Se sabe que
la mayoria de las células de la parte medial de la formacién reticular se forman
entre los dias 10 y 13 de gestacion; el tédlamo, el hipotalamo y el hipocampo,
entre los dias 10 y 16; y el cerebelo se forma en el intervalo comprendido entre
los dias 11 y 18 de la gestacidn (Rodier, 1980).
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OZONO.

El ozono es conocido como uno de los contaminantes ambientales
urbanos més comunes, en consecuencia, se han estudiadc ampliamente sus
efectos en plantas, animales y humanos (Scheel y cols., 1959; Barry y cols.,
1988; USEPA, 1988). Sus acciones toxicolGgicas afectan no sélo el aparato
respiratorio, sino  también, se han descrito efectos cardiovasculares,
conductuales y neurolégicos (Weiés y cals., 1981; Morgan y cols., 1985; Tépper
y Wood, 1985; Arito y cals., 1992).

Los efectos téxicos del ozono en los seres vivos, se atribuyen a su alta
capacidad oxidante. Se ha postulado que el ozono al entrar al organismo, forma
radicales libres como productos de reaccion, los cuales afectan directa 6
indirectamente la configuracién molecular de las proteinas. Lo anterior, también
provoca la peroxidacion de lipidos, ocasionando cambios en la respuesta
celular como consecuencia de las alteraciones que se dan en la permeabilidad
de la membrana (Trams y cols., 1972; Ryer-Powder y cols., 1988).

Las reacciones que el ozono produce en el organismo, se manifiestan
principaimente en el aparato respiratorio. La mayoria de los estudios acerca de
la toxicidad del ozono, han explorado sus efectos sobre dicho aparato, en
particular, a los dafios que produce en el epitelio nasal, en los alvéolos y en el
endotelio pulmonar (Brinkman y cols., 1964; Boatman y cols, 1974; Reiser y
cols., 1987). Como se menciond anteriormente, se ha sugerido que sus efectos
se deben principalmente a la produccién de moléculas citotdxicas como son
los radicales libres. En 1988 Bhallay cols., sometieron a ratas a ia inhaiacion de
0.25 a 1.5 ppm de ozono y reportaron alteraciones en la organizacién de las



inclusiones citoplasmaticas, necrosis, devastacién ciliar e incremento en las
funciones mucociliares del tejido apical dei tracto respiratorio. Bascom y cols., en
1880 reportaron ademds infiltracién de albumina, eosinéfilos, neutréfilos y
leucocitos polimorfonucleares, asf como proliferacién de macréfagos y depésitos
ireversibles de colagena en los alvéolos pulmonares.

También se ha reportado que la inhalacion de 1.8 ppm de ozono produce
edema con infiltracidn de linfocitos, células epiteliales y antioxidantes como son
el giutation y la superéxido dismutasa en las vias respiratorias (Goldstein y cols.,
1970). La cantidad de vacuolas aumenta considerablemente en los
pneumocitos tipo I, como resultado de la acumulacién masiva de lactato
deshidrogenasa y proteinas infiltradas, que aunado a la produccién de
fosfatidilcolina, produce devastacion del factor surfactante alveolar (Hiroshima y
cols., 1987). La regeneracién del! tejido pulmonar se presenta entre 24 y 96
horas después de iniciada la exposicion, aunque los efectos mas severos de la
inhalacién de ozono se dan a las 48 horas de exposicién y éstos se determinan
dependiendo de la concentracién de ozono a la que se someta a los organismos
(Farrell y cols., 1979; Horvat y cols., 1981).

Los estudios realizados en humanos, indican que la oxigenacién arterial no
se ve afectada por la exposicion a ozono, no obstante, la presién sangulnea, la
capacidad de difusién y la presién parcial del biéxido de carbono se ven
disminuidas, dando como consecuencia la presencia de arritmias cardiacas
(Linny cols., 1979, 1988). La inhalaci6n de 0.12 a 0.5 ppm de ozono disminuye
el volumen de expiracién forzada en un segundo, la capacidad vital forzada, la
taza de flujo respiratorio forzado, la capacidad inspiratoria, la resistencia
pulmonar y la frecuencia respiratoria. De ta misma manera, la magnitud de estos
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cambios depende de la concentracién de ozono utilizada. Estos efectos se dan
en humanos independientemente de la edad 6 del sexo de fos indivlddos que
han sido estudiados. Los efectos mencionados empeoran en  presencia de
actividad fisica extenuante. Conductualmente, los efectos mencionados, se
reflejan en disminucion del tiempo de reaccion, fallas en la ejecucion y cefalea
(Menze!, 1984; Tepper y cols., 1982, 1985, 1990).

Algunos experimentos con ratones y ratas han mostrado efectos
teratoiégicos del ozono; la exposicién perinatal de ratones a 0.2 partes por millén
(ppm) redujo la sobrevivencia de los animales e incrementd la incidencia del
crecimiento ilimitado de los incisivos. La exposicion de ratas a 1.49 ppm de
ozono durante la gestacion media, produjo un retardo en el desarrollo
embrionario, mientras que Ia exposicion a 1 ppm durante la gestacién tardfa
retardé los indices de crecimiento necnatal y el desarrollo de algunos reflejos
como la conducta de crianza y de acicalamiento (Kavlock y cols., 1979). Existen
también datos de efectos dependienies de la edad en ratas neonatas bajo
exposicion éguda a1 ppm de ozono, siendo mas susceptibles a dafio pulmonar,
los animales de menor edad (Guninson y cols., 1992).

También se han descrito efectos extrapulmonares como la disminucion
en la actividad de la acetilcolinesterasa y en los niveles de glutamato reductasas
en los eritrocitos de ratones expuestos a ozono (Goldstein y cols., 1968; Gordon
y cols.,1981); mientras que el tamafio y el peso del higado de ratones expuestos
a 1.2 ppm de ozono se ven disminuidos (Zidenberg-Cherr y cols., 1991). Estas
alteraciones se han explicado por los productos téxicos que se derivan de la
reaccién del ozono con los libidos insaturades que formaan parie del factor
surfactante y moco de las células epiteliales del pulmén (Shelley y cols., 1989;
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Balis y cols., 1991, Kennedy y cols., 1 992). Entre estas sustancias se
encuentran el peréxido de hidrégeno (H202) y los aldehidos (Goldstein y
Balchum, 1967, Goldstein y cols., 1970; Pryor y cols., 1991). El H202 ademas
de ser un inactivador de enzimas membranales, reacciona con gran facilidad
ante cierto tipo de metales como el fierro para formar radicales libres hidroxilo,
los cuales son altamente citotoxicos, y probablemente sean los responsables del
dafio extrapuimonar ocasionado por el ozono (Kanofsky y Sima, 1991).

Debido a lo anterior, recientemente ha crecido el interés por estudiar los
efectos de| ozono sobre el sistema nervioso central. La manera en que hasta
ahora se ha abordado el problema, es mediante el estudio del efecto que la
inhalacion de ozono produce sobre algunas de las funciones reguladas por dicho
sistema. La exposicién a 6 ppm de ozono durante 4 horas en ratas disminuye la
cantidad de serotonina cerebral (Skillen y cols.,, 1966). En el mismo ailo,
Xintaras reporté que la exposicién de 0.5 a 1 ppm de ozono durante 1 hora,
retarda la aparicién de la respuesta inducida por estimulacién fética en el
coliculo superior y en la corteza occipital de la rata. La exposiciéna 1 ppm de
ozono durante 7 a 24 horas por i8 meses produce disminucién en las
concentraciones de noradrenalina, adrenalina y catecol-o-metiltransferasa en la
corteza cerebral de perros y el metabolismo de la monoamino-oxidasa cerebral
se incrementa (P'an y Jergier, 1970; Trams y cols., 1972). Ademas se han
observado alteraciones en la amplitud y latencia de los potenciales provocados
en conejos expuestos a 0.02 ppm de ozono (Bokina, 1976).

Por otro lado, se han reportado trastornos del suefo causados por la
inhalacién de ozono en animales adultos. Gatos expuestos durante 24 horas a
0.8 y 1.2 ppm de ozono Yy ratas expuestas a 0.5 durante 6 horas 6 a 1 ppm de
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ozono durante 3 horas, presentan Qna disminucién significativa en el tiempo total
de suefio paradéjico y un aumento en la cantidad total del suefio de ondas
lentas (Arito y cols., 1992). Asimismo, se ha reportado que la exposicién a 0.4
ppm de ozono en gatos y de 0.1 6 0.2 ppm de ozono en ratas, no produce
alteraciones significativas en fa duracién de las fases de suefio (Paz y
Bazéan-Perkins, 1992).
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RADICALES LIBRES DE OXIGENO.

Se ha descrito que los radicales de oxfgeno son sustancias implicadas en
reacciones metabolicas propias de diferentes tipos celulares en las que la
lesién tisular se produce como consecuencia de un amplio espectro de
condiciones y enfermedades. Se sabe que participan en la patogénesis de
practicamente todas las enfermedades conocidas y en el proceso de
- envejecimiento. Se ha postulado también la probabilidad de que la presencia de
radicales libres represente un epifendmenc dentro de algo mas complejo;
participan en forma activa en diversos procesos patol6gicos, y por otro lado,
que el control de su produccién y de su eliminacién significan un éarea
terapéutica activa que quizd& permita el control de ciertos procesos,
fundamentalmente de naturaleza inflamatoria (Dreosty, 1991).

En organismos aer6bicos, el oxigeno molecular juega un papel de acepior
de electrones e interviene en un gran ntimero de reacciones intracelulares,
particularmente aquellas que generan radicales libres dentro de la célula. El
oxigeno presenta una configuracién Gnica en la que dos de sus electrones se
encuentran en las 6rbitas més alejadas de su nucleo. Ambos electrones poseen
el mismo numero cudntico. Cuando el oxigeno reacciona con atomos 6
moléculas cuyos electrones se encuentran dispuestos en la configuracién mas
frecuente, se observa una noﬂtable tendencia -a aceptar un solo electrén en
cada ocasion. Esto significa que el oxigeno tiende a reducirse en forma
univalente en cada reaccién. Una vez que el oxigeno ha aceptado un electrén y
se ha reducido, se produce el radical superédxido, el cual es capaz de participar
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en reacciones subsecuentes y dar lugar a la produccién de otros tipos de
radicales como son el peréxido de hidrégeno (H202), los radicales hidroxilo
(OH), y de menor importancia, el oxigeno univalente (Aust y cols., 1985).

El origen de los radicales libres puede ser enddgeno 6 exbgeno.
Enddégenamente pueden originarse a partir de células con actividad fagocitica
como los neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosinéfilos y células endoteliales.
Los procesos metabolicos intracelulares que dan origen a estas sustancias
incluyen las cadenas de transportes mitocondriales, microsomales vy
cloroplasticos, asi como la participacién de enzimas como la xantinoxidasa,
indolamino  dioxigenasa, triptofano dioxigenasa, galactosa oxidasa,
cicloxigenasa, lipoxigenasa y monoaminooxidasa. Algunas reacciones de auto
reduccién entre las que se encuentran la oxidacion del fierro y epinefrina son
fuente importante de radicales libres de oxigeno. El sistema de generacién de
radicales libres se encuentra inactivo en células en reposo y por el contrario, en
pleno desarrollo cuando la actividad celular, especialmente fagociiosis, es
intensa. Durante esta actividad, el neutréfilo consume una gran cantidad de
oxigeno, dando lugar a la formacion directa de las diversas especies reactivas
de oxigeno que finalmente son las responsables del dafio a las membranas
ceiulares. Los dos sistemas que generan especies reactivas de oxigeno son: el
sistema oxidativo de NADP/NAPDH 6 piridina dinucledtido y el sistema de
mieloperoxidasa. E| primero se encuentra acoplado a la membrana celular,
mientras que el segundo se localiza en los granulos azuréfilos del neutréfilo (Del
Maestro, 1991).

El si-stema oxidativo de NADPH es el responsable de la generacién de
radicales superoxido. Estos dan lugar a la formacion de peréxido de hidrégeno a
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en reacciones subsecuentes y dar lugar a la produccién de otros tipos de
radicales como son el peroxido de hidrégeno (H202), los radicales hidroxilo
(OH), y de menor importancia, el oxigeno univalente (Aust y cols., 1985).

Ei origen de los radicales libres puede ser endbgeno 6 exégeno.
Endégenamente pueden originarse a parlir de células con actividad fagocitica
como los neutréfilos, monocitos, macréfagos, eosinéfilos y células endoteliales.
Los procesos metabolicos intracelulares que dan origen a estas sustancias
incluyen las cadenas de transportes mitocondriales, microsomales y
cloroplasticos, asi como la participacién de enzimas como la xantinoxidasa,
indolamino  dioxigenasa, triptofanc dioxigenasa, galactosa oxidasa,
cicloxigenasa, lipoxigenasa y monoaminooxidasa. Algunas reacciones de auto
reduccion entre las que se encuentran la oxidacion del fierro y epinefrina son
fuente importante de radicales libres de oxigeno. El sistema de generacion de
radicales libres se encuentra inactivo en células en reposo y por el contrario, en
pleno desarrollo cuando la actividad celular, especialmente fagocitosis, es
intensa. Durante esta actividad, el neutr6filo consume una gran cantidad de
oxigeno, dando lugar a la formacién directa de las diversas especies reactivas
de oxigeno que finalmente son las responsables del dario a las membranas
celulares. Los dos sistemas que generan especies reactivas de oxigeno son: el
sistema oxidativo de NADP/NAPDH 6 piridina dinucledtido y el sistema de
mieloperoxidasa. E! primero se encuentra acoplade a la membrana celular,
mientras que el segundo se localiza en los granulos azuréfilos del neutréfilo (Del
Maestro, 1991).

El si.stema oxidativo de NADPH es el responsable de la generacién de

radicales super6xido. Estos dan lugar a la formacion de peréxido de hidrogeno a
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través de una reaccién intracelular de dismutacién que se lieva a cabo en forma
més eficiente, através de la accién de una dismutasa con actividad eliminadora
de radicales libres de oxigeno, que es una oxidasa dependiente de NAPDH y que
da lugar a la reduccion de oxigeno molecular (02), a ion superéxido (02-). Por
ofro lado, el radical superéxido también es capaz de reducir todos los complejos
que tienen fierro, al estado ferroso. Los iones de fierro y el peroxido de
hidrégeno reaccionan entre sf y generan el radical hidroxilo a través de la reac-
cién de Fenton. El radical hidroxilo tiene tal capacidad de reaccionar, que
cuando es producido in vivo produce cambios en moléculas que se encuentran a
muy pocos nanémetros de distancia (Halliwell y Gutteridge, 1984).

El fierro participa de tres maneras diferentes dentro del proceso oxidativo:
1) Facilita la descomposicién de peréxidos lipidicos y da lugar a la producgion
de sustancias entre las que se encuentran los aldehidos citot6xicos y gases
hidrocarbonados. 2) Promueve la generacién de radicales hidroxilos a través de
la via del peréxido de hidrégeno y ; 3) Participa en los procesos de generacion
del radical superéxido y peréxido de hidrégenoc al acelerar la oxidacién no
enzimatica de moléculas como la epinefrina y el giutation (Biemond y cols.,
1988).

El origen exégeno de los radicales libres es diverso y quizds mucho
mayor de lo que hasta ahora se conoce. Algunas sustancias como el paraquat,
aloxano y doxorubicina poseen propiedades Oxido-reductoras, mientras que el
paracetamol es capaz de inducir reacciones de oxidacién. El cigarro, las
radiaciones ionizantes, la exposicién a los rayos solares y sustancias oxidantes
coma el glutation pueden dar lugar a la formacion de radicales libres de oxigeno,
los cuales son capaces de aiterar reversible e irreversiblemente compuestos
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bioquimicos de todo tipo como: 4dcidos nucleicos, protefnas, amino&cidos
libres, lipidos, lipoproteinas, carbohidratos y moléculas generadas 6
presentes en el tejido conectivo. Asimismo, influyen en actividades celulares
tanto a nivel de membranas como de vias metabdlicas y expresiéon génica
(Cerutti, 1985).

Aunque se desconoce [a naturaleza exacta de las moléculas reactivas que
. median el dafio a biomembranas, se ha demostrado que tanto eritrocitos y
neutréfilos como células endoteliales son  susceptibles a este tipo de
alteraciones. Los resultados de la mayor parte de estudios in vitro realizados
hasta ahora sefialan que los radicales ani6nicos de superdxido y perdxido de
hidrégeno juegan un papel importante en el dafio a las membranas celulares,
por ejemplo, los radicales hidroxilo y el oxigeno univalente, son capaces de
lesionar las membranas de las células mencionadas (Cino y Del Maestro, 1989).

Uno de los mecanismos a través de los cuales se rompe (a integridad de
las membranas celulares es la peroxidacion de lipidos. Los radicales
hidroxilo son capaces de extraer atomos de hidrégeno de las posiciones alélicas
que ocupan en lipidos no saturados. Los radicales de hidroxiperdxido pueden
formarse como resuitado de la accion directa de oxigeno univalente sobre acidos
grasos poli-insaturados a sistemas simples de generacién de superoéxidos. Los
é4cidos grasos ya oxidados también tienen una participacion importante. Los
derivados del &cido araquidénico poseen una intensa actividad quimiotéctica. De
esta manera se considera que los hidroxiper6xidos derivados del 4cido
araquidonico pueden ser fuente de radicales libres de oxigeno, y éstos, a su vez,
pueden provenir de reacciones mediadas a través de ellos mismos. La
exposicion de &cido araquiddnico a sistemas de radicales libres da como
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resultado la produccién de hidroxiperéxidos con actividad quimiotactica sobre el
neutréfilo. La generacién de dichos &cidos grasos puede ser inhibida por [a
accion de enzimas eliminadoras de radicales libres y oxigeno univalente. La
conclusion obtenida hasta ahora es que los productos derivados del
metabolismo del acido araquidénico pueden ser generados a través de un
sistema enzimatico en que el sustrato es el propio acido araquidénico (sintesis
de prostaglandinas) y un sistema no enzimético a través de la peroxidacién de
lipidos. Ambos sistemas parecen interactuar y retroalimentarse (Gutteridge y
cols., 1982).

ACCIONES SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Como se ha mencionado, los radicales libres de oxigeno se producen en
los sistemas biol6gicos por la reduccion de un electrén de oxigeno. E! oxigeno
activo y otros radicales libres se presentan naturalmente como intermediarios en
el metabolismo oxidativo. El cerebro es altamente susceptible a los efectos
téxices de estas sustancias parcialmente reducidas de oxigeno e incluyen al
anién superédxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo. Esta susceptibilidad
del tejido nervioso, puede ser consecuencia del alto contenido de lipidos y de
4cidos grasos poli-insaturados comparado con ofros tejidos. El radical super
Gxido es el promotor principal del dafio neural. Puede ser liberado en el liquido
extracerebral, donde ocurre una dismutacién que produce peroxido de
hidrégeno y en presencia de sales de hierrc, radicales hidroxilo, los cuales
resultan dafinos debido a su alta reactividad, mientras que los radicales
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superoéxido también pueden ser nocivos debido a que difunden fuera del sitio de
formacisn. La peroxidacion de lipidos es caracteristica peculiar del dafio tisular
v puede ser iniclada por la accién de radicales superoxido e hidroxilo. Se cree
que !a peroxidacion de lipidos confribuye significativamente a las alteraciones
funcionales que se dan a nivel de la membrana celular (Lupo y cols., 1967; Liuy
Mori, 1993; Rojas y Rios, 1993).

Existen muchas enzimas y sustancias protectoras de la accién de los
radicales libres; éstas se encuentran en el tejido cerebral normal y su funcion es
mantener & los radicales libres en niveles no toxicos. Las enzimas
superdxido dismutasas representan el mejor sistema de defensa en las células
aerbbicas para combatir los efectos téxicos de los radicales libres de oxigeno.
Las enzimas remueven réapidamente el anién superdxido, previniendo de esta
manera los efectos téxicos directos, asi como su interaccion con iones de metal
para aumentar los productos del radical hidroxilo, que representa uno de los
radicales de oxigeno mas reactivos. Existen dos enzimas superéxido
dismutasas en el cerebro de los mamiferos, una mitocondrial que contiene
manganeso y una citosdlica que contiene cobre y zinc; esta ultima es la mas
activa (Pellmar, 1986 y Mori y cols., 1991). La vitamina E es otra sustancia
antioxidante que protege al organismo del dafo ocasicnado por los radicales
libres, y se dice gue sus efectos preventivos se deben a su accién eliminadora
de radicales libres 6 bien, a la accién de inhibir Ia peroxidacién de lipidos en
la sangre, al donar un hidrégeno fendlico; concomitantemente se produce
un aumento en la actividad de las enzimas superéxido dismutasas (Goldstein y
Balchum, 1967; Goldstein y cols., 1979; Liuy Mori, 1993; Mori y cols., 1993).

En algunos estados patolégicos del sistema nervioso, los radicales libres
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en el tejido cerebral pueden aumentar y llegar a niveles anonmales. Uno de
estos estados es la isquemia y la reperfusién subsecuente. Los radicales libres
producidos por esta alteraclén son muy susceptibles de reaccionar con los
acidos grasos poli-insaturados e iniciar la peroxidacién de lipidos, afectando la
integridad de las membranas celulares. Aunque existe controversia al
respecto, se ha propuesto que la lesién mitocondrial y la liberacién de enzimas
hidroliticas a consecuencia de isquemia cerebral, produce radicales libres de
oxigeno y fosfolipidos susceptibles de peroxidacién. Una vez que se lleva a cabo
la reperfusién O reingreso de oxigeno al tejido isquémico, se produce una
cantidad significativa y explosiva de radicales que sobrepasa a los sistemas
eliminadores naturales. Se ha sugerido que el aumento en los radicales libres
en el tejido cerebral son capaces de producir dafios severos en la actividad
neuronal, ejemplos de lo anterior son la reduccién en la eficacia de la
transmision sinaptica y el retardo en el potenciai de accion (Halliwell y
Gutteridge, 1985; Kontos y Enoch, 1986; Kitagawa y cols., 1890; Thordstein y
cols, 1993). Es probable que el efecto de los radicales libres de oxigeno
repercuta en otras condiciones clinicas que afectan al sistema nervioso central,
como es el caso del edema cerebral y la epilepsia. Reportes relacionados con lo
anterior, han sefialado que las sales de hiemo agregadas a los lipidos
poli-instaurados da como resuitado la formacién de radicales libres de
oxigeno, como son los radicales libres hidroxilo y los perdxidos, los que a su vez
causan peroxidacion lipidica neural con el posterior desarroilo de un foco
epiléptico (Wil more y cols., 1983).

Otra de las explicaciones que apoya la ocurrencia de estas acciones
sobre el sistema nervioso central se encuentra en el reporte que habla de
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cambios en el suefio de gatos expuestos a ozono; los autores proponen que los
efectos observados sobre la organizacion del suefo se deben principalmente a
la formacién y  accién de los radicales libres de oxigeno (Paz y
Bazéan-Perkins, 1992).

36,



HIPOTESIS.

Si la exposicion a ozono produce cambios en la organizacion del suefio en
animales adultos, y si los organismos son més susceptibles durante su desarrollo
a los cambios ambientales, entonces la exposicién a ozono durante los periodos
prenatal y neonatal producird cambios mas severos en la organizacién del

suefio que el observado en ratas adultas.

OBJETIVOS.

En el presente estudio se investigaron las consecuencias que tiene sobre
el patrén de suerio, la inhalacion de 1 ppm de ozono en ratas cuyas madres
fueron expuestas por 12 horas diarias a lo largo de toda la gestacion, durante Ia
gestacion temprana, media y tardfa, durante el ciclo de oscuridad; asimismo, se
estudiaron los efectos de la inhalacién de 3 concentraciones diferentes de
ozono (0.35, 0.75 y 1.5 ppm) durante 24 horas en ratas de 30 dias de edad y en
ratas aduitas. Por lo que los objetivos fueron los siguientes:

Analizar las alteraciones en los estados de vigilancia en ratas de 30, 60y
90 dfas de edad cuyas madres fueron expuestas por 12 horas diarias durante la
gestacion a la inhalacién de 1 ppm de ozono.

Analizar los estados de vigilancia en ratas de 30, 60 y 90 dias de edad de
ratas cuyas madres fueron expuestas por 12 horas diarias Gnicamente durante
la gestacién temprana, media 6 tardfa a la inhalacién de 1 ppm de ozono.
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Analizar las alteraciones en los estados de suefio en ratas de 30 dias de
edad y en ratas adultas que fueron expuestas durante las 24 horas del registro a
la inhalacién de 0.35, 0.75y 1.5 ppm de ozono.
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METODO.

En el presente estudio se investigaron los efectos de la inhalacién de
ozono sobre el patrén de suefio en ratas expuestas durante la gestacién y en
diferentes momentos de la misma por 12 horas diarias; asi como en ratas
jovenes y adultas expuestas Unicamente durante 24 horas a 3 concentraciones
diferentes de ozono.

El estudio incluyd 8 grupos de 10 ratas jévenes y 4 grupos de ratas
adultas.

GRUPO CONTROL..

El grupo 1 fue el control'y estuvo formado por animales que nio recibleron

ninguna manipulacién experimental; se les realizé registro de suefio a los 30, 60
y 80 dias de edad.

RATAS JOVENES EXPUESTAS A LA INHALACION DE OZONO DURANTE
LA GESTACION.
El grupo 2 estuvo formado por ratas expuestas a 1 ppm de ozono durante
12 horas diarias a lo largo de la gestacién y también se les realiz6 reqistro de

suefio a los 30, 60 y 90 dias de edad.
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El tercer grupo estuvo consﬁtuido por ratas cuyas madres fueron
expuestas a la inhalacién de 1 ppm de ozono durante la gestacién temprana, la
cual comprende fos 7 primeros dfas de gestacién y que fueron registradas a los
30, 60 y 90 dias de edad. ’

El cuarto grupo lo formaron 1(_] ratas expuestas a la inhalacién de 1 ppm de
ozono durante la gestacién media, comprendida entre los dlas 7 y 14 de la
gestacién, ytambién fueron registradas a los 30, 60 y 90 dias de edad.

El quinto grupo o formaron 10 ratas expuestas a la inhalacién de 1 ppm de
ozono durante la gestacion tardia (dia 14 al 21). A este grupo se le realizaron
registros de suefio de la misma manera que a los anteriores, es declr, a los 30,
60y 90 dias de edad.

RATAS JOVENES EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
OZONO DURANTE 24 HORAS.

Se incluyeron también 3 grupos de ratas jovenes que no fueron expuestas
a ozono durante la gestacioén, pero que fueron expuestas a 3 concentraciones
diferentes de ozono durante las 24 horas de duracién de los registros de suefio.
De esta manera, el grupo 6 estuvo formado por iatas de 30 dias de edad que
fueron expuestas durante 24 horas a la inhalacién de 0.35 ppm de ozono. El
grupo 7 lo formaron ratas de 30 dias de edad expuestas durante 24 horas a la
inhalacién de 0.75 ppm de ozono; mientras que el grupo 8 estuvo constituido por
ratas de 30 dias de edad que fueron expuestas durante las 24 horas del registro
polisomnogréfico, a la inhalacién de 1.5 ppm de ozono. Para estos grupos, el
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_ destete, la cirugla y los registros de suefio se realizaron bajo las mismas
condiciones que las ratas incluidas en el apartado anterior.

RATAS ADULTAS.

El grupo 9 estuvo formado por 10 ratas aduitas control, es decir, ratas que
en ningin momento fueron sometidas a la inhalacion de ozono y que solo se les
realizd estudio de suefio de 24 horas. El grupo 10 estuvo constituido por ratas
expuestas a 0.35 ppm de ozono durante las 24 horas de registro
polisomnogréfico. El grupo 11 por ratas expuestas durante 24 horas a la
inhalacién de 0.75 ppm de ozono. Finalmente, el grupo 12 estuvo formado por
ratas expuestas durante 24 horas a la inhalacién de 1.5 ppm de ozono. Para
estos grupos de ratas adultas, se siguié el mismo procedimiento que con las
ratas jovenes, solo que fueron implantadas y registradas después de los tres

meses de edad.

GESTACION.

Se aparearon hembras y adultos sexualmente aptos y en el caso de los
grupos expuestos a ozono durante la gestacion, o bien, durante los diferentes
tercios que la componen; su inicio se determiné por medio de la presencia de
esperma en exudados vaginales. A partir de este momento se considers el dia

0 de gestacion (Kavlock y cols., 1979).
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EXPOSICION A OZONO.

Los animales del grupo 2 fueron sometidos durante la gestacién a la
Inhalacién de 1 ppm de ozono durante el periodo de oscuridad (de 19:00 p.m. a
7:00 a.m.), de acuerdo al ciclo circadiano de luz-oscuridad de la rata (Borbély y
cols., 1975; Borbély y Tob'ler, 1989; Betteray y cols., 1991), mientras que las
ratas de los grupos 3, 4 y 5 fueron expuestas durante la gestacién temprana,
media y tardia respectivamente, a la inhalacién de 1 ppm, también durante el
periodo de oscuridad. Ninguno de estos grupos fue expuesto a ozono después
del nacimiento y la wvaloracién polisomnogréfica se realizé libre de
contaminantes. Los grupos 6, 7 y 8 de ratas jovenes, asi como los grupos 10, 11
y 12 de ratas adultas, inhalaron diferentes concentraciones de ozono (0.35, 0.75
y 1.5 ppm respectivamente), tinicamente durante las 24 horas de duracién de los
registros de suefio.

El ozono fue administrado mediante el equipo generador TRIOZON P15,
el cual genera el gas por descarga de energia eléctrica entre dos electrodos.
Las concentraciones de ozono en partes por millon se calcularon antes y
después de las sesiones de exposicion de acuerdo al método de Byers y
Salztman, quienes en 1958 disefiaron la técnica que emplea las medidas de
absorcién de una serie de soluciones de iodo de concentraciones conocidas.
Las concentraciones de ozono en partes por millén de la cdmara de exposicién
fueron medidas con el método de iodometria. Este método fue desarrollado por
Littman y Benolie! en 1953 y modificado por Tokiwa en 1972 (en USEPA, 1986) y
consiste en el burbujeo de aire a una solucién al 10% de Ki con una resolucion
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de 0.01 ppm de ozono. Las concentraciones de ozono fueron comparadas con
estandares ultravioleta de acuerdo al método de Pitts y cols., desarrollado en
1976. El fiujo de aire con el que cuentan las camaras de registro se ajusto para
mantener de manera permanente las concentraciones deseadas de ozono y en
los casos en que éste se administré simuitaneamente a la realizacién de los
registros polisomnograficos, los cuales iniciaron una vez establecidas las
concentraciones de ozono requeridas.

IMPLANTACION DE ELECTRODOS.

Los animales jévenes fueron destetados a los 21 dias de edad, e
implantados con electrodos  convencionales para el registro
electroencefalogréfico de suefio en la corteza sensitivo-motora, y .en el miscuio
dorsal de la nuca para el registro electromiografico. Las ratas fueron
anestesiadas bajo la administracién intraperitoneal de pentobarbital sédico (40
mg/Kg.) y fijadas al aparato estereotaxico por medio de dos barras introducidas
en los conductos auditivos externos y de barras de fijacién facial. Posterior
a la asepsia de la cabeza, se realizé una incisién de aproximadamente 2 cm. en
direccion antero-posterior a través de la regién parietal, retirando los musculos
fascia epicraneal y el periostio. En seguida se realizaron trepanacicnes en el
craneo para introducir electrodos en la corteza frontal sensoriomotriz para el
registro del electrocorticograma (ECG). Los electrodos bipolares estuvieron
formados por 2 cables aislados de acero inoxidable de 0.005 pulgadas de
diameiro, barnizados a los extremos y separados por una distancia de 0.5 mm.
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Para el registro del electromiograma, se colocaron en los masculos dorsales de
la nuca 2 electrodos de alambre de acero inoxidable, barnizados, excepto en
los extremos. Se implanté un tornillo en el craneo, el cual sirvié como una fuente
de referencia indiferente en el registro del ECG. Todos los electrodos se
soldaron a miniconectores y se fijaron al craneo de los animales con cemento
acrilico. En el caso de las ratas adultas, se siguié el mismo procedimiento
quirargico.

REGISTROS DE SUENO.

Después de siete dias de recuperacién postquirtrgica, todos los animales
fueron habituados a las condiciones de registro  durante 48 horas.
Posteriormente se realizaron registros de suefio de 24 horas. Los registros se
realizaron en camaras sonoamortiguadas de 30x22x22 cm. ventiladas con aire
fresco distribuido a un flujo de 4 litros/min. Se utilizaron cables flexibles para
comunicar los electrodos con el poligrafo modelo Grass 78 D y permitir libre
movimiento a los animales, los cuales tuvieron acceso ilimitado a agua y
alimento. Los animales del grupo control y aquelios cuyas madres fueron
expuestas a la inhalacién de 1 ppm de ozono durante toda la gestacion, fueron
regisirados polisomnogréaficamente durante 24 horas a los 30, 60 y 90 dias de
edad sin ser expuestos a ozono durante el registro. Las ratas que estuvieron
expuestas durante ia gestacién temprana, media y tardia se registraron libres
&el contaminante a los 30, 60 y 90 dias de edad. Los grupos de ratas jévenes y
adultas qgue no fueron expuestas durante la gestacién a la inhalacién de ozono,
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fueron registradas durante 24 horas bajo la administracién de tres diferentes
concentraciones de este gas (0.35, 0.75y 1.5 ppm).

EVALUACION DE RESULTADOS.

Los registros de suefio de las ratas se analizaron visualmente y se
identificaron los estados de vigilia, suefio de ondas lentas, y suefio paraddjico.
Los criterios electrofisiologicos para definir dichos estados fueron los siguientes
(Timo-iaria y cols., 1970):

La vigilia estuvo determinada por oscilaciones electrograficas
desincronizadas en la corteza y la presencia de tono muscular en el cuello.

El SOL se caracterizé por la presencia de husos de suefio acompariados

de ondas lentas de alto voltaje en la corteza y mantenimiento 6 disminucién del

tono muscular con relacion al de la vigilia.

El SP se caracterizé por la presencia de desincronizacién en el ECG y por
la ausencia de tono muscular.

El criterio minimo para definir un cambio de estado, fue que el animal
permaneciera en alguno de los tres estados electrofisiolégicos por un periodo
mayor de 10 segundos.

Se cuantificaron los porcentajes totales, el nimero y duracion de los
diferentes estados de vigilancia, asi como la latencia de aparicién del primer
episodio de SP, el nimero de episodios de los tres estados y el promedio de
duracién. Los registros también se dividieron para su andlisis en periodos de 12
horas, de acuerdo al ciclo luz-oscuridad de [a rata. Con los datos obtenidos, se
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realizé e! andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA para conocer la
posible significancia de las diferentes condiciones, cuando se encontraron
diferencias significativas mediante esta prueba, se aplico fa prueba de Tukey
para 'conoce} entre qué condiciones ocurrieron los cambios.
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RESULTADOS.
EXPOSICION PRENATAL.

El andlisis de los registros de 24 horas en las ratas de 30, 60y 90 dias
de edad, mostré que el grupo expuesto a ozono durante la gestacion, presenta
una disminucion significativa en el tiempo total de suefio paradédjica a expensas
de un aumento en el tiempo de vigilia. Bajo esta condicién, los valores del SOL
no sufrieron modificaciones significativas (Figura 1). Durante el perfodo de luz,
los cambios en los valores del SP vy la vigifia, fueron consistentes, sin embargo,
también se observo una disminucion significativa en el SOL de los animales de
30y 60 dias de edad. Los cambios en el tiempo total de SP y de vigilia, también
ocurrieron a los 80 dias, sin embargo, el tiempo total de SOL no cambia (Figura
2). En el periodo de oscuridad nuevamente disminuyeron los valores del SP, no
obstante, ocurrié un cambio inverso con relacién a ios valores de los 2 estados

~conductuales restantes, es decir, la vigilia disminuys y el SOL aumenté
significativamente en los animales de 30, 60 y S0 dias de edad expuestos a
ozono a lo largo de la gestacién (Figura 3).

Por otro lado, los animales del grupo experimental presentaron menor
peso y talla corporal que los animales control tanto al momento del nacimiento
como a lo largo de los 30 dias de edad, que fue el momento en que iniciarcn los
estudios de suefio (Figura 4). No hubo diferencia en el nimero de crias entre
ambos grupos; 2 de los animales del grupo experimental sometidos a la
inhalacion de 1 ppm de ozono presentaron crecimiento anormal de los incisivos.
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Figura 1. Duracion de los estados de vigilancia en ratas control y en ratas expuestas
durante la gestacion a la  inhalacion do  ozono. Los porcentajes  promedio se  analiza-
ron con la prueba ANOVA simple: n=10; * p< 0.01, ** p< 0.001




ESTADOS DE SUENO PERIODO DE LUZ

Gestacion
VIG

% %% %% %*
70 SOL

60
50
40
30
20
10

30 60 90 30 60 90 30 90

edad (dias)

ﬂ control ozono

Figura 2. Duracion de los estados de vigilancia en el perfodo de Iluz en ratas control y en
ratas expuestas durante la gestacion a la inhalacién de ozono. Los valores promedio (+ E.E) se ana-
lizaron con la prusva ANOVA simple: n=19, * p< 0.01, ** p< 0.001.
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Figura 3. Duracidn de los estados de vigilancia en el perfodo de oscuridad en ratas control y en ra-

tas expuestas durante la gestacion a la inhalacidn de ozono. Los porcentajes promedio se analizaron
con la prueba ANOVA simple: n=10; * p< 0.01, ** p< 0.001.
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Figura 4. Peso corporal desde el nacimiento hasta los 30 dias de edad en ratas control y en ratas
cuyas madres fueron expuestas a 1 ppm de ozono a lo largo de la gestaciSn durante el ciclo de oscu-
ridad. Las diferencias fueron significativas de acuerdo a la prueba T de student (p< 0.001), n=18.



EXPOSICION A OZONO DURANTE LA GESTACION TEMPRANA.

En el grupo 3, formado por ratas cuyas madres fueron expuestas por 12
horas diarias durante los primeros siete dias de gestacion a la inhalacién de 1
ppm de ozono, el analisis de los registros de suefio de 24 horas a los 30 dias de
edad, muestra una disminucién significativa de suefio paraddjico en el grupo
experimental con respecto al grupo control; ia vigilia y el suefio de ondas lentas
se encuentran aumentados, aunque dicho aumento sélo fue significativo en el
caso del SOL (Figura 5). Por lo que respecta al ciclo de luz, se observé que el
suefio paraddjico disminuye significativamente en el grupo experimental;
mientras que la vigilia y el SOL aumentan bajo esta condicion experimental
(Figura 6). En el perfodo de oscuridad, nuevamente ocurre una disminucién
significativa en la duracién del suefio paradéjico en el grupo experimentat,
aunque el SOL también disminuye; estos cambios ocurren a expensas de un
aumento también significativo en los valores de la vigilia (Figura 7).

En este mismo grupo se realizaron registros de suefio de 24 horas a los
60 dias de edad, observandose que ia cantidad de suefio parad6jico disminuye
en el grupo experimental, sin embargo, las cantidades de la vigilia y el SOL, no
presentan cambios importantes. El anélisis del ciclo de [uz nos permite observar
cambios significativos en los tres estados de vigilancia para el  grupo
experimental: e} suefio paradéjico y la vigilia disminuyen, mientras que el SOL
aumenta. En el periodo de oscuridad bajo esta condicién experimental, ocurren
los siguientes cambios significativos: el suefio paraddjico disminuye y la vigilia
aumenia, mieniras que la cantidad total de! SOL nd sufre cambios importantes.
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Los registros de suefio a los 90 dias de edad permiten observar durante
las 24 horas de registro que la cantidad total del suefio paradgjico disminuye en
el grupo sometido a la inhalacién de 1 ppm de ozono durante los dias 0 a 7 de la
gestacion; mientras que el tiempo total de la vigilia y del SOL no se ven
madificados bajo esta condicién. Durante fa fase luminosa, vuelve a presentarse
una disminucidn significativa en las cantidades de SP vy de la vigilia, mientras
que el SOL presenta un aumento significativo. En el periodo de oscuridad, el sp
disminuye, la vigilia aumenta y el SOL no sufre modificaciones significativas
(Figuras 5,6y7).

EXPOSICION A OZONO DURANTE LA GESTACION MEDIA.

El grupo 4, que a continuacién se describe, estuvo formado por las crfas
de ratas expuestas durante la gestacién media (7 a 14 dias) por 12 heras
diarias, a la inhalacion de 1 ppm de ozono. El andlisis de los registros de suefio
de 24 horas para los animales de este grupo, muestra a los 30 dias una
disminucién significativa en la cantidad total del suefio paraddjico, asi como un
aumento en el tiempo de [a vigilia. En el periodo de luz, los cambios el SP
persisten, es decir, ocurrié una disminucion en esta fase de suefio, mientras que
el suefio de ondas lentas aumenté de manera significativa bajo esta condicién.
Ei analisis del periodo de oscuridad resulté también en una disminucién signifi-
cativa en la duracién del SP, mientras que la vigilia aumenté de manera también
significativa.

De ia misma manera, se realizaron estudios de 24 horas para este grupo a
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ESTADOS DE SUENO 24 HORAS
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Figura 6. Duracion de los estados de suefio en ratas contro!l y en ratas de 30 dias de edad expuestas
durante diferentes momentos de ia gestacion a la inhalacién de 1 ppm de ozono. Los valores promedio
n=10 (+E.E.) fueron analizados mediante la prueba ANOVA simple: * p< 0.01 , ** p< 0.001.
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Figura 6. Duracion . de . los estados de suefio en. el. psrivdo..de luz .en- ratas control y en  ratas de 30
dfas de edad expuestas durante difsrentes momentos de la gestacidn a la inhalacidn de 1 ppm de ozono
Los valores promedio n= 10 (+E.E.) se analizaron con la prueba ANOVA simple:* p< 0.61 , ** p< 0.001.
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Figura 7. Estad de vigilanci durante el perfodo de oscuridad en ratas control y en ratas de
30 dfas de edad expuestas en diferentes tos de la gestacisn a la inhalacidn de 1 ppm de ozono.

Los promedios n=10 (+E.E) se analizaron mediante la prueba de ANOVA simple: * p< 0.01, ** p< 0.001



los 60 dias de edad, los cuales resultaron en una disminucion en el tiempo de
suerflo paraddjico, mientras que la vigilia se vio aumentada significativamente. En
el periodo de luz, ocurrié también una disminucién en la cantidad total de SP y
de {a vigilia, mientras que el SOL aumenté de manera significativa. El analisis
de los estados de suerio en el perfodo de oscuridad también refleja disminucién
en el tiempo total de SP, asf como un aumento en el de la vigilia.

Los registros de sueio de 24 horas a los 90 dias de edad para este grupo
muestran también disminucién significativa del SP, en tanto que ia vigilia
presenta aumento significativo. Durante ia fase luminosa el SP y la vigilia
disminuyen, mientras que el SOL aumenta significativamente. En el periodo de
oscuridad, s6lo ocurre una disminucion significativa en la cantidad total del SP.

EXPOSICION A OZONO DURANTE LA GESTACION TARDIA.

Eil grupo 5 estuvo formado por las crias de ratas expuestas durante el
Gitimo tercio de la gestacion. Los registros de suefio de 24 horas en las ratas de
30 dlas de edad permiten observar cambios significativos en la cantidad totaf
del SP y la vigilia; el primero disminuye, mientras que la vigilia aumenta. En el
perfodo de luz, el SP disminuye, mientras que el SOL  aumenta
significativamente. El anélisis de los registros de suefio durante la fase oscura
presenta decrementos significativos para el SP y el SOL, mientras que la vigilia
se ve aumentada también de manera significativa.

A los 60 dias da adad, s& presenian nuevamente cambios en los estados

de vigilancia al analizar los registros de suefio de 24 horas; el suefio paraddjico
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disminuye significativamente. En el periodo de luz, el SP y la vigilia disminuyen,
en tanto que el SOL presenta aumento significativo. La fase obscura refleja
también disminucion en el tiempo total del SP,

Se realiz6 el andlisis de los registros de suefio de 24 horas para este
grupo a los 90 dias de edad y se encontré que el SP disminuye. Durante el
pericdo de luz ocurren disminuciones significativas para el SP y la vigilia,
mientras que el SOL se ve incrementado. El anglisis de los estados de vigilancia
en la fase oscura, muestra disminucién significativa en la duracién del SP
(Figuras 5,8y 7).

EXPOSICION A OZONO A LOS 30 DIAS DE EDAD.

Los grupos 6, 7 y 8 estuvieron formados por ratas de 30 dfas de edad que
inhalaron 0.35, 0.75 y 1.5 ppm de ozono respectivamente durante las 24 horas
del registro y que nunca antes habfan sido expuestas al ozono. Al comparar las

fases de suefio de estos grupos, con ratas control de 30 dlas de edad, se
observa que el SP disminuye y que la vigilia aumenta significativamente en
todas las condiciones. El analisis de los estados de suefio durante ef perfodo de
luz muestra los mismos efectos, es decir, el SP disminuye y ia vigilia aumenta
significativamente; sin embargo, el SOL aumenta también de manera
significativa en los animales expuestos a 0.75 y a 1.5 ppm de ozono. En el
periodo de oscuridad, se presentan nuevamente la disminucién significativa en
" la cantidad total del SP y ¢! aumento &n la vigilia. Finalmente, en el periodo de

oscuridad se observan los mismos cambios para estos grupos que en el andlisis
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Figura 8. Estados de vigilancia en ratas control y en ratas de 30 dfas de edad expuestas
durante 24 horas continuas a la inhalacidn de ozono. Los valores promedio n=10(+E.E.) expresados en
porcsntaje, se analizaron con la prueba ANOVA simple: * p< 0.01, ** p< 0.001.
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Figura 9. Estados de vigilancia en el periodo de luz de ratas control y de ratas de 30 dias de
edad expuestas durante 24 horas continuas a la inhalacidn de ozono. Los valores promedio (+E.E.) se

analizaron con la pruzba de ANOVA simple: n=10; * p< 0,01, ** p< 0.001.
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Flgura 10. Estad de vigilancia an el perfodo de oscuridad de ratas contro) y de ratas de 30
dias de edad expuestas durante 24 horas continuas a la inhalacidn de ozono. Se utllizo Ia prueba de
ANOVA simple para analizar las diferencias entre los grupos: n=10; * p< 0.01, ** p< 0.001.




de 24 horas, es decir, el suefio paradjico disminuye y la vigiia aumenta
significativamente en las tres condiciones experimentales (Figuras 8, @ y 10).

EXPOSICION A OZONO EN RATAS ADULTAS.

Se estudiaron los efectos de 3 concentraciones de ozono sobre el patron
de suefio de ratas adultas y se compararon con el patrén de suefio normal de un
grupo de ratas control (grupo 9), con el fin de conocer las posibles diferencias
entre efectos observados en ratas jévenes y adultas, asi como los efectos entre
diferentes concentraciones de ozono.

El andlisis de los registros de suefio para los grupos 10, 11 y 12,
formados por ratas aduitas expuestas a la inhalacién de 0.35, 0.75 y 1.5 ppm de
ozono respectivamente durante las 24 horas del registro, muestra los siguientes
cambios: la vigilia y el SP se encuentran disminuidos, mientras que e! SOL
aumenta significativamente. En el periodo de luz, la cantidad total del SP
disminuye, en tanto que la vigilia aumenta significativamente. En cuanto a los
cambios ocurridos en el periodo de oscuridad, se presentaron disminuciones
significativas en e} tiempo fotal de! SP vy la vigilia; bajo esta condicion, la
cantidad total del SOL se vio incrementada también significativamente (Figuras
11, 12y 13).
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Figura 11. Duracion de los estados de vigllancia en ratas controf
durante 24 horas continuas a Iz Inhalacion de ozono.
diante la prueba ANOVA simple: n=10; * p< 0.01, ** p< 0.001.
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Figura 12, Estados de vigilancla en el periodo de Juz de ratas control y de ratas adultas
expuestas durante 24 horas continuas a la inhalacién de ozono. Los valores promedio (+E.E.) se ana-
lizaron mediante la prueba ANOVA simple: n= 10; * p< 0.01, ** p< 0.001.
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Figura 13. Estados de vigilancia en el perfodo de oscuridad de ratas control y de ratas adultas
expuestas durante 24 horas continuas a la inhalacion de ozono. Los valores promedio (+E.E.) expre-
sados en porcentaje, se analizaron con la prueba ANOVA simple: n=10; * p< 0.01, ** p< 0.001.



CAMBIOS EN EL SUERO PARADOJICO.

'Se encontraron disminuciones significativas en el tiempo total de suefio
paradojico en todos los grupos experimentales con respecto a los grupos
control. Estos cambios se dieron tanto en el andlisis de 24 horas como durante
jos ciclos de luz y oscuridad (Figuras 14 y15).
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Figura 14. Cambios en 1a duracién del suefio paraddjico en ratas control y en ratas expuestas durante

la gestacion, la gestacion temprana, gestacion media y gestacidn tardfa a 1 ppm de ozono. Los prome-
dics (+E.E) se analizaron con ANOVA simple * p<0.01; ** p<0.001.
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Figura 15. Cambios en Ia duracion del SP en ratas jévenes y adultas control, asi como en ratas
jovenes y adultas expuestas a la Inhalacién de 0.35, 0.75 y 1.5 ppm de ozono durante 24 horas
continuas. Los promedioas (+E.E) ee analizaron con ANOVA simple * p<0.01; ** p<0.001.



DISCUSION.

En el presente estudio se someti6 a la inhalacién de ozono a ratas
gestantes y a sus productos se les realizé registro polisomnogréfico en
diferentes momentos de su desarrollo. Asimismo, se estudiaron las
consecuencias de la exposicién a diferentes concentraciones de ozono durante
24 horas en ratas jévenes de 30 dias de edad y en ratas adultas. Se encontraron
diferencias en Ia organizacion del suefito en todas las condiciones
experimentales, particularmente, se dieron reducciones significativas en la
duracion def suefio paraddjico. Los efectos fueron mas severos en aquellos
animales que fueron expuestos durante el periodo prenatal. En el resto de las
condiciones experimentales, los animales jovenes fueron mas afectados que los
adultos y las consecuencias de la inhalacién de ozono fueron mas severas en
animales expuestos durante 24 horas a concentraciones aitas.

Es conocido el hecho de que a los 30 dias de edad, [a rata presenta
mayor cantidad de suefio paradéjico que en [a edad adulta, y que la disminucién
en la duracién de esta fase de suefio produce un aumento en la vigilia. Lo
anterior se corrobora en la duracidn de los estados de vigilancia de las ratas de
nuestro estudio. Sin embargo, en las ratas juveniles cuyas madres estuvieron
expuestas a la inhalacién de ozono durante la gestacién, las cantidades de
suefio paraddjico se encuentran disminuidas de manera permanente y fa vigilia
se encuentra aumentada; mientras que en las adultas, ademéas de Ila
disminucion en el suefio paraddjico, disminuye también !a vigiliay en el suefio
de ondas lentas se registra un aumento. Todos los cambios anteriores ocurren a
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manera dosis-respuesta, es decir, los efectos son mas severoé mientras mayor
sea la concentracién de ozono empleada. Las diferencias en los efectos de la
exposicion a ozono sobre los estados de vigilancia en ratas jévenes y adultas
pueden ocurrir como consecuencia de que las primeras presentan mayor
actividad motriz durante los dos primeros meses de edad; entonces, la
disminucién en el suefo paradéjico se refleja en un aumento en la vigilia y
probablemente en la conducta de estos animales. Por otro lado, la exposicion a
ozono se realizo en el caso de las ratas jévenes en el momento en que aun su
SNC es més vulnerable que el de los animales adultos (Dobbing y Sands,
1870).

Se sabe que las estructuras nerviosas que regulan el suefio y la vigilia
maduran en diferentes momentos del desarrollo. El suefio paradéjico depende
principalmente de la actividad de las células reticulares pontinas. Estas células
alcanzan su madurez en el periodo intrauterino. Por otro lado, el suefio de ondas
lentas aparece en el momento en que ocurren interconexiones entre el tdlamo y
la corteza cerebral; hecho que ocurre entre los 10 y 16 dias de edad en fa rata
(Jouvet-Mounier, 1969). Otro hecho que apoya las diferencias en la severidad
de los efectos en animales jovenes y adultos expuestos a la inhalacién de ozono
es que las neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas deben establecer
contacto en el tallo cerebral y remotamente en la corteza cerebral. Una de las
funciones de ambos tipos de células es la inhibicién y la disminucién en la
duracion del SP durante las primeras semanas posnatales, Lo anterior ocurre
debido a un incremento en el control inhibitorio aminérgico; ademas, durante el
mismo periodo las neuronas se vuelven menos sensibles a la acetilcolina, que es
el neurotransmisor que interviene primordialmente en la aparicion del SP
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(Hobson, 1972).

El sistema nervioso central es muy vulnerable a los cambios ambientales,
especialmente si estos ocurren durante el desarrolio del mismo. La severidad
del daio depende del momento en que se presentan las variaciones y
generalmente se ha reportado que estos dafios son irreversibles (Kavleck y
cols., 1979; Cintra y cols., 1988; Gunninson y cols., 1992). A este respecto, un
area de especial interés lo constituye el estudio del ciclo suefio-vigilia. Los
resultados del presente estudlo, muestran claros efectos sobre la organizacién
del suefio en fodas las ratas expuestas al ozono. De esta manera, es probable
que estas condiciones afecten el desarrollo de las estructuras involucradas en la
regulacién del ciclo suefo-vigilia y que en organismos gque presentan ya
desarrollado su sistema nervioso, la exposicién al ozono afecta también de
manera selectiva, los mecanismos generadores del suefio paraddjico.

La vulnerabilidad del SNC durante el desarrollo, se manifiesta
principalmente en las células que sufren mitosis, en las que migran y en las que
se encuentran en fase de mielinizacion, siendo todas ellas mas sensibies a los
agentes neurotdxicos. El dafio a estas células puede resultar de la inhalacién de
varios agentes guimicos, 6 por la ingestion de alguno de ellos, por ejemplo,
algunos medicamentos como la talidomida y los corticosteroides; algunos
citotoxicos como la S-azacitidina; aditivos de  alimentos como son el
benzantraceno y el benzopireno; la accién de ciertas hormonas como es el caso
de la tiroxina; drogas de abuso como el alcohal, los disolventes industriales y los
opi4ceos; los metales pesados cloruro de metil-mercurio y plomo; los pesticidas
érganoclorados y fosforados; y otros (Eccles y Annau, 1982; Lorenzana-Jiménez
y Salas, 1980, 1983, 1985; Kira y cois., 1988; Kishi y cols., 1992). Con los datos
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de nuestro estudio, a pesar de que s6lo se realizé andlisis electrofisiolégico,
podemos suponer que en los modelos empleados bajo exposicién a ozono, se
esta produciendo a nivel celular, un dafio similar a aquel producido en los
experimentos con sustancias neurotéxicas.

La diferenciacion del SNC no sélo ocurre en el perfodo intrauterino, sino
que se extiende al periodo posnatal, de esta manera, se han descrito diferentes
periodos en los que los organismos son especialmente vulnerables a [a accion
de agentes exdgenos; en el caso de la rata, este perfodo se extiende al primer
mes de vida (Dobbing y Sands, 1979). De esta manera, el daiio producido
prenatalmente como consecuencia de la exposicién a ozono, podria extenderse
hasta los primeros dias posnatales; asimismo, los animales jévenes expuestos
solo durante 24 horas a la inhalacién de ozono, adn se encontraban en el
periodo de mayor vulnerabilidad del SNC; razén por la cual, se vieron méas
afectados que los aduitos.

No se conoce una relacion dosis-efecto directa. Los agentes t6xicos
administrados prenatalmente no solo destruyen neuronas, sino que alteran la
funcién de grandes redes neuronales, lo que complica en Gltima instancia la
expresion de la toxicidad conductual. Los estudios experimentales muestran que
el SNC en desarrollo, es mas susceptible a los agentes neurotéxicos que el
de los adultos (Thornburg y Moore, 1976). Es sabido que los sistemas
antioxidantes tales como la vitamina E y las enzimas Cu-Zn super
oxidodismutasa y glutation peroxidasa se encuentran disminuidas en el tejido
fetal (Gunther y cols., 1993). EI SNC es muy susceptible al estres oxidativo
provaocado por la presencia de radicales libres; esta susceptibilidad se ha
atribuido a que el sistema nervioso posee un alto contenido de sustancias
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antioxidantes - amortiguadoras, asl como a la misma produccién endégena de
radicales libres que se generan durante el metabolismo celular. Dicha
susceptibilidad es mayor cuando el sistema nervioso se encuentra en desarralio.
Por lo anterior, el impacto del ozono y sus productos de reaccién es mayor
mientras el organismo sea mas joven, 6 bien cuando se empleen altas dosis de
este contaminante.

Se ha concluido que el periodo del dia 13 al 18 de la gestacién en la rata,
es critico para el desarrollo de la conducta, ya que el dafio producido durante
este periodo puede afectarla severamente (Dobbing y Sands, 1979). En nuestro
estudio se incluyd un grupo de ratas cuyas madres fueron expuestas a ozono
durante la gestacion tardfa, que comprende el intervalo entre los 14 y 21 dfas de
gestacién. En este grupo de ratas se realizaron estudios de suefio en un
ambiente libre de contaminantes a los 30, 60y 90 dias de edad y se encontraron
claros efectos sobre la organizacién def suefio. La inhalacién crénica de 1 ppm
de ozono durante la gestacién v en diferentes intervalos de ésta, disminuye
significativamente las cantidades de SP tanto en el andlisis por periodos de luz y
oscuridad como a lo largo de todo el registro. Los efectos persistentes en la
cantidad del suefio paraddjico a lo largo del ciclo suefio-vigilia apoyan la
hipttesis de que el ozonc estd actuando de manera selectiva sobre los
mecanismos generadores de esta fase de suerio en particular y que los efectos
sobre los demas pardmetros podrian ser consecuencia de un  efecto
compensatorio (Paz y Bazan-Perkins, 1992). Lo anterior esta apoyado también
por el hecho de que tanto ratas jévenes como adultas presentan variaciones
similares al ser expuestas durante 24 horas a la inhalacion de diferentes

concentraciones de ozono.
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Los estudios de suefio en ratas normales sefialan que son anirmales
nocturnos, es decir, son mas activos durante el ciclo de oscuridad y que
ademds, como otros mamiferos ya estudiados, presentan predominantemente
SP al momento del nacimiento, estos valores disminuyen en la medida en que el
SNC de estos animales se va desarroilando y los valores del SOL y de Ia vigilia
aumentan de manera concomitante (Jouvet-Mounier y cols., 1969; Grams-
bergen, 1976; Hobson, 1989). Lo anterior es evidente en los valores de los
grupos control en el presente estudio, sin embargo, al analizar los estados de
vigilancia tomando en cuenta el ciclo |uz-oscuridad, ocurre una inversion de este
ciclo en el grupo expuesto durante toda la gestacion, ya que las ratas pasaron
mas tiempo en vigilia en el periodo de luz y a su vez, se mostraron mas activas,
mientras que en el ciclo de oscuridad pasaron mas tiempo en suefio de ondas
lentas. Esto sugiere que la inhalacién de O3 durante la gestacién puede estar
afectando también de manera selectiva, las estructuras nerviosas involucradas
en la regulacién de los ritmos circadianos. Cabe mencionar, que los animales
expuestos a ozono durante los diferentes tercios de ia gestacion y aquelios que
fueron expuestos después de nacidos no presentaron la inversion del ciclo.

De acuerdo a la hip6tesis de que el SP favorece el desarrollo del SNC en
los mamiferos (Jouvet-Mounier y cols., 1969; Coons, 1987; Alfoldi y cols., 1990)
y que durante la gestacion existe mayor vulnerabilidad ante los cambios
ambientales sobre los organismos (Sobotka y cols., 1974; Annau y cols., 1986),
es probable que los efectos de la contaminacion del aire estén incidiendo sobre
la presencia de trastornos del sueflo ¢ del desarrollo de éstos, secundarios a
problemas ambientales; tomando en cuenta que la (Oitima clasificacién
diagndstica de los trastornos del suefio, inciuye un apartado especial que hace
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referencia a este tipo de alteraciones (American Sieep Disorders Association -
ASDA, 1980). La disminucion en la duracion del suefio parad6jico que ocurre a
expensas de un aumento en la duracién del suefio de ondas lentas durante ias
primeras semanas de edad en la rata, se consideran signos de madurez del
SNC, en los animales expuestos a ozono durante la gestacién y en los
qiferentes momentos de ésta, no se observa esta caida en la duracién del SP.
Este hecho, apoya la hipétesis de que se esta afectando el desarrollo del SNC
en ratas expuestas a ozono durante la gestacion.

La administracién de sustancias neurotéxicas durante la gestacion, altera
el desarrollo fetal, aunque algunas pueden producir efectos que no se atribuyen
a la exposicioén prenatal (Hutchings, 1978). La exposicién prenatal a estas
sustancias, produce alteraciones en la funcién neuronal, la cual ha sido
mostrada ampliamente en modelos animales expuestos a bajas concentraciones
de un téxico, sin embargo, no existen hasta el momento evidencias suficientes
de dafio cerebral en el hombre, ni tampoco se conoce con exactitud si el feto
humano es més sensible que los de otras especies a la exposicion prenatal
de agentes neurotdxicos (Kabat y cols., 1985; Annau y Eccles, 1986). En el
presente trabajo se estudiaron los efectos de un contaminante ambiental ai que
estamos expuestos los habitantes de las grandes ciudades. Los estudios previos
han abordado el problema a partir de sustancias neurotoxicas que afectan sélo a
determinados sectores de la poblacién, por lo tanto, el estudio de los efectos que
el ozono produce en arganismos en desarrollo, como en aquellos que han
alcanzado la madurez, aporta nueva informacién para conocer los dafios que
este agente pudiera producir en el organismo humano.

Hasta el momento no existen reportes que indiquen con precisién los
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efectos que el ozono produce sobre e] SNC en desarrollo. El presente modelo
resulta un buen indicador, ya que el suefio es una de las funciones importantes
del organismo, que es regulada por el SNC. Es muy probable que los productos
de reaccion del ozono estén afectando a las células nerviosas en sus procesos
de divisién, migracién y proliferacion. Lo anterior interfiere con el desarrollo de
los sistemas de defensa antioxidantes que ocurren bajo condiciones normales de
crecimiento (Gunther y cols., 1993; Miyazawa y cols., 1993; Subramanian y
cols., 1993); y en consecuencia, algunas de las funciones reguladas por el SNC
se ven afectadas por esta condicién, entre ellas, la organizacion de los estados
de suefio,

Cuando un organismo en desarrollo es expuesto a algin téxico, se
produce un dafio a nivel del sistema nervioso en el que no necesariamente se
ven afectadas estructuras especlficas como las dendritas, las espinas
dendriticas u ofros organelos neuronales. Puede ocurrir también uné
disminucién en el nimero de las espinas, alteracién de la maduracidn sinaptica
del cerebelo con retardo en la diferenciacién neuronal de la corteza cerebral.
Estas alteraciones se veran necesariamente relacionadas con disfunciones
neurolbgicas (Volk, 1984). Es probable que en los animales experimentales que
participaron en nuestro estudio, los dafios sobre el SNC se reflejen en las
alteraciones del suefio detectadas.

El fenémeno de plasticidad neuronal, sin embargo, puede permitir algun
tipo de recuperacién funcional (Escobar y Salas, 1987). Los resultados
obtenidos en el presente estudio, muestran que el dafio en Ias ratas que fueron
expuestas a Ja inhalacién de ozono durante |a gestacion y en diferentes

momentos de ésta, es irreversible, ya que los efectos fueron permanentes al
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realizar estudios polisomnograficcs a los 30, 60 y 90 dias de edad.

Los efectos del ozono han sido descritos con mayor detalle en el aparato
respiratorio (Bassett y cols., 1988; Van y cols.,, 1988}, no obstante, también se
han descrito efectos extrapulmonares, a pesar de que hasta el momento no
existe evidencia de que el ozono penetre mas alla del pulmoén (Tepper y Weiss,
1986; Tepper y cols., 1989; Arito y cals., 1992; Huitrén-Reséndiz y cols., 1994).
" 8in embargo, una de las hipdtesis mas aceptadas hasta el momento en cuanto a
los efectos del ozono sobre los organismos, es la formacién de radicales libres,
los cuales podrian ser transportados via sanguinea hacia las estructuras
nerviosas que intervienen en la regulacién del ciclo éueﬁo-vigilia (Paz vy
Bazan-Perkins, 1992). El SNC es muy susceptible a la acci6n de los radicales
libres, particularmente sobre algunas patologias degenerativas (Haugaard,
1968; Halliwell y Gutteridge, 1985; Thordstein y cols., 1993). Los efectos
daiiinos de los radicales libres, también han sido demostrados en modelos
experimentales de dafio cerebral (Kontos y Jacobs, 1986; Kitagawa y cols.,,
1990). Los efectos sobre el patrén de suefio en ratas de 30 dias y en ratas
adultas expuestas a diferentes concentraciones, podrian darse a consecuencia
de los productos de reaccién del ozono. En el caso de las ratas que fueron
expuestas durante la gestacion y en los diferentes intervalos de ésta, es probable
que los radicales libres pudieran atravesar la barrera placentaria y afectar los
mecanismos de formacién y desarrollo del SNC, produciendo una
susceplibilidad acrecentada durante la diferenciacion celular y afectando entre
otras funciones, la organizacion del ciclo suefo-vigilia.

Los efectes de! dafio cerebral producido por los agentes neurotdxicos
sobre el feto, no se presentan en la madre. Algunas razones deben existir para
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explicar la sensibilidad del SNC en desarrollo, el cual se acompafia de una
disminucién en la proteccién de la barrera hematocerebral, probablemente
debida al dafio celular producido por la formacion de radicales libres (Thornburg
y Moore, 1976). Las sustancias que cruzan la barrera placentaria alcanzan el
cerebro fetal con gran facilidad. Los sistemas que metabolizan drogas se
desarrolian después del nacimiento, por lo que la capacidad del feto para
metabolizar es muy baja. Estos factores combinados con la répida proliferacion
de células durante la gestacién, favorecen el dafio producido por los agentes
neurotoxicos (Spyker y Smithberg, 1972; Baliatori y Clarkson, 1982). En nuestro
estudio, el patron de suefio de las madres que estuvieron expuestas a 1 ppm
de ozono durante la gestacion también debi6 verse afectado, ya que a pesar de
no haber realizado registros polisomnogréficos en [as madres, las ratas jévenes
y adultas que fueron expuestas a concentraciones menores de 1 ppm de 0zono
durante 24 horas, presentaron alteraciones de suefio.

Los efectos de la desnutricién pre y posnatal sobre el suefio en ratas
ocurren principalmente sobre el suefio paradéjico, esta fase de suerio aumenta
significativamente en el perfodo de luz en ratas desnufridas después del
nacimiento (Forbes y cols., 1977, Cintra y cols., 1988). Si se restringe de
alimento a las ratas madres durante la gestaciéon y a sus crias durante la
lactancia, el suefio paraddjico de estas Gltimas disminuye durante el periodo de
luz y aumenta en el periodo de oscuridad, como consecuencia de este fenémeno
compensatorio, no existen diferencias al analizar las 24 horas de registro (Salas
y cols, 1983). La exposicion prenatal al ozono produce disminucion significativa
en e pcso de las raias; esio no representa un modelo de desnutricion, sin

embargo, los efectos sobre el suefio paraddjico son mas severos que en los
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modelos anteriores, dando como resuitado cambios a largo plazo en la
distribucién de las fases de suefio, lo cual podria causar una interferencia con
los procescs de desarrolio de las estructuras nerviosas involucradas en la
regulacion del ciclo suefo-vigilia y ia ritmicidad circadiana.

Se ha reportado un incremento en la taza de liberacién de acetilcolina en
la corteza cerebral que acompafia a la desincronizacion electrogréafica observada
durante el SP (Jouvet, 1969, 1972). Tomando en cuenta que la accidn de las
monoaminas es importante en la presentacion de las diferentes fases de
suefio, y que la exposicién a ozono produce cambios importantes en las
concentraciones de estas sustancias, particularmente de !a serotonina (Skillen y
cols., 1966). Recientemente se han reportado cambios en las concentraciones
de monoaminas en ratas adultas expuestas durante 24 horas a la inhalacién de
1 ppm de ozono. Por ofro lado, algunas alteraciones del suefio han sido
relacionadas con un aumento de serotonina a nivel pontino, asl como un
aumento de este neurotransmisor y su metabolito el 4cido 5-hidroxiindolacético
tanto en el puente como en el mesencéfalo, mientras que ambas sustancias
disminuyen en el hipotalamo (Huitrén-Reséndiz y cols., 1994). Es probable que
estos efectos estén presentes en animales expuestos durante la gestacién, asi
como en animales jovenes. Se sabe que la acetilcolina y la serotonina
intervienen de manera importante en la regulacién del suefio y la vigllia
(Morgane y Stern, 1972); entonces, si la exposicion a ozono afecta las
concentraciones de estos neurotransmisores en animales adultos, es muy
factible que este fenémeno se esté presentando en animales en desarrollo y en
animales jovenes expuestos al contaminante.

Otros aminoacidos excitadores 6 inhibidores como el glutamato y el GABA
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se liberan en la corteza cerebral en relacién a la activacitn electrografica de los
diferentes estados de suefio (Steriade y McCarley, 1990; Steriade, 1992).
Algunos cambios en los contenidos de las catecolaminas y otros
neurotransmisores se  han correlacionado con las alteraciones conductuales
provocadas por la administracion de agentes toxicos (Sobotka, 1874). Tam-
bién se ha observado una reduccion significativa en el contenido de la
serotonina y norepinefrina a nivel det mesencéfalo (Hughes y Annau, 1976).
Hilaire y cols., reportaron en 1993 que los cambios en el metabolismo de
la serotonina pueden facilitar la ocurrencia de la apnea obstructiva de sueito,
trastorno respifatorio que se presenta Gnicamente durante el suefio, y que no
necesariamente refleja Ia existencia de alguna patologia respiratoria durante la
vigilia (Megiriany cois., 1980; Ballard y cols., 1990). Los autores mencionados
reportan la presencia de apneas obstructivas en ratas neonatas, como resultado
de cambios metabdlicos en la serotonina. Por otro lado, se sabe que la hipoxia
es una de las consecuencias de la exposicién a grandes concentraciones de
ozono;, la hipoxia a su vez, es el resultado de los trastornos respiratorios
inducidos por el suefio como son las apneas de tipo central y obstructivas
(Laszy y Sarkadi, 1990). Lo anterior debe considerarse al analizar los resuitados
de nuestro estudio. Es probable que estén ocurriendo cambios en el
metabolismo de los neurotransmisores que tienen mayor participacién en la
regulacion del ciclo suefio-vigilia y que ademas, los cambios en la organizacion
de los estados de suefio observados en nuestros animales experimentales, se
deban en parte a la presencia de trastornos respiratorios que se den

secundarios & ia inhalacion de ozono.
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CONCLUSIONES.

La inhalacién de ozono produce los siguientes efectos sobre la
organizacion del suefio:

Alteraciones en las fases de suefio, destacando una disminucién en la
duracién del suefio paraddjico; la severidad del dafio depende tanto de la edad
de los animales, como de la concentracién utifizada. En cuanto a la edad,
aquellos animales expuestos durante su desarrollo se ven més afectados que
los ya desarroilados. Por lo que respecta a las concentraciones de ozono
empleadas, se observé que mientras mas altas sean éstas, mayor serd el
impacto sobre la organizacién del suefio.

Cuando las ratas fueron expuestas a ozono durante la gestacion, se
produjo ademas una inversién del ciclo suefio-vigilia y los efectos permanecen
de manera irreversible hasta la edad aduita.
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