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RESUMEN 

La exposicibn prenatal al ozono (03) produce una reduccibn permanente del sueilo de movimientos oculares rbpidos en ratas. 

Ademas, la exposicibn a este contaminante en la edad adulta conduce a alteraciones motoras y bioquimicas en el sistema ne~ioso 

central (SNC). Nosotros evaluamos la hipbtesis de que el estds oxidativo, inducido prenatalmente por 03, puede producir dallos 

morfolbgicos en el SNC. Se utilizaron tres camadas de ratas testigo expuestas durante la gestacibn al aire libre de contaminantes y una 

camada expuesta a 1.0 parte por millbn (ppm) de 03. LOS analisis histolbgico y planimbhico a doble ciego fueron realizados en cortes 

sagitales del Ibbulo anterior del vermis cerebelar a las edades postnatales de 0, 12 y 60 dias (P-0, P-12 y P-60). Previo al examen 

. histolbgico se realizaron pruebas conductuales, presentando las ratas expuestas al 03 madurez postural en la prueba de geotaxis 

negativa y en el angulo de la cabeza respecto al nivel del agua en la prueba de nado, asi como una disminucibn en el porcentaje de 

alternancia de 46.7% en la prueba del laberinto en T. Histopatolbgicamente, en la camada expuesta al 0% encontramos en las cklulas 

de Purkinje: signos de necrosis como vacuolizacibn citoplasmica y condensacibn de la cromatina a la edad P-0; alargamiento celular y 

dendrltico y cambios nucleolares a la edad P-12; y signos de apoptosis tales como dispersibn de grumos de Nissl, fragmentacibn y 

condensacibn de la cromatina hacia la membrana nuclear a la edad P-60. En el analisis planimktico, el Ibbulo anterior del vermis 

cerebelar de la camada expuesta al 03 fue significativamente menor al de las testigo. Para complementar la informacibn obtenida, 10s 

cerebelos de las crias de otras tres ratas expuestas a103 durante toda la gestacibn y de las chas de otras tres ratas desarrolladas en un 

ambiente libre de contaminantes se procesaron para inmunohistoquimica y se compararon en 10s dias posnatales 0, 5. 10. 15, 20 y 25, 

para determinar efectos sobre la astroglia y la sinaptogknesis. Nuestras obse~aciones indicaron que la aplicacibn prenatal de 0 3  

produce entre 10s dias P-10 y P-25 un decaimiento en la sinaptogbnesis, evidenciada por una escasa inmunoreactividad al anticuerpo 

sinaptofisina en las areas principales de sinaptogknesis como la capa molecular y 10s grandes glom8rulos. Por otro lado, en las ratas 

expuestas al 03se obsewb, entre las edades P-15 y P-25, una gliosis focal con cblulas de Bergmann intensamente inmunoreactivas al 

anticuerpo proteina fibrilar acida glial adyacentes a las cklulas de Purkinje. Concluimos que como resultado del estds oxidativo inducido 

por la exposicibn a altas concenkaciones de 03 (1.0 ppm) durante la gestacibn, se produce muerte neuronal y se afectan en el corn, 

mediano y largo plazo 10s programas de desarrollo neuronal, provocando dallos morfofisiolbgicos permanentes en el SNC de la rata. 



1.1 EL OZONO COMO CONTAMINANTE 

El hombre ha transformado de manera drastica la atmosfera, con el empleo de combustibles 
fosiles y sustancias quimicas diversas que producen materia o energia que no puede elirninarse de 
manera eficaz del sistema, por lo que se modifica constantemente la composition atmosferica (Suarez, 
1991). 

Ademb de 10s contaminantes primarios derivados de la utilizacion de diversas fuentes de energia 
(bioxido de azufre, monoxido de carbono, hidrocarburos, bibxido de nitrogeno, oxidos de nitrogeno, etc.), 
en la atmbsfera estan presentes contaminantes secundarios como las emisiones acidas y las 
fotoquimicas. Las primeras se deben a la transformacion quimica del bioxido de azufre y de 10s 6xidos de 
nitrogeno, y las segundas se producen cuando 10s rayos ultravioleta acttian sobre el bibxido de nitrogen0 
(N02) liberando oxigeno atomico, radicales organicos, nitrato de peroxiacetilo y ozono (03) (Favez, 
1986). 

En ocasiones el 03 u otro contaminante tiene relevancia sobre 10s demas y es caracteristico de 
una ciudad, pudiendo estar presente todo el atio o parte de este, por lo que es importante conocer sus 
efectos nocivos. 

La zona Metropolitana de la Ciudad de Mexico se localiza en una cuenca cerrada a una altitud de 
2240 metros sobre el nivel del mar, se encuentra rodeada de montatias con altitudes medias de 600-800 
m., esta sujeta a contrastes tbmicos entre las areas rurales y urbanas que dan como resultado una alta 
incidencia de inversiones termicas, las cuales mantienen la capa de aire contaminado cerca de la 
superficie. La frecuencia de inversiones termicas es de aproximadamente 200 noches por alio, 
especialmente durante la noche y primeras horas de la maiiana (Jauregui, 1993). 

En Mexico, la Cornision Metropolitana para la Prevencibn y Control de la Contaminacion Ambiental 
en el Valle de Mexico y el Sistema denominado Red Automatics de Monitoreo Atmosferico, se encargan 
de medir 10s niveles de 03, bioxido de azufre, partlculas suspendidas totales y algunos otros 
contaminantes (Cano-Valle y col., 1991). 

El Norte de la ciudad se caracteriza por contaminantes como particulas suspendidas totales, 
bibxido de azufre y metales pesados, mientras que el area central tiene niveles elevados de monoxido de 
carbono (CO) y oxidos de nitrogen0 (NOx) y el Sur por altos niveles de contaminantes secundarios como 
el 03(Cano-Valle y col., 1991). 

Se presentan anualmente un gran nlimero de ocasiones en las que se sobrepasan 10s limites 
aceptables para la calidad del aire. Asi, para el 03 10s limites de 0.1 1 partes por millon (ppm), por una 
hora, un dia por atio (EPA, 1991) son rebasados durante varios dias al atio en la Ciudad de MBxico 
(Instituto Nacional de Ecologia, 1993). El nivel de 0 3  rnhs alto reportado en el ambito mundial es de 0.6 
ppm (National Research Council Committe, 1977). 

Con el objeto de comprender 10s efectos nocivos del 03 como contaminante, se han realizado 
estudios epidemiologicos que muestran un aumento progresivo en la asistencia a centros hospitalarios 



(Liepfert, 1993) y en el ausentismo escolar (Romieu y col., 1992) relacionados con 10s altos indices de 
contaminacibn ambiental por 03. AS/, en diferentes paises del mundo, como en Mexico (Spektor y col., 
1988; Romieu y col., 1992; Castillejos y col., 1992), en 10s Estados Unidos (Kilburn y col., 1992; Gerrity y 
col., 1994), en Francia (Boissavy-Vinau., 1995) y e n  Alemania (Schwartz y col., 1991) se ha demostrado 
una clara relacibn entre las enfermedades respiratorias y la exposicion al 03 por contaminacibn 
ambiental. 

Debido a que el 03 es un gas, las alteraciones mhs frecuentes sobre la salud se refieren al sistema 
respiratorio. Estudios histologicos en individuos originarios de ciudades no contaminadas que fueron 
expuestos durante 60 dias a 10s niveles de 03 presentes en la Ciudad de Mexico mostraron signos 
francos de displasia en la mucosa nasal (Calderon y Roy, 1993). Tambikn han sido demostradas 
hiperplasia y metaplasia en el epitelio de la mucosa nasal con un alto nivel de replicacion de DNA en 
ratas expuestas a 0.8 pprn de 03 durante seis horas (Johnson y col., 1990; Hotchkiss y col., 1991). 
Mientras que a nivel bronquioalveolar se ha reportado hiperplasia de 10s neumocitos tipo II y de las 
celulas no ciliadas despues de 2 a 3 dias de exposicibn con 3.0 pprn de 03 durante cuatro horas 
(Hiroshima y col., 1987). 

Estudios de campo y epidemiolbgicos han indicado efectos agudos como irritacibn en 10s ojos, 
nariz y garganta, dolor en el pecho, tos, dolor de cabeza y disminucion en las pruebas funcionales del 
aparato respiratorio en ninos y en asmhticos a dosis menores de 0.1 pprn de 03 (Hackney y col., 1975, 
Hackney y col., 1977, Lategola y col., 1980). 

1.2 LA EXPOSICI~N AL OZONO COMO MODEL0 EXPERIMENTAL 

1.2.1 Efectos en la edad adulta 

1.2.1.1 Efectos conductuales 

En ratones se ha evaluado la latencia de huida a la exposicion al03, midiendo el tiempo requerido 
por 10s ratones para escapar de sus emanaciones, encontrandose que en 10 minutos el 100% de 10s 
animales lo lograron (Tepper y col., 1985). Se ha demostrado que la actividad motora gruesa, como la 
carrera, disminuye 50% en ratones expuestos por seis horas de 0.2 a 0.5 pprn de 03 (Murphy, 1964). La 
carrera y el tiempo de arranque disminuyen progresivamente con el aumento de 0.5 a 1.0 pprn en la 
concentracibn de 0 3  (Tepper y col., 1982). Tambien la conducta operante en ratas expuestas durante 6 
horas entre 0.1 y 2.0 pprn de 03,  muestra una disminucibn lineal de la conducta aprendida (Weiss y col., 
1981). Asi mismo, disminuyen las conductas de bebida e ingesta en ratones (Umezu y col., 1993). 

1.2.1.2 Efectos neuroquimicos y fisiol6gicos 

Estudios neuroquimicos han reportado aumentos en el metabolismo proteinico del encefalo en 
ratas expuestas a 1.0 pprn de 03 (Benuck y col., 1993) y en 10s niveles de neurotransmisores implicados 



en la generation del sueiio en ratas expuestas a diferentes tiempos y dosis (1.0-1.5) de 03 (Huitron- 
Resendiz y col., 1994, Paz y Huitron-Resendiz, 1996, Gonzalez-Piiia y Paz, 1997). 

Estudios fisiologicos han indicado un aumento de la frecuencia del potencial de accion el nervio 
nasopalatino de la rata, expuesta a 5 pprn de 03 durante una hora (Kulle y Cooper, 1975), y deficit 
funcional en la via visual de la rata expuesta a 1.5 y 3.0 pprn de 0 3  consistente en una disminucion de 
10s componentes de 10s potenciales visuales evocados en la corteza visual y el nucleo geniculado lateral 
(Custodio-Ramirez y Paz, 1997). Asi como una disminucion significativa del sueiio de movimientos 
oculares rapidos (MOR) en ratas (Arito y col., 1992, Paz y Huitrbn-Resendiz, 1996) y gatos (Paz y 
Bazan-Perkins, 1992) expuestos a concentraciones de 0.2 a 1.2 pprn de 03. 

1.2.2 Efectos en el desarrollo 

Estudios en ratas y ratones despues de la exposicion al 03 han mostrado efectos diversos sobre 
el desarrollo. En ratas, la exposicion a 0.2 pprn de 03 en 10s dias 6-9 de gestacion disminuye el numero 
de implantes. La exposicion a 1 pprn durante el final de la gestacion produce retraso en el crecimiento 
neonatal, y la exposicion a 1.49 pprn a la mitad de la gestacion aumenta las reabsorciones embrionarias 
in utero y reduce el peso fetal y la osificacion (Kavlock y col., 1979). En ratones, la exposici6n a 0.2 pprn 
de 0 3  durante la gestacion y lactancia produce una disminucion en el tamaiio de la camada y aumento 
en la muerte neonatal (Veninga, 1967). Tambien se ha encontrado que la exposicion a 0.2, 0.4 y 0.6 pprn 
de O3 desde el inicio y hasta el dia 17 de gestacion no produce efectos significativos sobre el patron 
reproductivo ni sobre el desarrollo somatico (Petruzzi y col., 1994). Asi mismo, la exposicibn al 03 (0.4, 
0.8 y 1.2 ppm) no afecta significativamente la duracion de la gestacion, el tamaiio de la camada, la 
proporcion de sexos ni la mortalidad neonatal (Bignami y col., 1994). 

1.2.2.1 Efectos conductuales y fisiologicos 

La exposicion de ratones al 03 (0.2, 0.4 y 0.6 ppm) desde el inicio hasta el dia 17 de gestacion 
disminuyb la exploracibn y aument6 el autocuidado en 10s periodos prejuvenil y juvenil (Petruzzi, 1994). 
Por otro lado, la exposicion durante la gestacion tardia (E-17-20) produjo retardo de 10s reflejos 
tempranos (reflejo de enderezamiento, apertura de ojos) y en la conducta en campo abierto (erguirse 
sobre las patas posteriores, movimientos horizontales y autocuidado) (Kavlock y col., 1980). 

En ratones jbvenes y adultos, algunas conductas se encontraron disminuidas cuando la exposicion 
al 03 (0.6 ppm) se aplico durante toda la gestacibn y hasta 10s dias posnatales 22-26, como son: erguirse 
sobre sus patas posteriores, el olfateo, la actividad de autocuidado y la adquisicibn de la conducta de 
evitacion pasiva (Dell'Omo y col., 1995a; Dell'Omo y col., 199513). 

La exposicion de ratones al 03 (0.6 ppm) durante toda la gestacibn y extendida hasta el destete 
produjo en la edad adulta un aumento significativo de la velocidad de nado y una tendencia a girar a la 
izquierda, mientras que 10s controles giraron preferentemente a la derecha (Dell'Omo y col., 1995b). 

El efecto fisiologico mas sorprendente ha sido la disminucion permanente del sueiio de 
movimientos oculares rapidos encontrada en ratas a 10s 30, 60 y 90 dias de edad estudiadas en un 



ambiente libre de contaminantes cuyas madres permanecieron expuestas 12 horas diarias durante toda 
la gestacibn a 1 .O ppm de 03 (Haro y Paz, 1993). 

1.3 EL OZONO COMO INDUCTOR DE ESTRES OXlDATlVO 

A traves de la vida en una atmbsfera oxigenada, las especies reactivas de oxigeno (incluidos 10s 
radicales libres) se forman constantemente. Estas especi'es reactivas de oxigeno atacan todas las 
sustancias organicas de las celulas (Gunther y col., 1993). 

Cuando la producci6n de radicales libres aumenta y el atrapamiento de estos radicales o la 
reparacibn de las moleculas oxidadas disminuye, o ambos, entonces se habla de esfrhs oxidafivo. Este 
desequilibrio resulta en la formacibn y acurnulacion de moleculas oxidadas que pueden causar disfuncibn 
de las c6lulas y provocar su muerte (Simonian y Coyle, 1996). 

Los radicales libres, especialmente el radical hidroxilo (HO.) y el peroxinitrito (ONOO-) pueden 
producir alteracibn en 10s lipidos, las proteinas y el ADN (Beckman, 1994). La incorporacibn de radicales 
libres a 10s Acidos grasos poliinsaturados inician una cadena de reaccibn en la cual se forman otros 
radicales libres (Halliwel y Gutteridge, 1985). 

El daiio oxidativo a 10s lipidos, llamado peroxidacibn lipidica, produce una perdida progresiva de la 
fluidez de la membrana, y aumenta la permeabilidad a iones como el Ca2+. Los radicales libres daRan las 
proteinas activbndolas o inactivandolas, y actuan sobre las enzimas incrementando su susceptibilidad a 
la proteolisis, la cual esth involucrada en la degradacibn de enzimas y en la acumulacion de sus formas 
alteradas. Los radicales libres tambien pueden daiiar al ADN, el radical hidroxilo modifica 10s fosfatos de 
ribosa y nuclebsidos de pirimidina y nuclebtidos y reacciona con el azucar fosfatado de la cadena 
rompiendo 10s filamentos de ADN (Simonian y Coyle, 1996). 

Se sabe que el 03 es uno de 10s oxidantes m b  poderosos, y ejerce su accion biolbgica por 
destruccibn oxidativa de biomoleculas. La capacidad de penetracibn del 03 en 10s tejidos pulmonares 
dificilmente puede rebasar la barrera respiratoria y atacar a las cblulas subyacentes. El daiio celular por 
o3 se asocia a dos principales mecanismos: la oxidacibn de acidos grasos a perbxidos hcidos y la 
oxidacion de grupos sulkidrilo, aminoacidos de enzimas, proteinas y peptidos. Esto hace a las 
membranas celulares blancos altamente sensibles (Pryor, 1992; Victorin, 1992). 

El daRo a distancia, inducido por 03, se asocia a 10s radicales libres (como el anibn superbxido 02, 
el perhidroxilo HOT, el hidroxilo HO., y el perbxido de hidrbgeno HZ&) derivados de la reaccibn inicial 
con este gas, que pueden difundirse desde el sitio de formacibn a otros lugares aumentando la 
peroxidacibn de acidos grasos en sitios alejados del origen de la reaccibn (Halliwel y Gutteridge, 1985; 
Pryor, 1992; Menzel, 1994). En las reacciones del03 con 10s acidos grasos tambien se forman epbxidos 
y dialdehidos (Menzel, 1994), tales como el 4-hidroxi-2-nonenal y el malondialdehido, 10s cuales podrian 
ser 10s responsables de la extensibn del daiio celular a estructuras distantes (Mustafa, 1990; Steinberg y 
col., 1990, Kirichenko y co1.,1996). Ademas de provocar peroxidacibn lipidica de 10s acidos grasos 
poliinsaturados, el 0 3  tambien es capaz de modificar la configuracibn de las proteinas, modificando la 
permeabilidad de las membranas y la respuesta celular (Victorin, 1992). 



Se ha propuesto que el dailo provocado por la peroxidacion de 10s epitelios en el sistema 
res~iratorio Dodria diseminarse hacia otros territorios orclanicos a traves del torrente circulatorio 
provocando algunos efectos extrapulmonares como conseciencia de la exposicion al 03 (Moore y col., 
1980). 

Se han encontrado cambios morfolbgicos y en la actividad enzimatica de las celulas sanguineas 
tales como la disminucibn de glutation (GSH) y de la actividad de la acetilcolinesterasa en eritrocitos 
provenientes de ratones expuestos a 8.0 ppm de 03 in vivo durante 4 horas (Goldstein y col., 1968). 
Ademas, se ha demostrado que las enzimas glutation peroxidasa y glutatibn reductasa son susceptibles 
al daiio oxidativo por 03 (Tabatabaie y Floyd, 1994). 

Se han demostrado algunos otros signos indicadores de daiio oxidativo inducido por 03, como 
actividad proteolitica alterada en el higado (Zidenberg-Cherr y col., 1991), inhibicion en la sintesis de 
proteinas en el corazon (Kelly y Birch, 1993) y alteracion de 10s sistemas antioxidantes en el cerebro 
(Benuck y col., 1993). 

1.3.1 Esfris oxidativo y peroxidacion lipidica 

Los acidos grasos poliinsaturados de las membranas se consideran entre 10s principales blancos 
de 10s radicales libres durante 10s eventos de estres oxidativo. Por la via de la perixidacion lipidica se 
generan varios productos de degradacion que alteran drasticamente la estructura y funcion de la 
membrana (Tappel, 1973; Pushpendran y col., 1994). 

Los dobles enlaces dentro de la estructura membranal favorecen que 10s atomos de hidrogeno 
Sean removidos por las especies reactivas de oxigeno como el radical hidroxilo. Los radicales de 
carbon0 de 10s acidos grasos poliinsaturados sufren entonces rearreglo molecular para formar dienos 
conjugados m b  estables. El sostenimiento de la peroxidacion lipidica combina 10s dienos conjugados 
con oxigeno para formar radicales peroxilo. Los radicales peroxilo sustraen el hidrbgeno de las cadenas 
de acidos grasos adyacentes, con lo que se propaga el proceso de peroxidacion lipidica. Ademas, 10s 
radicales peroxilo se pueden combinar con 10s atornos de hidrogeno liberados para formar 
hidroperoxidos, 10s cuales en presencia de fierro (Fez') se descomponen en radicales alcoxi y aldehidos. 

Mediante este mecanismo, la accion de un solo radical hidroxilo puede iniciar una reacci6n en 
cadena que genera sustancias toxicas que producen rigidez de la membrana, alteran su integridad y 
daiian sus proteinas (Coyle y Puttfarcken, 1993). 

No obstante que se forman un gran numero de aldehidos durante la peroxidacion lipidica, tres de 
ellos han sido ampliamente investigados como implicados en el daiio celular, estos son: el 4-hidroxi-2- 
nonenal, el 4-hidroxi-2-hexenal y el malonaldehido (Mustafa, 1990; Steinberg y col., 1990, Kirichenko y 
co1.,1996). 

La peroxidacion lipidica y el 4-hidroxi-nonenal se han involucrado en la muerte de celulas 
pulmonares despues de la exposicion a 0.25 y 2.0 ppm de 03 (Kirichenko y col., 1996). 

Tambien se ha demostrado en el SNC que la generacion de radicales libres inician la peroxidacion 
lipidica, inhiben la funcibn de mitocondrias aisladas del cerebro (Hillered y Ernster, 1983), inhiben la 



actividad de la ATPasa de Na+ y K+ en cortes de cerebro (Chan y col., 1983) y conducen a la muerte 
neuronal (Zirkle y col., 1965; Chan y col., 1984). 

1.3.2 Estris oxidativo y daAo a 10s icidos nucleicos (ADN y AKN) 

Se han identificado cuatro mecanismos por 10s cuales el estres oxidativo puede alterar la 
expresibn genica. 
1) Los radicales libres estimulan cambios en la distribucibn celular de 10s iones. Se ha postulado que un 
aumento en la tasa de generacibn de radicales libres durante el desarrollo puede estimular la liberacibn 
de iones desde las mitocondrias, particularmente iones de calcio y entonces iniciar una cascada de 
eventos bioquimicos que conducen a cambios en la expresibn genica. 
2) La sintesis de proteinas puede verse afectada por las interacciones directas de 10s radicales libres 
con la cromatina que contiene 10s genes que controlan dicha sintesis. 
3) Las influencias oxidativas con el citoesqueleto y la matriz nuclear afectan la configuracibn de la 
cromatina y el procesamiento del ARN premensajero. 
4) Los cambios en el estado REDOX causado por radicales libres hacen el medio celular vulnerable a 
factores preexistentes per0 inactivos, que se activan al cambiar la expresibn genica por alteracibn del 
control de la actividad traduccional (Allen y Balin, 1989). 

Un factor fisico que modula fuertemente la expresibn gknica es el arreglo espacial de la cromatina, 
es decir su configuracion (Weintraub y Groudine, 1976). El estado REDOX asi como el medio ionico 
afectan la configuracibn de la cromatina (Aaronson y Woo, 1981) y la actividad genica. 

Ha sido claramente demostrado que 10s oxidantes inducen la formacibn de cromatina esponjosa en 
una variedad de organismos (Bochner y col., 1984) afectan tambien la matriz proteica nuclear y el 
carioesqueleto (Mc Connell y col., 1987). Es sabido que el carioesqueleto juega un papel importante en 
el procesamiento del ARN al proveer puntos de anclaje para el ARN premensajero (Herman y col., 1978). 
Se ha demostrado que el daRo al carioesqueleto por el radical superbxido estimula desde el nucleo la 
liberacibn de ARN no procesado (Schroder y col., 1987). El citoesqueleto transmite reciprocamente 
informacibn entre la membrana celular y la cromatina (Scott, 1984). Durante el desarrollo 10s gradientes 
ibnicos y REDOX se establecen en estadios embrionarios (Kretsinger, 1980; Borgens y col., 1979), 10s 
cambios de estos durante el desarrollo tienden a ser extremadamente largos y usualmente permanentes 
(Allen y Balin, 1989). 

1.3.3 Estris oxidativo y muerte celular 

La homeostasis del organism0 requiere un balance entre 10s procesos de proliferacibn y muerte 
(Thompson, 1995). La muerte celular es un aspect0 fundamental en el mantenimiento de 10s tejidos 
adultos, asi como en la diferenciacion embrionaria, morfogenesis y envejecimiento (Soutschek y 
Supanc, 1996). 

Con base en aspectos bioquimicos y morfolbgicos se distinguen dos formas de muerte celular: una 
forma es la muerte patolbgica o accidental denominada necrosis, que no es controlada geneticamente, y 



la otra comprende una forma natural o programada denominada apoptosis. Mientras que la necrosis 
ocurre en respuesta a condiciones de dario (dafio fisico, deficiencia de oxigeno, envenenamiento, etc.), 
la apoptosis es mas comunmente encontrada durante el desarrollo embrionario, per0 tambien puede 
resultar de una arnplia gama de estimulos tbxicos que inducen la respuesta desregulada de ciertos 
genes (Yildiz y col., 1996), por ejemplo c-Myc, que ha sido implicado en la transforrnacion celular, 
diferenciacibn, progresion del ciclo celular y muerte programada (Tomei y Cope, 1994). 

La necrosis afecta grupos de cklulas contiguas, las cuales muestran hinchamiento, vacuolizacibn y 
ruptura de la membrana plasmatica y de organelos. Como una reaccibn a la salida del contenido celular 
hacia el espacio extracelular se desencadena una reaccion inflamatoria en el tejido. En contraste la 
apoptosis generalmente afecta celulas aisladas. Estas celulas sufren condensacion nuclear y 
citoplasmica que resulta en una apariencia picnotica del nucleo. Eventualmente la celula se rompe en un 
numero de fragmentos limitados por membrana que contienen organelos intactos y una fraccion nuclear 
de 180 a 200 pares de bases o multiplos, llarnados cuerpos apoptbticos, 10s cuales son rapidamente 
fagocitados por celulas vecinas o macrofagos y no ocurre reaccion inflamatoria (Zakeri y Ahuja, 1996). 

Actualmente se considera a la apoptosis corno una forma de muerte celular programada que se 
activa por una variedad de factores intrinsecos y extrinsecos, que permiten eliminar cklulas que ya no 
son necesarias corno las producidas en exceso o bien las que se han desarrollado ma1 o sufrieron dario 
genbtico. Este programa de suicidio celular que consiste en la autodigestion controlada de la celula 
presenta al menos cuatro fases secuenciales I )  fase de induccion dependiente de un estirnulo, 2) fase 
efectora, durante la cual la serial inicial determina el encendido de un programa letal, 3) fase de 
ejecucion, durante la cual se da la muerte de la celula con la activacion de proteasas y endonucleasas, 
que desmontan de una manera sumamente ordenada la estructura subcelular y 4) fase de degradation 
de la celula y cuerpos apoptoticos dentro de macrofagos o celulas vecinas, lo cual evita la reaccibn 
inflamatoria (Thompson, 1995; Gerschenson y Rotello, 1992, Steller, 1995). 

El programa genetico para la apoptosis esta regulado por varias proteinas pequefias. El factor 
genetico represor de la apoptosis m L  importante es el Bcl-2, otros factores corno C-alb y H-ras tienen el 
misrno efecto. Los inductores de la apoptosis son el c-Myc, el p-53, el c-Fos, y varias caspasas (ICE 
proteasas), 10s cuales bajo ciertas circunstancias desencadenan la apoptosis (Fryer, 1995). 

Se ha sugerido que un modelo para el mecanismo de la apoptosis puede involucrar la generacion 
de radicales libres en las cadenas de transporte de electrones asociadas con las mernbranas de la 
mitocondria, reticulo endoplbsmico y nucleo, resultando en una peroxidacion lipidica sostenida (Buttke y 
Sandstrom, 1994). Uno de 10s factores geneticos que controlan la apoptosis, la proteina llamada Bcl-2 
esta asociada a sitios especificos de las mernbranas intracelulares. La sobreexpresion de Bcl-2 suprime 
completamente la peroxidacion lipidica e inhibe la apoptosis y su posible funcion puede ser la regulacion 
de la via antioxidante en 10s sitios de generacion de radicales libres (Benitez-Bibriesca, 1996). 

Aparte de la Bcl-2 y otras proteinas que interactuan corno la Bax, existen otros muchos factores 
bioquimicos no geneticos que puede lirnitar el mecanismo apoptotico de la celula. Sobre todo 
antioxidantes corno la N-acetilcisteina, la enzima glutation peroxidasa, el ascorbato y la vitamina E 
(Benitez-Bibriesca, 1996). 



El estres oxidativo puede inducir muerte celular por necrosis. El ataque de radicales libres sobre 
10s lipidos puede alterar 10s gradientes ionicos de las membranas, producir la ruptura de la membrana 
plasmhtica y conducir a la muerte de la celula (Simonian y Coyle, 1996). El estres oxidativo tambien 
puede producir muerte de tip0 apoptbtico. El daiio oxidativo al ADN es un disparador de la apoptosis 
(Myers, 1980). El ADN oxidado activa una enzima nuclear, la poli ADP ribosa polimerasa (PARP) que 
estB involucrada en la reparaci6n del ADN. La proteolisis de la PARP evita que esta se reclute en 10s 
sitios de ADN e induce apoptosis (Nicholson y col., 1995). Tambien el daiio o desequilibrio de 10s 
sistemas antioxidantes pueden desencadenar la apoptosis. Neuronas corticales que se hacen crecer en 
un medio bajo en cisteina que depleta el GSH, sufren apoptosis (Ratan y col., 1994). La inhibicion de 
superbxido dismutasa (SOD) puede inducir apoptosis en cultivos de neuronas espinales (Rothstein y col., 
1994). 

Otro mecanismo importante de muerte en el SNC es la excitotoxicidad, la cual se refiere a la 
degeneracion neuronal que sigue a un insult0 como hipoxia, isquemia y trauma en donde estan 
involucrados 10s neurotransmisores excitatorios como el glutamato (Coyle y Puttfarcken, 1993). Se ha 
reportado tanto muerte de tipo necrotic0 como apoptbtico por excitotoxicidad (Portera-Cailliau y col., 
1995). 

El estrks oxidativo se ha seiialado como mediador de la muerte por excitotoxicidad (Beal, 1992). 
Siguiendo la activacibn de 10s receptores glutarnatergicos N-Metil-D-Aspartato (NMDA) y de acido 
kainico (KA) el nljmero de radicales libres aumenta (Lafon-Cazal y col., 1993), produciendo daiio a 10s 
lipidos y a las defensas antioxidantes que se oponen a la muerte celular (Dykens y col., 1987; Miyamoto 
y col., 1989). Esto puede conducir a un ciclo autoperpetuado en el cual la activacion de 10s receptores de 
glutamato aumenta 10s radicales libres, lo cual puede conducir a mayor activacibn de 10s receptores y asi 
sucesivamente (Simonian y Coyle, 1996). 

1.3.4 EstrPs oxidativo y desarrollo 

Las variaciones en el suministro de oxigeno y su metabolismo durante el desarrollo de 10s 
marniferos influencian la diferenciacion de las celulas progenitoras (Allen, 1991), la tasa de crecimiento 
celular (Allen y Ballin, 1989) y pueden modular la expresion genica (Sohal y Allen, 1986, 1988). Para 
contrarrestar estas influencias, las celulas contienen defensas antioxidantes que responden a las 
variaciones en la produccibn de oxidantes, per0 durante el desarrollo, 10s sistemas antioxidantes tales 
como la vitamina E, la glutatibn peroxidasa y la superoxido dismutasa estan reducidas de 5 a 10 veces 
respecto a 10s tejidos maternos, por lo que el estrks oxidativo inducido por agentes externos puede ser 
mas daiiino en 10s tejidos fetales (Giinther y col., 1993). 

La mayoria de las vias de proteccion y elimination de toxicos que estan presentes en el organism0 
adulto, son escasas y de accion limitada en el embrion. El  GSH ha sido demostrado en el embrion yen el 
sac0 vitelino de rata hacia el decimo dia embrionario y puede representar el principal recurso de la 
proteccion celular frente a embriotoxicos quimicos (Harris, 1993). Adernas de su papel en la 
detoxification quimica, al GSH tambien se le ha involucrado en la regulacibn de la sintesis de 
macromol~culas, del transporte celular, del mantenimiento de la integridad de la membrana, del control 



de la proliferacion y diferenciacibn celulares (Allen y Venkatraj, 1992), asi como en el control de la 
expresion de 10s genes de muerte programada (Fernandes y Cotter, 1994). Se ha demostrado que 10s 
genes que juegan un papel importante en la regulation positiva o negativa de la 
proliferaci6nldiferenciacion celular tambien estan involucrados en la muerte celular programada 
(apoptosis) (Driscoll, 1995). Se ha postulado que el inicio del daiio a 10s embriones por productos toxicos 
depende en gran medida de la formation de glutation disulfuro (GSSG), la cual puede ocurrir por la 
interaccibn de la GSH con radicales libres (Hiranruengechok y Harris, 1993) 

La peroxidacion de 10s lipidos membranales es tambien una reaccion basica involucrada en las 
alteraciones de la membrana durante procesos fisiologicos normales como crecimiento, regeneracion y 
desarrollo (McCay, 1981; Sohal y Allen, 1986; Devasagayam, 1986). Se ha sugerido que el papel de la 
peroxidacion lipidica durante el desarrollo es el control de la proliferacion celular. Los organos que 
crecen rapidamente durante el desarrollo y 10s tejidos en regeneracion tienen bajos niveles de 
peroxidacion lipidica (McCay, 1981; Sohal y Allen, 1986; Devasagayam, 1986). 

En general el cerebro tiene bajos niveles de peroxidacion lipidica en el period0 fetal y neonatal, 
quizb debido a bajos niveles de substratos para la peroxidacion. Una susceptibilidad reducida para la 
peroxidaci6n se asocia siempre con un aumento en la proliferacibn. Una posible explicacibn puede ser 
que 10s productos de la peroxidacion lipidica tales como aldehidos y peroxidos son citostaticos 
(Esterbauer y col., 1991), de manera que bajos niveles de peroxidacion produciran 
correspondientemente bajos niveles de estos componentes citostaticos y permitiran una tasa alta de 
proliferacion como se observa durante el desarrollo prenatal y postnatal (Pushpendran y col., 1994). 
Otros estudios han sugerido que 10s oxidantes producidos durante la peroxidacion lipidica influyen la 
expresion genica durante el desarrollo y la diferenciacion (Allen y Balin, 1989; Burdon y Rice-Evans, 
1989). 

Durante el desarrollo la proteina Bcl-x (otro miembro de la familia Bcl-2) juega un papel muy 
importante en el cerebro (Mizuguchi, 1996), ya que limita la peroxidacion lipidica al regular la via 
antioxidante en 10s sitios de generacion de radicales libres (Benitez-Bibriesca, 1996), por lo que el daiio 
en sus sitios blanco, causa muerte masiva de neuronas en el sistema n e ~ i o s o  central fetal (Motoyama y 
col., 1995). 

1.3.5 Esrris oxidativo y sistema nervioso central 

Un estudio de aproximadamente cien enfermedades del sistema newioso (enfermedades 
degenerativas, epilepsia, trauma, anoxia-isquemia, exposicion a toxinas, radiacion) ha indicado que el 
estres oxidativo es un comtjn denominador en todas ellas. En la mayoria de 10s casos 10s radicales libres 
son consecuencia del daiio tisular, per0 su presencia empeora y amplifica la patologia (Gutteridge, 
1993). 

El SNC es altamente susceptible al daiio oxidativo provocado por la presencia de radicales libres 
(Harman, 1983; Floyd y col., 1984), esta susceptibilidad se ha atribuido a que el sistema nervioso posee 
un alto contenido de Acidos grasos poliinsaturados, a que las celulas n e ~ i o s a s  tienen un alto consumo 
de oxigeno, a la existencia de un bajo nivel de sustancias amortiguadoras tales como el glutation y otras 



enzimas antioxidantes, asi como a la misma produccion endogena de radicales libres que se generan 
durante el metabolismo celular (Mizumo y Ohta, 1986; Kaplan, 1991; Evans, 1993). 

Uno de 10s modelos en 10s que el efecto del estres oxidative ha sido mejor valorado es durante 10s 
episodios de anoxia-isquemia. Los radicales libres juegan un papel importante en el daiio cerebral por 
isquemia, ademas, una proporcibn significativa del daiio sucede durante el restablecimiento de la 
circulaci6n (reperfusion). Despues de la anoxia 10s niveles de Bcidos grasos aumentan posiblemente 
debido a la activacion por calcio de las fosfolipasas. Estos acidos grasos daiian las mitocondrias e 
inhiben la adenosin trifosfatasa de Na+ y K+ La elevation de 10s acidos grasos poliinsaturados y la 
subsecuente formacion de prostaglandinas y leucotrienos alteran la hemodinamica y genera radicales 
libres. Los radicales libres causan daAo a las membranas celulares a traves de la peroxidacion de 10s 
fosfolipidos. Despues de un episodio de anoxia-isquemia, al restablecerse la circulacion, la presencia de 
oxigeno puede iniciar la formacibn de mas radicales de oxigeno reactivos, 10s cuales subsecuentemente 
pueden agravar el daiio at tejido nervioso. De manera similar, la formacibn de prostaglandinas aumentan 
durante la reperfusion (Norenberg y Bruce-Gregorios, 1997). 

Las alteraciones morfolt~gicas despues de un episodio de isquemia-reperfusion, son diversas, 
pues dependen de la interaction de un numero variable de factores complejos, entre ellos, la severidad y 
duraci6n del episodio, el estado nutritional, la presibn intracraneal, la edad del individuo, entre otros. Sin 
embargo, el patron general de una encefalopatia anoxica-isquemica muestra al tejido nervioso blando e 
hinchado, la sustancia gris se observa oscura o phlida. Durante las primeras horas el neuropilo se hace 
esponjoso debido al hinchamiento de las dendritas y de 10s astrocitos, tambien se alteran las 
propiedades tintoriales de las neuronas y de la glia. Poco despues se observan signos inequivocos de 
daiio neuronal, las neuronas se encogen y pierden 10s cuerpos de Nissl, el citoplasma se hace eosinofilo 
y el nucleo se hace picnotico. En pocos dias hay una disoluci6n gradual y desaparicion de la neurona, 
seguida de hiperplasia endotelial, reaccibn microglial y astrogliosis. En la corteza cerebral se afecta 
especialmente la profundidad de 10s surcos (Norenberg y Bruce-Gregorios, 1997). 

Muchas mas neuronas mueren por necrosis despues de ser atacadas por 10s radicales libres que 
se liberan de las celulas inflamatorias y por sustancias quimicas que escapan de las celulas que estan 
muriendo, en particular el neurotransmisor glutamato. Pero muchas neuronas,' menos daiiadas, 
encienden su programa de muerte, sobre todo despuQ que la reperfusion conduce a un aumento en la 
produccibn de radicales libres (Duke y col., 1996). Tanto en la necrosis como en la apoptosis el estimulo 
patologico aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial, secundariamente se produce 
disfuncion membranal que conduce a una catastrofe bioenergetica que culmina en la perdida de la 
integridad de la membrana (necrosis) o en la activacion de proteasas apotogenicas y la posterior 
activacion de endonucleasas (apoptosis) (Kroemer y col., 1998). 

La gliosis como un evento universal en respuesta al daiio neuronal en el sistema nervioso central 
(O'Callaghan, 1993), ocurre tambien durante la isquemia-reperfusion y precede a la aparicion de la 
necrosis neuronal. Morfologicamente se caracteriza por la presencia de un gran numero de astrocitos 
reactivos, que se distinguen de 10s normales por su gran tamaiio, el engrosamiento de sus procesos y 
por el aumento en cantidad y capacidad tintorial de sus filamentus intermedios (PFAG). Los astrocitos 



son especialmente resistentes al dano oxidativo, por su alto contenido de antioxidantes y por su 
capacidad de regenerar el glutatibn y el ascorbato. La gliosis en condiciones de estres oxidativo esta 
asociada con el intento de 10s astrocitos de regular las defensas antioxidantes enzimaticas y no 
enzimaticas que protegen a las neuronas de 10s radicales libres, con la estabilizacion del calcio celular y 
con su actividad como amortiguadores del K+ extracelular (Wilson, 1997). 

El cerebro no se afecta de manera uniforme por un episodio de isquemia-reperfusion, sin0 que 
hay areas especialmente involucradas. El hipocampo, la corteza cerebral, el cerebelo, el nucleo caudado 
y el putamen son altamente sensibles a estos episodios. La sustancia gris es m L  vulnerable que la 
sustancia blanca, en la primera, las neuronas pequeAas son mas sensibles que las grandes, sin embargo 
en el cerebelo las celulas de Purkinje son mhs sensibles que las neuronas granulares, y esta mhs 
sensibles que las celulas de Golgi (Norenberg y Bruce-Gregorios, 1997). 

La vulnerabilidad del cerebelo a 10s radicales libres oxidantes es grande debido tambien a que su 
neurotransmisor excitatorio mas abundante, el glutamato, producido por las celulas granulares es 
modulado por el Oxido Nitrico (NO). Este radical ha sido involucrado en la coordinacibn motora y en la 
plasticidad sinbptica, provocando depresion en la respuesta a largo plazo de las celulas de Purkinje. Este 
sistema se ha postulado como el mecanismo celular para la memoria y el aprendizaje motor cerebelar 
(Shibuki y Okada, 1991; Pozo y col, 1994). Sin embargo, durante 10s episodios de isquemia-reperfusion 
se produce un aumento en la concentracibn extracelular de glutamato, el cual estimula 10s receptores 
glutamat8rgicos. La excesiva estimulacibn del receptor glutamatergico N-metil-D-aspartato (NMDA) 
conduce a una elevada produccion de oxido nitrico (NO) por la via de la estimulacibn de la NO sintasa. 
Este NO juega un papel principal en la cascada que conduce a la muerte neuronal por excitotoxicidad 
(Verrecchia y col., 1994). 



1.4 CEREBELO 

1.4.1 Anatomia del cerebelo 

El cerebelo, es la parte de mayor tamano del rombencefalo, se encuentra dorsal a la protuberancia 
y al bulbo raquideo, y su region media estA separada de estas regiones por el IV ventriculo. 

El cerebelo esta cubierto par una corteza, que es una hoja laminada de neuronas, prolongaciones, 
sinapsis y celulas de glia. El interior del cerebelo esta formado por la sustancia blanca, que contiene 10s 
nucleos cerebelosos. El cerebelo de 10s mamiferos presenta su corteza plegada. 

Longitudinalmente el cerebelo tiene tres porciones, la zona media o vermis, corresponde al 
cerebelo de 10s otros vertebrados y las porciones laterales o hemisferios es una adquisicion de 10s 
mamiferos. El vermis y 10s hemisferios estan separados por 10s surcos paramediales. 
Perpendicularmente a estos surcos longitudinales, el cerebelo esta dividido por surcos (fisuras) 
transversales, el surco primario (fisura prima) divide a1 cerebelo en dos It~bulos, el anterior y el posterior, 
cada uno de 10s cuales puede subdividirse a su vez en lobulillos (folios) y circunvoluciones. En 10s 
mamiferos, las fisuras transversales dividen rostrocaudalmente al cerebelo en diez lobulillos 
transversales. 

En el cerebelo de rata la fisura posterolateral separa al flbculo y al nodulo (lobulillo X) del resto 
del cerebelo y es la primera en aparecer durante el desarrollo. En la parte media, la fisura prima es la 
siguiente en aparecer, seguida por las fisuras posterior superior, la prepiramidal y la fisura secundaria. 
Posteriormente aparecen las otras fisuras en la porcibn rostral (16bulo anterior). Estas fisuras limitan 10s 
diez lobulillos del vermis y se continuan hacia 10s hemisferios cerebelares. 

Debido a que la corteza cerebelar posee una forma aproximadamente esferica, en ocasiones 
pueden ocultarse las verdaderas relaciones entre sus partes. Asi, el lobulillo mas anterior, la lingula del 
vermis cerebelar, se encuentra muy proxima al lobulillo mas posterior, el nbdulo. En orden secuencial 
rostrocaudalmente, 10s lobulillos del vermis reciben el nombre de lingula (I), central ventral (II), central 
dorsal (Ill), culmen ventral (IV), culmen dorsal (V), declive (VI), tuber (VII), piramide (VIII), uvula (IX) y 
nbdulo (X). El flbculo es un pequeiio lobulillo caudal al pedunculo cerebelar medio (Figura 1) (Bannister y 
col., 1998). 

Las subdivisiones del cerebelo se basan en el patron de plegamiento (patron de foliacibn) de su 
corteza, aunque tambien se consideran otros criterios como su evolution, su histogenesis y sus 
conexiones aferentes y eferentes. 

1.4. I .  1 Lobulo anterior 

El Iobulo anterior en 10s mamiferos muestra un patron uniforme formado por 10s cinco primeros 
lobulillos y esta dividido del resto del vermis por la fisura prima. 

El Iobulo anterior se refiere a la porci6n rostral respecto a la fisura prima y el lobulo posterior 
incluye la porci6n caudal respecto a esta fisura. Los folios I-V del lbbulo anterior y IX y X del 16bulo 
posterior son regiones de maduracibn temprana, mientras que 10s folios VI, VII y Vlll del Iobulo posterior 



son regiones de maduracion tardia, aunque hay en varios de ellos, areas de rnaduracion intermedia 
(Figura 1). 
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Figura I. Patron de foliation del vermis de rata y clasificaci6n tripartita del vermis adulto con base en el 
porcentaje de cblulas de la capa granulosa interna marcadas en la etapa postnatal temprana con timidina 
tritiada. Areas de maduracion temprana (blanco), Areas de maduracion intermedia (achurado) y areas de 

maduracion tardia (negro) (Altman, 1969). 

Existen diferencias regionales dentro de la corteza, las cuales generalmente se valoran tornando 
corno referencia el Iobulo anterior ya que es el mas conocido. Filogenetica y ontogeneticamente el Iobulo 
anterior corresponde al paleocerebelo o espinocerebelo, mientras que el l6bulo floculonodular 
corresponde al arquicerebelo (vestibular) y 10s hernisferios laterales al neocerebelo (pontino). El terrnino 
espinocerebelo se refiere a que esta area cerebelar esta involucrada con irnpulsos que vienen de la 
medula espinal o van a ella, por lo que cada area corporal involucrada tanto aferente corno eferente tiene 
una representaci6n punto por punto (sornatotopica) en el 16bulo anterior. Esta representation es rnucho 
rnenos clara para las otras porciones del verrnis y para 10s hemisferios cerebelares (Brodal, 1967; 
Ganong, 1988) (Figura 2).  

Existe la idea de que el cerebelo esta organizado en dos unidades anterior y posterior, cada una 
de las cuales expresa diferentes proteinas marcadoras durante el desarrollo y algunas alteraciones corno 
la encontrada en el raton rnutante "meander tail" afecta solo al Iobulo anterior, lo que sugiere que estas 



dos areas se desarrollan de acuerdo a diferentes programas intrinsecos y extrinsecos (Dominguez del 
Toro y col., 1997). 

Figura 2. Lobulo anterior y representacibn somatotopica en el cerebelo de gat0 (Pornpeiano, 1967) 

1.4.2 Histologia de la corteza del cerebelo 

Una de las regiones del encefalo en donde mejor se ha podido establecer una relacion entre 
estructura y funcion ha sido la corteza del cerebelo. La razon es porque su organizacion es mas simple 
que la mayor parte del encefalo. Los circuitos bbicos de la corteza involucran solo a siete elementos 
nerviosos, 10s activadores son las fibras trepadoras originadas en la oliva inferior y las fibras musgosas 
provenientes de las fibras espinocerebelares y pontocerebelares (vias aferentes). Mientras que la unica 
via eferente del sistema esta constituida por 10s axones de la celula de Purkinje. Los cuatro elernentos 
nerviosos restantes son de asociacion y esthn representados por las celulas granulares, las de Golgi, las 
celulas en canasta y ias estrelladas. Las celulas granulares son excitadoras y su neurotransmisor es el 
glutamato, mientras que las otras tres son inhibidoras y su neurotransmisor es el GABA. Las celulas de 
Purkinje tambien son GABAergicas y son inhibidoras de 10s nucleos cerebelares profundos, sin embargo 
10s impulsos de salida de estos nucleos hacia el tallo cerebral y el thlamo son siempre excitadores. 
Ademhs al cerebelo llega informaci6n de todas las Areas motoras de la corteza cerebral a travbs de 10s 
nucleos pontinos (Llinas, 1975; Jacobson, 1978) (Figura 3). 



Figura 3. Elementos neuronales de la corteza cerebelar y su interconexion, la cual sigue un patron 
estereotipado (Llinbs, 1975). 

La corteza cerebelar tiene en general una estructura uniforme formada por tres capas corticales 
bien definidas, las cuales han sido nombradas en orden desde la superficie extema wmo capa 
molecular, capa de dlulas de Purkinje y capa granular. 

En la corteza cerebelar las dlulas de Purkinje estAn arregladas en una capa muy regular, entre la 
capa molecular y la capa granular. Su drbol dendritico estd sumamente ramificado y se extiende 
bidimensionalrnente por toda la capa molecular en dngulo recto respecto al eje longitudinal del folio. Los 
axones de las dlulas de Purkinje forman el sistema eferente de la corteza cerebelar y terminan 
principalrnente en 10s nucleos cerebelares profundos; 10s del vermis sobre el nucleo fastigial. Juntos 
todos 10s axones forman la proyeccion cortiwnuclear. Las fibras aferentes del cerebelo son de dos t ips,  
las fibras trepadoras y las fibras musgosas. Las fibras trepadoras atraviesan la capa granular, alcanzan 
la base del drbol dendritiw de las dlulas de Purkinje y trepan a lo largo de sus ramas. Las fibras 
musgosas se ramifican y terminan en la capa granular, donde hacen sinapsis con las dendritas de un 
gran numen, de dlulas granulares. Las dlulas granulares extienden sus axones en forma de T dentro 
de la capa molecular, estas ramificaciones wrren paralelas yen dngulo recto al plano de ramification de 
las dendritas de las dlulas de Purkinje y hacen sinapsis con numerosas dlulas de Purkinje. Cada dlula 
de Purkinje hace sinapsis una sola vez con cada fibra paralela. 



La capa molecular contiene celulas dispersas denominadas estrelladas cuyas ramificaciones 
axonicas hacen sinapsis con las dendritas de las celulas de Purkinje y con las fibras paralelas. Otras 
celulas de esta capa, situadas mas profundamente son las celulas en canasta, sus axones corren justo 
en la capa de celulas de Purkinje y sus numerosas colaterales descendentes forman una cesta alrededor 
del soma de las celulas de Purkinje. 

La capa granular contiene ademas de las pequeiias neuronas granulares unas celulas multipolares 
grandes y escasas, las celulas de Golgi, cuyas dendritas se extienden por la capa molecular y sus 
axones se ramifican intensamente en la capa granular formando un plexo denso. Sus cortas 
ramificaciones se relacionan sinapticamente con las dendritas en forrna de garra de las celulas 
granulares y las cortas colaterales de las fibras musgosas y en conjunto forman el complejo sinaptico 
conocido como glomerulo (Nieuwenhuys, 1967) (Figura 4). 

Figura 4. Corte transversal semlesquemhtlco de una clrcunvolucl6n cerebelar de mamifero. (A) capa molecular, (8) capa granular, (C) 
rustancia blanca, (a) cblula de Purklnje, (b) c4lulas en canasta. (d) CestaS termlnales, (e) cblulas estrelladas, (9) c4lula granular con su ax6n, 
(f) c4lula de Golgi, (h) fibras musgosas. (I) neuroglia de Bergmann, (m) astroclto protoplhsmlco (n) flbra trepadora (Ram4n y Cajal. 1981). 



1.4.3 Citologia, citogbnesis y sinaptogbnesis de la corteza del cerebelo 

L4.3.1 Celulas de Purkinje 

Citoiogia 

Las celulas de Purkinje son la caracteristica m k  sobresaliente de la citoarquitectura de la corteza 
cerebelar porque ellas son grandes, estan alineadas en una monocapa y tienen un arb01 dendritico 
aplanado sumamente amplio, equipado con numerosas espinas y porque sus axones representan la 
unica via eferente de la corteza cerebelar. 

El soma de las celulas de Purkinje es piriforme y su tamaiio varia entre las diferentes especies, 
per0 oscila entre 16 y 30 pm en su eje menor y 21-40 p m  en su eje mayor (Mugnaini, 1972). Su numero 
en la rata es de 0.61~106, su densidad por mm3 es de lO.lxlO3 y su volumen en la rata es de 4900 pm3 
(Korbo y Andersen, 1995). Con la tecnica de Acid0 peryodico-Schiff se pueden identificar dos tipos de 
celulas de Purkinje: uno que muestra granulos basofilos de tamaiio irregular dispersos en un citoplasma 
palido y otro que contiene granulos basbfilos gruesos en un citoplasma tefiido intensamente en forma 
difusa y se obsewan hipercromicas con otras tecnicas (Khan, 1994). Estos dos tipos de celulas muestran 
diferencias en su inmunoreactividad a GABA-descarboxilasa (GAD), motilina y taurina (Chan-Palay y 
col., 1981) y poseen diferentes concentraciones de fosfolipidos, proteinas, ARN y ADN-complejos 
proteicos (Khan, 1994). Entre las celulas que se obsewan hipercromicas, algunas muestran signos de 
degeneration y su numero aumenta con la edad (Khan, 1994; Loberg y Towik, 1993). 

Ultraestructuralmente el soma de las celulas de Purkinje contiene el nucleo, 10s cuerpos de Nissl, 
el reticulo endoplasmico liso, las mitocondrias, el aparato de Golgi, 10s lisosomas, 10s microtubulos y 10s 
neurofilamentos. Los cuerpos de Nissl consisten en reticulo endoplasmico granular en relacion con 
cumulos de ribosomas que ocupan la matriz circundante. El reticulo endoplhmico iiso esta sumamente 
desarrollado y forma una red laxa a traves de todo el citoplasma; a la periferia de la celula el reticulo 
agranular forma de manera caracteristica una cisterna fenestrada por debajo de la membrana 
plasmatica, la cisterna hipolemal. Las celulas de Purkinje son particularmente ricas en lisosomas (Chan 
Palay, 1971). 

Un patron de arborizacion unico caracteriza a las celuias de Purkinje, esta formado basicamente 
por ramas lisas primarias, secundarias y terciarias, las cuales se adelgazan gradualmente y se extienden 
en un plano transversal al folio. Finalmente las ramificaciones terminales brotan principalmente de las 
ramas terciarias (Ito, 1984). El area del campo dendritico de una cklula de Purkinje de rata es de 26 
316.32 pm2 (Hollingworth y Berry, 1975). 

El axon de las celulas de Purkinje emerge de la base del soma y su segment0 inicial es amielinico 
(17.1 pm), el cual es cubierto en parte por sinapsis axoaxonicas de las cklulas en canasta y el resto es 
cubierto par glia. Mientras cruza la capa granulosa interna o al entrar en la sustancia blanca forma dos o 
m L  colaterales recurrentes las cuales terminan en el soma y dendritas de las celulas en canasta, de 
Golgi u otras celulas de Purkinje (Chan-Palay, 1971). 



Las principales rarnas de 10s axones de las celulas de Purkinje pasan dentro de 10s nucleos 
cerebelares profundos y cada axon hace sinapsis hasta con 35 celulas de 10s nucleos y desarrollan en 
promedio 500 terminaciones (Polkovits y col., 1977). 

Las neuronas cerebelares corticales se derivan de dos zonas germinales separadas, la zona del 
techo de cuarto ventriculo origina a las celulas de Purkinje y a las de Golgi, asi como a algunas celulas 
gliales, todas ellas migran para forrnar la capa del manto de la lamina cerebelar. Tiempo despues, otra 
zona germinal, denorninada capa granular externa es formada bajo la Pia que cubre la lamina cerebelar, 
la cual da origen a las celulas granulares, estrelladas, en canasta y a la rnayoria de las celulas gliales, 
todas migran despues hacia el interior de la corteza cerebelar (Jacobson, 1978; Ito, 1984). 

Las celulas de Purkinje se originan entre 10s dias 14 y 17 de gestacibn en la rata, comenzando y 
cesando su produccibn antes que cualquier otra neurona de la corteza del cerebelo. Su diferenciacion es 
lenta y prolongada. Se acepta que el primer signo de diferenciacion neuronal es un aumento ostensible 
en la cantidad de reticulo endoplasmico rugoso el cual continua aumentando durante la maduracion junto 
con 10s ribosornas libres, el aparato de Golgi y 10s neurotubulos (Fujita y col., 1966). Las neuronas mas 
maduras tienen generalmente un solo nucleolo, mientras que nucleolos multiples son la regla en las 
neuronas en desarrollo. Las neuronas jovenes contienen rnuy poca sustancia de Nissl y el ADN nucleolar 
esta concentrado como un cuerpo denso en el centro del nucleolo. Durante el desarrollo neuronal el ARN 
nucleolar aumenta y el ADN nucleolar se dispersa a la periferia del nucleolo y al parecer permanece 
constante en cantidad y se tiiie intensamente con tionina o con la tecnica de Feulgen. El primer signo de 
desarrollo nucleolar esta siempre relacionado con el aumento de basofilia de 10s grumos de Nissl. Las 
celulas de Purkinje rnaduras tienen una moderada cantidad de grumos de Nissl y el ADN nucleolar forma 
como un anillo de cuentas alrededor del nucleolo (Jacobson, 1978). 

lnicialmente las celulas de Purkinje son pequeiias y fusiformes, estan distribuidas en varias capas 
y su axon puede ser visto al momento del nacimiento. Posnatalmente asurnen una forma multipolar y a 
10s cuatro dias forman una sola hilera de celulas, el soma rnuestra procesos perisomaticos que 
finalmente desaparecen y se dibuja el arbol dendritico plano y perpendicular al eje longitudinal del folio. 
Crecen muy lentamente hasta que ocurre la proliferaci6n de las celulas de la capa granular externa y se 
diferencian rhpidamente despubs de que las celulas granulares migran pasando por su capa hasta la 
capa granular interna, este evento ocurre de 4 a 20 dias despuQ del nacimiento. Las puntas de las 
dendritas alcanzan la pia a 10s 20 o 25 dias postnatales (Altman, 1972 a y b; Ito, 1984), cuando la capa 
granular externa desaparece. Las celulas granulares tienen una compleja transformacion conforme 
migran de la capa granular externa a la interna, en donde se diferencian rapidamente. Esta migration no 
seria posible sin la presencia de una senda preformada por la glia de Bergmann, que guia a las celulas 
granulares entre las fibras paralelas densamente acomodadas, particularmente en 10s estadios tardios 
de desarrollo del cerebelo (Rakic y Sidman, 1970). 



Entre P-5 y P-21 el cerebelo de rata experiments su period0 principal de sinaptogenesis (Altman, 
1972 a y b). Durante 10s primeros 4 dias despuC del nacimiento, las 2-3 hileras de celulas de Purkinje 
se mueven alineandose hasta formar una monocapa y presentan pocas o ninguna sinapsis. Entre 10s 
dias 5-7 se desarrolla un prominente con0 apical y procesos perisomaticos laterales, 10s cuales son 
contactados por las fibras trepadoras. Entre 10s 8 y 15 dias postnatales, 10s procesos perisomaticos 
desaparecen y el citoplasma fluye hasta la creciente dendrita. Entonces el soma recibe sinapsis de las 
celulas en canasta. Finalmente la maduraci6n del soma es anunciada por la envoltura dada por 10s 
procesos gliales. A la edad de 12-15 dias las fibras paralelas hacen sinapsis con las espinas dendriticas 
en la mitad inferior de la capa molecular y a 10s 21 dias, cuando la capa granular externa desaparece, las 
fibras paralelas establecen sinapsis con las espinas dendriticas en la mitad superior de la capa 
molecular. Un aumento sostenido del numero de uniones sinapticas ocurre entre la tercera y cuarta 
semana postnatal (Altman, 1972 b; Ito, 1984) (Figura 5). 

Figura 5. Desarrollo de las celulas de Purkinje y proceso de sinaptogenesis que se verifican entre el dia postnatal 3 y el dia 
postnatal 21 en el cerebelo de rata (Altrnan, 1972 b). 



A la edad P-5, en las celulas de Purkinje, la morfologia de las ramificaciones terminales varia de 
grandes terminaciones bulbosas sin filopodios a pequeilas terminaciones filamentosas con 1 a 3 
filopodios. El arb01 dendritico se observa en general liso con varicosidades y pocos filopodios colaterales. 
Muy pocas espinas postsinapticas con forma de palillo de tambor estan presentes a esta edad. Por el dia 
P-10 las terminales dendriticas se hacen mas complejas, con mas filopodios, 10s cuales se ramifican a 
menudo. Los filopodios colaterales y las espinas con forma de palillo de tambor tambien aumentan. Por 
el dia postnatal 15 10s filopodios quedan confinados principalmente a 10s segmentos terminales. Las 
espinas en forma de palillo de tambor cubren 10s segmentos proximales maduros. A 10s 30 dias 
postnatales las dendritas con espinas alcanzan la forma madura y 10s filopodios desaparecen (Berry y 
Bradley, 1976). La forma madura de la arborizacion de la cklula de Purkinje ortogonal con las fibras 
paralelas permite la maxima divergencia y convergencia de conexiones entre estos dos elementos. 

Las proteinas asociadas a las vesiculas sinapticas tales como sinapsina I, sinaptofisina, 
sinaptogamina y glucoproteinas se acumulan dentro de 10s axones y arborizaciones terminales en la 
mayoria de las areas que experimentan sinaptogenesis (Leclerc, 1989; Mayanil y Kneper, 1993). La 
fosforilaci6n-desfosforilaci6n de estas proteinas juega un papel clave en la regulacion del trafico y 
liberacion de neurotransmisores (Greengard y col., 1993). AdemL de su uni6n a las vesiculas 
sinapticas, la sinapsina I y sinaptofisina estbn tambien asociadas a 10s elementos esqueleticos tales 
como neurofilamentos y microtubulos (Goldenring y col., 1986) 10s cuales acumulados en 10s axones y 
dendritas son fosforiiados por kinasas y se estabilizan durante la sinaptogenesis (Carden y col., 1987; 
Nixon y Shea, 1992). 

Las celulas granulares comienzan a transportar vesiculas sinapticas y forman varicosidades desde 
antes que se inicie el contact0 sinaptico con sus celulas blanco. Las proteinas asociadas a las vesiculas 
sinapticas se detectan desde la edad P-6 en la rata entre las celulas premigratorias de la capa granular 
externa, asimismo por toda la capa molecular sin graduacibn entre fibras paralelas maduras (profundas) 
e inmaduras (superficiales), y las varicosidades llenas de vesiculas pueden ya ser identificadas con 
microscopia electronica (Altman 1972a; Cambray y col., 1987). A pesar del desarrollo temprano de las 
especializaciones presinapticas, las especializaciones postsinapticas en las espinas dendriticas de las 
celulas de Purkinje no son frecuentes y durante la primera semana postnatal la mayoria de las sinapsis 
de las fibras paralelas es con las protuberancias de las dendritas de las celulas de Purkinje. 

La aferencia de las fibras musgosas hace su primera aparicion en la capa granular interna de la 
rata por el dia P-5. En este momento unas pocas dendritas de las celulas granulares pueden obse~arse 
con microscopia electronica. En el dia P-12 es detectable la primera indicacion clara de la formacibn 
sinaptica de las terminales de las fibras musgosas en las dendritas de las celulas granulares. En este 
momento las celulas de Golgi comienzan a hacer sus conexiones inhibitorias sinapticas en las dendritas 
de las celulas granulares en el glomerulo (Altman, 1972 b; Ito 1984). Durante la tercera semana postnatal 
el glomerulo aumenta en complejidad y la tincion inmunohistoquimica para las proteinas asociadas a las 
vesiculas sinapticas revela un marcado aumento en las terminales de las fibras musgosas hasta la edad 
P-18 (Cambray y col., 1987; Altman, 1972 b). 



1.4.3.2 Glia 

La glia del cerebelo incluye, al igual que en otras regiones del sistema nervioso central, astrocitos 
(protoplasmicos y fibrosos), oligodendrocitos (satelites e interfasciculares) y celulas de microglia. 
Ademas, de rnanera caracteristica presenta un tipo de glia radial, localizada en el nivel de la capa de 
celulas de Purkinje, denominadas glia de Bergmann. Se trata de celulas positivas a la proteina fibrilar 
acida glial (PFAGt) por lo que se consideran pertenecientes a la estirpe astroglial y su funcibn, entre 
otras es la de servir como guia para la rnigracion de las cblulas granulares desde la capa granular 
externa a su sitio definitivo en la capa granular interna (Figura 6). 

Figura 6. Glia de la corteza cerebelar. CBlulas de Bergmann (B), Astrocitos protoplhsmicos (AP), Astrocitos fibrosos (AF), 
Oligodendrocitos (0) y Microglia (mi) (Modificado de Sotelo, 1967). 



Astroglia 

Con tecnicas inmunohistoquimicas se ha visto que 10s cultivos de astrocitos del nervio optico de 
rata contienen tres tipos de celulas neurogliales antigenicamente distintos: oligodendrocitos y dos tipos 
de astrocitos, tip0 1 y tip0 2,los cuales aparecen en diferentes etapas de desarrollo, y se derivan de dos 
linajes celulares distintos: 10s astrocitos tipo 1 se originan de un precursor diferente del que da origen a 
10s oligodendrocitos y a 10s astrocitos tipo 2. Los astrocitos tipo 1 aparecen en el cerebro de rata en el 
dia embrionario 15-16 y esthn presentes antes que 10s oligodendrocitos (a1 nacimiento) y que 10s 
astrocitos tipo 2 (en el dia postnatal 6-8). Estos hallazgos en cultivos se han confirmado en cortes de 
cerebelo con marcaje doble (Curtis y col., 1988). 

Las interacciones entre neuronas y glia se establecen por una via directa a traves de difusion y 
seliales de superticie celular, y otra indirecta por 10s efectos sobre el medio intersticial y la barrera 
hematoencefhlica, por lo que la astroglia juega un papel importante en el desarrollo neuronal, 
influenciando su forma, la emigracion de neuroblastos y de 10s conos de crecimiento, la sobrevivencia y 
la diferenciacion neuronal. Asi, en el cerebelo, la glia de Bergmann es en buena parte responsable de la 
estructura laminada y correct0 funcionamiento del cerebelo, ya que la disminucibn en su numero, su 
alteracibn morfologica o el desorden en su arreglo, produce fallas en la migracion de las celulas 
granulares y por lo tanto en sus contactos sinhpticos con las cblulas de Purkinje y con las fibras 
trepadoras y musgosas (Rakic y Sidman, 1970; Sievers y col., 1994). 

Se ha sugerido una funcibn dinamica para la neuroglia en el control del microambiente neuronal 
(Attwell y col., 1991) para la cual existe una sefializacion entre las neuronas y la neuroglia (Barres, 1991; 
Van der Zee y col., 1993). Las membranas astrogliales estan involucradas activamente en el intercambio 
de nutrientes, neurotransmisores, segundos mensajeros, iones y factores de crecimiento, 10s cuales 
juegan un papel preponderante en el desarrollo normal del Sistema Nervioso Central (Rakic, 1991). 
Tenemos por ejemplo que las interacciones metabolicas pueden ocurrir por la transferencia de diferentes 
sustancias como la glutamina desde el astrocito hacia la neurona, la cual no tiene la maquinaria 
metabolica para hacerlo y por la liberacibn de glutamato desde la neurona para regular la actividad 
metabolica del astrocito (Hertz, 1993). Los astrocitos proporcionan tambien el oxigeno que necesitan las 
neuronas y 10s oligodendrocitos para la produccion oxidativa de energia (Hamprecht, 1993). Se ha visto 
en cultivos primarios que 10s astrocitos sobreviven largo tiempo en ausencia de oxigeno, tanto como la 
glucosa este disponible en el medio, mientras que las neuronas cultivadas sucumben rhpidamente 
durante la anoxia y la isquemia (Hertz, 1993). 

Otro de 10s caminos a travbs de 10s cuales interacttian las neuronas y la neuroglia tanto durante el 
desarrollo como durante la funcion neural adulta y 10s estados patologicos, es la comunicacion desde las 
neuronas hacia la glia a traves del ion K+ y de 10s neurotransmisores. 

Se ha mostrado que la neuroglia posee 10s mismos tipos de receptores y canales ionicos 
presentes en las neuronas (Van der Zee y col., 1993). Los receptores de 10s astrocitos regulan la 
mayoria de 10s sistemas de segundos mensajeros y la activation de estos sistemas influencian muchos 
procesos intracelulares diferentes (Enkvist y col., 1993). 



Otra forma de participacion de la astroglia en la funcibn y comunicaci6n entre las celulas del 
cerebelo es a traves de 6xido nitrico (NO), utilizado por 10s astrocitos y celulas de Bergmann durante la 
estimulacion de la guanilato ciclasa para la activacion del sistema de segundos mensajeros (GMPciclico) 
(De Vente y col., 1990). El mayor estimulo para la liberacibn de NO es la activacion de 10s receptores de 
glutamato. Se sugiere que la toxicidad del glutamato que contribuye al daRo isquemico es mediada a 
travks de NO (Garthwaite, 1991). Se ha propuesto que 10s astrocitos suministran L-arginina a las 
neuronas como sustrato para la oxido nitrico sintasa (NOS) que convierte la L-arginina en citrulina y NO 
(Murphy y Simmons, 1993). 

Oligodendroglia 

Durante la diferenciacion del cerebelo, 10s precursores de 10s oligodendrocitos aparecen primer0 
en el velum superior, adyacentes al IV ventriculo, como celulas redondeadas, mas largas que anchas y 
positivas al ganglibsido GD3, alcanzan la region profunda del cerebelo al nacimiento y forman procesos 
cortos y escasos, 10s cuales se van haciendo cada vez mas complejos y largos; estas celulas migran al 
interior de 10s folios en desarrollo justo antes de la mielinizaci611, adquiriendo la expresibn de 
galactocerebrbido y la morfologia adulta (Goldman y Vaysse, 1990; Curtis y col., 1988). Durante el 
proceso de mielinizacion 10s oligodendrocitos presentan un complejo de Golgi y un nucleolo prominente, 
asi como una gran concentracibn de ribosomas, lo que se correlaciona temporalmente con el increment0 
de sintesis de proteinas y lipidos para formar la mielina (Davidson, 1991). 

En condiciones patologicas el aumento en la permeabilidad vascular permite que varios 
mediadores solubles se concentran en torno a 10s capilares cerebrales produciendose un edema local 
intenso, en estas condiciones el nbmero de oligodendrocitos se reduce, las cklulas que sobreviven se 
muestran anormales y la mielina es removida por macrofagos (Compston y Scolding, 1991). Las celulas 
fagociticas forman productos tales como proteasas y radicales libres, capaces de daiiar a la membrana 
de 10s oligodendrocitos y a la mielina (Raine, 1997). 

En el cerebelo de raton se reconoce microglia amiboide en el dia embrionario 11, y su ntimero se 
incrementa constantemente despues de este tiempo. La microglia amiboide se sigue reconociendo hasta 
el dia postnatal 10, despues solo se encuentra microglia ramificada (Aswell, 1990). Las celulas de 
microglia se caracterizan por la carencia de una corriente de salida de K+ lo que las hace muy sensibles 
a 10s agentes despolarizantes y por lo tanto a 10s cambios microambientales que se suceden en 
condiciones normales y patol6gicas (Kettenmann y col., 1993), estos cambios inducen en estas celulas 
una respuesta morfol6gica que es acompaiiada por modificaciones en la expresibn de moleculas de 
complejo principal de histocompatibilidad, que es la caracteristica mas notable de la participacion de la 
microglia en la respuesta inmune (Theele y Streit, 1993). Por las caracteristicas mencionadas la 
microglia responde al daiio neuronal con una respuesta graduada que incluye migracibn, proliferacibn, 
presentacion antigenica, liberacion de productos de secrecibn, desplazamiento de sinapsis 



(deaferentacion), y si se produce la muerte neuronal, remueve a la neurona muerta (Banati y col., 1993). 
Esta celula actua como un macrbfago residente alerta con capacidad de vigilancia y control inmune. La 
microglia activada puede destruir microorganismos invasores, remover restos celulares y tisulares y 
residuos potencialmente dailinos, promueve la reparacibn tisular al secretar factores de crecimiento y 
facilita el retorno a la homeostasis tisular (Kreutzberg, 1996). 

1.4.4 Fisiologia 

El gran tamailo del cerebelo esta relacionado con sus funciones. Las partes laterales de 10s 
hemisferios cerebelares tienen conexiones extensas con la corteza motora y se relacionan 
principalmente con la planeacibn y programacion de 10s movimientos. Las porciones mediales de 10s 
hemisferios se proyectan hacia el tallo cerebral y la corteza motora y reciben abundante informacibn de 
10s propioceptores perifkricos; su funci6n primordial parece ser el comparar el plan de movimiento con la 
ejecucion real durante el mismo y efectuar ajustes que 10s suavicen y coordinen. La porci6n del vermis y 
el lbbulo floculonodular es fundamentalmente vestibular y esth relacionada con el control de la postura y 
10s movimientos oculares. 

El cerebelo participa tambien en 10s ajustes aprendidos que hacen m b  fbcil la coordinacibn 
cuando se efectua una y otra vez una tarea determinada. Las bases de este aprendizaje se encuentran 
probablemente en la informacion recibida a traves de 10s nucleos olivares. 

Puede considerarse la organization del cerebelo en tbrminos de sus conexiones aferentes y 
eferentes y su relacion con las funciones mencionadas. De acuerdo a esto se ha observado la existencia 
de conexiones especificas en el cerebelo de 10s mamiferos para las tres porciones que reflejan su 
historia evolutiva: el arquicerebelo (Iobulo floculonodular), el paleocerebelo (16bulo anterior) y el 
neocerebelo (hemisferios laterales) (Shepherd, 1994). 

1.4.4.1 Conexiones aferentes y eferentes 

Conexiones aferentes. Las fibras vestibulares hacen conexion con el iobulo floculonodular. Las 
fibras espinales ascienden por el tracto espinocerebelar y terminan principalmente en el lobulo anterior. 
Las fibras que llegan al neocerebelo vienen principalmente de grandes grupos celulares del puente y del 
nucleo olivocerebelar. 

Conexiones eferentes. Las fibras eferentes de la corteza cerebelar proyectan a 10s nucleos 
cerebelares profundos. La relacion entre la corteza y 10s nucleos profundos es mas complicada que la 
simple division tripartita mencionada. El nucleo fastigial recibe fibras de la corteza del vermis anterior y 
lbbulo floculonodular y proyecta al nucleo vestibular lateral, Existe tambibn una via directa desde la 
corteza floculonodular con el nucleo vestibular. El nucleo emboliforme recibe fibras desde la corteza 
cercana a la linea media y proyecta al nucleo rojo mesencefblico y hacia el nucleo ventrolateral del 
talamo. El nucleo dentado es el mayor de 10s nljcleos profundos y recibe fibras de 10s grandes 



hernisferios cerebelares, proyecta algunas fibras al nucleo rojo, per0 la rnayoria de ellas al nucleo 
ventrolateral del talarno (Figura 7). 

Paleo- 

desde tracto 

Oliva inferior (16bulo floculonodular) 
(aferencias desde 
nhcleo Rojo 
via central 
tracto legmental) 

AFERENCIAS  EFERENCIAS  

Figura 7. Principales aferencias y eferencias del cerebelo de 10s mamiferos (Shepherd, 1994). 

A las conexiones con el nucleo vestibular se debe el control que el cerebelo ejerce sobre el 
equilibrio. Las conexiones con el nhcleo rojo median el control sobre 10s reflejos y el tono muscular a 
traves de proyecciones de estos nucleos hacia la medula espinal. El papel del circuit0 que establecen 10s 
hernisferios laterales con el nlicleo dentado y el talamo ventrolateral, es la coordinacion sensoriornotora. 
(Shepherd, 1994). 

1.4.4.2 Actividad ritmica y plasticidad 

Dentro de las cornplejas operaciones que median la coordinacion sensoriornotora, resaltan dos 
propiedades de la rnaquinaria neuronal cerebelar: actividad ritmica y plasticidad. 

Actividad ritmica 

Las celulas de la oliva inferior estan electricarnente acopladas y tiene una fuerte actividad de 
rnarcapasos tal, que sus axones transmiten seiiales excitatorias, sincronicas y ritrnicas a las celulas de 
10s nljcleos cerebelares y a traves de las fibras trepadoras a las celulas de Purkinje de la corteza 
cerebelar. Las fibras trepadoras activan intensa y sincronicamente bandas de celulas de Purkinje, las 



cuales responden mediante un complejo de espigas que es transmitido como impulsos inhibitorios 
fasicos a las celulas de 10s nucleos cerebelares. Las celulas de 10s nucleos cerebelares son manejadas 
por una excitacion desde las celulas olivares, seguida de una inhibicion desde las celulas de Purkinje 
que conduce a un rebote de excitacion. Las celulas nucleares entonces excitan ritmicamente sus celulas 
blanco en el nucleo rojo y en el thlamo. Hay tambien una retroalimentacion inhibitoria GABAergica a la 
oliva inferior, en donde se reduce el acoplamiento electrot6nico entre las celulas olivares que restringe su 
disparo (Shepherd, 1994). 

El sistema fibras musgosas-fibras paralelas provee una regulacibn continua y delicada de la 
excitabilidad que el nucleo cerebelar trae de todos lados. La activacion tonica de una simple espiga en la 
celula de Purkinje genera finalmente el control fino de 10s movimientos conocido como coordinacion 
motora. El hecho de que las fibras musgosas informan a la corteza cerebelar tanto de 10s mensajes 
ascendentes como descendentes hacia y desde 10s centros motores en la medula espinal y tallo 
cerebral, da una idea de la importancia de estas fibras que informan a la corteza del lugar y magnitud de 
10s movimientos de 10s miembros y pone a tiempo la intencion motora generada por el cerebro en el 
context0 del estado del cuerpo, con el movimiento que sera ejecutado (Shepherd, 1994). 

Plasticidad 

Los circuitos neurales se caracterizan por su plasticidad y 10s circuitos cerebelares no son la 
excepcibn. 

La plasticidad cerebelar se manifiesta en tres caminos principales: 1) actividad dependiente de 
cambios relacionados al aprendizaje motor; 2) regeneracion axonal y recrecimiento sinaptico en 
respuesta a dano y 3) remodelaci6n de neuronas y conexiones durante el desarrollo. 

Uno de 10s cambios de mayor interes actual por ser posiblemente la base para el aprendizaje 
cerebelar es la depresion a largo plazo (LID) de la sinapsis de las fibras paralelas despuC de la 
excitacion repetida por fibras trepadoras a las celulas de Purkinje. Las evidencia seiialan al glutamato 
como el neurotransmisor de la sinapsis de las fibras paralelas. 

La activacion de las fibras trepadoras produce potenciales excitatorios postsinapticos (EPSPs), 10s 
cuales conducen a una fuerte despolarizacion debida a espigas de Ca2+ dendriticos y potenciales en 
meseta. El Ca2+ intracelular liberado activa el mecanismo de segundos mensajeros, el cual conduce a 
una desensibilizaci6n de 10s receptores de AMPA (amino3 hidroxi-5 metil-4 isoxazol acido propibnico) en 
la espina sinaptica que recibe las terminaciones de las fibras paralelas. Posiblemente varios mecanismos 
inducidos por segundos rnensajeros estan involucrados. Uno de ellos es la activacion de receptores 
metabotr6picos a glutamato acoplados a la produccion de inositol trifosfato, la cual puede contribuir al 
aumento interno de 10s niveles de Ca*'. Otro es la activacion de la oxido nitrico sintasa. La produccion de 
oxido nitrico y la subsecuente activacion de guanilato ciclasa, para producir el segundo mensajero 
guanosin 3'5' monofosfato-ciclico (cGMP), el cual puede entonces activar la cGMP-dependiente de 
protein-kinasa para desensibilizar 10s receptores de AMPA (lto,1991; Shepherd, 1994). 



1.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIP~TESIS 

Con base en 10s antecedentes de que el estrbs oxidativo daiia a las celulas y afecta la expresion 
de sus programas de desarrollo se plante6 el presente proyecto de investigacion con las siguientes: 

1. Si 10s efectos de la exposicibn prenatal al 03 en el SNC en desarrollo se corresponden con los 
producidos por estrbs oxidativo, entonces se podran encontrar algunos signos morfologicos de daiio 
tisular y neuronal caracteristicos de este modelo. 

2. Si como resultado del estres oxidativo inducido por 03 hay muerte neuronal, entonces se espera 
encontrar cambios conductuales en las ratas expuestas prenatalmente al 03. 

II OBJETIVOS 
Objetivo general 

Analizar 10s cambios conductuales y neuromorfologicos en el cerebelo de crias de ratas expuestas 
durante el desarrollo a estrbs oxidativo inducido por 03. 
Objetivos especificos 

1. Valorar postnatalmente 10s reflejos de enderezamiento, geotaxis negativa, habilidad de nado y la 
alternancia espacial en ratas cuyas madres fueron expuestas al 03durante la gestacion. 

2. Comparar planimetricamente el 16bulo anterior del cerebelo y la densidad de celulas de Purkinje 
en cerebelos de rata de 0, 12 y 60 dias de edad expuestas prenatalmente al 03 frente a sus controles 
no expuestas. 

3. Analizar el lobulo anterior del cerebelo de ratas a 10s 0, 12 y 60 dias postnatales expuestas 
prenatalmente al 0 3  para definir 10s parametros morfologicos de daiio a corto, mediano y largo plazo, 
sobre la histologia de la corteza cerebelar en desarrollo. 

4. Hacer un analisis histopatologico del desarrollo de las celulas de Purkinje a las edades P-0, P-12 
y P-60 en el cerebelo de ratas expuestas prenatalmente al 03. 

5. Comparar la inmunoreactividad de las capas de la corteza cerebelar con 10s anticueroos 
sinaptofkina y proteina fibrilar acida glial en ratas de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 dias postnatales expuestas 
prenatalmente al a f ren te  a las ratas que se desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes. 
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Ill MATERIAL Y METODOS 
III.1 Administracion del 03 

Seis ratas hembras Wistar adultas de 250 g de peso en estro, con presencia de esperma y tapon 
vaginal despues de permanecer con machos adultos sanos, fueron consideradas para la obtencion de 
crias a 10s 0, 12 y 60 dias de nacidas. Con objeto de obtener camadas control, tres de estas ratas fueron 
mantenidas en dmaras provistas de humedad, temperatura y ciclos de luz/obscuridad controlados, asi 
como con alimentacion y agua ad libitum en un medio libre de contaminantes atmosfkricos durante toda 
la gestation. Mientras que otras tres ratas penanecieron en iguales condiciones except0 que durante 
toda la gestacion fueron expuestas 12 horas diarias (20:OO - 8:00 horas) a 1.0 ppm de 03. El O3 fue 
administrado a las camaras mediante un generador PI5 Triozon y mantenido en concentraciones 
constantes a traves de un analizador 1008-PC Dasibi de luz ultravioleta (Figura 8). 

De las seis madres gestantes se obtuvieron s61o 4 camadas ya que una no present6 ninguna cria 
y otra pari6 todas sus crias muertas. Las crias fueron pesadas y reducidas a 9 por camada para ser 
alimentadas por sus propias madres, con el objeto de tener iguales condiciones de desarrollo. Las 
camadas fueron asignadas al azar como C1, C2, C3 y C4 con objeto de ser analizadas las crias a 10s 0, 
12 y 60 dias postnatales, en un esquema doble ciego para descubrir cuales camadas fueron expuestas 
al 03. 

Figura 8. C h a r a s  en las que fue administrado el 03 a las ratas gestantes. Las cdmaras esthn conectadas a un generador P15 
Triozon y este a un analizador 1008.PC Dasibi de luz ultravioleta, para medir y mantener la concentraci6n de 1 ppm de 03 

constante. 



111.2 Conducta 

A partir de 10s 6 dias postnatales cada grupo de crias se probo en las conductas de 
enderezamiento, geotaxis negativa y habilidad de nado. En el reflejo de enderezamiento, el animal 
puesto boca arriba tiende a voltearse lo mhs rhpidamente posible a su posicion normal. En esta prueba 
se midio el tiempo que transcurre desde que se coloco a la cria en posicion supina hasta que se 
enderez6 por si misma, colocando las cuatro patas en contact0 con la superticie. Para considerarse 
dentro del patr6n normal de desarrollo esta prueba debe realizarse en un tiempo menor o igual a 2 
segundos. La prueba de geotaxis negativa consistio en medir el tiempo que tardo la cria en completar un 
giro de 180" cuando se coloco con la cabeza hacia abajo en una rampa inclinada a 25". La prueba debe 
realizarse como mhximo en 60 segundos (Vorhees y col., 1979). La conducta de nado consisti6 en 
colocar a las ratas durante 5 a 10 segundos en un acuario de 25X50X30 cm con agua a 25 cm de 
profundidad y a una temperatura de 27%. Se consideraron diferentes parametros del patron de nado con 
una escala arbitraria: la direction de nado (escala del 0 al3), la posicion de la cabeza y la nariz respecto 
al nivel del agua (escala del 0 al 4); cuando la nariz y toda la oreja se mantienen fuera del agua es un 
indicativo de coordinacibn neuromuscular. Se valor6 tambikn el movimiento de las extremidades 
anteriores (escala del 0 al 2), ya que esta es una conducta de inmadurez que tiende a inhibirse 
progresivamente, 10s adultos no utilizan estos miembros para nadar (Schapiro y col., 1970; Salas, 1972). 
A 10s resultados de las pruebas de enderezamiento, geotaxis negativa y nado se aplic6 un andisis de 
varianza de una via y una prueba de Tukey. 

A partir de 10s 30 dias de edad se aplicb a 10s animales una prueba de alternancia espacial 
diferida, consistente en entrenarlos a encontrar el agua en un laberinto de dos brazos (Figura 9). Un 
deposit0 de agua se coloc6 como reforzador de manera alternada en uno de 10s brazos ya que durante 
las doce horas de oscuridad previas a la prueba las ratas fueron privadas del agua. Todos 10s animales 
tuvieron una fase de habituacion, una de pre-entrenamiento y una de entrenamiento. Esta ljltima fase 
consistio de 11 ensayos diarios durante 22 dias consecutivos, cuando las ratas cumplieron 60 dias de 
edad. Se consider6 una conducta adquirida cuando las ratas lograron el 80% de respuestas correctas en 
dos dias consecutivos. Se registraron y compararon entre 10s grupos las latencias de salida del 
compartimento inicial del laberinto y de llegada a alguno de 10s brazos del mismo, mediante una prueba 
de Correlation de Pearson. Al porcentaje de alternancia y al tiempo de adquisicion de la respuesta se les 
aplico un anhlisis de varianza de una via y la prueba de Tukey. Asi mismo se registr6 durante toda la 
prueba el numero de veces que cada rata se dirigib hacia la derecha o hacia la izquierda y el promedio 
de cada camada se expres6 en porcentaje (Hinojosa-Cabrera y col, 1995). 



Figura 9. Vista superior dei laberinto en T que se utiliz6 en la prueba de alternancia espaciai. Compartirnento de salida, brazo 
derecho y brazo izquierdo. 

111.3 Procesarniento histol6gico. 

Ratas recibn nacidas de cada camada y de las edades P-12 y P-60, que participaron en las 
pruebas conductuales, se sacrificaron para el estudio histologico, durante el cual nuevamente se 
ignoraron deliberadamente las condiciones de gestation de cada camada con objeto de ser analizadas 
en un esquema doble ciego. 

Tres crias por camada fueron anestesiadas al nacimiento (P-0), otras tres por camada a 10s 12 
dias de nacidas (P-12) y otras tres por camada a 10s 60 dias de edad (P-60) con vapores de eter y 
perfundidas intraventricularmente con soluci6n salina y formol al 10% amortiguado. Los encefalos fueron 
extraidos despues de permanecer 48 horas a 4' C dentro de su cavidad craneana con objeto de 
completar la fijacibn y evitar artefactos. El hemicerebelo derecho de cada una de las crias fue 



seccionado en cortes sagitales seriados de 5 pm para ser teiiidos alternativamente con el metodo de 
hematoxilina-eosina, de luxol fast blue-violeta de cresilo (Tecnica de Kluver-Barrera), de Feulgen para 
ADN (Thompson, 1966) e impregnadas con plata segun 10s metodos de Bielchowsky (Bancroft y 
Stevens, 1977), de Cajal para cerebelo y de doble impregnacion de Del Rio-Hortega (Ramon y Cajal y de 
Castro, 1972) (ver apendice).Todas las tecnicas argenticas se adecuaron para ser impregnadas en horno 
de microondas (Rugerio-Vargas y col., 1994). Cada 451m se repiti6 la secuencia de tinciones, haciendo 
un total de 3 cortes teiiidos con cada tecnica. 

Se hizo el analisis histologico e histopatologico con todas las tecnicas empleadas de cada 
hemicerebelo derecho de P-0, P-12 y P-60 en 10s cortes mediales del vermis. En cortes equivalentes, se 
tomaron fotomicrografias con la tecnica y el aumento (31X, 78X, 200X, 500X o 1250X) que evidencio 
mejor cada estructura o detalle, con un fotomicroscopio Zeiss II. 

Se utilizaron dos tecnicas histologicas generales, la de hematoxilina-eosina y la doble 
impregnacion de Rio-Hortega para hacer la descripcion histologica y el analisis histopatologico de la 
corteza y para describir 10s detalles citologicos de las d lu las de Purkinje. En estos analisis se 
consideraron tambien como indicadores de alteracibn cambios en la basofilia, la acidofilia y la argirofilia 
de las estructuras celulares y tisulares. 

Se emplearon tambien tres tecnicas semiespecificas para prolongaciones nerviosas. Las tecnicas 
de Kluver-Barrera y de Bielchowsky con el objeto de analizar las caracteristicas cualitativas y 
cuantitativas de 10s axones y el proceso general de mielinizacion; y la tecnica de Cajal para hacer el 
analisis morfol6gico del arbol dendritico de las cblulas de Purkinje. 

Con la tecnica de Kliiver-Barrera se determino por gravimetria la cantidad de sustancia blanca 
entre la corteza y 10s nucleos profundos en el inicio del folio 1 y en la base de la fisura prima. El metodo 
consistio en fotografiar con un objetivo de 16X un area equivalente para cada corte de 0.37mm2 que 
incluyera la corteza, la sustancia blanca y 10s nucleos profundos. Las imhgenes impresas en papel bond 
de 24 kg se les elimin6 la corteza y 10s nucleos profundos. La sustancia blanca restante se peso en una 
balanza analitica SAUTER 404118. A 10s promedios de 18 valores por camada (n=3) se les aplico una 
analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey. En las rnismas porciones del 16bulo anterior y con 
la misma tecnica se cuantifico el numero de celulas gliales en la sustancia blanca a 40X, en un area de 
44388 pm2, para tal efecto se capturaron las imagenes fotograficas con un scanner Scan Jet llc y fueron 
analizadas con una computadora Gateway 2000 P5 166 y el programa Image Pro Plus (IPPLUS) version 
2.0 para Windows. A 10s promedios de 18 valores por camada se les aplico un analisis de varianza de 
una via y la prueba de Tukey. Esta tecnica se emple6 tambien para buscar signos rnorfologicos de 
cromatolisis en las celulas de Purkinje. 

Con la tbcnica de Bielchowsky, despues de digitalizar las imhgenes, se cuantificaron las fibras 
nerviosas a 100X en un Area de 7706 pm2 en el inicio del falio 1 y en el fondo de la fisura prima, en tres 
cortes no consecutivos de cada rata. Se contaron todas las fibras paralelas al eje mayor del campo y que 
se extendian de extremo a extremo del mismo. Al promedio de cada camada se aplico un analisis de 



varianza de una via y la prueba de Tukey. Esta tecnica se utilizo tambien para analizar la estructura, 
desarrollo y distribucibn de las cestas pericelulares de las celulas en canasta, asi como para confirmar 
cambios en la argirofilia de las estructuras nucleares y nucleolares. 

Finalmente, la tecnica especifica para ADN de Feulgen se aplico para describir el patron cromatico 
de las celulas de Purkinje durante el desarrollo y para determinar posibles alteraciones en la 
organizacibn del ADN. 

111.4 Planimetria y Densidad celular. 

Las celulas de Purkinje y las celulas en apoptosis fueron contadas en toda el area de la capa 
molecular (incluyendo la capa de celulas de Purkinje) en 10s Iobulos anteriores a las edades P-0, P-12 y 
P-60 en tres cortes parasagitales por cria, separados 45 vrn entre cada uno. Se utilizaron cortes teiiidos 
con Hematoxilina-Eosina. Posteriormente 10s mismos tres cortes por rata de las diferentes camadas y 
edades fueron fotografiados a 31 aumentos y las imagenes fotograficas capturadas con un scanner Scan 
Jet llc y analizados con una computadora Gateway 2000 P5 166 y el programa Image Pro Plus (IPPLUS) 
version 2.0 para Windows. Estas imagenes se utilizaron para medir el area de las capas granular 
externa, molecular y granular interna asi como el area total del 16bulo anterior del cerebelo y su longitud 
externa. Para determinar la amplitud de las capas a las edades P-12 y P-60 fueron tomadas 6 
mediciones desde el fondo a la superficie separados 250 pm a lo largo de la fisura prima en 3 cortes no 
consecutivos de cada animal con una reglilla micrometrica a 16X (Dumesnil-Bousez y Sotelo, 1992). El 
promedio de 54 mediciones por camada (n=3) fue analizado para cada edad mediante un analisis de 
varianza de una via y la Prueba de Tukey. Se calculb la densidad de celulas de Purkinje en el espesor de 
la capa molecular (Numero de celulas de ~urkinjelArea de la capa molecular) en todo el l6bulo anterior y 
se aplicaron las mismas pruebas estadisticas. 

111.5 lnmunohistoquimica. 

Para el estudio inmunohistoquimico se siguio el mismo procedimiento para la administracion del 
O3 y el mantenimiento de las ratas que para el estudio histolbgico, per0 se analizaron crias de las 
edades P-0, P-5, P-10, P-15. P-20 y P-25 de madres mantenidas en un ambiente libre de contaminantes 
y expuestas al O3 durante la gestacibn. Esto fue debido a que durante este period0 se verifica 
principalmente la sinaptogenesis y la gliogenesis en el cerebelo. 

Tres crias por edad desarrolladas en un medio libre de contaminantes y tres crias de cada edad 
expuestas al O3 durante su desarrollo fueron anestesiadas con vapor de eter y perfundidas 
intraventricularmente con solucion salina y paraformaldehido a1 4%. Se extrajeron 10s cerebelos y se 
fijaron por inmersibn en paraformaldehido al 4% a 4OC por 3 horas, se lavaron en sacarosa al 12% 



durante 24 horas y en sacarosa al 16% y 18% a 4OC durante 2 horas en cada una. Posteriormente se 
procesaron para incluirlos en parafina y la mitad derecha del vermis cerebelar se corto sagitalmente en 
forma seriada y con la mitad izquierda se hicieron cortes coronales seriados, ambos a 5 pm de grosor. 
Los cortes fueron montados en portaobjetos con poli-L-lisina (Sigma No P89920) previamente 
preparados; se desparafinaron, hidrataron hasta agua destilada y se bloquearon las proteinas 
inespecificas con albumina serica bovina. 

Se utilizaron cortes sagitales y coronales para hacer la comparacion de inmunoreactividad con 
anti-sinaptofisina y anti-proteina fibrilar acida glial (PFAG) entre las crias de edades P-0 a P-25 
expuestas al O3 y no expuestas. 

La tincion inmunohistoquimica para la proteina sinaptofisina, asociada a las vesiculas sinapticas, 
se utilizb para determinar diferencias en la sinaptogenesis de las capas de la corteza del cerebelo entre 
las crias de edades P-0 a P-25 expuestas al O3 y no expuestas. 

La tincibn inmunohistoquimica para PFAG se utiliz6 para determinar gliosis como signo de dailo 
neuronal entre las crias de edades P-0 a P-25 expuestas al O3 y no expuestas. 

Para cada edad tres cortes sagitales y tres coronales no consecutivos (separados 45 pm) del 
vermis cerebelar de las ratas expuestas al O3 y sus cortes equivalentes de las ratas no expuestas fueron 
incubados con el anticuerpo monoclonal sinaptofisina (Boehringer Mannheim Biochemica No 902314) en 
una dilucion 1:10 en una camara humeda a temperatura ambiente durante 2 horas. De la misma manera 
se procedib a la incubacion con el anticuerpo monoclonal proteina fibrilar acida glial (Boehringer 
Mannheim Biochemica No 814369). 

Los cortes se lavaron con PBS (3 cambios de 5 min.) y se incubaron a temperatura ambiente con 
el anticuerpo secundario biotinado (Dako LSAB kit Universal K676) durante 30 minutos. Despues de tres 
lavados con PBS se incubaron a temperatura ambiente con el complejo estreptoavidina-fosfatasa 
alcalina (Dako LSAB kit Universal K676) por 20 minutos. Los cortes se lavaron con PBS (3 cambios de 
10 minutos) y se revelaron con nueva fucsina (Dako LSAB kit Universal K676) a temperatura ambiente 
durante 20 minutos. Se lavaron con agua destilada, se contratiileron con hematoxilina de Harris por 10 
minutos, se lavaron con agua corriente y destilada y se cubrieron con medio de montaje acuoso (Dako 
S3025). 

Los controles negativos correspondientes se realizaron mediante el mismo procedimiento con la 
omision del anticuerpo primario. 

111.7 Estadistica. 

Los resultados numericos de las pruebas conductuales, de la planimetria y de la densidad 
celular de cada camada se compararon como grupos independientes. 

La significancia estadistica entre camadas fue establecida mediante un analisis de varianza 
(ANOVA p < 0.02) de una via y la diferenciacibn entre grupos fue identificada con la prueba de Tukey (p 
c 0.05). 



IV RESULTADOS 

Las camadas C1, C3 y C4 representaron en conjunto al grupo control y tuvieron un promedio de 
11.6 crias, mientras que la camada C2 correspondib al grupo de las madres gestantes expuestas al O3 
junto con la madre que abortb todas sus crias y con la madre que no tuvo crias a pesar de presentar 
tapbn vaginal y presencia de espermatozoides en su frotis vaginal. La camada C2, expuesta al O3 tuvo 9 
crias con un promedio de peso 5% menor que el promedio de las crias no expuestas (5.86 g y 6.14 g 
respectivamente). 

IV.2 Conductuales 

En la prueba de enderezamiento ninguna camada present0 diferencias en 10s dias postnatales 6, 
9, 12 y 15 en que se realizb la prueba. 

En la prueba de geotaxis negativa, la camada C2 se coloco en posicibn positiva mas rapidamente 
que las camadas C1, C3 y C4 en el dia postnatal 9 de manera estadisticamente significativa (Figura 10). 

dias  

Figura 10. Resultados de la prueba de geotaxis negativa (Media k error estandar). La camada C2, expuesta al Ot se o b s e ~ a  
significativamente adelantada en esta prueba el dia P-9. "Wiferencia significativa de C2 respecto a C1, C3 y C4, pc0.05 



En la prueba de nado se observaron diferencias en la carnada C2 en el angulo de la cabeza 
respecto al nivel del agua, rnostrandose significativamente mas adelantada a las edades de 9 y 12 dias 
postnatales (Figura 11). Los otros parametros de la prueba de nado: direccibn de nado y movimiento de 
rniembros no rnostraron diferencias significativas entre las camadas. 
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dias 

Figura 11. Resultados del pardmetro de dngulo de la cabeza respecto al nivel del agua durante la prueba de nado (Media i 
error estandar). La camada C2, expuesta al 03, se rnostr6 mas rnadura en este parametro desde el dia P.9. ' Diferencia 

significativa de C2 respecto a C1, C3 y C4, pc0.05 

En la prueba de alternancia espacial se registraron las latencias de salida del compartimento inicial 
y de llegada a alguno de 10s brazos, la prueba de correlacibn de Pearson nos indicb que 10s tiernpos de 
salida y llegada tienen una rnenor correlacibn en la camada C2 (Tabla 1). 

Tabla 1. Coeficiente de correlaci6n de Pearson entre las latencias de salida del cornpartimento inicial del 
laberinto y la llegada a uno de 10s brazos en T. 

SALIDA ~- ~ LLEGADA ~ 

Camada C1 -0.7696647 -0.905299 
Carnada C2 -0.5993948 -0.674047 
CarnadaC3 -0.8716307 -0.879066 
Carnada C4 -0.7528675 -0.861847 

La camada C2 mostrb menor correlacibn en las dos latencias respecto a las camadas C1, C3 y C4. 



El tiempo de adquisicibn de la conducta de altemancia espacial (80% de aciertos en dos o r n h  
dias consecutivos), fue de 14 dias para las carnadas C l ,  C3 y C4 y de 20 dias para la camada C2. A lo 
largo de 22 dias de prueba, el porcentaje de altemancia mostrb m8s cerca del patrbn normal (80%) a las 
carnadas C1, C3 y C4 con un 65% y se dirigieron al brazo izquierdo 48.6% de las veces, rnientras que la 
carnada C2 se rnostrb rn8s alejado del patrbn de alternancia normal con un 34.9% y se dirigi6 al brazo 
izquierdo 75% de las veces. La carnada C2 no altemb antes del dia 18; rnientras que el grupo control 
ernpezb a altemar desde el inicio, aunque con error (Figura 12). 

" 
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Figura 12. Porcentaje de Alternancia. La camada C2 nunca altem6 antes del dia 18 y adquiri6 la mnducta hasta el dia 20. 
Durante toda la prueba tuvo un promedm de 34.9 % de alternancia 



El l6bulo anterior del cerebelo fue claramente identificado en 10s cortes parasagitales de todas las 
camadas desde el nacimiento (P-0) debido a la presencia de la fisura prima. La capa granular interna 
estuvo ausente en todas las camadas a esta edad. Encontramos que la capa molecular del Ibbulo 
anterior de la corteza del cerebelo se encontraba poco diferenciada a la edad P-0 en las camadas C1, 
C3 y C4 y practicamente indiferenciada en la camada C2, mientras que la capa granular externa se 
o b s e ~ 6  hipoplasica en la camada C2 (Figura 13 A y B). 

Debido a la poca diferenciacibn de las capas en el 16bulo anterior del vermis cerebelar de las 
ratas recien nacidas, no se pudo medir su amplitud. 

Histologicamente encontramos entre la capa granular externa y la substancia blanca de las 
camadas C1, C3 y C4, celulas redondas o piriformes con nucleo palido y escaso citoplasma identificadas 
como celulas de Purkinje inmaduras constituidas en 3 a 6 hileras (Figura 13 C). El nucleo presento varios 
nucleolos como corresponde alas neuronas inmaduras (Figura 14 A); mientras que en la camada C2, se 
o b s e ~ b  hiperplasia de estas cklulas (Tabla 2) incluidas en un intersticio fibroso (Figura 13 D). 
Abundantes celulas de Purkinje tuvieron forma irregular y presentaron vacuolas citoplLmicas (Figura 13 
D), algunas celulas mostraron la cromatina muy condensada y la mayoria presento solo un nucleolo 
grande (Figura 14 B). Ademas en la camada C2 encontramos a este nivel abundantes astrocitos (Figura 
15 A), microglia (Figura 15 B), macrofagos (Figura 15 D) y cuerpos apoptoticos (Figura 15 C), 10s cuales 
fueron evidentes con las tecnicas de hematoxilina-eosina, de Kliiver-Barrera y con la doble impregnacion 
de Rio-Hortega. Los cuerpos apoptoticos se cuantificaron y su ntimero fue significativarnente mayoral de 
las otras camadas (Figura 16). 

Tabla 2. Numero total (Media ? error estandar) de celulas de Purkinje presentes en el lobulo anterior a la 
edad P-0 

Tres cortes sagitales por animal y tres anirnales de cada carnada a la edad P-0 se utilizaron para contar todas las cklulas de Purkinje 
presentes en el Lbbulo anterior de vermis cerebelar. 'Diferencia significativa de C2 respecto a C1, C3 y C4, p< 0.05 



Figura 13. Cortes sagitales del Ibbulo anterior del cerebelo de ratas en edad P-0, Hematoxilina-Eosina. (A) Corte 
representativo de las camadas C1, C3 y C4, y (6) corte representativo de la camada C2. Se obsewan las capas granular 
externa (e) y molecular (m) qua incluye a las cBlulas de Purkinje (P), 500X. (C) CBlulas de Purkinje inmaduras (P) obsewadas 
en la camada Cl, C2 y C3, (D) Celulas de Purkinje (P) de la camada C2 dispersas y vacuoladas incluidas en un neuropilo 



fibroso (+), 1250X. Recuadm izquierdo, Mbub anterior de las camadas C1, C3 y C4, obshese la organizaci6n incipiente de 
las capas. Recuadm dececho, Mbub anterior de la camada C2, obshese el  desarregb de las capas, 200 X. 

Figura 14. Cortes sagitales del Mbub anterior del cerebeb de ratas en edad P-0, Tknica de Bielchowsky, 1250X. (A) 
Nucleos con varios nucleobs (+) de las celulas de Purkinje inmaduras de arregb y aspecto normal de las camadas C1, C3 y 
C4 y (B) Nucleos de las celulas de Purkinje pettenecientes a la camada C2, se 0bSe~a un solo nucleolo grande (+), algunos 
nucleos tienen su cmmatina wndensada ('). 



Flgura 15. CQulas gllales y cuerpos apoptbtlcos locallzados en 
Aatrocitoa (a), (Hemrtoxlllna-Eoslna), (B) mlcroglls (m), (Lux01 
(Doble lmpregneci6n de Del RioHottega) y (D) macr6fagos (M), (I 
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la capa molecular de la camada C2 a la edad P-0,1250X 
fast bluevloleta de creailo), (C) cuerpos apoptbtlcos 
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Figura 16. Numero de cuerpos apopt6ticos presentes en la capa molecular de la corteza del cerebelo a la edad P.0, teilidos 
con la tbcnica de hematoxilina-eosina. La camada C2, present6 un numero significativamente mayor de dichos cuerpos con 

relacibn a C1, C3 y C4, *p<0.05 

Con respecto a la edad P-0, a la edad P-12, encontramos un aumento en el desarrollo del lobulo 
anterior en las 4 carnadas, aunque la camada C2 rnostrb un tarnaho menor y retraso en el patron de 
plegamiento de la corteza. En la camada C2 observamos la capa granular externa hipoplasica y mayor 
grosor en la capa molecular respecto a lade las camadas C1, C3 y C4 (Tabla 3, Figura 17 B y  D). 

Tabla 3. Amplitud de las capas granular externa y molecular en p m  (Media + error esttindar) a la edad P- 
12 

Granular externa 32.35 k 0.85 23.83 k 1.37' 40.90 ?r 1.82 40.41 -+ 1 . I0  

Tres cortes sagitales por animal y Ires animales de cada camada a la edad P-12 se utilizaron para tomar 6 mediciones de la grosor de 
las capas a lo largo de la fisura prima. La camada C2 mostrb diferencias significativas en la amplitud de las capas granular externa y 
molecular respecto a C1, C3 y C4, ' p< 0.05. 



A esta edad (P-12) no se encontraron alteraciones gliales que sugirieran darlo tisular en ninguna 
de las camadas. La sustancia blanca se observa mas fasciculada en 10s controles per0 no se 
encontraron diferencias significativas en la cantidad de sustancia blanca valorada por gravimetria. 

En las camadas C1, C3 y C4, 10s somas de las &lulas de Purkinje heron claramente 
identificados, distribuidos en forma ordenada en una sola hilera, con un arbol dendritico con sus ramas 
principales cortas y rarnificadas (Figura 17 A y C). Presentaron su nucleo vesicular redondo con 
cromatina muy laxa y nucleolo prominente con el ADN nucleolar impregnado intensamente en su parte 
central (Figura 18 A). El citoplasma present6 cuerpos de Nissl por todo el pericarion. Mientras que en la 
camada C2 10s somas alargados de las celulas de Purkinje se encontraron frecuentemente organizados 
en dos hileras y el arbol dendritico con segmentos principales largos y poco ramificados (Figura 17 B y 
D). El nucleo presento cromatina laxa y el nucleolo se observo debilmente impregnado y presento en su 
periferia de 1 a 4 cuerpecillos de ADN nucleolar Feulgen positivos (+), basbfilos e intensamente 
argirbfilos (Figura 18 B). 

A la edad P-60, encontramos el arreglo histoltqico adulto de las capas de la corteza cerebelar y la 
morfologia piriforme de las celulas de Purkinje en todas las camadas. Las carnadas C1, C3 y C4 
mostraron su nucleo vesiculoso con cromatina muy laxa y su nucleolo intensamente badfilo, su 
citoplasma con cuerpos de Nissl por todo el citoplasma (Figura 19 A y C, Figura 20 A). Mientras que en 
la camada C2 encontramos que 10s nucleos de muchas celulas de Purkinje (29%) estaban descoloridos 
con cuerpos densos de cromatina en su periferia intensamente basofilos y Feulgen positivos (Figura 20 B 
y C). La tecnica de Feulgen hizo posible establecer que 10s criterios citol@icos utilizados para determinar 
apoptosis heron adecuados. Tambien Bstas celulas rnostraron deterioro del nucleolo y perdida de 
basofilia citoplasmica con dispersion de ribosomas y grumos de Nissl (Figura 19 B y D). No se 
encontraron diferencias en la cantidad de sustancia blanca, en el nlimero de fibras nerviosas, ni en el 
numero de celulas gliales en ninguna camada. Se observaron en el lobulo anterior de las ratas de la 
camada C2, cestas pericelulares por debajo de la monocapa de cOulas de Purkinje, algunas de las 
cuales estaban vacias y retraidas, lo cual nose observb en las otras camadas (Figura 21 B). 



Figura 17. Cortes sagitales del Iobulo anterior del cerebelo de ratas en edad P-12. (A) Corte representativo de las camadas 
C1, C3 y C4 y (B) corte de la camada CZ, se muestran las capas granular externa (e), molecular (m), granular intema (i) y las 
celulas de Purkinje (P). Obsewese en la camada C2 la capa molecular mhs ancha y las celulas de Purkinje en dos hileras y su 
soma alargado. Hematoxilina-Eosina, 500 X. (C) Cblulas de Purkinje (P) representativas de las camadas C1, C3 Y C4 que 



muestran su Arb01 dendrltico (+) y su nocleo con nucleolo (3. (D) CBlulas de Purklnje (P) de la cameda CZ mostrando la 
longltud y ramlficacl6n de sus Brboles dendriticos. OtmBwense ios segmenton dendrlticos mbs lagos (+) y menos 
ramlflcados en la camada CZ. TBcnica para cerebelo de Cajal, 640X. 



muestnn su 6rbol dendritico (+) y 5u nhcleo con nucleolo r). (D) CBlulas de Purklnje (P) de la camada C2 mostrando la 
longitud y ramlflcaclbn de sus Brbobs dendrfticcw. Obs6wense lor segmentor dendritlcor mas largos (+) y monos 
nmlncados en la camada C2. Tknica para cerebelo de Cajal, WX. 



Figura 19. Cortes sagitales del 16bulo anterior del cerebelo de ratas en edad P-60. Hematoxilina-Eosina. (A) Colte 
representativo de las camadas C1, C3 y C4, mostrando el arreglo adulto normal de las capas molecular (m), granular intema (i) 
y de las cblulas de Purkinje (P) y (B) Corte de la camada CZ mostrando las mismas capas y alteracion en 10s nucleos (+) de 
las cblulas de Purkinje, 500 X. (C) Celulas de Purkinje con grumos de Nissl ("), nucleo (N) , nucleolo (n) y demhs 



caracteristicas citolbgicas normales de las camadas C1, C3 y C4 y en (D) celulas de Purkinje de la camada C2 con dispenibn 
de ribosomas y de grumos de Nissl P) asi como fragmentacibn y condensacibn de cromatina en la periferia del nbcleo (+) Y 
alteracibn nucleolar (n), 1250X. 

Figura 20. Cortes sagitales del Ibbulo anterior del 
cerebelo en ratas de edad P-60. Tecnica de Feulgen. (A) 
Colte representativo de las camadas C1, C3 y C4, 
mostrando la cromatina de las celulas de Purkinje 
distribuida por todo el nucleo (n). (B) Corte de la 
camada C2 mostrando las cblulas de Purkinje con 
cromatina condensada en la periferia del nucleo (+), 
400X y (C) Celulas de Purkinje con cromatina en la 
periferia del nucleo (+) de la camada CZ. 1250X. Capa 
molecular (m), celulas de Purkinje (P) y capa granular 
intema (i). Las fotomicrografias fueron tomadas con 
filtros para fluorescencia, para hacer mas evidente la 
reaccibn Feulgent en el nkleo de las celulas de 
Purkinje. 



Figura 21. (A) Cdlulas de Purkinje (P) representativas de las camadas C1, C3 Y C4 a la edad P-60, mostrando sus cestas 
pericelulares (+) en una monocapa y (8) Cdlulas de Purkinje (P) de la camada C2 mostrando sus cestas pericelulares (+)a 
diferentes niveles, las que estan por debajo de la monocapa pueden estar rodeando a cdlulas de Purkinje ect6picas (t) o 
retraidas y vacias ('). Tdcnica de Bielchowsky, 1250X. 



IV.4 Planimetria y Densidad celular 

Se observo un rnenor desarrollo en el Iobulo anterior de la carnada C2 respecto a las otras tres 
carnadas, caracterizado por una reduccibn en el patron de foliacibn y en el area del lobulo anterior 
(Figura 22) que el analisis planirnetrico rnostro significativarnente rnenor en la carnada C2 tanto a la 
edad P-12 corno a la edad P-60 (Figura 23). 

Figura 22. Cortes representatives y a escala del lbbulo anteriordel vermis cerebelar alas edades P-0, P-12 y P.60 
comparados planim6tricamente. En (A), camada C1, sin diferencia significativa con C3 y C4 y en (B), camada C2, obs6wese el 

menor desarrollo tanto en tamaao como del patrbn de foliaci6n del16bulo anterior en la camada C2. 

Figura 23. Area total del Ibbulo anterior del vermis cerebelar a las edades P-0, P-12 y P.60 mostrando una disminucibn 
significativa' p < 0.05 en la camada C2 respecto a C1, C3 y C4. 



Asi mismo, la camada C2 mostr6 una disminucion significativa en el Area de las capas molecular y 
granular interna del lobulo anterior del vermis cerebelar cuando fue comparada con las camadas C1, C3 
y C4 (Figura 24 y Figura 25). 

Figura 24. Area de la capa molecular analizada en las camadas C1, C2, C3 y C4 a las edades de P-12 y P.60. Los resunados 
muestran una disminuci6n significativa ' p < 0.05 para la camada C2 respecto a C l ,  C3 y C4. 

Figura 25. Area de la capa granular interna analizada en las camadas C1, C2, C3 y C4 a las edades de P-12 y P-60. LOS 

resunados muestran una disminuci6n significativa" p < 0.05 para la camada C2 respecto a C1, C3 y C4. 



La camada C2 tambien mostrb a la edad P-12 una densidad significativamente mayor de celulas 
de Purkinje en el lobulo anterior del vermis cerebelar al ser comparada con las otras tres camadas 
(Figura 26), no obstante que el area de la capa molecular fue significativamente menor. A la edad P-60 
no se encontro diferencia significativa en la densidad de las celulas de Purkinje entre ninguna de las 
camadas, lo que confirma que en la camada C2, hubo rnuerte tardia de estas celulas como fue 
observado en 10s resultados histologicos. 

Figura 26. Densidad de cblulas de Purkinje (Node c6lulasldrea de la capa molecular del16bulo anterior del cerebelo) analizada 
en las camadas C1, C2, C3 y C4 a la edad P.12. Los resultados muestran un aumento significativo ' p < 0.05 en la densidad de 

estas cblulas para la camada C2 respecto a C1, C3 y C4. 



IV.5 lnrnunohistoquirnica (cortes coronales y sagitales). 

IV.5.1 Anti-Sinaptofisina. 

En la corteza cerebelar de todas las camadas a la edad P-0, la estructura lobulada y la 
organization laminar se observaron incipientes. En 10s cerebelos de las crias que se desarrollaron en un 
ambiente libre de contaminantes, las capas se observaron libres de expresion antigenica frente al 
anticuerpo sinaptofisina. Las fibras de la sustancia blanca se observaron ligeramente marcadas. En 10s 
animales tratados prenatalmente con 03, el wrte del cerebelo se observo mas pequeiio. La capa 
granular externa proliferante estuvo libre de marca, la capa molecular se observo difusamente marcada y 
las dlulas de Purkinje mostraron una ligera marca en la periferia del soma. La inmunoreactividad a la 
sinaptofisina fue mas intensa en 10s nucleos profundos del cerebelo sobre todo en el neuropilo. 

A la edad de 5 dias postnatales, en las ratas desarrolladas en un ambiente libre de contaminantes, 
las capas del vermis cerebelar se observan mejor definidas y la capa granular interna estii ya presente. 
Las capas granular externa e interna no mostraron expresion antigenica frente al anticuerpo 
sinaptofisina. La capa molecular mostro una inmunoreactividad ligera en todo su espesor (Figura 27 A). 
La sustancia blanca subcortical se observo irregularmente marcada. En las crias expuestas 
prenatalmente al O3 se observa el mismo patron per0 la capa molecular present6 marca en forrna de 
"parches" (Figura 27 B); el soma de las dlulas de Purkinje present0 marca en la periferia. En la capa 
granular interna se observaron fibras marcadas y glomerulos incipientes (Figura 27 C y D). 

En el lobulo anterior del vermis cerebelar de las ratas de 10 dias de edad desarrolladas en un 
ambiente libre de contaminantes, todas las capas corticales se han desarrollado y cada una muestra el 
patr6n caracteristico de expresion antigenica frente al anticuerpo sinaptofisina. La capa granular externa 
permanecio desprovista de marca; la capa molecular se encontro bien definida y sus fibras, 
presumiblemente paralelas, reaccionaron fuertemente con el anticuerpo sinaptofisina. Los cuerpos de las 
celulas de Purkinje esthn ahora bien alineados y sus arboles dendriticos bien desarrollados se 
observaron marcados en la periferia (Figura 28 A). La capa granular interna present6 ligera expresion 
antigenica en pequeiias masas irregulares fuera de 10s cuerpos celulares, las cuales asumimos que son 
10s glomerulos incipientes. La sustancia blanca fue fuertemente inmunoreactiva a la sinaptofisina. El 
lobulo anterior de 10s animales tratados prenatalmente con O3 mostr6 a esta edad, a la capa granular 
extema m C  delgada, a las celulas de Purkinje desalineadas y a la capa molecular mas amplia, en esta 
ultima capa la reaccion con anti-sinaptofisina se observb en forma varicosa (Figura 28 B). En general se 
encontro una expresion antigenica menor tanto en la corteza como en la sustancia blanca. En las celulas 
de Purkinje las dendritas se observaron rectas, largas y pow ramificadas. En la capa granular intema se 
vieron 10s glombulos ligeramente marcados. 



Figura 27. Cortes sagitales del lobulo anterior del cerebelo en ratas de edad P-5. lnmunoreactividad con el anticuerpo 
sinaptofisina. (A) Corte representativo de las camadas C1, C3 y C4 con ligera inmunoreactividad (+)en la capa molecular (m). 
(B) Corte de la camada C2 que muestra inmunoreactividad en forma de parches (+) en la capa molecular (m). Capa granular 
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extema (e), capa granular interna ( i ), 200X. (C) Fibras nerviosas inmunoreactivas (-+) en la capa granular interna de la 
camada C2, (D) fibras newiosas inmunoreactivas de la camada C2 que palticipan en la formation de 10s glomerulos ('). 1250X. 

Figura 28. Lobulo anterior del cerebelo 
mostrando el patron de inmunoreactividad a la 
sinaptofisina de las capas a la edad P.10. 500X. 
(A) Corte sagital representativo de las crias 
desarrolladas en un ambiente libre de 
contaminantes. (B) Corte sagital representativo de 
las crias cuyas madres fueron expuestas al 03. 
Observese la mayor amplitud de la capa molecular 
(m), la marca (+) m8s debil y varicosa. Capa 
granular externa (e), celulas de Purkinje (P) y capa 
granular interna (i). 



A la edad de 15 dias postnatales, el patron normal de desarrollo de la corteza obse~ado en las 
crias que se desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes, es muy similar al obsewado a la edad 
postnatal 10 per0 la capa granular externa es m k  delgada. La capa molecular se mostro fuertemente 
inmunoreactiva al anticuerpo sintaptofisina, sobre todo en la base de la capa molecular. En las crias 
expuestas prenatalmente a1 O3 la capa molecular se obsewo mas amplia y con menos marca. 

Confone avanza el desarrollo, entre P-20 v P-25, en el cerebelo de las ratas aue se desarrollaron 
en un ambiente libre de contaminant&, la capa &an& externa desaparece cornpletamente y el patron 
de inmunoreactividad establecido en P-15 aumenta. La expresion de sinaptofisina fue intensa en las 
regiones de vigorosa sinaptogbnesis tales como la capa molecular y 10s grandes glomerulos de la capa 
granular intema. La marca sobre las celulas de Purkinie fue menor el arb01 dendritico se mostro con - 
marca periferica en las ramas primarias, secundarias y ierciarias y estas se observaron abiertas (Figura 
29 A y B). En la corteza del lbbulo anterior cerebelar de 10s animales expuestos prenatalmente al O3 la 
capa molecular y 10s glomerulos de la capa granular interna se vieron menos marcados (Figura 29 c y 
D). Algunas &lulas de Purkinje mostraron el soma e n q i d o  e hipercromico. Las ramas dendriticas se 
0bseNaron cerradas, mas largas y rectas. Las sinapsis entre fibras paralelas y espinas dendriticas de las 
celulas de Purkinje se obse~aron varicosas. 

A la edad P-0 no se 0bseNo inrnunoreactividad con PFAG en el lobulo anterior de las ratas que se 
desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes ni en las tratadas prenatalmente con 03. 

A la edad P-5 no se O ~ S ~ N O  marca en la corteza (Figura 30 A) per0 hub0 abundantes celulas 
marcadas en la sustancia blanca en 10s cerebelos de las ratas que se desarrollaron en un ambiente libre 
de contaminantes. En 10s tratados prenatalmente con O3 se vio inmunoreactividad en la corteza, con 
fibras marcadas en la capa granular externa y somas PFAG+en la capa granular interna, pertenecientes 
a prolongaciones de celulas de Bergmann y a astrocitos respectivamente (Figura 30 B, C y D). 

A 10s 10 dias postnatales en 10s cerebelos de las ratas que se desarrollaron en un ambiente libre 
de contaminantes se obsewo expresibn antigenica a la PFAG m C  intensa en todas las capas y sobre 
todo en celulas con largas prolongaciones de la sustancia blanca. En el cerebelo de las ratas que fueron 
expuestas al 03, se 0bseN6 el mismo patron. 

En 10s cerebelos de las ratas que se desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes, entre 
10s 15 y 25 dias postnatales, celulas con forma estrellada presentes en la capa granular interna y 
particularmente en la sustancia blanca reaccionaron fuertemente con el anticuerpo PFAG. En la capa 
molecular, escasas celulas con prolongaciones cortas, dispersas por toda la capa, mostraron una marca 
muy ligera con PFAG (Figura 31 A). El 16bulo anterior de las ratas tratadas prenatalmente con O3 
present0 el mismo patron de inmunoreactividad, per0 se o b s e ~ o  una gliosis focal con ct$lulas 
intensamente inmunoreactivas a PFAG adyacentes a las celulas de Purkinje (Figura 31 B y C), que 
asumimos son celulas de Bergmann reactivas. 
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Figura 30. Corte sagital del vermis del lbbulo anterior del cerebelo de ratas a la edad P-5. lnmunoreactividad a PFAG. 200X. 
(A) Corte representativo de las crias que se desarrollaron en un medio libre de contaminantes. (B), (C) y (D) Cortes 
representativos de las crias cuyas madres fueron expuestas al 03. Obsbwese la marca PFAG(+) en la corteza de las ratas 
expuestas al03. Caps granular extema (e), molecular (m) y granular intema (i). 200X, SOX, SOX. 



Figura 31. Capas de la corteza del 16bulo anterior del ven i s  cerebelar de ratas a la edad P-15. lnmunoreactividad a PFAG. 
(A) Corte representativo de las crias que se desarrollaron en un medio libre de contaminantes. (B) Corte representativo de las 
crias cuyas madres fueron expuestas al03. Obs6~eSe la marca que indica la presencia de celulas PFAG (+) adyacentes a las 
cblulas de Purkinje (P) y cuyos procesos parecen abrazar a dichas cblulas. Capa molecular (m), capa granular interna (i). 500X. 
(C) Aumento de la figura anterior, 1250X. 



V.1 Reproduccion 

Con 10s resultados histol@icos y planimetricos encontrados en el lobulo anterior del cerebelo de 
las cuatro camadas estudiadas, pudimos diferenciar claramente a 10s animales expuestos al O3 durante 
la gestacih, de 10s animales que se desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes y corroborar 
que las camadas C1, C3 y C4 representaron en conjunto al grupo control, mientras que la camada C2 
correspondib al grupo de las madres gestantes expuestas al 03. La madre de esta camada fue 
identificada posteriormente con la madre que abort6 todas sus crias rnuertas y con la madre que no tuvo 
crias a pesar de presentar tapon vaginal y presencia de espermatozoides en su frotis vaginal. Estos 
resultados confirman 10s hallazgos previos reportados en ratas expuestas al O3 durante la gestacion, las 
cuales presentaron un alto indice de abortos esponthneos y malforrnaciones congenitas (Kavlock y col., 
1979, 1980) asi como disminucion del peso de las crias (Kavlock y col., 1979, 1980; Haro y Paz, 1993). 

Habria que considerar la posibilidad de que 10s efectos encontrados sobre el desarrollo del 
cerebelo tenga que ver con el retardo en el crecimiento y la desnutricibn de 10s productos cuyas madres 
heron expuestas al 03, sin embargo en el cerebelo de ratas desnutridas, las celulas de Purkinje parecen 
una version reducida de las celulas de Purkinje normales (Pysh y col., 1979, Mc Connell y Berry, 1978); 
el cual no es el patron morfolbgico encontrado en el presente trabajo. 

V.2 Conducta 

En este trabajo, la prueba de enderezamiento aplicada en 10s dias postnatales 6, 9, 12 y 15 no 
parece tener diferencias entre el grupo de crias expuestas prenatalmente al O3 y el desarrollado en un 
ambiente libre de contaminantes, lo cual concuerda con lo reportado por Bignami y col (1994) quienes 
aplican esta prueba 10s dias P-2 al P-18 a crias de ratones expuestos al O3 (0.4, 0.8 y 1.2 ppm) 10s dias 
7 al 17 prenatales y por Petruui y col. (1994), quienes expusieron a 10s ratones desde el inicio hasta el 
dia 17 de gestacibn a 0.2,0.4 y 0.6 ppm de 03. 

La prueba de geotaxis negativa no ha sido considerada en las baterias conductuales o motoras 
que se han utilizado para ver 10s efectos postnatales de la aplicacion prenatal de 03, por lo que 
considerarnos que puede ser importante, ya que las crias expuestas prenatalrnente al O3 realizan la 
prueba con rnhs rapidez a la edad P-9. En esta conducta, entre otros, estdn involucrados 10s reflejos 
antigravitatorio y el de enderezamiento laberintico, en donde participan 10s receptores vestibulares. La 
fuerza de gravedad en relacion con la posicion de la cabeza respecto al cuerpo estimula 10s organos 
otoliticos; la respuesta es un ajuste en el movirniento de 10s miernbros y una contraccibn compensadora 
de 10s mtisculos del cuello para mantener la cabeza nivelada (Shepherd, 1994). El vermis y el 16bulo 



floculonodular tienen conexiones vestibulares y estan relacionados con el control de la postura, asimismo 
las fibras espinales de 10s miembros y el cuello ascienden por el tracto espinocerebelar y terminan en el 
Ibbulo anterior. Por lo que la diferenciacion adelantada de las &lulas de Purkinje en el 16bulo anterior en 
particular y el vermis en general pudiera estar relacionada con la rapida correccion postural ante el 
estimulo gravitatorio en 10s animales expuestos al 03. 

La prueba de nado ha sido considerada una de las mas adecuadas para valorar la actividad 
motora coordinada en donde participa el cerebelo (Salas, 1972), en esta prueba, en 10s parametros de 
angulo de la cabeza respecto al nivel del agua, el grupo expuesto prenatalmente al o3 alcanzb a menor 
edad el patron adulto respecto al grupo que se desarrollo en un ambiente libre de coniaminantes, lo que 
se interpreta como un signo de madurez. Se ha valorado la conducta de nado en ratones adultos (con 
parametros adecuados para esta edad) expuestos prenatal y postnatalmente al O3 (0.6 ppm), 
reportandose un aumento significative en la velocidad de nado y una tendencia a girar a la izquierda, 
contrario a lo normal (Dell'Omo y col., 1995 b). Es posible que como resultado de la exposicion al o3 
durante el desarrollo, varios sistemas del encefalo Sean dailados en forma inespecifica, per0 estas 
alteraciones en 10s sistemas de formacion temprana pueden ser amortiguadas por la plasticidad del 
desarrollo y la homeostasis de 10s sistemas. Sin embargo, la perturbacion en la formacion de estructuras 
y sistemas de desarrollo mas tardio como el circuit0 dento-hipocampal (Dell'Omo y col., 1995 b) y el 
cerebelo (este trabajo) pueda producir secuelas cronicas. En este sentido, es interesante hacer notar que 
por efecto de la aplicacion del O3 durante el desarrollo de ratones, disminuciones en el olfateo, el 
autocuidado y en la adquisicibn de la conducta de evitacion pasiva solo son evidentes a mediano 
(juveniles) y largo plazo (adultos) (Petruui y col., 1994; Dell'Omo y col. 1995 a y b). Nuestros resultados 
morfol~icos mostraron una etapa temprana (P-0) y una etapa tardia con signos claros de muerte de las 
celulas de Purkinje, y una etapa intermedia (P-12) con algunos signos de diferenciacion celular precoz, 
esta ultima coincide con el tiernpo en que se aplic6 la prueba de nado (P-9, P-12, P-15) y puede dar 
explicacion a la madurez postural observada. 

En la prueba de altemancia espacial se reporta que 10s roedores normales tienden a alternar 
espontaneamente en un 85% de 10s eventos y la no-alternancia es atribuida a alguna lesion en la corteza 
entorrinal o en alguna parte del sistema hipocampico (Brailowsky y col., 1993). En este modelo se 
consider0 una conducta adquirida con 80% de alternancia en dos dias consecutivos, ya que fue el patron 
conseguido por las ratas de las tres camadas control. Nosotros encontramos en el grupo con 03, 
respecto al control, una disminucion de 48% en el promedio de alternancia durante 10s 22 dias que duro 
la prueba y una tendencia a dirigirse hacia la izquierda. Ademas, las ratas del grupo con O3 sblo al final 
de la prueba (dia 18) iniciaron la alternancia y adquirieron la conducta a partir del dia 20, mientras que 
las ratas control alternaron desde el inicio de la prueba, aunque con error y adquirieron la conducta a 
~ar t i r  del dia 14. La baia correlacibn, entre las latencias de salida Y de lleqada durante 22 dias de 
brueba, mostrada por eite misrno grupo, sugiere desorientacion en elsgrupo <xpuesto prenatalmente al 
03. Es sabido que en el aprendizaje espacial esta involucrado el hipocampo (Brailowsky y col., 1993), 
pero tambien el cerebelo. Un experiment0 con ratas irradiadas que han perdido el 85% de sus celulas 
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granulares, mientras que el hipocampo permanece intacto, sugiere que el cerebelo juega un papel clave 
en las funciones cognoscitivas, especialmente en la orientacion espacial y tambien se ha encontrado que 
disminuye la inhibicion conductual (Le Marec y col., 1997). En el presente trabajo no se cuantifico la 
densidad de &lulas granulares, per0 en 10s animales expuestos prenatalmente al O3 se observo 
hipoplasia de la capa granular externa durante el desarrollo postnatal y disminucion en el area de la capa 
granular interna en la edad adulta, lo cual sugiere claramente una disminucibn de esta poblacibn celular, 
esto junto con otros daiios morfolbgicos encontrados en las uilulas de Purkinje y el decaimiento en la 
sinaptogenesis, pueden explicar la alteracion en la orientacion espacial encontrada en las ratas 
expuestas prenatalmente al 03. 

V.3 Histologia 

No existe ninguna referencia sobre la histolcgia del cerebelo en animales tratados con O3 por lo 
que estos resultados son el primer intento por identificar y cuanlificar las alteraciones morfolbgicas a 
corto (P-0), mediano (P-12) y largo plazo (P-60) producidas por la exposicion al O3 (Ippm) durante toda 
la gestacion. La histologia nos permitib reconocer como diferente a la camada C2 en las tres edades 
estudiadas P-0, P-I2 y P-60 de [as carnadas C1, C3 y C4 y reconocerla como perteneciente a una de las 
madres expuestas al O3 durante la gestacion. En las celulas de Purkinje se encontraron 10s datos 
morfolbgicos mhs significativos que permitieron agrupar 10s cortes histolbgicos como procedentes de 10s 
animales expuestos in lifer0 al 03. Estos fueron: necrosis a la edad P-0, alteraciones en el desarrollo a la 
edad P-12 y apoptosis a la edad P-60. 

En general consideramos que, en las ratas expuestas prenatalmente al 03, fue afectada a corto, 
mediano y largo plazo, la expresibn de 10s programas de desarrollo de las celulas de Purkinje, tales 
como migracion, diferenciacion y muerte entre otros. 

Contrario a lo normal, en las ratas expuestas al O3 encontramos a la edad P-0 a las celulas de 
Purkinje sumamente desarregladas y ampliamente distribuidas y a la edad P-12 muchas celulas 
permanecen por debajo de la monocapa de celulas de Purkinje. Esto sugiere que la migracion normal de 
las celulas de Purkinje ha sido afectada. Nose conocen claramente 10s efectos del daiio oxidativo sobre 
la migracion neuronal, sin embargo se han demostrado daiios al citoesqueleto neuronal despues de la 
exposicion a oxidantes (Hinshaw y col., 1993). 

Ademas la proliferaci6n de las celulas granulares parece ser afectada, como lo muestra la 
permanente hipoplasia de las capas granulares, la cual no podemos atribuirla a un aumento en 10s 
procesos de muerte celular, ya que no se observ6 un aumento en 10s signos morfologicos de muerte en 
las c&lulas granulares. Se ha demostrado que la peroxidacion lipidica, una de las reacciones mas 
comunes del est&s oxidativo, puede jugar un papel importante en el control de la proliferaci6n 
(Pushpendran y col., 1994; Yildiz y col., 1996) a traves de productos citostaticos tales como aldehidos y 
perbxidos (Esterbauer y col., 1991). 



En las ratas expuestas al 03, a la edad P-0 encontramos que en las cOulas de Purkinje prevalece 
un nudeolo grande, en lugar de varios pequeiios, como se obsewb en las celulas de Purkinje de las 
ratas que se desarrollaron en un ambiente libre de contaminantes. En el desarrollo normal de las 
neuronas, la confluencia de 10s pequeiios nucleolos en uno solo es un signo de diferenciacion 
(Jacobson, 1978). Tambikn en las ratas expuestas al 0 3 a  la edad P-12 encontramos datos que sugieren 
mayor diferenciacion neuronal en las celulas de Purkinje, como la completa dispersion del ADN nucleolar 
hacia la periferia del nucleolo (Jacobson, 1978). Hay evidencias que implican a 10s oxidantes como un 
factor que puede producir alteraciones en la diferenciacibn celular (Allen y Ballin, 1989; Driscoll, 1995). 

En las cklulas de Purkinje de las ratas expuestas al 03, tambien encontramos muerte celular 
temprana (P-0) y muerte celular tardia (P-60). En la muerte celular temprana (P-0) obse~amos 
principalmente signos de necrosis como vacuolizacion citoplasmica (Dumesnil-Bousez y Sotelo, 1992, 
Herndon y col., 1980; Ratan, 1994) y otros datos morfol@icos como astrogliosis, presencia de microglia 
reactiva y de macrofagos (Banati y col., 1993; Gilles, 1997; Wilson, 1997). Pero tambien obse~amos 
signos morfolbgicos de apoptosis como condensacion de la cromatina y un aumento en el numero de 
cuerpos apoptbticos (Kidd, 1998; Rahman y col., 1992). 

En la muerte celular tardia (P-60) O ~ S ~ N ~ ~ O S  solamente signos de muerte de tipo apoptotico 
tales como compactacion y marginalization de la cromatina (Kidd, 1998; Martins y Earnshaw, 1997), 
degradacion del nucleolo y dispersion de ribosomas y cuerpos de Nissl. De acuerdo a Lafarga y col. 
(1997) 10s cambios celulares del nucleo celular en apoptosis reflejan claramente un datio en 10s 
compartimentos nucleares involucrados en la transcripcion, el procesamiento y el transporte de ARN que 
estan relacionados con 10s patrones de degradacion del ADN y del ARN ribosomal (rARN). En el 
citoplasma, la presencia de ribosomas dispersos, es un signo temprano de apoptosis y refleja el daiio al 
sistema de sintesis de proteinas. Aun mas, la condensacion de 10s componentes nucleolares, y la 
degradacion de ribosomas y rARN representan marcadores morfol@icos y bioquimicos de un estado 
avanzado de apoptosis. 

En comparacion con la edad P-0, a la edad P-12 encontramos que 10s cerebelos de las ratas 
expuestas prenatalmente al O, presentaron una recuperacion histoltgica caracterizada por ausencia de 
signos morfolbgicos de muerte neuronal y de alteraciones morfologicas aparentes y numbicas en las 
celulas gliales. 

No encontramos diferencias entre las camadas que permanecieron en un ambiente libre de 
contaminantes durante la gestacion, con el desarrollo normal de la corteza del cerebelo reportado por 
otros autores (Altman, 1969,1972 a y b; Altman y Winfree, 1977). Pero la camada expuesta al 0, mostro 
a la edad P-12 hipoplasia de la capa granular externa, y alineacion incompleta de las celulas de Purkinje 
con alargamiento de su soma y dendrita, lo cual se reflejo morfometricamente de manera significativa en 
un aumento en el grosor de la capa molecular. Consideramos que estos dos eventos estan relacionados 
ya que el daiio temprano a las dlulas de Purkinje puede interferir con la proliferacion de las celulas 
granulares (Mariani y col., 1977; Ralcewicz y Persaud, 1994) su migration, desarrollo y maduracion 
(Ralcewicz y Persaud, 1994). Se ha propuesto que la penetracion de 10s segmentos distales de las 
celulas de Purkinje en la capa granular extema, puede mediar la proliferacion de las celulas granulares 



(Dumesnil-Bousez y Sotelo, 1992), sin embargo se desconoce el mecanismo utilizado por las celulas de 
Purkinje en esta accion regulatoria. 

El alargamiento del tronco dendritico y la poca ramificacibn de las ramas lisas observado en las 
&lulas de Purkinje de 10s animales expuestos al 03, a la edad P-12 pudiera explicarse por una escasez 
o dailo de celulas estrelladas que induzcan la ramificacion en las ramas lisas (Altman, 1976 b y c), 
evento que ocurre normalmente a esta edad en la rata. La presencia de &lulas de Purkinje con cestas 
terminales, aun cuando estas estbn colocadas por debajo de la monocapa y se observen canastas 
vacias, sugiere que las celulas en canasta no esffin fallando en sus contactos y por lo tanto guian el 
crecimiento en lonaitud de 10s troncos dendriticos, lo cual sucede normalmente por el dia P-8 en la rata 
(Altman, 1976 a y c). Es posible que la hipoplasia observada en la capa granular externa no solo afecte 
al numero de celulas aranulares sino tambien el numero de cklulas de otras ~oblaciones neuronales que 
derivan de esta misma capa y que se generan tardiamente como las &lulas'estrelladas. 

A esta edad (P-12) tambien observamos efectos en el nivel celular, como perdida de argirofilia en 
el nucleolo y cambios morfolbgicos en la organizacion del ADN nucleolar que puede afectar su actividad 
transcripcional durante el proceso de sinaptogenesis (Vkquez-Nin y col., 1983). Se ha indicado que las 
neuronas inmaduras tienen el ADN nucleolar en un solo cuerpo en el centro del nucleolo, como nosotros 
lo observamos en las celulas de Purkinje de las ratas desarrolladas en un ambiente libre de 
contaminantes; mientras que en las neuronas maduras se dispersa hacia la periferia, yen las celulas de 
Purkinje forma como un anillo de cuentas alrededor del nucleolo (Jacobson, 1978), tal como lo vimos en 
las celulas de Purkinje de 10s animales inmaduros expuestos prenatalmente al 03. Este resultado sugiere 
que se ha afectado la temporalidad de la maduracion de estas neuronas, que se sabe sigue 
normalmente un horario invariante y preciso para el cerebelo de cada especie (Jacobson, 1.978). 
Trabajos mas recientes indican que estructuras perinucleolares semejantes (cuerpos espiralados) 
contienen factores de splicing y aparecen durante la diferenciacion celular cuando aumenta de manera 
importante la actividad transcripcional (Santana y col., 1996; Dunn y col., 1998). 

A la edad P-60 10s cerebelos de las ratas expuestas prenatalmente al O3 mantienen su histologia 
normal, pero las celulas de Purkinje mostraron alteraciones nucleares, nucleolares y perdida de basofilia 
citoplLmica con dispersion de ribosomas y cuerpos de Nissl. Es posible que la disminucion de ARN 
ribosomal evidenciada por 10s colorantes bbicos haya sido causada por una alteracion temprana de la 
transcripcion del ARN nucleolar, de su procesamiento (VBzquez-Nin y col., 1983) o de su union con la 
matriz nuclear (Schroder y col., 1987) y sea morfol6gicamente un signo tardio de apoptosis (Lafarga y 
col., 1997), ya que la inhibicion selectiva de la sintesis, transcripcion ylo traduccion de ARN son signos 
de apoptosis (Kidd, 1998). En neuronas jovenes que sufren apoptosis se observa alteracion en 10s 
compartimentos nucleares involucrados en la transcripcion, procesamiento y transporte del ARN y esta 
relacionado a la degradacion del ADN y ARN ribosomal (Lafarga y col., 1997). 

La fragmentation y coalescencia de la cromatina hacia la periferia del nlicleo como indicador de 
apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Fryer, 1995;, Lieb y col., 1996; Simonian y Coyle, 1996) fue 
evidenciada en el 29% de las &lulas de Purkinje, de las crias expuestas prenatalmente al O,, por 10s 
colorantes basicos y la tecnica de Feulgen. 



Debido a la alta reactividad del O3 este gas no penetra mas alla del aparato respiratorio (Pryor, 
1992), sin embargo existen evidencias de la presencia de productos de reaccibn del O3 con el factor 
surfactante y el moco de 10s epitelios pulmonares capaces de penetrar al torrente sanguineo. Entre las 
substancias identificadas como productos de reaccibn se han identificado a las prostaglandinas (Giri y 
col., 1980), 10s radicales libres (Kennedy y col., 1992), y el perbxido de hidrbgeno (Goldstein y col., 1968, 
Pryor y Church, 1991). Estos productos de reaccibn interactuan con 10s acidos grasos poliinsaturados del 
organism0 formando malonaldehido (Mustafa, 1990; Steinberg y col., 1990) y el 4-hidroxi-2-nonenal 
(Kruman y col., 1997). El malonaldehido (Rahman y col., 1992) ha sido identificados en el cerebro y el 4- 
hidroxi-2-nonenal (Kirichenko y col., 1996) en el pulmon de ratas expuestas al 03, por lo que es muy 
posible que 10s efectos morfolbgicos encontrados por nosotros en el cerebelo sean por la via de estos 
productos de reaccibn que han podido cruzar las barreras placentaria y hematoencefalica. Se ha 
seiialado que la peroxidacibn lipidica es uno de 10s mecanismos implicados en el desencadenamiento de 
la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Fryer, 1995; Lieb y col., 1996; Simonian y Coyle, 1996), mas 
aun, se ha referido que la exposicion al O3 increments en el pulmon la produccibn de cuerpos 
apoptbticos (Kirichenko y col., 1996). Durante el desarrollo normal del cerebro de rata (E-18 a P-14) se 
han demostrado bajos niveles de peroxidacibn lipidica para permitir una rapida proliferacibn de celulas y 
reducir la posibilidad de alteraciones desfavorables durante este period0 altamente sensible 
(Pushpendran y col., 1994). En la etapa fetal hay, sin embargo, reportes de peroxidacibn lipidica alterada 
en el cerebro en condiciones de hipoxia (Mishra y Delivoria-Papadopulos, 1989), y de que el estres 
oxidativo puede ser m b  daiiino (GiinUler y col., 1993), especialmente en el cerebelo, en el cual se ha 
demostrado una alta sensibilidad a 10s radicales libres (Shibuki y Okada, 1991; Pozo y col., 1994). En 
este trabajo es posible que el estres oxidativo inducido prenatalmente por 03, a traves de una tasa 
aumentada de peroxidacibn lipidica, sea en parte responsable de la alteracibn y muerte de las celulas de 
Purkinje y sus bioproductos citostaticos como aldehidos y perbxidos esten asociados a la hipoplasia de 
las cdulas granulares. 

En las ratas recien nacidas encontramos un aumento significative de cuerpos apoptbticos en la 
capa molecular y signos morfolbgicos de necrosis en las celulas de Purkinje de las crias expuestas 
prenatalmente al 03, y en ratas adultas encontramos qe aproximadamente una tercera parte de las 
celulas de Purkinje presentaron evidencias morfolbgicas de apoptosis. Se ha seiialado que el daAo 
oxidativo, producido por 10s radicales libres y sus bioproductos, es el mediador tanto de la apoptosis 
como de la necrosis. La exposicibn al O3 produce una sobreproduccibn de radicales libres y productos 
intermediarios como el 4-hidroxy-2-nonenal que daiian a las dlulas pulmonares produciendo necrosis y 
adicionalmente apoptosis (Kirichenko y col., 1996). 

Desconocemos la relacibn que existe entre la rnuerte temprana (P-0) y la muerte tardia (P-60) en 
las celulas de Purkinje de las ratas expuestas prenatalrnente al O3 y el estres oxidativo prenatal. Sin 
embargo se ha postulado que si una celula alcanza un nivel umbra1 de daiio oxidativo, entra en una fase 
que la compromete a morir. Este es un estado, poco entendido de variable longitud y sin rnarcas 
morfolbgicas notables (Johnson y col., 1995; Martins y Earnshaw, 1997). Aun mas, en general, se ha 



visto, que algo que produce necrosis por destruccibn directa de las celulas puede inducir apoptosis si las 
ci?lulas sobreviven. En este sentido, la apoptosis representa una respuesta celular coordinada a un 
estimulo que no es inmediatamente letal (Carson y Ribeiro, 1993). Esta puede ser la situaci6n de las 
celulas de Purkinje observada a la edad P-12, en donde las alteraciones morfoltgicas observadas, no 
parecen sugerir que las celulas esten en proceso de muerte. 

A pesar de que la necrosis y la apoptosis se han visto durante mucho tiempo como eventos 
distintos y hasta opuestos, ahora, se tiende a asumir que ambas formas de muerte constituyen dos 
extremos de un proceso continuo (Kroemer y col., 1998). Muchas patologias caracterizadas por necrosis, 
involucran tambien apoptosis y experimentalmente, el equilibrio entre apoptosis y necrosis puede ser 
influido por manipulation de 10s niveles de ATP y de caspasas. Altos niveles de ATP favorecen la 
apoptosis sobre la necrosis (Eguchi y col., 1997; Leist y col., 1997), mientras que la inhibicion de 
caspasas transforma la apoptosis en necrosis (Hirsch Y col., 1997). La misma toxina puede inducir 
apoptosis a bajas concentraciones y necrosis a albs concentraciones'(~roemer y col., 1998). Asi mismo, 
el O3 a bajas dosis (OJppm) causa muerte de las celulas pulmonares por apoptosis y a altas dosis (2.0) 
causa necrosis (Kirichenko y col., 1996). 

Actualmente se han empezado a identificar 10s genes que regulan la apoptosis en las celulas de 
10s animales superiores. Algunos de estos genes se han reconocido como oncogenes y se sabe que 
tambien regulan la proliferacion y la diferenciacion (Driscoll, 1995). Los oncogenes, representan un lazo 
interesante entre proliferacion, diferenciacion, envejecimiento, muerte celular y dncer (Johnson y col., 
1995; King y Cidlowski, 1998; Yildiz y col., 1996). Estrechamente relacionados con 10s oncogenes y sus 
efectos existen muchos factores de crecimiento y otros genes que participan en el control del crecimiento 
celular, la diferenciacion y la sobrevivencia de las celulas (Thompson, 1998). En las investigaciones 
futuras sobre la relaci6n entre el estres oxidative y la regulation del ciclo celular, la diferenciacion celular 
y la muerte celular; la exposicion al O3 durante la gestacibn podria ser un modelo experimental util. 

V.4 Planimetria y Densidad celular 

El aumento en el numero de celulas de Purkinje en la camada expuesta al O3 solo se present6 a 
la edad P-0 (Tabla I),  lo que sugiere una respuesta proliferativa inicial de esta poblacion neuronal. Las 
celulas de Purkinje se generan entre 10s dias 14-17, periodo durante el cual se postula la existencia de 
un periodo permisible con muy bajos niveles de substrates para la peroxidacion, para favorecer la 
proliferacion celular (Esterbauer y col., 1991; Pushpendran y col., 1994). Cuando se comparo la densidad 
de celulas de Purkinje, encontramos que las ratas expuestas al O3 mostraron una densidad mayor de 
estas celulas a la edad P-12. Esta diferencia, sin embargo, obedece mas a una disminucibn del Area de 
las capas molecular y granular interna en la camada expuesta al 03, que a un aumento en el numero de 
celulas, y explica tambien el ordenamiento de las celulas de Purkinje en rnAs de una hilera. A la edad P- 
60 la densidad de celulas de Purkinje alcanza al control, lo cual indica que previamente estas cblulas o 



se han alineado o se han eliminado; la presencia de cestas pericelulares a desnivel y vacias apoya la 
segunda posibilidad. 

Nuestros resultados planimetricos sugieren que la disminucion en L e a  total del Iobulo anterior del 
cerebelo, debida a la disminucion de las breas de la capa molecular y granular, podria obedecer en parte 
a una reduccion de neuropilo, probablemente como resultado de alteraciones en las relaciones 
sinapticas interneuronales (Ito, 1984), ya que el volumen de la capa molecular contribuye 
aproximadamente a la mitad del volumen del cerebelo (Isaacs y Abbott, 1995). Podria tambien ser el 
resultado de la hipoplasia de las celulas granulares que se observo tanto morfolbgica como 
morfom6tricamente, ya que de la proliferation de estas celulas depende principalmente el crecimiento 
cerebelar postnatal (Voogd, 1967). 

La ausencia de diferencias significativas en la densidad de las celulas de Purkinje a la edad de 60 
dias en el cerebelo de las ratas expuestas al O3 durante la gestacion podria explicar la ausencia de 
manifestaciones motoras y neurolbgicas gruesas en estas ratas, como la espasticidad muscular 
localizada que se ha observado cuando se lesionan 10s folios del l6bulo anterior (Ganong, 1988). Es 
sabido que el cerebelo requiere de una constancia numerica de las celulas de Purkinje por unidad de 
volumen de la capa molecular para operar normalmente (Braitenberg, 1967). Sin embargo como el area 
de las capas molecular, granular y el Area total del lobulo anterior permanecieron significativamente 
menores en las ratas expuestas al O3 hasta la edad adulta, es posible la existencia de alteraciones 
funcionales permanentes. Conductualmente con las pruebas aplicadas, observamos cambios que 
sugieren precocidad postural y alteracibn en la orientacion espacial en ratas expuestas al O, durante la 
gestacibn, y Haro y Paz (1993) han demostrado, en un modelo experimental semejante, una disminucion 
permanente en el suetio MOR. Ademas, en varias condiciones en donde se produce estres oxidativo, 
tales como envejecimiento, retraso mental y alcoholismo prenatal, se han encontrado anormalidades en 
el suetio MOR que se han relacionado con deficits en la memoria, funciones intelectuales, increment0 en 
la conducta locomotora y disminucion en las respuestas inhibitorias (Grubar, 1989; Stone, 1988; Mirmiran 
y col., 1983; Stone y col., 1996). 

V.5 lnrnunohistoquimica 

Anti-Sinaptofisina 

Por efecto de la aplicacibn prenatal de O3 se produce un decaimiento en la sinaptogenesis cortical 
entre P-10 y P-25 que se evidencia por una marca muy debil en las areas principales de sinaptogenesis 
tales como la capa molecular y 10s grandes glomerulos de la granulosa interna, a pesar de que en el dia 
P-5 se observan fibras inmunoreactivas y formacion incipiente de glombulos que no se observan en 10s 
controles. Esto sugiere que se ha producido en las crias expuestas al O3 una sinaptogenesis adelantada 
per0 la consolidaci6n de algunas sinapsis es ineficaz. 



Un resultado inesperado fue encontrar en 10s animales expuestos prenatalmente al 03 entre las 
edades P-0 y P-5 una ligera marca en la periferia del soma de las celulas de Purkinje, ya que la 
expresion de sinaptofisina es caracteristica de las vesiculas sinapticas, sin embargo, otros autores 
(Leclerc y col., 1989) han reportado una ligera inmunoreactividad a sinaptofisina en la periferia del soma 
de las celulas de Purkinje de rata entre las edades P-0 a P-6, probablemente coma resultado de sus 
aferencias transitorias tempranas, en nuestro modelo, dicho resultado pudiera indicar un adelanto de 10s 
contactos sinapticos con fibras trepadoras sobre 10s procesos perisomaticos tempranos de las celulas de 
Purkinje, ya que estas aferencias se dan normalmente en la rata entre P-5 y P-8. 

Cuando las celulas estrelladas son eliminadas selectivamente, las dendritas de las celulas de 
Purkinje crecen en longitud per0 la ramificacion se ve seriamente daiiada. Este patron no se observa 
cuando la deprivacion es solo de celulas granulares (Altman, 1976 b). Se ha sugerido que las celulas en 
canasta guian el crecimiento en longitud de 10s troncos dendriticos y las celulas estrelladas inducen la 
ramificacibn de las ramas lisas, mientras que las fibras paralelas son esenciales para la formacion de las 
ramificaciones espinosas y para la orientacion planar del sistema dendritico de las celulas de Purkinje 
(Altman, 1976 c). Nuestros resultados inmunohistoquimicos con el anticuerpo sinaptofisina y otros 
resultados morfol6gicos antes mencionados sugieren disminucion en la poblacion de celulas granulares y 
posiblemente de celulas estrelladas, que tambien se generan en la capa granulosa externa, por lo que la 
debil expresion antigenica observada en la capa molecular, el alargamiento anormal de 10s troncos 
dendriticos principales y la disminucion en el area de la capa molecular tengan su fundamento en la 
reduction de estos dos tipos celulares y en numero de sinapsis efectivas establecidas entre ellos y las 
celulas de Purkinje. 

Con relacion a 10s efectos del estres oxidativo sobre la actividad sinaptica, se ha demostrado que 
produce peroxidacion de la membrana de las vesiculas sinapticas (Urano y col., 1997) reduce la 
liberacion de neurotransmisores (Chan y col., 1983; Braughler, 1985) e inhibe el transporte de GABA en 
la terminal nerviosa (Debler y col., 1986; Braughler y col., 1985). En el presente trabajo, tomando en 
cuenta que el est&s oxidativo daiia tambien la estructura y funcion sinaptica, seria explicable la 
depresion sinaptogenica observada en las capas molecular y granular del lobulo anterior del vermis 
cerebelar de 10s animales expuestos prenatalmente al 03. 

A pesar de que a la edad P-0 de 10s animales expuestos al O3 se observan con tecnicas de anilina 
abundantes astrocitos estrellados e hinchados en la capa molecular, no se puede asegurar que se trate 
de astrocitos reactivos ya que no expresaron inmunoreactividad a PFAG. La ausencia de expresion 
antigenica a PFAG a esta edad, concuerda con 10s reportes de que la astroglia primitiva carece de PFAG 
y la expresa conforme madura (Takashima y Becker, 1983). Pensamos que 10s astrocitos de las ratas 
recien nacidas son realmente astroblastos que mantienen sus propiedades "blasticas" como las de 
promover y guiar el crecimiento axonal y carecen de las moleculas caracteristicas de 10s astrocitos 
maduros y reactivos (Bovolenta y col., 1991). 



A la edad P-5 se presenta en las ratas expuestas prenatalmente al 03, inmunoreactividad a la 
PFAG en las capas de la corteza, que puede interpretarse como un indicio de reactividad astroglial ya 
que no esta presente en 10s controles. A partir de P-10 se encontro en 10s animales expuestos al O3 una 
marca PFAG+ en la corteza y en la substancia blanca, semejante a la que se observo en 10s cerebelos 
de las crias que se desarrollaron en un ambiente libre de contarninantes. La astrogliosis corno respuesta 
al daiio neuronal existe de manera muy local, ya que a partir de la edad P-15 y hasta P-25 destaca la 
presencia de c6lulas PFAG+ rnarcadas intensamente y adyacentes a las dlulas de Purkinje. 
Consideramos que se trata de celulas de Bergmann, que envuelven a las c6lulas de Purkinje en 10s 
animales tratados prenatalmente con 03, y que no se observan en 10s controles. El envolvimiento 
astroglial de las neuronas como regulador de la densidad sinhptica se ha observado en varios 
paradigmas tanto normales como patol6gicos (Peters y col., 1970). En las celulas de Purkinje durante su 
desarrollo se produce normalmente envoltura glial por las celulas de Bergmann despues que las sinapsis 
axosom~ticas por las fibras trepadoras se pierden con la maduracibn postnatal (Peters y col., 1970), pero 
tambien aumenta dicha envoltura por deaferentacion anormal (Meshul y col., 1987). En el cerebelo se ha 
demostrado la presencia de cklulas de Bergmann reactivas con aumento de PFAG en forma irregular, en 
Areas con degeneraci6n neuronal (Wagemann y col., 1995). Una reaccion semejante fue encontrada por 
nosotros en el cerebelo de las ratas expuestas al 03, entre las edades P-15 y P-25, lo cual sugiere que la 
gliosis especifica de celulas de Bergman es un marcador del daiio a las celulas de Purkinje. 



VI. CONCLUSIONES 

Se sugiere que a traves de sus productos de reacci6n, el O3 administrado en altas 
concentraciones (Ippm) a ratas gestantes es capaz de: 

I. Cruzar la barrera placentaria provocando letalidad embrionaria y fetal y disminucion en el peso 
de las crias que llegan a tenino. 

II. Cruzar la barrera hematoencefAlica y provocar en las crias a traves de un proceso de estr.4~ 
oxidalivo, dafio en el sisterna n e ~ i o s o  central. 

Ill. Como resultado del estr6.s oxidalivo, daliar a las neuronas y afectar en el corto, mediano y 
largo plazo la expresibn de sus programas de desarrollo, con las siguientes consecuencias: 

1. Producir en las celulas de Purkinje, a corto plazo (Pa) muerte por necrosis, a mediano 
plazo (P-12) alteraciones citol6gicas y a largo plazo (P-60) rnuerte por apoptosis. 

2. Afectar a otras poblaciones celulares de generacibn postnatal como las celulas granulares y 
quizAs las dlulas estrelladas, este efecto, entre otras alteraciones, se traduce rnorfometricamente en 
una disminucibn significativa del tamailo del cerebelo. 

3. Alterar la sinaptogenesis de las neuronas cerebelares como lo demuestra la debil marca 
frente al anticuerpo sinaptofisina entre P-10 y P-25 en las Areas principales de sinapsis, como la capa 
molecular y 10s glomerulos de la capa granular. 

4. Alterar la funci6n de la astroglia produciendo astrogliosis focal de las cklulas de Bergmann 
en torno a las &lulas de Purkinje entre las edades P I5  y P-25. 

5. Provocar, en la etapa postnatal temprana, precocidad postural (aurnento significativo en la 
prueba de geotaxis negativa y en la emergencia de la cabeza respecto a nivel del agua en la prueba 
de nado) y en la etapa postnatal tardia, retrasar la adquisicibn de la alternancia espacial en un 
laberinto en T con tendencia a dirigirse hacia la izquierda. 
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Tknica de Hematoxilina-Eosina 

1. Fijar en fonol  al 10% amortiguado 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm. 
3. Desparafinar con xilol e hidratar con alcoholes (absoluto, de 96%, de 70% y de 50% hasta agua destilada) 
4. Teilir con Hematoxilina de Hams de 3 a 5 min. 
5. Virar con agua de la Have 
6. Lavar con agua destilada 
7. Deshidratar con alcohol de 50% y 70% por 3 min. en cada uno 
8. Tefiir con eosina alcoholics de 1 a 3 min. 
9. Deshidratar con alcohol de 96% (dos cambios) y absoluto, por 5 min. en cada uno 
10. Aclarar con xilol y cubrir con resina (Thompson 1966). 

TBcnica de Luxol-Fast blue (Modificacion de Kliiver y Barrera) 

1. Fijar en form01 al 10% amortiguado 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm. 
3. Desparafinar con xilol, 2 cambios de 5 min. cada uno 
4. Alcohol absoluto y alcohol de 96%, 2 cambios de 5 min cada uno 
5. Teilir con luxol-fast blue 16 a 24 hs. a 50 OC 
6. Lavar con alcohol de 96% 
7. Lavar con agua destilada 
8. Pasar rapidamente por sol. de carbonato de litio al 0.05% 
9. Diferenciar con alcohol de 70% (hasta que se distingan una de otra las sustancias gris y blanca) 
10. Lavar con agua destilada 
11. Enjuagar con solucion de carbnato de litio al0.05% 
12. Diferenciar en alcohol de 70% (hasta que la sustancia blanca tome un color azul verdoso) 
13. Lavar con agua destilada 
14. Teiiir con violeta de cresilo por 6 min a 37°C 
15. Deshidratar con alcohol de 96% (2 cambios) y alcohol absoluto por 5 min. en cada uno 
16. Aclarar con xilol y cubrir con resina (Thompson 1966). 

Reacci6n de Feulgen 

1. Fijar en formol al 10% amortiguado 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm. 
3. Desparafinar con xilol e hidratar con alcoholes absoluto, de 96%, 70% y 50% hasta agua destilada 
4. Hidmlisar en acido clorhidrico 5N frio por 1 h 
5. Colocar 10s cortes en el reactivo de Schiff de 5 a 10 min. 
6. Colocar en bisulfito de sodio al0.5%, 3 cambios de 3 min. cada uno 



7. Enjuagar en agua coniente 
8. Contrateiiir con hematoxilina de Hams por 2 min 
9. Deshidratar con alcohol de 96% v absoluto 
10. Aclarar con xilol y cubrir con resina (Thompson 1966). 

Tknica de doble irnpregnacion de Del Rio-Hortega 

1. Fijar en fonol al 10% amortiguado 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm.y adherir al portaobjetos con ply-L-lisina 
3. Desparafinar con xilol e hidratar con alcoholes absoluto, de 96%, 70% y 50% hasta agua destilada 
4. Enjuagar en agua bidestilada 
5. lmpregnar con nitrato de plata al2% en homo de micmndas a inte~alos de 10 seg, hasta que 10s cortes se 

0 b ~ e ~ e n  amarillentos 
6. Enjuagar en 100 ml. de agua bidestilada, 2 min. 
7. lmpregnar con 10 ml. de carbonato de plata amoniacal -M- mas 5 gotas de piridina, en homo de micmndas a 
inte~alos de 10 seg. hasta color cafe oscum 
8. Enjuagar en 100 ml. de agua bidestilada mas 10 gotas de piridina, 30 seg. 
9. Reducir en fonol  al lo%, 1 min. 
10. Enjuagar en agua bidestilada, 2 min. 
11. Virar en clorum de om al0.2%, 10 rnin. a temperatura ambiente yen homo de micmndas durante 40 seg. a 
inte~alos de 10 seg. 
12. Enjuagar en tiosulfato de sodio al5%, 1 min. 
13. Enjuagar en agua bidestilada, 2 rnin. 
14. Deshidratar con alcoholes de 96% y absoluto, 1 min. en cada uno 
15. Aclarar con xilol 5 min. y cubrir con resina (Rugerio y col. 1994). 

Tknica para cerebelo de Cajal (Fonnula a la hidroquinona) 

1. Fijar en formol al 10% amortiguado 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm.y adherir al portaobjetos con ply-L-lisina 
3. Desparafinar con xilol e hidratar con alcoholes absoluto, de 96%, 70% y 50% hasta agua destilada 
4. Enjuagar en agua bidestilada 
5. lmpregnar con la siguiente solucion: 

Nitrato de plata al 2% 100 cc. 
Piridina pura LX gotas 
Alcohol de 96% 50 cc. 

Calentar en homo de micmndas a inte~alos de 10 seg. hasta que tomen color tabaco 
6. Lavado hpido en alcohol de 96%, 2 4  seg. 
7. Reducir con la siguiente solucion: 

Hidroquinona 0.30 g 
Agua destilada 70 cc. 
Formol 20 cc. 



Acetona 15 cc. 
8. Lavar con q u a  destilada, 3 cambios de 2 min. cada uno 
9. Virar en clorum de om al0.2%, 10 min. a temperatura ambiente y en homo de micmndas durante 40 seg. a 
intervalos de 10 seg. 
10. Enjuagar en tiosulfato de scdio al5%, 1 min. 
11. Enjuagar en q u a  bidestilada, 2 min. 
12. Deshidratar con alcoholes de 96% y absoluto, 1 min. cada uno 
13. Aclarar con xilol, 5 min. y cubrir con resina (Ramon y Cajal y De Castm 1972). 

Tknica de Bielchowsky para axones 

1. Fijar en formol al 10% amortiguado. 
2. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm.y adherir al portaobjetos con ply-L-lisina 
3. Desparafinar con xilol e hidratar con alcoholes absoluto, de 96%, 70% y 50% hasta agua destilada 
4. Enjuagar en agua bidestilada 
5. lmpregnar en 50 cc de nitrato de plata al 20% a 3PC en la oscuridad por 15 min. Guardar esta sol. para el 
paso 7 
6. Lavar en agua destilada 
7. lmpregnar por 10 min a 37 O C  en la solucion de nitrato de plata de paso 5 a la que se le agrega amoniaco 
hasta que el precipitado inicial desaparezca. Guardar esta solucion para el paso 9 
8. Lavar 10s cortes en amoniaco a l l %  
9. lmpregnar de 3 a 5 min. en la sol. plata del paso 7 a la que se le ahaden 6-10 gotas del "desarrollador'. Los 

codes deben quedar casi negms 
10. Lavar con agua destilada, 3 cambios de 2 min. cada uno 
11. Virar en clorum de oro al0.2%, 10 min. a temperatura ambiente y en homo de micmndas durante 40 seg. a 
intervalos de 10 seg. 
12. Enjuagar en tiosulfato de sodio al5%, 1 min. 
13. Enjuagar en agua bidestilada, 2 min. 
14. Deshidratar con alcoholes de 96% y absoluto, 1 min. en cada uno 
15. Aclarar con xilol y cubrir con resina (Bancmfl y Stevens 1977). 

Tknica lnmunohistoquimica para Anti-sinaptofisina y Anti-proteina fibrilar acida glial 
(Boehringer Mannheim Biochemica No. 902314 y 814369) 

1. Fijar en paraformaldehido al4% a 4"C, 3 hr. 
2. Lavar en sucmsa al12%, a 4'C, de 3hr a 24hr. 
3. Lavar en sucmsa al16% y al18%, a 4OC, 2 hr cada uno 
4. Deshidratar en alcoholes graduales de 30, 50,70,80,96% y absoluto, 30 minutos cada uno 
5. Aclarar con dos cambios de xilol de 1 hora cada uno 
6. lncluir en parafina 
7. Cortar con el micmtomo para parafina a 5 pm. 



8. Montar 10s cortes con poli-L-lisina (Sigma No. P8920) y dejar secar 15 min. 
9. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada 
10. Bloquer proteinas inespecificas con albumuna serica bovina, 20 min. 
11. lncubar con anticuerpo primario a temperatura ambiente durante dos horas 
12. Lavar con PBS, 5 min, 3 cambios 
13. lncubarcon el anticuerpo secundario (Dako LSAB kit No. K-676) a temperatura ambiente durante 30 min. 
14. Lavar con PBS, 10 min, 3 cambios 
15. lncubar con el complejo Streptavidina-fosfatasa alcalina a temperatura ambiente por 20 min. 
16. Lavar con PBS, 10 min, 3 cambios 
17. Revelar con nueva fucsina (Dako LSAB kit No. K-676), a temperatura ambiente, 20 min. 
18. Lavar con agua destilada 
19. Contrateliir con hematoxilina de Hams, 15 min. 
20. Lavar con agua comente y destilada 
21. Cubrir con medio de montaje acuoso (Dako S3025). 
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