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RESUMEN

Los procesos de deterioro cerebral se deben a multiples factores tanto ambientales como
aquelios inherentes al estado en que se encuentre el organismo. Dentro de los factores
ambientales gsta la generacion de radicales libres. Entre las fuentes mas comunes se encuentra
la contaminacion por ozono. La exposicion aguda a ozono determina cambios morfologicos y
fisiologicos en varias especies. Estos cambios son el resultado de un desbalance en el equilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes, lo cual provoca un estado de estrés oxidativo. Se sabe que
el estrés oxidativo afecta de diferente forma a diversas estructuras cerebrales. Por otra parte,
existen subtancias antioxidantes que inhiben a los radicales libres y protegen a las céluias, entre
ellas se encuentra ia taurina. El objetivo del presente trabajo fue analizar los posibles cambios
histologicos, ultraestructurales y bioquimicos de la corteza frontal, cuerpo estriado e hipocampo,
asi como también las alteraciones conductuales de ratas expuestas a ozono, y observar si dichas
alteraciones se pueden prevenir con la aplicacion de un antioxidante como ia taurina. 1) Grupo
experimental: a) Ratas expuestas a O, durante 4 horas (n= 6} y b) Ratas expuestas a O durante
4 horas tratadas con taurina (43 mg/Kg i.p.) cinco minutos después de la exposicion (n= 6).

2) Grupo control: a) Ratas expuestas a aire filtrado durante 4 horas {n= 6) y b) Ratas expuestas
a aire filtrado durante 4 horas tratadas con taurina (43 mg/Kg i.p.) cinco minutos después de ia
exposicién (n= 6).

Exposicion a ozono: Se realizd en una camara hermética de acrilico conectada a un generador
de O, que permite la administracién de una dosis constante durante un tiempo determinado, el
gue a su vez, esta conectado a un monitor PCI, que permite medir [a concentracion de O, de la
camara durante todo el tiempo de exposicion. Los animales se exponen a una dosis de O, de 1
ppm durante cuatro horas. Una hora después de la exposicion al O,, los animales se sometieron
a un condicionamiento de evitacidn pasiva. Veinticuatro horas después se midi¢ la memona de
largo plazo.

En la primera fase def experimento, los animales se perfundieron y se tomaron fragmentos de la
corteza prefrontal, estriado e hipocampo para el andlisis histoldgico y ultraestructural, el cual
consistio en el conteo de espinas dendriticas y en el andlisis ultramicroscdpico de fas alteraciones.
En una segunda fase experimental se repitieron los grupos con los tratamientos ya mencionados
{n = 24) y se sacrificaron mediante decapitacion a las 24 hrs, se extrajo la corteza frontal, el
estriado y el hipocampo con el fin de medir la peroxidaciéon de tlipidos. Nuestros resultados
muestran que ante la exposicion a ozono se observan alteraciones en la memoria, una
disminucion significativa del niimero de espinas dendriticas, degeneracién neuronal caracterizada
por células obscuras con edema mitocondrial, y cistemas dilatadas del aparato de Golgi y del
Treticulo endoplasmico; asimismo encontramos aumento en fa peroxidacion de lipidos en ias tres
estructuras comparadas con los grupos control. Las alteraciones antes mencionadas fueron
prevenidas con la aplicacion i.p. de taurina.

Nuestros datos revelan que este modelo de estrés oxidativo produce severas alteraciones en las
tres estructuras analizadas, siendo el hipocampo el mas afectado. Mas atn, nuestros datos
proveen evidencias de que el deterioro de la memoria es debido probablemente a la reduccidénde
espinas dendriticas y al dafio celular. Por Gltimo, confirmamos que el tratamiento con taurina
reduce en forma importante las alteraciones atriba mencionadas.



ABSTRACT

Brain deterioration is due to multiple factors, environmet and the organism by it self. The
generation of free radiclas is an example of an environmetal factor. Environmentat poliution
i1s a public health problem throughout the world. Ozone is the main photochemical
component of pulluted air and produces a state of oxidative stress -depending on the dose-
which is due to an increased production of free radicals resulting in lipoperoxidation of cell
membranes, protein oxidation, enzymatic inactivation, destruction of DNA and cell damage.
Oxidative stress causes different alterations on different brain structures. Furthermore,
there are different antioxidant substances that inactivate free radicals actions and protect
the cells against damage. Taurine have been considered as a free radical scavenger. The
aim of this study was to determine the morphological and biochemical changes on the
prefrontal cortex, striatum and hippocampus of rats exposed to ozone and correlate those
changes with conductual alterations, and to determine if the administration of taurine, can
prevent the alterations. Experimental group: a) Ozone exposed rats (n=6); b) Ozone
exposed rats for 4 hours and taurine treated (43 mg/Kg i.p.) five minutes after the exposure
(n=6). Control Group: &) Flowing air exposed rats {n=6) and b) Flowing air exposed rats
treated with taurine {43 mg/Kg i.p.) five minutes after the exposure (n=6).

Ozone Exposure: Was 1 p.p.m. during 4 hrs. in a closed chamber with a difusser connected
to a variable flux ozone generator (5 lt/seg), was used. The control animals were exposed
to flowing air for the same time. Twenty-four hours after ozone exposure, the passive
avoidance memory test was measured. In the first phase of our experiments we perfused
the rats and took brain fragments of prefrontal cortex, striatum and hippocampus for
histological and ultrastructural analysis, which consisted in counting dendritic spines and
analyzing electron microscope alterations. In the second stage we carry out the same
expetiments but the animals were sacrified by decapitation for the lipid peroxidation
analysis.

Our results showed memory alterations and a significant reduction of dendritic spines in the
three analyzed structures, also, we found a dramatic ultrastructural damage which
consisted in dark cells with mitochondrial, Golgi apparatus and endoplasmic reticulum
edema (necrosis). On the other hand, we found a great increase in lipid peroxidation after
ozone exposure in comparison with the contro! group. These alterations were significantly
reduced with the taurine treatment. ' ' '

Our data reveal that this oxidative stress model causes severe damage on the three
analyzed structures, being the hippocampus the most affected structure. Moreover, our
data provided evidence that the memory deterioration is probably due to the reduction in
spine density and cell damage in the neurons of prefrontal cortex, striatum and
hippocampus. On the other hand, we confirm that taurine treatment reduces in a very
important manner the alterations mentioned above.



INTRODUCCION

La investigacion en el area de la biologia se caracteriza por seguir
fundamentalmente la metodologia cientifica positivista, lo que supone el descubrir la
realidad y las leyes que regulan ésta a través del uso de la observacion y la
experimentacion. Una vez aprehendido el conocimiento cientifico, debe desarroilarse la
explicacién. Para ello, el cientifico utiliza modelos tedricos, que permiten describir tanto
la realidad como las operaciones necesarias para descubrirla, es decir, la metodologia.
El uso de modelos en este marco positivista lleva al cientifico a tratar de explicar sus
conocimientos desde la perspectiva de los modelos ideales utilizando a la fisica y a las
matematicas como las herramientas para este fin. Es en ese contexto en el que se
desarrollan las investigaciones sobre estrés.

Eltérmino estrés fué introducido a partir de laconcepcidn fisica de tensidn (strain),
conloque los investigadores trataban de dar explicacién mecanicista a una relacion lineal
causa - efecto entre diferentes estimulos y respuestas. De esta forma el término estrés se
utiliza para dar explicacion a distintos procesos reactivos de |os seres vivos que ante la
presencia del estimulo adecuado posibilita la aparicidon de respuestas especificas en
diferentes dimensiones y por ende su estudio en diferentes niveles (Reynoso-Erazo,
1990). Como ejemplos de lo anterior podemos citar los siguientes:

a) el uso del término estrés fisiologico como expresion de reacciones especificas del
organismo ante estimulos fisicos intensos , quimicos o biclogicos especificos, capaces
de generar estas respuestas. )

b) el uso del término estrés psicologico como explicacion de las conductas,
pensamientos y emociones de un sujeto que se presentan ante su incapacidad para
afrontar las demandas inmediatas, entendidas como metas o retos internos o externos.
c) el uso del término estrés post-traumatico como la identificacion de una serie de
condiciones fisiolégicas y psicolégicas generadas por cambios del ambiente social y que
afecta directamente |a integridad del individuo.

d) el uso del término estrés oxidativo para ofrecer una explicacion acerca de los cambios
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morfologicos y funcionales en el nivel celular y subcelular producidos por cambios
oxidativos.

Los cambios quimicos en el ambiente se han utilizado como estimulos en el estudio
del estrés oxidativo. Por ejemplo, el oxigeno molecular (O,) presenta una paradoja para
los organismos aerdbicos: es esencial y potencialmente téxico. Aungque no es reactivo en
su estado basico, el O, es reducido a agua bajo condiciones metabdlicas normales
durante las cuales se producen intermediarios sumamente reactivos. Estas especies
reactivas de oxigeno (ROS) incluyen al radical superdxido (0'2'), al peréxido de hidrogeno
(H,0,) y al oxidante mas potente, el radical hidroxilo (OH"). Dichos intermediarios son
también generados en las células vivas que han sido expuestas a agresiones ambientales
tales como la radiacidn, la contaminacion ambiental (ozono y éxido de nitrogeno), los
herbicidas y cualquier otro compuesto activo o estresor ambiental (Scandilios, 1992). El
incremento en los niveles de las ROS produce una situacion conocida como estrés
oxidativo, la cual ocasiona gran variedad de lesiones bicquimicas y fisioldgicas resultando
en {a muerte celular.

Los modelos de estrés oxidativo permiten el estudio de una serie de cambios que
se inician desde la formacion de radicales libres, hasta las alteraciones especificas
provocadas por la inhabilidad del organismo para inactivar dichos radicales, asi como la

demostracion experimental de los efectos protectores de los antioxidantes.

RADICALES LIBRES Y OZONO

Un radical libre es una molécula (organica o inorganica) altamente reactiva que
contiene un electrdn no pareado que esta involucrado en mecanismos quimicos de
toxicidad (Freeman y Crapo, 1982; McCord, 1985). Los radicaies libres, al poseer un
nuamero de electrones no pareados en su orbita externa, reaccionan facilmente con las
uniones insaturadas de los acidos grasos de la membrana, desencadenando una serie
de reacciones que causan peroxidacion y a la vez mayor produccidn de radicales libres

que afectan a las células y tejidos vecinos (Freeman y Crapo, 1982).
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Ahora bien, como ya se menciond los radicales libres son productos normales
del metabolismo aerobico de la célula, las especies O™, y el OH son ios radicales
libres predominantes. El H,0, y el peroxinitrito (ONOQ ), aunque en si no son radicales

libres, contribuyen de forma importante al estado redox de la célula.

El 0'2' se forma por la salida de electrones (e) a través del transporte
mitocondrial y mediante la unién de enzimas citosdlicas y membranales incluyendo la

xantina oxidasa, el complejo citocromo p450 y la fosfolipasa A,.

El H,O, también se produce a través de la cadena de transporte mitocondrial de
electrones (e ), asi como por la autooxidacion de pequefias moléculas y por la
dismutacién del 0"2. mediante la superoxido dismutasa (SOD). El H,O,, aunque por si
mismoe no es reactivo, en presecia de metales como el fierro ¢ el cobre forma radicales
hidroxilo que son altamente reactivos (Freemany Crapo, 1982; McCord, 1985; Simonian
y Coyle, 1996; Thomas et al. 1997):

SOD -

0," H,0,+ O,

Fe**/Cu'* .
H,O, —-— OH

El ONOO  se forma por la reaccion del 6xido nitrico (NO') con 07, , Ia cual es

una molécula altamente reactiva que forma OH (Simonian y Coyle, 1996);

NO +0,- ™ ONOO + H — ONOO — OH" + NO;,

En suma, los radicales libres provienen de tres fuentes diferentes: el organismo,

el ambiente y las reacciones en cadena.

> E! organismo: Este forma radicales libres en todo momento, ya que las células
vivas necesitan energia para sus funciones basicas, dicha energia proviene de

reacciones de Oxido-reduccion. Durante este proceso, se forman intermediarios



del oxigeno, incluyendo los radicales superdxido e hidroxilo (Scandilios, 1992).
El gjercicio, las enfermedades y algunos medicamentos incrementan reacciones
asociadas con el oxigeno, y consecuentemente aumenta la formacion de
radicales libres. Mas auln, el sistema inmune produce radicales libres para
destruir virus y bacterias. Los radicales libres son también importantes en la
produccién de hormonas y/o de mensajeros quimicos en el organismo, por lo cual
es importante aclarar que la produccion de radicales libres no es del todo
negativa. Sin embargo, el exceso y el descontrolado aumento de éstos produce
un estado de estrés oxidativo que dafa el organismo (Freeman y Crapo, 1982;
Halliwell y Gutteridge, 1984; Janssen et al. 1993, Aikawa et al. 1997).

El ambiente: La contaminacién del aire, el humo del tabaco, la radiacién solar
excesiva, los desperdicios tdxicos, herbicidas y pesticidas forman radicales libres.
Por ejemplo, el ozono (O;) es un contaminante ambiental extremadamente
reactivo que cuando es inhalado forma radicales libres en el tejido pulmonar. Méas
aun, como la sangre es bombeada constaniemente a los pulmones para
saturarse de oxigeno, los radicales libres producidos por el O,, pueden dafar a
los gldbulos rojos, disminuyendo el sumplemento de oxigeno al organismo
(Castleman et al. 1980; Pryor y Church, 1991; Cross et al. 1992; Kennedy et al.
1992; Luah, 1992; Pryor, 1992; Harkema et al. 1997; Paz, 1997; Rivas-Arancibia
et al. 1998).

Reacciones en cadena: Una _caracteristica de los radicales libres es que
producen reacciones en cadena, que a su vez producen otros radicales que
reaccionan con otras moléculas. Si este proceso no es controlado, se produce
dafio celular. Este efecto domind es lo que hace que los radicales libres sean tan
dafinos en algunos casos. Aunque un radical libre obtenga el electrén que le
hace falta de otra molécula, no puede regresar a su estado y funcién originales

(Wolff et al. 1986).

Ahora bien, ya que el O, produce gran cantidad de radicales libres, ha sido



utilizado como modelo en el estudio del estrés oxidativo debido fundamentalmente a
gue en el ambiente se encuentra en grandes cantidades (McCord, 1985; Halliwell y
Gutteridge, 1984; Ciriolo et al. 1991; Cross et al. 1992) .

El ozono (Q,) se genera a través de la disociacién del bidxido de nitrégeno
mediante la fotdlisis de la luz solar para producir oxido nitrico y un atomo de oxigeno,
el cual se combina con el oxigeno molecular (O,) del aire y forma O, (Menzel y Meacher,
1989). En la estratésfera, la funcién del O,, forma una capa que protege de ios rayos
solares ultravioletas, pero en la tropdsfera es uno de los gases contaminantes mas
importantes en las zonas urbanas, ya que es el precursor de los radicales OH . Porotro
lado, el grado de toxicidad del O, depende de la concentracion y duracion de la

exposicion a éste (Devlin et al. 1997) (ver figura 1).

FIGURA 1. Procesos de la
formacion y destruccion del

ESTRATOSFERA ozono atmosférico. En la

estratosfera el ozone se forma
cuando laradiacion ultravioleta
(UV) disocia el oxigeno
molecutar en atémico, el cual
se combina con moléculas de
\ oxigeno en el aire. Al mismo
L O +HUV tiempo se observa otro ciclo,
: 13{0! (Ao en donde la UV disccia el
2

OH, HO2 + O ozono en oxigeno atémico y
o molecuiar, los cuales se
: recombinan para formar
OXIDO PEROXIDOS 0zZono nuevamente; en dichas
NITRICO reacciones se forman radicales
“ @ | libres. En la troposfera, los
NOo, OH c’:o_mpuestc_)s’ organicos y el
oxido de nitrégeno reaccionan
: i juz solar
TROPOSFERA en presencia de Ia

para formar ozono.



El O, reacciona preferentemente con los grupos sulfhidrilo de las proteinas
membranales y con los enlaces dobles de carbdn de los &cidos grasos poliinsaturados,
que forman parte de las membranas de las células epiteliales del pulmén (Castleman
et al. 1980; Kennedy et al. 1992; Harkema et al. 1997; Putman et al. 1987}, dando como
resultado la formacion de aldehidos e hidroxihidroperdxido, este Gltimo al reaccionar con
el agua en el citoplasma forma otra molécula de aldehido y H,0, induciendo la
peroxidacion de los lipidos y perpetuando el dafio celular (ver figura 2) (Wolff et al.
1986: Luah, 1992; Segura-Aguilar, 1993; Paz, 1997).

El proceso bioguimico de la peroxidacion lipidica consta de tres etapas diferentes:

1. La fase inicial tiene lugar cuando un radical libre derivado del oxigeno reacciona
con un 4cido graso poliinsaturado extrayendo un proton y formando un radical

&cido graso.

2. La siguiente etapa o fase de propagacion es la interaccién de radicales &cidos
grasos peroxidicos, los que a su vez reaccionan con mas lipidos, proteinas o
radicales libres, perpetuando la transferencia de protones y la consecuente

oxidacion de sustratos.

3. La resultante de esta cadena son dienos y otros productos de elevado peso
molecular con propiedades fluorescentes debido a la accion de la glutation
peroxidasa y el reordenamiento de ligaduras en la molécula. (Newsholmey Lee,
1987).

Los radicales libres pueden difundir desde el sitio de su foﬁnacién hasta otros
lugares incrementando la peroxidacion de dcidos grasos en sitios distantes al origen de
la reaccién inicial con el O, (Halliwell y Gutteridge, 1984; Pryor, 1992). Enlas reacciones
del O, con los &cidos grasos también se forman epoxidos y dialdehidos, los cuales

podrian ser los responsables de la extension del dafio celular a estructuras distantes.

El H,0, es un agente oxidante que contribuye de manera importante en la
generacion de radicales libres debido a su gran afinidad con las moleculas de fierro

formando radicales OH que pueden iniciar el proceso de la peroxidacion de lipidos



(Pryor y Church, 1991; Leikauf et al. 1995; Wyilie y Liehr, 1997; Menzel y Meacher,
1999). Ademas de provocar peroxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados,
el O, también es capaz de cambiar la configuracion de las enzimas, modificando la
permeabilidad de las membranas citoplasmaticas y la respuesta celular (Halliwell y
Gutteridge, 1984; Cross et al. 1992; Victorin, 1992; Laszczyca et al. 19986; Paz, 1997).
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Figura 2. Sitios de reaccidén del O, con macromoléculas celulares. Los tres sitios
principales son: los grupos sulfhidrilo libres en las membranas de las proteinas, los
enlaces dobles de carbon de los acidos grasos poliinsaturados y en los enlaces dobles
disulfuro (ver texto). Modificado de Leikauf y colaboradores (1995).

Los primeros estudios realizados sobre O,y dafio orgénico se llevaron a cabo

principalmente en el sistema respiratorio. Los radicales libres producidos por la



exposicidon a O, pueden dafiar las células pulmonares, tales como los macréfagos y las
células epiteliales (Tepper et al. 1989; Koren et al. 1989; Salmon et al. 1998), iniciando
una cascada de reacciones que producen dafio pulmenar, inflamacidn y cambios en los
sistemas de defensa (Zwick et al. 1991). El O3 o0 sus productos pueden también
interactuar con las fibras nerviosas en las vias aéreas produciendo cambios en la

funcion pulmonar (Devlin et al. 1997; Paz, 1997).

Ya que el O, es una molécula tan reactiva, se cree que no participa directamente
en las reacciones quimicas fuera del tracto respiratorio, pero es posible que otras
moléculas con vida media mas prolongada, como las citocinas, o los radicales
relativamente estables, producidos por las células pulmonares después de la exposicion
a 04, puedan entrar a la circulacion y extender sus efectos a otras partes del organismo
(Menzel, 1994; Menzel y Meacher, 1999).

El sintoma mas evidente después de la exposicion a O; es la sensacion de
malestar en el pecho, dificultad para inspiraciones profundas y tos. Mediante el lavado
bronquiocal, se ha tenido la oportunidad de tomar muestras de epitelio alveolar de gente
expuesta a Q, y determinar el grado del dafic pulmonar y de inflamacién (Graham y
Koren, 1990). Se observa influjo de neutrdfilos hacia el pulmén, asi como tambien
incremento en los niveles de citocinas, como la interleucina 8, que es quimiotactica para
fos neutrdfilos (Menzel y Meacher, 1999). Se ha observado también incremento en los
niveles de proteinas, lo que indica salida de ciertos componentes del plasma hacia las
vias aéreas y sugiere edema potencial (Koren et al. 1989; Graham y Koren, 1990). Mas
aun, en los lavados bronguioalveolares de personas expuestas a O, se han medido
otros factores con accidn proinflamatoria, dichos factores incluyen a la interleucina 6,

fibronectina, y las inmunoglobulinas G y E (Graham y Koren, 1990).

Ademas, mediante pruebas funcionales se encontrd una disminucion significativa
en la capacidad vital y en el volumen espiratorio méximo del primer segundo en sujetos
sanos, no fumadores, los cuales fueron medidos durante el gjercicio realizado en un
ambiente de 0.02 a 0.12 ppm de O, (Spektor et al. 1988). Estudios histologicos en

individuos criginarios de ciudades no contaminadas que fueron expuestos durante 60



dias a los niveles de O, medidos en la ciudad de México, mostraron signos francos de

displasia en la mucosa nasal {Calderdn y Roy, 1893).

Si bien la mayoria de los efectos del O, sobre la salud han sido estudiados en
el aparato respiratorio dei hombre y en animales de experimentacién, también se ha
sugerido que su efecto no esta necesariamente limitado a este sistema, ya que algunos
efectos extrapulmonares han sido referidos como consecuencia de ta exposicién a este
gas en tejidos aislados estudiados in vitro. Se ha propuesto que el dafio provocado por
la peroxidacion de los epitelios del aparato respiratorio se disemina hacia el torrente
circulatorio, lo cual puede ocasionar Ja dispersion de radicales libres a otros sistemas
(Paz, 1995).

OZONOQ Y SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso central es altamente susceptible a la presencia de radicales
libres provocada, secundariamente, por la exposicién a O, (Simonian y Coyle, 1996;
Dykens, 1997; Paz, 1997; Schal, 1997; Urano et al. 1898, entre otros). Dicha
susceptibilidad es atribuida a: 1) el sistema nervioso posee un alto contenido de 4cidos
grasos insaturados; 2) las células nerviosas tienen un alto consumo de oxigeno; 3)
existen bajos niveles de sustancias amortiguadoras tales como la glutation peroxidasa,
principalmente en el estriado, y de catalasa en todo el cerebro, y 4) la produccion
enddgena de radicales libres que se generan durante el metabolismo celular, por
ejemplo durante el catabolismo dé la dopamina (Evans, 1993; Cottet-Emard et al. 1997;
Gonzélez-Pifia y Paz, 1997; Luo et al. 1998).

Se ha reportado un incremento en el metabolismo proteico del encéfalo enratas
expuestas in vivo a 1.00 ppm de O4 (Benuck et al. 1893) y disminucion en los niveles
de las enzimas monoaminooxidasa y catecol-o-metil transferasa en la corteza parietal
del perro relacionada con el tiempo de exposicion a 1.00 ppm de O, (Trams et al. 1972).
Entre las manifestaciones neuroldgicas reportadas por los sujetos expuestos al O, se

refieren los sinfomas de fatiga, letargo y cefalea (Luzh, 1892). Experimentalmente se
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El sistema nervioso central es altamente susceptible a la presencia de radicales
libres provocada, secundariamente, por la exposicion a O, (Simonian y Coyle, 1996;
Dykens, 1997; Paz, 1997; Sohal, 1997, Urano et al. 1998, entre ofros). Dicha
susceptibilidad es atribuida a: 1) el sistema nervioso posee un alto contenido de acidos
grasos insaturados; 2) las células nerviosas tienen un alto consumo de oxigeno; 3)
existen bajos niveles de sustancias amortiguadoras tales como la glutation peroxidasa,
principalmente en el estriado, y de catalasa en todo el cerebro, y 4) la produccion
endégena de radicales libres que se generan durante el metabolismo celular, por
ejemplo durante el catabolismo dé la dopamina (Evans, 1993; Cottet-Emard et al. 1997,
Gonzalez-Pifia y Paz, 1997; Luo et al. 1998).

Se ha reportado un incremento en el metabolismo proteico del encefalo en ratas
expuestas in vivo a 1.00 ppm de O, (Benuck et al. 1993) y disminucion en los niveles
de las enzimas monoaminooxidasa y catecol-o-metil transferasa en la corteza parietal
del perro relacionada con el tiempo de exposicién a 1.00 ppm de O, (Trams et al. 1972).
Entre las manifestaciones neuroldgicas reportadas por los sujetos expuestos al O, se

refieren los sintomas de fatiga, letargo y cefalea (Luah, 1992). Experimentalmente se
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ha reportado: 1) disminucion de la actividad motora en ratas expuestas entre 1.20y 1.50
ppm de O, durante 6 horas (Tepper et al. 1985), 2) disminucion en la frecuencia para
ingerir agua y alimentos (Umezu et al. 1993); 3) retardo para responder durante las
pruebas de condicionamiento operante (Weiss et al. 1881), y 4) alteraciones en la
memoria después de 4 horas de exposicién a 0.1, 0.2, 0.5 y 1 ppm de O; (Rivas-
Arancibia et al. 1998).

En un estudio electroencefalografico realizado en gatos expuestos a 0.40, 0.80
y 1.20 ppm de O, durante 24 horas, se encontré una disminucién significativa en el
tiempo totai y el nimero de periodos del suefio paraddjico, asi como también aumento
en la duracion total del suefio de ondas lentas. Este estudio también reveld que el suefio
paraddjico se ve afectado desde las primeras ocho horas de exposicion a 0.40 ppm de
O,y que el suefio de ondas lentas se ve afectado después de ocho horas de exposicion
(Paz y Bazan Perkins, 1992). En un estudio similar realizado en ratas, se encontd que
los animales expuestos tres horas a 1.00 ppm de O,mostraban taquipnea, bradicardia
y una disminucion significativa en la potencia de las bandas de 8-24 Hz del espectro del
electroencefalograma con un efecto de rebote tres horas después de la exposicion;
mientras que la vigilia y el suefio de ondas lentas se incrementaron significativamente
y el suefio paraddjico disminuyd con respecto a los valores control (Arito et al. 1990;
Haro y Paz, 1993). Alteraciones del suefio similares a las referidas anteriormente, han
sido relacionadas con un incremento significativo de serotonina a nivel pontino, asi
como con un incremento de este neurotransmisor y de su metabolito el acido 5-
hidroxindolacético, tanto en el puente como en el mesenceéfalo; mientras que ambas -

substancias se encontraron disminuidas en el hipotalamo (Huitron-Resendiz et al. 1984)

Ademas, existen evidencias de dafio neuronal secundario provocado por los
radicales libres derivados de los acidos grasos y del oxigeno (Sinet et al. 1980; Hsiang
et al. 1997), produciendo alteraciones en las membranas y alteraciones en la
degradacién de fosfolipidos en la corteza cerebral, lo cual da como resultado edema y

cambios en la permeabilidad vascular (Chan y Fiskman, 1980; McCord, 1985).

Ahora bien, las células tienen sistemas que contrarrestan a las ROS, estos
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incluyen antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que disminuyen las
concentraciones de los radicales libres y reparan el dafo celular. Por ejemplo, la SOD
convierte el 0’2' en H,0,, la mayor parte de H,0, en el cerebro es removido por la
glutation peroxidasa, ésta junto con la NADPH reducen la peroxidacién de lipidos, los
radicales libres y el H,0,. Otro ejemplo mas de antioxidantes enzimaticos es la catalasa,
que aunque se encuentra en muy bajos niveles en el cerebro, remueve el H,0,

(Simonian y Coyle, 1996).

Por otra parte, la vitamina E, la cual es un antioxidante no enzimatico, es
liposoluble; evita la ruptura de las cadenas de lipidos, inhibiendo la peroxidacion y el

consecuente dano celular (Stahelin, 1991; Socci et al. 1995:Kuo et al. 1997).

ESTRES OXIDATIVO Y DANO NEURONAL

El estrés oxidativo se refiere a los eventos bioquimicos y moteculares producto
del desbalance entre la produccion de radicales libres y la habilidad de la célula para
defenderse de ellos. El origen de lo anterior puede ser una gran variedad de
condiciones, entre las que se incluyen alteraciones nutricionales, exposicién a agentes
fisicos y quimicos ambientales como el O,, actividad fisica extenuante y lesiones o
trastornos hereditarios (Olanow, 1993b; Schulz et al. 1996). Este desbalance resulta en
la produccion de ROS, io que provoca peroxidacion de lipidos, pérdida progresiva de
la fluidez de la membrana, reduccién del potencial de membrana y aumento de la
permeabilidad a iones como el calcio Ca** (Oyama et al. 1996; Clarke, 1999; Leist y
Nicotera, 1999), produciendo excitotoxicidad (Ingvar et al. 1988; Kucukkaya et al 1996;
Dykens, 1999). Ademas, las proteinas y el DNA se oxidan, provocando susceptibilidad
a la proteotisis y mutaciones genéticas (Olanow, 1993 a y b; Schulz et al. 1996). Lo
anterior da como resultado disfuncién celular, y muerte en el caso de las neuronas
(Oyama et al. 1986; Leist y Nicotera, 19399).

El sistema nervioso es altamente susceptible al dafio producido por estrés

oxidativo. Existen datos de modelos experimentales y de estudios en cerebros humanos
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liposoluble; evita la ruptura de las cadenas de lipidos, inhibiendo la peroxidacion y el

consecuente dano celular (Stahelin, 1991; Socci et al. 1995;Kuo et al. 1997).

ESTRES OXIDATIVO Y DANO NEURONAL

El estrés oxidativo se refiere a los eventos bioquimicos y moleculares producto
del desbalance entre la produccion de radicales libres y la habilidad de la célula para
defenderse de ellos. El origen de lo anterior puede ser una gran variedad de
condiciones, entre las que se incluyen alteraciones nutricionales, exposicién a agentes
fisicos y quimicos ambientales como el O, actividad fisica extenuante y lesicnes o
trastornos hereditarios (Olanow, 1993b; Schulz et al. 1996). Este desbalance resulta en
la produccién de ROS, lo que provoca peroxidacion de lipidos, pérdida progresiva de
la fluidez de la membrana, reduccidn del potencial de membrana y aumento de la
permeabilidad a iones como el calcio Ca®* (Oyama et al. 1996; Clarke, 1999; Leist y
Nicotera, 1999), produciendo excitotoxicidad (Ingvar et al. 1988; Kucukkaya et al. 1996;
Dykens, 1999). Ademas, las proteinas y el DNA se oxidan, provocando susceptibilidad
a la proteolisis y mutaciones genéticas (Olanow, 1993 a y b; Schulz et al. 1996). Lo
anterior da como resultado disfuncion celutar, y muerte en el caso de las neuronas

{(Oyama et al. 1996; Leist y Nicotera, 1999).

El sistema nervioso es altamente susceptible al dafio producido por estrés

oxidativo. Existen datos de modelos experimentales y de estudios en cerebros humanos
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que sugieren que el estrés oxidativo juega un importante papel en las enfermedades
neurodegenerativas, como por ejemplo en la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica (Janssen et al. 1993; Roche y Romero-
Alvira, 1993; Sendtner y Thoenen, 1994: Borlongan et al. 1996; Castellani et al. 1996;
Gerlach et al. 1996; Jenner y Olanow, 1996; Simonian y Coyle, 1996; Yoritaka et al.
1996; Markesbery, 1997; Sohal, 1997; Urano et al. 1998, Weil, 1998; Dykens, 1999,

Vincenza et al. 2001, entre otros).

Una de las vias involucradas con la muerte neuronal es la excifotoxicidad, la cual
se refiere a la excesiva activacion de los receptores a glutamato y a la consecuente
muerte celular (Ingvar et al. 1988). El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas
importante en ef cerebro. La excitotoxicidad es relevante en la degeneracion neuronal
producida por alteraciones como la hipoxia, la isquemia o el trauma (Chol, 1988; Coyle
y Puttfarcken, 1993; Kucukkaya et al. 1996; irving et al. 1997; Numagami et al. 1897).
Existen evidencias de que la excitotoxicidad juega un papel importante en las
enfermedades neurodegenerativas (Kucukkaya et al. 1996; Simonian y Coyle, 1996), y
se ha considerado que el estrés oxidativo es el inductor de la muerte celular por

excitotoxicidad (Beal, 1992; Coyle y Puitfarcken, 1993; Kucukkaya et al. 1996).

Las sinapsis se estan formando y removiendo continuamente en un proceso
llamado plasticidad sinaptica (Cramer y Sur, 1995; Segal, 1995a: Quartz y Sejenowski,
1997). Las sinapsis glutamatérgicas son establecidas principalmente en las espinas
dendriticas. Las espinas estan cambiando continuamente en forma y en ndmero, y se
considera que existen mecanismos bioquimicos que median dicha actividad. Alguncs
de estos mecanismos incluyen la interaccién de neuromoduladores o neurotransmisores
que actuan sobre sus receptores especificos. Los receptores a su vez activan cascadas
postsinapticas que involucran nucledtidos ciclicos y la fosforilacion de las proteinas del

citoesqueleto produciendo el crecimiento de los elementos sinapticos (Smythies, 2000).

El glutamato es una neurotoxina potente y como ya se menciono, su toxicidad
esta mediada por radicales libres (Coyle y Puttfarcken, 1993: Lafon-Cazal et al. 1993;
Dubinsky et al. 1995; Rothman y Olney, 1995 Patel et al 1996). La sinapsis
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glutamatérgica (figura 3) posee varias caracteristicas que indican que el estrés oxidativo
mediado por los radicales libres y las defensas antioxidantes, Juega un papel importante

en la muerte celular:

FIGURA 3. Diagrama Simplificado
de ia sinapsis glutamatérgica. AA,
acido araquiddnico; C, ascorbato;
DAT, terminal dopaminérgica; DAQ,
guinonas dopaminérgicas; glu,
glutamato;, M glu, receptores
metabotropicos; NO, éxido nitrico:
NS, citoesqueleto; P.N_, proteasas y
nucleasas; PGH, prostaglandina H:
PGH syn, prostaglandina H sintasa
(ciclooxigenasa); ROS, especies
reactivas de oxigeno. En los sitios
que no contienen dopamina, el
cofactor de PGH sintasa sera otra
molécula. (Tomado de Adams et al.
2000).

1. Cuando el glutamato es liberado desde la terminal axénica durante ia sinapsis,
su actividad se mantiene hasta que es recapturado por los transportadores
glutamatergicos. La energia del proceso anterior proviene de la ATPasa
dependiente de Na'/K'. La recaptura de glutamato esta acompafada de ia
liberacion simultanea de ascorbato, el cual compite con el glutamato porios sitios

de unidn intracitoplasmicos (Grinewald, 1993).

2. El receptor giutamatérgico N-methyl-D-aspartato (NMDA), es un sitio sensible al

redox que contiene grupos sulfhidrilo, ta oxidacion de estos Gltimos produce
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cambios en el receptor (Volterra et al. 1994). La activacion de los receptores

NMDA produce ia liberacion de radicales libres neurotéxicos.

3. La activacion de los receptores NMDA provoca fa apertura de los canales de
calcio. La entrada de calcio en las espinas dendriticas produce la activacion de
la fosfolipasa A2. Esta actla sobre los fosfolipidos de la membrana para liberar
acido araquidénico, lo cual lleva a la activacion de la prostaglandina H sintetasa.
Dicha reaccidn produce la liberacion de grandes cantidades de ROS, incluyendo
H,O,, el cual en presencia de fierro produce el radical OH" que, como ya se

menicond, es altamente nocivo.

4. La entrada de Ca* a ia regidon postsinaptica también activa la dxido nitrico

sintasa, lo cual también [leva a la produccidn de radicales libres. La forma redox
predominante del dxido nitrico es el radical éxido nitrico NO ™ que es altamente

toxico, el cual, al igual que el H,0,, en presencia de fierro produce el radical OH.

Por otra parte, estudios recientes han relacionado la disfuncién mitocondrial y el
estrés oxidativo con los procesos de envejecimiento y con la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas. En el sistema nervioso el envejecimiento estd
relacionado con un dafio progresivo de la funcion mitocondrial ocasionado por el estrés
oxidativo (Socci et al. 1985; Herrero y Barja, 1997). En la enfermedad de Parkinson se
ha demostrado una disminucién en el complejo | de la respiracién mitocondrial, dafio
oxidativo y alteracién enlos sistemas de defensa antioxidantes. Asimismo, en pacientes
con enfermedad de Alzheimer y Parkinson se han reportado mutaciones en el DNA
mitocondrial (Sohal, 1997; Burke 1999; Dykens, 1999; Foster et al. 2001) ver figura 4.
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Figura 4. E! papel hipotético de la mitocondria en la muerte celular por necrosis ©
apoptosis. El incremento del Ca** intraceiular o del ciclo del Ca** mitocondrial puede
provocar disminucion en el potencial de membrana con ia subsecuente transicion de la
permeabilidad. La presencia del ATP citosdlico puede amortiguar este efecto. La
transicion de la permeabilidad esta asociada con la liberacion de los factores
mitocondriales (X) involucrados en los eventos de la apoptosis (por ejemplo la
degradacon nuclear) y de la necrosis. Modificado de Sohal, 1997.

Existen dos tipos de muerte celular, la necrosis y la apoptosis. La necrosis, se
caracteriza por la ruptura de la membrana, entrada de iones de Ca* y agua, y
subsecuentemente lisis celular (Ingvar et al. 1988; Farber, 1990; Nicotera et al. 1997;
Clarke, 1999:; Kirkland y Franklin, 2001; MclLaughlin et al. 2001). En contraste, muchas
células mueren por procesos que involucran condensacion celular, denominada
apoptosis —muerte celular “programada’- a través de una nueva sintesis de proteinas
y de RNA (Raff et al. 1993; Steller, 1995; Clarke, 1999; Afford y Randhawa, 2000;
Kirkland y Franklin, 2001; McLaughlin et al. 2001). Las células apoptoticas muestran
encogimiento del nicleo, condensacion y fragmentacion de la cromatina y en ocasiones,

degradacion dei DNA mediante endonucleasas (Wyllie et al. 1980) (Ver figura 5).
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FIGURA 5. Esquema de los mecanismos que inducen la apoptosis y la necrosis.
Modificado de Adams et al. 2000. NO- éxido nitrico.

La necrosis es un proceso répido que ocurre desde los primeros minutos después
del dano (figura 6). El citoplasma se edematiza por la entrada de agua. Se observan
vacuolas y granulos de lipofuscina. Ademas se pierde la funcién de las mitocondrias,
y se observa destruccidn de las crestas y edema; dilatacion de las cisternas del reticulo
endoplasmico, dispersion de los ribosomas; el ndcleo se edematiza y se vuelve
electrodenso, se forman poros en la membrana celular lo que produce que sus
contenidos se liberen hacia el espacio extracelular; después de un tiempo, lo que resta
de la celula es fagocitado (Trump et. al. 1981; Farber, 1990; Kerr et al. 1995; Clarke,
1999; Adams et al. 2000).
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FIGURA 6. Secuencia de los cambios ultraestructurales en la apoptosis (2-6) y en la
necrosis (7 y 8). En 1 se muestra una célula normal. La apoptosis temprana (2) esta
caracterizada por la compactacion y la segregacion de la cromatina en masas
circunscritas que terminan en la superficie interior del nGcleo, condensacion del
citoplasma con preservacion de la integridad de los organelos y el inicio de la
circunvolucion de la superficie celular. En la siguiente fase (3) los fragmentos del nticleo
y el citoplasma condensado se asocian con la superficie celular seguida de la
separacion de las protuberancias de la superficie para producir [0s cuerpos apoptéticos.
Dichos cuerpos son fagocitados (4) por células cercanas y son degradados por enzimas
de los lisosomas {5), siendo reducidos rapidamente a residuos indefinidos dentro de los
telolisosomas (6). En el dafio celular irreversible, el inicio de la necrosis (7) se manifiesta
con el agrupamiento de la cromatina sin cambios radicales en su distribucion, se observa
total edema de las mitocondrias con destruccion de sus matrices, disolucién de los
ribosomas y ruptura focal de las membranas. En estadios méas avanzados (8) todos los
componentes celulares se desintegran. Modificado de Kerr et al. 1995.
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La necrosis puede continuar varios dias después del dafo y puede ser provocada
por eventos secundarios, como la pérdida del soporte astrocitico, ruptura de la barrera

hemato encefdlica, inflamacion y otros factores.

Por otro lado, el cambio morfoldgico més evidente de la muerte por apoptosis se
encuentra en el nlcleo ya que la cromatina se condensa; se cbservan grandes vacuolas
y condensacion del citoplasma (figura 6). No hay ruptura obvia de membranas, sin
embargo se observa gran pérdida del fluido intracelular hacia los espacios
extracelulares y se ve como un érea edematosa que rodea a la celula. Al parecer la
funcion mitocondrial esta intacta, sin embargo algunas se observan muy obscuras. El
material nuclear cambia al grado de que el nucleolo desaparece y la cromatina se
dispersa; se forman pequefias vacuolas en el nlcleo. Pronto el nucleo se vuelve muy
obscuro y empieza a cambiar de forma. El ntcleo y la céluta forman muchas estructuras
pequefias, llamadas cuerpos apoptéticos Los cuerpos apoptéticos son fagocitados en
pocas horas, lo que hace dificil su identificacién (Trump et. Al. 1981; Farber, 1990; Kerr
et al. 1995; Clarke, 1999; Adams et al. 2000; Kirkland y Franklin, 2001). Algunos cuerpos
apoptéticos no son fagocitados y presentan degeneracion en horas. Sus membranas se
rompen y se observa edema y disolucion de los organelos, dichos cambios son

semejantes a los observados en la necrosis (Kerr et al. 1995).

Ahora bien, ya que se ha sugerido que algunas enfermedades
neurodegenerativas pueden ser debidas a dafio por estrés oxidativo y que las
principales alteraciones que se observan en dichas enfermedades son motoras y de
memoria, nuestro interés se centra en estructuras cerebrales involucradas con estas

funciones, como son: Corteza prefrontal, Cuerpo Estriado e Hipocampo.
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CORTEZA

Muchas de las areas de la corteza cerebral procesan o integran informacién
sensorial la cuai es muy importante para el control del movimiento. Especificamente, la
corteza prefrontal, que ocupa la mayor parte rostral del 1obulo frontal, una de sus
funciones principales es la planeacion de los movimientos voluntarios (Kelly y Dodd, 1991;

Douglas y Martin, 1998).

En todos los mamiferos la corteza consta de un mante celular de 2 mm de grosor.
Dicho manto esta dividido en seis capas numeradas secuencialmente desde la superficie
pegada a la piamadre hasta la substancia blanca que esta por debajo de la corteza
(Carpenter, 1991; Kelly y Dodd, 1991; Shepherd, 1998). Ver figura 7.

. Capa molecular (I): contiene algunos cuerpos neuronales, esta compuesta
principalmente por axones que corren horizontalmente a través de la capa
(paralelos a la superficie pial) y per células gliales. Los axones que pasan a través
de esta capa establecen contactos sinapticos con ias dendritas apicales de las
células que estdn en capas corticales mas profundas e interconectan areas

corticales locales.

. Capa granulosa externa (li): contiene principalmente neuronas piramidales
pequenas.
. Capa piramidal externa (Ili): contiene neuronas piramidales mas grandes, estas

neuronas proveen gran parte de las eferencias a otras regiones corticales.

. Capa granulosa interna (IV): esta capa es rica en neuronas no piramidales y recibe
la mayoria de las aferencias provenientes del talamo.

. Capa piramidal interna (V): esta capa contiene las neuronas piramidales mas
grandes, estas células dan lugar a largos axones que salen de la corteza y
descienden hacia los ganglios basales, el tallo cerebra!l y la médula espinal.

. Capa fusiforme o pleomérfica (VI): contiene células piramidales, muchas de las

cuales proyectan de regreso al talamo. También estd formada por céluias
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esenciales para el control del movimiento. Estas areas estan directamente relacionadas
con los aspectos motores primarios (que son las areas motoras o sensoriales primaria,
secundaria y terciaria). Se encuentran otras tres areas, las llamadas de asociacién. Su
funcidn es integrar la informacion que entra a la corteza, estas areas estan relacionadas
con las tres funciones principales del cerebro: percepcién, movimiento y motivacion.

El érea de interés en el presente trabajo es la corteza de asociacién prefrontal, ya
que esta involucrada directamente con la planeacion de los movimientos voluntarios
(Douglas y Martin, 1998) y con ciertos aspectos de la memoria motora (Kelly y Dodd,

1991) y el tipo de neurona a analizar es la neurona piramidal.

ESTRIADO

El cuerpo estriado pertenece a los ganglios o nucleos basales. El término ganglios
basales es utilizado para referirse a un grupo de nucleos anatdémica y funcionaimente
relacionados, localizados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo.

Los ganglios basales estan formados por cinco ndcleos subcorticales que participan
en el control de los movimientos, entre otras cosas. Estos son: el nlcleo caudado, el
putamen (cuerpo estriado en los roedores), el globo palido, nicleo subtalamico (NST) y
la substancia nigra (SN) (Alexander y Cruicher, 1990; Coté y Crutcher 1991; Wilson,
1998).

Enlos primates el estriado esta separado por la capsula interna en dos partes: una
porcidon dorsomedial (el nucleo caudado) y una porcion ventrolateral (el putamen) los
cuales estan considerados como los ndcleos de entrada de los ganglios basales. El ndcleo
caudado y el putamen se desarrollan de la misma estructura telencefalica, por lo que estos
dos nucleos se componen del mismo tipo de celulas (Carpenter, 1981). El globo palido
(GP) de los primates es una estructura formada por un segmento externo (GPe) y uno
interno (Gpi). El GPe y el GPi son los homologos respectivos del pélido y del nacleo
entopeduncular en mamiferos inferiores. El nucleo subtalamico (NST) se encuentra en la

porcidn basal del diencéfalo, en la unidén con el mesencéfalo. La SN esta en el



23

esenciales para el control del movimiento. Estas areas estan directamente relacionadas
con los aspectos motores primarios (que son las areas motoras o sensoriales primaria,
secundaria y terciaria). Se encuentran oiras tres areas, las llamadas de asociacién. Su
funcidn es integrar la informacidn que entra a la corteza, estas areas estan relacionadas
con las tres funciones principales del cerebro: percepcién, movimiento y motivacion.

El &rea de interés en el presente trabajo es la corteza de asociacion prefrontal, ya
que esta involucrada directamente con la planeacién de los movimientos voluntarios
(Douglas y Martin, 1998) y con ciertos aspectos de la memoria motora (Kelly y Dodd,

1991) y el tipo de neurona a analizar es la neurona piramidal.

ESTRIADO

El cuerpo estriado pertenece a los ganglios o nucleos basales. El término ganglios
basales es utilizado para referirse a un grupo de nucleos anatdémica y funcionalmente
relacionados, localizados en el telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo.

Los ganglios basales estan formados por cinco ndicleos subcorticales que participan
en el control de los movimientos, entre otras cosas. Estos son: el ndcleo caudado, el
putamen {(cuerpo estriado en los roedores), el globo palido, nicleo subtalamico (NST) y
la substancia nigra {(SN) (Alexander y Crutcher, 1990; Coté y Crutcher 1991; Wiison,
1998).

Enlos primates el estriado esta separado por la capsula interna en dos partes: una
porcion dorsomedial (el nicleo caudado) y una porcién ventrolateral (el putamen) los
cuales estan considerados como los nicleos de entrada de los ganglios basales. El ndcleo
caudado y el putamen se desarrollan de lamisma estructura telencefalica, porio que estos
dos nucleos se componen del mismo tipo de células {Carpenter, 1981). El globo palido
(GP) de los primates es una estructura formada por un segmento externo (GPe) y uno
interno (Gpi). El GPe y el GPi son los homdlogos respectivos del palido y del nucleo
entopeduncular en mamiferos inferiores. El nicleo subtalamico (NST) se encuentra en la

porcion basal del diencéfalo, en la union con el mesencefalo. La SN esta en el
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mesencéfalo y presenta dos divisiones: una porcién ventral llamada pars reticulata (SNr)
que se asemeja citoldgicamente al globo palido y una porcién dorsal pigmentada llamada
pars compacta (SNc), compuesta por células dopaminérgicas cuyos cuerpos neuronales
contienen neuromelanina. Este pigmento obscuro, el cual parece ser un polimero de la
dopamina o sus metabolitos, da a la SN su nombre, y el grado de su pigmentacién esta
correlacionado con la concentracién de dopamina, pero la funcidon del pigmento es
desconocida (Coté y Crutcher, 1991). E! GPiy la SNr constituyen los principales nticlecs
de salida de los ganglios basales (Carpenter, 1984; Alexander y Crutcher, 1990: Wilson,
19388).

ELEMENTOS NEURONALES

Estudios celulares con tincion de Nissl revelan la existencia de aproximadamente
111 millones de neuronas en el estriado de humano. De las cuales, se han descrito siete
diferentes tipos de neuronas (Gravenland et al. 1885). Se estima que el 95% de las
neuronas estriatales son neuronas espinosas medianas caracterizadas por un cuerpo
celular que mide entre 10-20Um de didmetro, estas neuronas proyectan hacia el globo
palido y a la SN y contienen GABA como neurotransmisor. Las neuronas espinosas
medianas ademas, emiten colaterales que establecen contactos sinapticos con las
dendritas, las espinas de las dendritas y el soma de otras neuronas espinosas medianas.
Ha sido descrito otro tipo de neurona GABAérgica de proyeccion, también de tamario
mediano, pero con pocas espinas. Se piensa que los otros tipos de neuronas estriatales
tienen axones colaterales dentro del estriado. Entre estas interneuronas estan. las
neuronas grandes sin espinas (con un diametro de entre 20-30um), las cuales son
colinérgicas y otras mas, entre medianas y grandes, algunas de las cuales contienen

somatostatina y GABA (Wilson 1998). Ver figura 8.

ASPECTOS FUNCIONALES
Existen evidencias de que las funciones de los ganglios basales no solamente

Incluyen aspectos sensoriomotores de programacién de los movimientos, también estan
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involucrados en aspectos de pianeacion de los movimientos, seleccién y memoria motora

(Cote y Crutcher, 1991; Alexander y Crutcher, 1990; Parent y Hazrati, 1993).
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s y neuronas de proyeccion del estriado. Tomado de Wilson

El circuito motor ganglios basales-talamo-corteza es vistoc como una via de
reentrada, a través de la cual, la inervacion proveniente de las areas sensoriomotoras de
la corteza precentral y postcentral (area motora suplementaria, corteza premotora, corteza

motora y corteza somatosensorial) van de regreso a ciertas areas motoras precentrales
después de procesos intermedios dentro de los ganglios basales y el talamo (Alexander
y Crutcher, 1990; Wichmann y DelLong, 1993).

Las areas especificas de la corteza envian proyecciones glutamatérgicas (y
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posiblemente aspartérgicas) excitatorias a regiones especificas del estriado {caudado y
putamen), los cuales representan los nlcleos de entrada de los ganglios basales. Por otra
parte, los nucleos de salida de los ganglios basales (GPi y SNr), ejercen efectos
inhibitorios mediados por GABA sobre los nucleos del talamo (Alexander y Crutcher,
1990).

Las fibras cortico-estriatales provienen de todas |las dreas de la neocorteza. En los
primates, la corteza prefrontal proyecta al nlicleo caudado, mientras que la corteza
sensoriomotora proyecta al putamen (Alexander y Crutcher, 1990). Por lo que se ha
senalado que las funciones motoras de los ganglios basales se llevan a cabo
principalmente mediante el putamen y las funciones cognitivas mediante el ndcleo
caudado (Coté y Crutcher, 1991).

Ahora bien, se observa especificidad funcional en las proyecciones al putamen y
al caudado, en donde diferentes funciones cognitivas estan influidas por diferentes areas.
Por ejemplo en primates las lesiones bilaterales especificas de ia corteza prefrontal
dorsolateral producen déficit en la ejecucion de tareas alternadas, tareas que miden la
capacidad de memoria espacial. Mientras que lesiones en la corteza orbitofrontal
provocan deficiencia en la ejecucion de tareas en donde hay que invertir objetos. Estas
dos areas de la corteza tienen proyecciones organizadas que van a la cabeza del niicleo
caudado (Coté y Crutcher, 1991).

En cuanto a los ganglios basales, el drea de andlisis en el presente trabajo sera el
nttheo caudado por sus implicaciones con la memoria y con la conducta motora. En este
caso especifico se le denominara estriado, ya que el estudio se llevera a cabo en ratas.

Las celulas que se analizaran seran las neuronas espinosas medianas.
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HIPOCAMPO

El hipocampo forma parte de un grupo de estructuras dentro del sistema limbico
denominado comUnmente formacion hipocampal, el cual incluye al giro dentado, el
hipocampo, subiculum, presubiculum, parasubicuium y la corteza entorrinal. El hipocampo
juega un papel muy importante en ciertas formas de memoria y aprendizaje, se le ha
considerado como la mas compleja de ias areas de asociacion supramodal, ya que esta
estructura recibe e integra informacién de todas las modalidades sensoriaies (Brown y
Zador, 1990): asimismo se ha demostrado gue el hipocampo presenta una alta
susceptibilidad a las descargas epilépticas. Se ha reportado que laformacion hipocampal,
particularmente la corteza entorrinal, es fa primera estructura afectada en la enfermedad
de Alzheimer y que el hipocampo es altamente vuinerable a los efectos de la isquemiay
ja anoxia (Johnston y Amaral, 1998).

El hipocampo es una estructura cortical primitiva, (también llamada asta de Amén)
que se extiende a todo lo largo del piso del asta inferior del ventriculo lateral y se continda
con el férix por debajo del rodete del cuerpo calloso (ver figura 9). En etapas tempranas
del desarrolio y en mamiferos primitivos el hipocampo esté localizado en posicion anterior,
y constituye parte del manto externo del cerebro. Ef hipocampo en humanos esta formado
por el giro dentado, las astas de Amon (CA) y el subicuio. Posee una corteza trilaminar
a nivel del giro dentado y del asta de Amon, pero existe una transicion en el subiculo en

donde se observa la formacién de hasta cinco capas (Johnston y Amaral, 1998).

FIGURA 9. Elementos neuronales de la formacion del
hipocampo. Las zonas marcadas incluyen al subiculum,
parte de la corteza entorrinal, giro dentado, y las
regiones de CA1a CA4. El hipocampo esta dividido en
estratum oriens (1), estratum piramidal (2; capa de los
, cuerpos celulares), estratum radiatum (3) y el estratum
i wammmrenat Iacunosum-molecular (4). Las células piramidales de ia
N SiRinso region CA3 proyectan a las neuronas piramidales de
CA1 mediante la via de las colaterales de Schaffer, a
otras células piramidales de CA3. La via perforante se
o muestra en todas las regiones del hipocampo y det giro

MuoNAT dentado (Modificado de Cajal, 1911 (Modificado de
Carpenter, 1991).
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En los mamiferos el hipocampo se dividide en cuatro regiones que estan
designadas como CA1, CAZ, CA3 y CA4. En donde CAZ2 es tan pequefia que en algunas
especies es ignorada, la region CA1 y CA3 constituyen propiamente la mayor parte del
hipocampo; el area entre el giro dentado y el estrato granuloso de la regién CA3 es
llamado hilus (Kupfermann, 1991;Shepherd, 1998). Ver figura 10.

FIGURA 10. Esquema del
hipocampo de rata que
muestra la forma y el
tamafio de las neuronas
principales del giro
dentado (DG) y del
hipocampo (CA3 y CA1).
Los ntmeros indican el
largo total (en micras) de
las dendritas de las
neuronas granulares y las
porciones de los arboles
N dendriticos localizados en
\ en el stratum-lacunosum
! molecular, radiado vy
oriens del hipocampo .
Modificado de Johnston y
Amaral, 1998.

ELEMENTOS NEURONALES

Tanto el hipocampo como el giro dentado tienen cortezas de tres capas. Las tres
capas del hipocampo son el estrato oriens (capa polimoérfica), estrato piramidal (capa
piramidal) y el estrato lacunoso molecular (area molecular). El giro dentado consiste de

una capa polimérfica (hilus), un estrato granular y un estrato molecular. La capa molecular
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del giro dentado se continta con la del hipocampo. El principal tipo neuronal del giro
dentado es la célula granular y la del hipocampo es {a piramidal (Mainen y Sejnowski,
1996).

Las células granulares tienen un soma pequefio {(aproximadamente de 10pm de
didmetro), son esféricas y se encuentran en grupos de 4-6 células dentro de la capa
granular. Las dendritas de las células granulares se extienden perpendicularmente desde
la capa granular hasta la capa molecular, en donde reciben conexiones sinapticas de
diferentes fuentes. Los axones de estas células son conocidos como las fibras musgosas
debido a la apariencia peculiar de sus terminales sinapticas.

Los somas de las neuronas piramidales se encuentran en grupos de 3-6 celulas en
lo profundo de la capa piramidal. Estas neuronas presentan arboles dendriticos muy
elaborados que se extienden perpendicularmenie en ambas direcciones del soma. Las
dedritas apicales son més largas que las basales y se extienden desde la punta de la
célula piramidal hacia el centro de! hipocampo. Las dendritas de las neuronas piramidales
estan cubiertas por espinas en donde terminan las sinapsis excitatorias (Mainen y
Sejnowski, 1996; Johnston y Amaral, 1998).

Las neuronas intrinsecas o interneuronas, han sido definidas tradicionalmente
como neuronas sin espinas y con axones restringidos al drea en dende se encuentran sus

somas y que liberan GABA (Freund y Buzsaki, 1996).

En el giro dentado el tipo de interneurona mas comdn son las {lamadas celulas
piramidales en canasta y sus somas estan localizados en el borde entre la capa granular
y la capa polimorfica. Los axones de estas células inervan los somas de las celulas
granulares. Las interneuronas del hipocampo tienen sus somas neuronales cerca o dentro
de la capa piramidal y son clasificadas en tres grupos de acuerdo a sus blancos
postsinapticos: las células axo-axonicas, las células en canastay las células candelabro.
Como su nombre o indica, las células axo-axénicas establecen contactos sinapticos con

los 'segmentos iniciales de los axones de las neuronas piramidales, ejerciendo control



30

sobre el inicio del potencial de accion. Las células en canasta establecen contacto
sinéptico con los somas de las neuronas piramidales. Finalmente, las céluias candelabro
estabiecen contacto sinaptico con las dendritas apicales y basales de las neuronas
piramidales. Muchas interneuronas GABAérgicas también contienen y liberan péptidos

neuroactivos (Freund y Buzsaki, 1896).

ASPECTOS FUNCIONALES

Probablemente la propuesta mas ampliamente aceptada acerca de la funcidn del
hipocampo se refiere al papel que juega en la memoria espacial (Kupfermann, 1991;
Eichembaum, 1994: Trane! y Damasio, 1995, entre otros). Desde hace mas de un siglo
se consideraba que el dafio a ciertas regiones del cerebro puede dar como resultado un
sindrome amnésico caracterizado por una completa o casi completa pérdida de la
memoria. Se sabe ahora que el dafio restringido a la formacion hipocampal es suficiente

para producir este tipo de desorden de memoria (Tranel y Damasio, 1995).

Como ya se menciond, el hipocampo ha sido implicado con algunas enfermedades
neuroldgicas y psiquidtricas, incluyendo la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer y la
esquizofrenia (en donde se reportan transtornos de conducta ylo alteraciones de
memoria) (Kupfermann, 1991). Ademas se ha reportado que sujetos sometidos a isquemia
o anoxia presentan muerte neuronal en ef hipocampo. Al parecer esta pérdida es debida
a la excitotoxicidad, la cual esta mediada por los receptores NMDA. Algunos autores han
propuesto que el precio que el hipocampo paga por su gran capacidad para codificar
rapidamente nueva informacion es su inestabifidad y vulnerabilidad ante cierto numero de
estresores metabélicos (Johnston y Amaral, 1998).

El hipocampo CA1 serd analizado en el presente trabajo por su participacion en la

memoria espacial y la heurona que se analizara sera la piramidal.

Una caracteristica comin a los grupos neuronales de estas tres estructuras es la
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presencia de espinas en sus dendritas, por lo cual se hard una breve mencidn acerca de
su importante funcion ya que son precisamente esas neuronas las que se analizarén en

el presente trabajo.
ESPINAS DENDRITICAS

El término espinas fué introducido por Cajal en 1888 en su primera descripcion de
los pequefios apéndices que salen de las ramificaciones de las células de Purkinje. El
término se extendié a los apéndices similares observados en las dendritas de las
neuronas piramidales y estrelladas de la corteza, a las neuronas espinosas medianas
estriatales, a las neuronas granulares olfatorias, a las neuronas piramidales de
hipocampo, entre otras (Shepherd, 1996).

Dichos apéndices son las terminales mas cortas de los arboles dendriticos. Sus
diferentes formas han dado lugar a diversos nombres, incluyendo “espina’, “gémula” entre
otros. El término espina es el mas utilizado para nombrar la pequefa terminal
caracterizada por una cabeza y un tallo delgado llamado cuello, que esta adherido a la
dendrita o al soma.

Las espinas dendriticas son blancos postsindpticos primarios de las sinapsis
glutamatérgicas excitatorias en el cerebro maduro. Las espinas presentan diversas formas
y tamafos. Hay espinas desde menos de 0.01 um® hasta de 0.8 ym®. Las espinas y las
sinapsis de diferentes tamafos ocurren en la misma dendrita.

Se puede distinguir a las espinas dendriticas por la composicion de sus organelos
subcelulares. Por ejemplo, cerca del 50% de las espinas de las neuronas del hipocampo
y de otras estructuras contienen reticulo endoplasmico liso, el cual esté especializado en
formar el “aparato espinoso” en el 80% de las espinas grandes. Algunas espinas
contienen vesiculas, cuerpos multivesiculares o polirribosomas (Spacek y Harris, 1997).
Asi, 1a remodelacion de la estructura sindptica mediante la insercion de vesiculas
postsindpticas o mediante la sintesis de proteinas, podria tener lugar dentro o cerca de
las espinas, y la degradacion podria ser niciada en las espinas mediante la endocitosis

(Harris, 1999). (ver figura 11).
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presencia de espinas en sus dendritas, por lo cual se hara una breve mencion acerca de
su importante funcién ya que son precisamente esas neuronas las que se analizaran en

el presente trabajo.
ESPINAS DENDRITICAS

El término espinas fué introducido por Cajal en 1888 en su primera descripcion de
los pequerios apéndices que salen de las ramificaciones de ias células de Purkinje. El
término se extendid a los apéndices similares observados en las dendritas de las
neuronas piramidales y estrelladas de la corteza, a las neuronas espinosas medianas
estriatales, a las neuronas granulares offatorias, a las neuronas piramidales de
hipocampo, entre otras (Shepherd, 1996).

Dichos apéndices son las terminales mas cortas de los arboles dendriticos. Sus
diferentes formas han dado lugar a diversos nombres, incluyendo “espina”, “gémula” entre
otros. El término espina es el mas utilizado para nombrar la pequefa terminal
caracterizada por una cabeza y un talio delgado llamado cuello, que esta adherido a la
dendrita o al soma.

Las espinas dendriticas son blancos postsinapticos primarios de las sinapsis
glutamatérgicas excitatorias en el cerebro maduro. Las espinas presentan diversasformas
y tamarfios. Hay espinas desde menos de 0.01 um® hasta de 0.8 um?®. Las espinas y las
sinapsis de diferentes tamaros ocurren en la misma dendrita.

Se puede distinguir a las espinas dendriticas por la composicion de sus organelos
subcelulares. Por ejemplo, cerca def 50% de las espinas de las neuronas del hipocampo
y de otras estructuras contienen reticulo endoplasmico liso, el cual esta especializado en
formar el “aparato espinosc” en el 80% de las espinas grandes. Algunas espinas
contienen vesiculas, cuerpos multivesiculares o polirribosomas (Spacek y Harris, 1997).
Asi, la remodelacién de la estructura sindptica mediante la insercion de vesiculas
postsinapticas o mediante la sintesis de proteinas, podria tener lugar dentro o cerca de
las espinas, y la degradacion podria ser iniciada en las espinas mediante la endocitosis

(Harris, 1999). (ver figura 11).
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Figura 11. En esta figura se observa una dendrita (Den) de una neurona piramidal de
la corteza cerebral con una espina dendritica (sp) que contiene aparato espinoso (sa).
El citoplasma de la dendrita contiene microtabulos (m), mitocondria (mit). La terminal
axonica (At) esta formando una sinapsis asimeétrica con la espina.

Las diferencias estructurales de las espinas parecen ser importantes para la integracion
sinapticay para la compartamentalizacion motecular. Ambas funciones son especialmente
sensibles a la longitud y ail diametro del cuelio de la espina. Algunos modelos tebricos
muestran que los cuellos mas delgados y largos presentan mayor depolarizacién de la
cabeza de la espina ante un estimulo dado (Schiller et al. 1998).

Como ya se menciono, las espinas dendriticas son estructuras especializadas que
recibenla mayoria de las aferencias excitatorias en las neuronas de los mamiferos (Palay,
1956). Aungue existe gran cantidad de informacion sobre ia morfologia de las espinas
(Juraska et al. 1989; Trommald et al. 1995; Bannister y Larkman, 1995, Papa et al. 1995,
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Svoboda et al. 1996: Jacobs et al. 1997; Harris, 1999; van Rossum y Hanisch, 1999, entre
otros), la explicacion scbre sus propiedades funcionales comienza con el desarrollo de
las im&genes de alta resolucidn del calcio (Ca*™), las cuales permiten la caracterizacion
de la dinamica de las concentraciones de Ca® libre intracelular en las espinas de
neuronas vivas bajo una gran variedad de condiciones fisiolégicas. Estos estudios han
demostrado que las espinas dendriticas constituyen compartimentos quimicos que
parcialmente aislan su citoplasma de la dendrita (Perkel y Perkel, 1985; Mdller y Connor,
1991; Segal, 1995a y 19950, Yuste y Denk, 1995; Shepherd, 1996; Svoboda et al. 1996;
Yuste et al, 1999). Dicha compartamentalizacién del Ca** en las espinas podria sefalar
la especificidad de las aferencias en la plasticidad cerebral (Koch y Zador, 1993).

Existen diversas teorias acerca de la funcién de las espinas dendriticas:

1. Las espinas dendriticas son sitios de conexion sinaptica. Esta inferencia original
surgid de las observaciones de Cajal en 1890, las cuales fueron confirmadas por
Gray en 1959, en donde muestra que las espinas son el sitio en donde se lievan
a cabo las sinapsis tipo |, es decir, sinapsis asimétricas asociadas con vesiculas
sinapticas esféricas. Posteriormente se realizd |a correlacion entre la morfologia
de las sinapsis tipo I con la accion excitatoria de las sinapsis glutamatérgicas.
Ademas se demostraron otro tipo de sinapsis, las tipo I, las cuales son inhibitorias
y se establecen en el cuello de la espina o en la dendrita (Shepherd, 1990y 1998).
La simple demostracion de que las sinapsis tipo | se establecen con la cabeza de
la espina y de que las sinapsis tipo Il se establecen con el cuello y con las
dendritas se ha sugerido que las espinas podrian funcionar como compuertas de
entrada hacia las dendritas (Shepherd, 1996). Uno de los primeros ejemplos es el
reportado en las neuronas espinosas medianas del estriado, en donde una sola
espina recibe una aferencia glutamatérgica de la corteza en la cabeza de laespina
y otra aferencia dopaminérgica de la substancia nigra en el cuello de la misma
espina (Freund et al. 1984; Goldman-Rakic y Selemon, 1990).

2. La espina como sitio de dafio cerebral: Se ha mostrado que las espinas son
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sensibles a una gran variedad de condiciones patolégicas. Esto es, la
deaferentacidn de la via visual por ejemplo, produce degeneracion en las espinas
de las neuronas del nucleo geniculado lateral (Globus y Scheibel, 1967; Valverde,
1967; Scheibely Scheibel, 1968); las espinas de las células piramidales de corteza
(Purpura, 1974, Huttenlocher, 1975) y del hipocampo (Miller et al. 1993; Diaz-
Cintra et al. 1994; Isokawa, 1998; Jiang et al. 1998; Masako, 1998; McEwen et al.
1999) degeneran en varios tipos de desordenes cerebrales como la epilepsia
(Drakew et al. 1996), en el sindrome de Down y retardo mental (Hinton et al. 1891;
Wisniewskietal. 1991), enlos desdrdenes mentales (Marin-Padilla, 1974; Purpura,
1974) las neuronas espinosas medianas del estriado pierden espinas en modelos
de la enfermedad de Parkinson (Ingham et al. 1989; Machado-Salas et al. 1990;
Ingham et al. 1991; Arbuthnott e Ingham, 1993; Ingham et al. 1997), esto mismo se
ha observado en modelos animales y humanos de alcoholismo cronico (Ferrer et
al. 1986; Lescaudron et al. 1989) y ante estrés crénico (Watanabe et al. 1992;
Sunanda et al. 1895; Magarifios et al. 1996; Magarifios et al. 1997). La naturaleza
de los cambios en las espinas en estos desdrdenes adn no es entendida, pero
podria ser el resultado de los desdrdenes primarios de esas neuronas,
desutilizacion o sobreutilizacién de esas espinas con sinapsis, o efectos téxicos del
influjo de Ca®, o de otros factores bioquimicos (Shepherd, 1996).

Las espinas promueven la sumacion lineal de los potenciales postsinapticos
excitatorios (Horwitz, 1981). Se ha pensado que la linearizacion promueve la
asociacion de las sinapsis coactivadas que subyacen a la potenciacion a largo
plazo (L.TP) (Harris y Kater, 1994). Ademas dicha sumacion lineal parece que juega
un importante papel en las funciones de aferencias-eferencias en las neuronas
piramidales de la corteza (Rose y Call, 1992; Bernander et al. 1994; Svoboda et al.
1996).

Las espinas son consideradas como unidades funcionales en la plasticidad
cerebral (Horwitz, 1981). Existen varios estudios que indican que los cambios en

la morfologia de las espinas produce variaciones en la potencia sinaptica, por
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gjemplo en la LTP, dichos cambios en laformay en el nimero de espinas han sido
también observados en presencia de otros procesos de aprendizaje y memoria,
(Burgess y Coss, 1983; Moser et al. 1994; Hosokawa et al. 1995; Segev y Rall,
1998; Engert y Bonhoeffer, 1999; Smythies, 1999; Goldin et al. 2001).

Las espinas son compartimentos que controlan las concentraciones de Ca . La
posibilidad de que las espinas sean compartimentos discretos de Ca ** y que
activen procesos de plasticidad sinaptica, son conceptos muy utilizados y han
requerido de demostracién experimental. Los experimentos de Muller y Connor
(1991) acerca de lo anterior fueron a base de técnicas de microfluorometria en
neuronas de CA3, estos autores demostraron que con una estimulacion
presinaptica débil de las fibras comisurales, el Ca ** se acumula en las espinas
postsinapticas pero no en su dendritas. Una estimulacién mas potente tambien
provoca cambios en las dendritas. Un antagonista del receptor NMDA bioquea
dichos cambios en las espinas. La compartamentalizacion observada permite la
especificidad, cooperacién y asociacidon que se observa en los modelos de
memoria tales como la LTP (Mutllery Connor, 1991; Segal, 1995b; Shepherd, 1996;
Harris, 1999, van Rossum y Hanisch, 1999; Yuste et al. 1299).

Las espinas dendriticas como neuroprotectores: Los posibles efectos que producen
las altas concentraciones de Ca®* provocados por la actividad sinaptica, ha
sugerido la hipdtesis de que el principal papel de las espinas es prevenir a su
dendrita de los incrementos del Ca®*, niveles que en ocasiones pueden ser ‘téxicos
para la célula (Segal, 1995a). Lo anterior podria ser particularmente importante en-
las dendritas distales, en donde, debido a sus pequefics diametros, las
concentraciones de Ca** podrian alcanzar niveles muy altos (Shepherd, 1996). Ei
principal mecanismo de la espina al parecer, es atrapar el Ca ** en el reticulo
endoplasmico, particularmente en el aparato espinoso (Segal, 1995a; Yuste y
Denk, 1995; Shepherd, 1996).

Las espinas median la amplificacion de los potenciales sinapticos pasivos y

generan potenciales postsinapticos excitatorios locales (Perkel y Perkel, 1985;
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Shepherd, 1996; Kiebler et al. 1999).

Finalmente, después de observar los diferentes hallazgos experimentales, se
puede decir que las espinas dendriticas presentan una amplia gama de propiedades que
son criticas tanto para el procesamiento rapido de informacién como para los cambios

plasticos lentos gue subyacen a la memoriay al aprendizaje. Por lo cual se puede concluir

que:

° Existen canales de calcio en las cabezas de las espinas.

. Las espinas son compartimentos individuales de Ca %"

. Las espinas se pierden ante procesos patoldgicos y aumentan ante mecanismos
de plasticidad cerebral tales como el aprendizaje y fa memoria.

MEMORIA Y APRENDIZAJE

Los conceptos de aprendizaje y memoria estan intimamente relacionados.
Aprendizaje es el proceso de adquisicién de informacion, mieniras que la memoria se
refiere al almacenamiento de esta informacién, la cual puede recuperarse después de un
tiempo. La memoria se refiere al conocimiento que es aimacenado en el cerebro y a los
procesos de adquisicion y evocacién de dicho conocimiento (Tranel y Damasio, 1995).
El proceso de formacion de la memoria incluye tres estadios basicos:

1. Adquisicion: se refiere a los procesos de apropiacion de conocimientos en el
cerebro, en un primer momento la memoria se acomoda mediante los érganos
sensoriales y las cortezas sensoriales primarias.

2. Consolidacion: Es el proceso de ejercitacion del conocimiento adquirido y de la
construccion firme de su representacion en el cerebro.

3. Almacenamiento: Se refiere a la creacion de registros estables de conocimiento en

el cerebro para su evocacion.

Anteriormente se consideraban tres tipos de memoria: inmediata, de corto plazoy

de largo plazo (o remota), sin embargo, estos sistemas unitarios no explicaban
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de largo plazo (o remota), sin embargo, estos sistemas unitarios no explicaban
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adecuadamente su funcionamiento.

Los conceptos de los procesos y sistemas de memoria han cambiado
considerablemente. La busqueda para el entendimiento de la identidad y la localizacion
de los sustratos neurales de aquello a lo que llamamos “memoria” se han modificado
hacialabusqueda de los correlatos neurales de la codificacion, consolidacion, almacenaje
y evocacion, en forma separada para las diferentes formas de memoria.

Existen varias propuestas; Baddeley (1995) propone el término de memoria de
trabajo, la cual se refiere al almacenaje temporal de informacion en conexidén con la
ejecucion de ofras tareas mas complejas. Este autor sefiala que la memoria de trabajo
comprende de un sistema de control de la atencidn, llamado centro gjecutor, apoyado por
sistemas responsables del almacenaje temporal y de la manipulacion del material visual
o del verbal que no cubre totalmente Ias fuciones de la memoria de corto plazo. Es un
sistema de multicomponentes de almacenamiento temporal que trabaja en forma paralela,
y es necesario para la ejecucion de una amplia gama de habilidades cognitivas que
incluyen la comprension, el aprendizaje y el razonamiento. Este sistema tiene limitada
capacidad de memoria y se considera que subyace a la memoria de largo plazo.

Tulving y Schacter (1990), propusieron un modelo jerarquico para la memoria de
largo plazo, cuyas divisiones son: memoria de procedimiento (la habilidad para ejecutar
tareas basadas en operaciones); representacidon perceptual (priming (anticipacion)
sensorial), memoria semantica (conocimiento general) y memoria episodica (recolecciéon
del pasado personal).

Squire (1992), menciona aspectos similares a los de Tulving, pero los llama
memoria declarativa o explicita (memoria para hechos y eventos) —esto corresponde a lo
qgue Tulving considera como la memoria semantica y episddica— y memoria no declarativa
o implicita (habilidades, priming (anticipacion) sensorial, condicionamiento clasico y
aprendizaje no asociativo) (ver figura 12). En el modelo de Tulving corresponde a la
memoria de procedimientos y al priming.

Algunos estudios con emisién de positrones {PET) determinaron que la memoria
declarativa se establece en la neocorteza y la no declarativa en el sistema limbico.(Ver

figura 12).
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FIGURA 12 Taxonomia de la memoria de Largo Plazo y las estructuras cerebrales
involucradas (Squire y Zola-Morgan, 1991).

Por su parte, ia psicologia experimental ha subdividido el aprendizaje en dos
categorias principales: aprendizaje asociativo y no asociativo.

El aprendizaje asociativo, como el condicionamiento clasico o el operante, involucra
cambios en fa conducta como resultado de experimentar dos tipos de estimulos que tienen
unareaccion asaciada temporal. En el condicionamiento clasico o Pavioviano, el estimulo
condicionado es neutral y precede al estimulo no condicionado, el cual provoca aiguna
respuesta conductual y tiene un valor de reforzador positivo (alimento) o negativo
(descarga elécterica). En el aprendizaje operante la presentacion del reforzador se asocia
con la conducta del organismo (por ejemplo presionar una palanca o evitar un choque).
La retencién temporal es critica en el aprendizaje asociativo. Tanto para el aprendizaje
clasico coma para el operante; el estimulo condicionado debe preceder al estimulo no

condicionado para que ocurra el aprendizaje.
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y Rahmann, 1992; Olanow, 1993b).

La plasticidad cerebral es una propiedad fundamental del SNC, que determina una
modificacion morfoldgica y funcional duradera en respuesta 2 un estimulo o una
combinacion de estimulos adecuados (Kupfermann, 1991). Puede explicarse por diversos
mecanismos, entre los cuales podria citarse la reorganizacion sinaptica posterior que se
observa después de un dario, en donde se observan terminales axdnicas cercanas al sitio
de ia denervacion, donde se promueve un crecimiento de axones a distancias cortas
(Cotman y Natdler, 1978) y, como ya se menciond, aumento en el nimero de espinas
dendriticas (Bailey y Kandel, 1993; Horner, 1993; Harris y Kater, 1994). Este fenémeno
permite explicar la recuperacion funcional posterior a una lesién. En los Gitimos afios se
ha relacionado el envejecimiento y algunas enfermedades degenerativas que cursan con
deterioro de los procesos mnésicos y con alteraciones en la plasticidad cerebral con un
estado de estrés oxidativo (Olanow, 1993a). Otras evidencias indican que los procesos
normales de envejecimiento que deterioran las operaciones cognitivas estan relacionadas
con alteraciones en la funcion del hipocampo, ocasionadas posiblemente por laformagcion
de radicales libres. La disminucién de los niveles de hormonas esteroideas y de la
hormona del crecimiento que se presenta durante el envejecimiento, podria relacionarse
con una menor capacidad antioxidante (Mukai et al. 1990; Ames et al. 1993; Moorandian,
1993; Fu et al. 1994).

En un estudio previo se demostré que la exposicion aguda a ozono de ratas
jovenes produce deterioro en los procesos mnésicos y alteraciones electrofisiolégicas en
el hipocampo (Vazquez Sandoval et al. 1994). En experimentos que actualmente se estan
llevando a cabo, en donde se han expuesto ratas jovenes a bajas dosis de ozono, se ha
encontrado deterioro en la memoria de corto plazo y en ta memoria de largo plazo, asi
como alteraciones en la actividad motora y de los niveles de superoxido-dismutasa
cerebral que se correlacionan con las dosis de ozono utilizadas (Rivas-Arancibia et al.
1998).
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ANTIOXIDANTES

La presencia de radicales libres da lugar a la activacion de sistemas antioxidantes
celulares, los cuales inician una cascada enzimatica de proteccién, dichos protectores
incluyen sistemas enzimaticos como las derivadas del sistema de la citocromo oxidasa,
la superoxido dismutasa (SOD), las catalasas y peroxidasas, como la glutation peroxidasa
y la glutation reductasa (Chan y Fiskman, 1980; McCord, 1985; Nilsson et al. 1993), asi
como las vitaminas A, C, E que se denominan barredores (o atrapadores) de radicales
libres (Englard y Seifer, 1986; Stahelin, 1991; Socci et al. 1995; Kuo et al. 1997) los
cuales son capaces de controlar o prevenir los efectos adversos del estrés oxidativo
(Pryor, 1976, Socci et al. 1995). Sin embargo, los sistemas antioxidantes disminuyen con
la edad (Harman, 1986; Olanow, 1993g; Socci et al. 1995), en ciertos procesos
patolégicos (Olanow, 1993b) y bagjo condiciones ambientales adversas como la

contaminacion atmosfeérica,

Se ha postulado que la administracién de sustancias antioxidantes puede prevenir
o revertir el dafio provocado por [a liberacidn de radicales libres; entre las sustancias con
propiedades antioxidantes se incluyen a las vitaminas C, E, A (Englard y Seifter, 19886;
Stahelin, 1991, Socci et al. 1995; Kuo et al. 1997) y la taurina (aminoacido sulfurado no

proteinico) entre otros (Lombardi, 1992a; Saransaari y Oja, 1996).

La taurina (acido 2-aminoethasulfénico) es un aminoéacido libre sulfonado, esta
considerado como el segundo aminoacido libre mas abundante al menos en algunas
especies. La taurina esta involucrada con un ndmero importante de procesos fisioldgicos
tales como la estabilizacion de lamembrana, antioxidacién, osmorregulacion, modulacion
del flujo de calcio (Ca*) y neurorregulacion (Huxtable, 1992; Lombardini, 1992b; Wu et
al. 1992; Kim, et al. 1996; Saransaari y Oja, 1999a). Se ha considerado como un
modulador nervioso influenciando [a liberacion de ciertos neurotransmisores, mantiene
la integridad estructural de las membranas celulares, regula la union y el transporte del
Ca %" y de cloro en la neurona, inhibe la fosforilacién de proteinas, y funciona como

neurotransmiscr inhibitorio vy al parecer esta involucrada con funciones de desarrollo y
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plasticidad cerebral (Huxtable, 1992; Lombardini, 1992b; Wu et al. 1992).

Los fluidos corporales, tales como la sangre, liquido cerebroespinal y el liquido
extracelular contienen bajas concentraciones de taurina en un rango de 10-100 uM. En
contraste, las mas altas concentraciones se encuentran en el cerebro y en el corazén. En
el corazdn, la taurina comprende mas del 60% del total de aminoacidos libres (Huxtable,
1992).

Se ha reportado que la taurina produce efectos inotrépicos en el misculo cardiaco,
tiene efectos beneficos en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva y efectos
protectores en contra de la sobrecarga de Ca®* (Bkaily et al. 1996), v ya que es tan
abundante en el corazdn, se considera que es esencial en el mantenimiento de las
funciones cardiacas, ademds de poseer funciones cardioprotectoras (Satoh, 1996;
Nittynen et al. 1999).

Por otra parte la taurina también se encuentra en el higado, en donde se sabe que
juega un importante papel en la conjugacion de los acidos biliares que son formados a
partir del colesterol, sugiriendo que existe una estrecha relacién entre el metabolismo del
colesierc! y el metabolismo de la taurina (Kibe et al. 1980) en donde la taurina estimula
la actividad del colesterol 7(-hydroxilasa, la enzima limitante de la sintesis de los acidos
biliares. En experimentos en donde se induce hipercolesterolemia, se ha reportado que
la taurina tiene un efecto protector, produciendo reduccion de los niveles de colesterol
(Yamori et al. 1980). Ademas, al igual que se ha reportado en el cerebro y en el corazén,
en el higado la taurina modula la homeostasis del Ca?* mitocondrial, protegiendo a esta
estructura de dafo por estrés oxidativo (Palmi et al. 1996). Finalmente, las condiciones
hepatotdxicas que ocasionan necrosis producen elevacion en los niveles de liberacion de

taurina, posiblemente como un mecanismo protector (Trimbell y Waterfield, 1996).

Los niveles de taurina aumentan en presencia de dafio y en condiciones
patologicas tales como isquemia-anoxia, en ciertas formas de epilepsia, en la ceguera de
origenretinianoy en el desarrollo sensorial anormal (van Gendler, 1992); se ha observado
también, liberacion de taurina en las neuronas granulares apoptoticas del cerebelo (Moran

et al. 2000), asi como en los astrocitos de la corteza en presencia de dafio neuronal
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(Saransaari y Oja, 1999b). Ademas los niveles de taurina tienden a subir en ciertas
regiones del cerebro durante Ia hipertensién. Estos cambios en los niveles de taurina
parece que son debidos al edema de la célula y/o a la osmorregulacion, y probablemente
en ciertos casos, en respuesta al edema neurotdxico celular producto de Ia liberacion de
aminoé&cidos excitatorios tales como glutamato y aspartato (Lombardini. 1992a; Phillis et
al. 1999; Saransaari y Oja, 1999a). Mas aln, desempefia un papel modulador durante la
excitotoxicidad ya que protege a las neuronas de la muerte provocada por la presencia
de glutamato y kainato, las cuales producen un estado de estrés oxidativo; este
mecanismo protector es fisioldgicamente importante en el cerebro y es posible, que
despuées del dano cerebral, se induzca la sintesis de taurina en altas concetraciones. Se
ha visto ademas, que en animales jévenes la taurina es transportada por los axones a
través de grandes extensiones y que este transporte axonal ocurre antes y durante el
periodo de formacion sinaptica (Sturman, 1988; Magnusson, 1994; Saransaari y Oja,
1996).

Ahora bien, la presencia de taurina también ha sido demostrada en el tejido
pulmonar. La exposicion a gases oxidantes tales como didxido de nitrégeno y ozono,
producen dafio pulmonar. L.os cambios morfoldgicos que se observan en el tejdo
pulmonar incluyen destruccion de las células endoteliales capilares, edema, hipertrofia
e hiperplasia del epitelio bronquial y el influjo de macrofagos y leucocitos
polimorfonucleares hacia el espacio alveolar. Los cambios metabélicos que se observan
como resultado del dano oxidativo a los pulmones incluyen peroxidacion de lipidos y la

movilizacion de antioxidantes celulares (Banks et al. 1992).

Se ha demostradoe que la taurina exdgena también ejerce un efecto protector ante
el dafo inducido por oxidantes y radicales libres al actuar como barredor o limpiador
(scavenger), lo que le da un poderoso efecto antioxidante (Auroma et al. 1988: Schuller-
Levis et al. 1994; Yamori et al. 1986). Ademas, al parecer, la funcidn protectora de la
taurina es debida a la modulacién que ejerce sobre el Ca?. Lo anterior ha sido

comprobado en experimentos en donde la hipoxia —al producir liberacion excesiva de
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glutamato-- provoca que los niveles de Ca 2 intracelular aumenten provocando dafio
neuronal irreversible (Hansen, 1985; Oyama et al. 1996). Ya que la taurina inhibe la
recaptura de Ca®', se considera que tiene un efecto protector en presencia de
excitotoxicidad provocada por la liberacién excesiva de neurotransmisores excitatorios
como el glutamato (Magnusson et al. 1990; Wu et al. 1994; Lidsky et al. 1995] Hada et al.
1996).

JUSTIFICACION

Se ha hecho hincapié sobre la relacion que existe entre el estrés oxidativo y [a
neurodegeneracion. La exposicion aguda a Oz a grandes dosis produce un estado de
estrés oxidativo, probablemente comparable al observado en las enfermedades
neurodegenerativas; sin embargo, debido a la inexistencia de informacidn detallada
acerca de los efectos estructurales y ultraestructurales, bioquimicos y conductuales de la

exposicion a O, a dosis toxicas no se ha podido llegar a una comparacion solida.

Asimismo se considera que no existen datos concretos, cualitativos ni cuantitativos
acerca de la prevencion de las alieraciones neurobioldgicas inducidas por el estrés

oxidativo cuando se administra un antioxidante como la taurina.

Finalmente, existe una enorme necesidad biomédica de prevenir o reveretir el
deterioro motor e intelectual del sujeto que se encuentre involucrado con alteraciones

relacionadas con el estrés oxidativo.
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HIPOTESIS

Un estado de estrés oxidativo inducido por ozono produce alteraciones
estructurales, ultraestructurales, bioquimicas y conductuales. Se postula que la

administracion temprana de taurina debera tener un efecto protector.

OBJETIVO GENERAL

a) ldentificar los cambios neurobicldgicos inducidos por estrés oxidativo, mediante la

exposicion aguda a O,, y b) Identificar el potencial efecto protector de la taurina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la citologia del estriado, hipocampo y de la corteza frontal después de la
exposicion aguda a ozono y determinar cual de las tres estructuras es la mas
susceptible.

2. Analizar |a ultraestructura del estriado, hipocampo y de la corteza frontal después
de la exposicién aguda a ozono y determinar cual de las tres estructuras presenta
mayor vulnerabilidad.

3. Determinar los niveles de peroxidacién de lipidos en las tres estructuras.
Analizar los cambios en la memoria de largo plazo.

5. Identificar el potencial efecto protector de |a taurina ante los cambios observados.
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DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250 g, con libre acceso a la comida
y al agua que se dividieron en dos grupos diferentes
1} Grupo experimental:

a) Ratas expuestas a O, durante 4 horas (n= 6)

b} Ratas expuestas a O, durante 4 horas tratadas con taurina (43 mg/Kg i.p.)

cinco minutos después de la exposicion (n= 6)

2} Grupo control:

a) Ratas expuestas a aire filtrado durante 4 horas (n= 6)

b) Ratas expuestas a aire filtrado durante 4 horas tratadas con taurina (43 mg/Kg

i.p.) cinco minutos después de la exposicion (n= 6)

En la segunda fase experimental se repetieron |los grupos con [os tratamientos ya
mencionados (n = 24) y se sacrificaron mediante decapitacion a las 24 hrs y se extrajo la
corteza frontal, el estriado y el hipocampo para la medicion de peroxidacion de lipidos

(ver mas adelante).

ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL.

AIRE FILTRADO
APLICACION DE TAURINA‘
| i.p. 43 mg/Kg

4HORAS DF| EXPOSICION }

OZONO 1 ppm 24 HORAS PRUERA |
l DE MEMORIA
T
1. PERFUSION
2 PEROXIDACION DE

UPIDOS ;
]




a7

Exposicién a ozono: Se realizd en una camara hermética de acrilico conectada a un
generador de O, que permite la administracidn de una dosis constante durante un tiempo
determinado, el que a su vez, esta conectado a un monitor PCl (Ozone and Control
System Inc), que permite medir la concentracién de O; de la camara durante {odo el
tiempo de exposicion. Los animales fueron expuestos a una dosis de O, de 1 ppm durante
cuatro horas. Una hora después de la exposicion al O,, los animales fueron sometidos a
un condicionamiento de evitacion pasiva. Veinticuatro horas después se midid la memoria

de largo plazo (Rivas-Arancibia et al. 1998).

CONDICIONAMIENTO (para la prueba de evitacion pasiva): El entrenamiento se hizouna
hora después de la exposicién y se llevd a cabo en una cdmara de condicionamiento,
constituida por dos compartimientos, uno de seguridad y otro de castigo (de 30 cm de
largo, 30 cm de ancho y 30 cm de alto cada uno), separados por una puerta deslizable
tipo guillotina. El piso del compartimiento de seguridad esta formado por una rejilla de
tubos de aluminio de 0.5 cm de didmetro, separados por una distancia de 1.5 cm uno de
otro; en el compartimiento de castigo, tanto el piso como las paredes |aterales son de
lamina de acero inoxidable; cada pared se continlia con la mitad del piso y esta separada
por una distancia de 1 cm una de otra. El piso esta conectado a una unidad de corriente
constante, alimentada por un estimulador Grass modelo $58, que permite administrar un
tren de choques de 50 pulsos cuadrados por segundo, con una intensidad de 3 mA, y una
duracion de 5 ms para cada pulso, durante 5 segundos. El estimulador controla de manera
automatica la duracion de los estimulos. La medicion de las latencias se realiza
manualmente por medio de cronémetros, y se procede de la siguiente forma: se saca al
animal de su caja individual y se coloca en el compartimiento de seguridad durante 10
segundos; al cabo de los cuales se levanta la puerta deslizable y se mide el tiempo que
tarda en pasar al otro compartimiento, si el sujeto tarda mas de 100 segundos se elimina

del experimento. Cuando el sujeto pase sus cuatro patas (latencia de adquisicion), se



48

cierra la puerta deslizable y se le administra un chogue de 3 mA durante 5 seg, al cabo
de los cuales se abrira la puerta deslizable, se mide el tiempo que el sujeto tarda en
escapar al compartimiento de seguridad (latencia de escape) y se deja durante 30 seg en
este compartimiento, regresandoclo después a su caja de alojamiento. A las 24 horas se
realizd la prueba de retencién (memoria de largo plazo), para lo cual el animal se colocd
en el compartimiento de seguridad por 10 seqg, se abre la puerta deslizable y se mide la
latencia de entrada al compartimiento de castigo. En esta sesidn el animal no recibid
choque. La sesidn de prueba termina cuando el animal entra en el compartimiento de
castigo o permanezca en el de seguridad por 600 seg {criterio de retencion) (Dunnet et
al. 1981).

Después de la prueba de memoria, [os animales se sacrificaron con una dosis |etal
de pentobarbital sédico i.p. y se perfundieron por via intracardiaca con un fijador que
contenia glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 2% en buffer de fosfatos (PBS).
Después de la perfusion, se extrajeron los cerebros y se tomaron la corteza frontal, el
estriado y el hipocampo para procesarlos con el método de Golgi (para el analisis
citoldgico) y para la microscopia electronica de transmisién, se tomaron fragmentos de

dichas estructuras indistintamente del lado derecho o izquierdo.

METODO DE GOLGI

1. Induracién del tejido: a las 24 horas, las muestras ya fijadas se lavaron en buffer
fosfatos y se sumergieron en una mezcla de osmio-dicromato (0s04 1g, K2Cr207
8g, H20 300ml) durante 7 dias a temperatura ambiente, en la obscuridad. Se
utilizaron 30ml de mezcla para cada cerebro.

2. Impregnacidn argéntica: Las muestras se lavaron rapidamente con agua destilada,
después con nitrato de plata al 0.75%. Los fragmentos se colocaron en el nitrato
de plata durante 24 horas a temperatura ambiente.

3. Corte: Para realizar los cortes, se quité primero el exceso de nitrato de plata a los
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fragmentos con papel filtro y se encastraron en un bloque de parafina. La parte

libre de la muestra se bafié en alcohol al 95% y se realizaron los cortes de 120um,

lubricando constantemente la cuchilla con alcohol. Los cortes se deshidrataron en

2 bafos de alcohol absoluto (30 minutos cada uno), se celocaron en eugenoi

durante 20 minutos para ser aclarados y después dos cambios de xilol, finalmente

se montaron en un portaobjetos con resina sintética.

Los cortes se observaron en un microscopio éptico vy se realizaré un analisis
cualitativo y cuantitativo de las neuronas piramidales tanto de corteza motora (capa V) det
hipocampo area CA1, asi como de las neuronas espinosas medianas del estriado en
donde se contd el nimero de espinas dendriticas en una longitud de 10um a partir del
inicio de la bifurcacién.

El conteo del nimero de espinas dendriticas se llevd a cabo tanto en 5 dendritas
secundarias como en 5 dendritas terciarias de 20 neuronas de cada estructura de cada

uno de los grupos.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION:

Después de lavar los fragmentos en PBS, se colocaron durante una hora en
tetradxido de Osmio al 1% preparado con PBS para la postfijacién; posteriormente los
fragmentos se lavaron con PBS en tres cambios de 10 minutos cada uno. El siguiente
paso consistié en la deshidratacion del tejido con alcoholes en concentraciones crecientes
(del 50% al 100%); el tejido se banc en cada concentracion de alcohol durante 10
minutos (de 50 a 90%). Finalmente, el tejido se colocd en alcohol al 100% por tres
ocasiones de 10 minutos cada una. Posteriormente, el tejido se coloco en tolueno durante
dos periodos de 10 minutos cada uno. Los fragmentos se infiltraron en una mezcla de
- resina 1:1 araldita-tolueno a 60°C y finalmente se mantienen por 12 horas en una mezcla
3:1 de araldita-tolueno a temperatura ambiente. Los fragmentos ya infiltrados se
incluyeron en araldita pura y se polimerizaron a 60°C durante 24 horas.

Una vez que se polimerizd la resina, se hicieron los cortes finos de 900A en un

ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de diamante. Se montaron los cortes en



50

rejillas de cobre y se contrastan con acetato de uranilo al 5% durante 20 minutos y con
citrato de plomo al 0.4% por cinco minutos. Los cortes se observaron en un microscopio
electronico Zeiss EM 10 realizando el andlisis directamente de la pantalla.

La observacién en el microscopio electrénico consistié en el anélisis de las posibles
alteraciones y/o cambios que presente el neuropilo, los cuerpos neuronales (incluyendo
ala membrana nuclear y a sus organelos), especificamente, se observaran 50 neuronas

de cada estructura.

PEROXIDACION DE LIPIDOS

En la segunda fase experimental se repetieron los grupos con los tratamientos ya
mencionados (n = 24) y se sacrificaron mediante decapitacién a las 24 hrs y se extrajo la
corteza frontal, el estriado y el hipocampo.

Los niveles de peroxidacion de lipidos se midieron utilizando un ensayo (K-ASSAY
LPO-CC de Kamiya Biomedical Company). Se obtuvieron muestras de la corteza frontal,
estriado e hipocampo, cada muestra se homogeneizé con PBS en una relacion 1:20
peso/vol, este homogeneizado se congela a —70°C. Los lipidos peroxidados se producen
por la oxidacion de los acidos grasos insaturados, y normalmente se encuentran a niveles
bajos, por lo que la determinacién cuantitativa de perdxidos puede ser (til en los estados
patolégicos. El principio de funcionamiento de la prueba es que en presencia de
hemoglobina, los hidroperdxidos lipidos se reducen a sus derivados hidroxilos (alcoholes
lipidicos)y el cromogeno 10-Metilcarbamoil-3,7-dimetilamino-10 H fenotiazina (MCDP) se
une oxidativamente para formar azul de metileno en una reaccion equimolar.

Los lipidos peroxidados se cuantificaron midiendo el azul de metileno por un
método colorimétrico a 675 nm.

Para medir el nivel de peroxidacion de lipidos, se descongeld la muestra, se
centrifugd y se tomo el sobrenadante y se agregaron 80 ul de una solucidon de oxidasa
ascarbica y lipoprotein-lipasa en buffer, se mezclaron y se incubaron a 30°C durante 15
minutos y se leyd la absorbancia en un espectofotémetro a una longitud de onda de 675

nm. Se siguid el mismo procedimiento para el estandar y el blanco. A partir de las
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mediciones del blanco, que corresponde a 0 nmol/mi y el estandar de hidroperdxidos de
Cumeno, que corresponde a 50 nmol/ml se hizo una curva de calibracion segun la

siguiente formula:

LPO[nmol/ml]= (Es-Eb} X 50.0/ (Estd-Eb)

Donde Es = absorbancia de la muestra
Estd= absorbancia de 50 nmol/ml
Eb= absorbancia del blanco
El rango lineal para esta prueba esta entre 2 y 300 nmol/ml

PRUEBAS ESTADISTICAS

Se utilizé el analisis de varianza de Kruskal Wallis para muestras independientes
para determinar la homogeneidad de la poblacién.

Para el estudio de las diferencias entre el grupo control y los grupos
experimentales en la prueba de memoria se utilizé la prueba de U de Mann Whitney.

El anélisis morfométrico del nimero de espinas dendriticas se realizd aplicando
la prueba de t de Student para muestras no pareadas.

Para el analisis ultraestructural se utilizaran porcentajes.

RESULTADOS
Después de haber sometido a los animales a aire filtrado 6 a O; durante cuatro

horas se encontro:;

CITOLOGIA

En la corteza frontal se observd pérdida estadisticamente significativa de las
espinas dendriticas, tanto en las dendritas secundarias como en las dendritas terciarias
de los animales que fueron expuestos a 1ppm de O, con respecto al grupo control. En el

grupo control se observa que la media del nimero total de espinas en las dendritas
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secundarias fue de 9.8 £ 1.6y de 9.88 £ 1.7 en las dendritas terciarias, en comparacion
con el grupo expuesto en donde la media del ndmero total de espinas en las dendritas
secundarias fue de 8.3+ 1.9 y de 8.01 + 1.9 en las dendritas terciarias (ver gréafica 1).

Por otra parte, el tratamiento con taurina evitd en parte dicha pérdida, no obstante
sus efectos no fueron tan evidentes, ya que como se observa en la grafical, adn existen
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control. La media del
numero total de espinas en las dendritas secundarias del grupo expuesto y tratado con
taurina fue de 8.9 £ 1.5y de 9.2 + 1.4 en las dendritas terciarias.

Enlafigura 13 (A, B y C) se pueden apreciar fotografias de neuronas piramidales
de la corteza frontal impregnadas con la técnica de Golgi, en donde se observa
claramente la pérdida de espinas dendriticas en el grupo de animales expuestos a O, (B)

en comparacion con el grupo control (A) y con el grupo expuesto y tratado con taurina (C)

En el estriado se observa gran pérdida de espinas tanto en las dendritas
secundarias (x= 8.3 £ 1.5) como en las terciarias (x=8.4 + 1.7), observandose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control (x= 10.01 + 1.4 en las
dendritas secundarias y x= 9.86 % 1.3 en las dendritas terciarias) (ver grafica 2). Ahora
bien, con la aplicaciéon de taurina obsevamos que se previno de forma muy evidente la
pérdida de espinas dendriticas, siendo los valores similares a los observados en el grupo
conirol (x= 9.8 + 1.6 en las dendritas secundarias y x= 9.73 + 1.62 en las dendritas
terciarias), existiendo diferencias eststadisticamente con respecto al grupo
expuesto como se observa en la gréfica 2.

En la figura 14 (AB y C) se pueden observar neuronas espinosas medianas
impregnadas con la técnica de Golgi en dande se evidencian las diferencias en el nimero
de espinas dendriticas entre el grupo expuesto (B), en comparacion con los grupos control

(A) y expuesto a ozono y tratado con taurina (C).

Con respecto al hipocampo, ademas de presentar diferencias significativas con

respecto al grupo control, observamos que ésta fue la estructura que mayor pérdida de
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espinas dendriticas presentd en comparacién con la corteza y el estriado. La media en el
namero total de espinas en las dendritas secundarias en el grupo controlfue de 11.4+1.5
en comparacion con el grupo expuesto en donde la media fue de 7.6 £ 1.9, asimismo en
las dendritas terciarias, en donde la media del grupo control fue de 10.8 £ 1.4 en
comparacion con el grupo expuesto en donde la media fue de 7.8 £+ 1.9. Sin embargo, el
tratamiento con taurina previno de manera importante la pérdida de espinas, llegando los
valores a ser muy similares al grupo control {x= 10.1 + 1.4 en las dendritas secundarias
y x= 9.7 + 1.56 en las dendritas terciarias) {ver grafica 3).

En la figura 15 (A, B y C) se observan dendritas de neuronas piramidales
impregnadas con la técnica de Golgi. Aqui se puede apreciar la dramética pérdida de
espinas que presento el grupo expuesto a ozono (B) en comparacion con el grupo control

(A), y la evidente prevencidn de la pérdida en el grupo expuesto y tratado con taurina (C).

ULTRAESTRUCTURA

En la corteza frontal, a diferencia del grupo control (fig. 16), se observa que el O,
produjo dafic neuronal caracterizado por la presencia de citoplasma denso con cisternas
dilatadas de reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi, edema mitocondrial, y gran
cantidad de vacuolas en el citoplasma, dendritas y neuropilo en general, asimismo se
aprecian granulos de lipofuscina (fig. 17). De 50 neuronas que se analizaron, el 42%
presentaba este tipo de alteraciones, en comparacion con el grupo control en donde no
se observé ningln tipo de dario neuronal (ver gréfica 4). Las alteraciones neuronales que
se observaron son caracteristicas de la muerte celular por necrosis.

Ahora bien, el tratamiento con taurina redujo de manera significativa dichas
alteraciones ya que de 50 neurcnas analizadas, 19% presentaban dafo evidente (ver

grafica 4 y figura 18).

En cuanto al estriado se observan, al igual que en en la corteza, alteraciones

neuronales caracteristicas de la muerte celular por necrosis, es decir, células con
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citoplasma electrodenso y edema en los organelos en comparacion con el grupo control
(ver figuras 19 y 20), siendo el 52% de las neuronas analizadas las que presentaban
alteraciones en comparacion con el grupo control (gréfica 4). Nuevamente, el grupo que
recibid taurina después de la exposicion a Q;, se observé una disminucion significativa
en el nimero de neuronas con alteraciones, ya que de 50 neuronas analizadas

unicamente el 14% mostro signos de degeneracion (ver gréafica 4 y figura 21).

Con respecto al hipocampo se pudo observar, al igual que en la citologia, que ésta
fue la estructura con mayor dafio neuronal en comparacion con la corteza frontal y el
estriado (ver gréfica 4). En el hipocampo se observa gran cantidad de neuronas en
porceso de degeneracion, en comparacion con las neuronas de los animales del grupo
control (ver figuras 22 y 23); en este caso 33 células de 50 presentaban dafio, siendo esto
el 67% del total de las neuronas analizadas (grafica 4).

Ahora bien, al igual que en las ofras estructuras, en el hipocampo, después de la
exposicion a O,y con la aplicacion de taurina, se previno de manera importante la
neurodegeneracion, siendo tnicamente el 36% de las neuronas las que presentaban

alteraciones (ver grafica 4 y figura 24).

MEMORIA

Con respecto a Ja prueba de evitacidn pasiva cuando se evalud la memoria de
largo plazo, encontramos que después de 24 horas de exposicidn a O, hubo una
disminucion significativa (p< 0.01) en la latencia de retencion en comparacion con los
grupos control; asimismo observamos gue el deterioro en la memoria de largo plazo de
los animales expuestos a O, presentaba diferencias significativas con respecto al grupo
expuesto a O, y tratado con taurina. Este ditimo grupo no presentd deterioro en la prueba
de memoria de largo plazo ilegando incluso a ser similar a la de los animales control, no

existiendo diferencias estadisticamente significativas (ver gréafica 5).
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FIGURA 13. Microfotografias de neuronas piramidales de corteza prefrontal del grupe
contro (A) y del grupo expuesto a O, (B) y del grupo expuesto y tratade con taurina (C);
en las dendritas de los animales expuestos se notd una pérdida significativa de espinas
con respecto ai control, sin embargo en el grupo expuesto y tratado con taurina el numero
de espinas es similar al grupo control. Magnificacion 400X




URA 14. Microfotografias de las neuronas espinosas medianas del estriado del
0 control (A) y del grupo expuesto a O, (B) y del grupo expuesto y tratado con taurina

en las dendritas de los animales expuestos se notd una pérdida significativa de
nas con respecto al control, sin embargo en el grupo expuesto y tratado con taurina
umero de espinas es similar al grupo control. Magnificacion 400X
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FIGURA 16. Ultraestructura de una neurona de la corteza prefrontal del grupo control, con
Citoplasma, nucleo y organelos de caracteristicas normales; mitocondrias, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi (»). En el neuropilo se observan dendritas en buenas
condiciones, en donde se pueden apreciar claramente el citoesqueleto y mitocondrias (*).
8350 X



FIGURA 17. Ultraestructura de una neurona de la corteza prefrontal del grupo expuesto
a O, con signos evidentes de neurodegeneracion. En esta fotografia se pueden apreciar
las cisternas dilatadas del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi (»). En el
neuropilo se observan neuritas vacuoladas rodeando al soma (*) asi como también se

pueden apreciar algunos botones sinapticos .
Magnificacion: 8350 X



FIGURA 18. Ultraestructura de una neurona de la corteza prefrontal del grupo expuesto
a O, y tratado con taurina. Se aprecia en el citoplasma, que tanto el reticulo endoplasmico
como las mitocondrias son normales (™), aunque se nota mayor nimero de granulos de
lipofuscina en comparacién con el grupo control (»); asimismo, se observa que el
neuropilo esta bien conservado, en donde se pueden apreciar algunos botones
sindpticos (*).

Magnificacion: 8350 X
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FIGURA 19. Ultraestructura de una neurona del estriado del grupo controi, con
citoplasma, nucleo y organelos de caracteristicas normales; mitocondrias, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi (). El neuropilo se observa en buenas condiciones,
y se pueden apreciar algunas sinapsis (¥).

Magnificacion: 13250 X



FIGURA 20. Ultraestructura de una neurona del estriado del grupo expuesto a O, con
signos evidentes de neurodegeneracion, caracterizados por citoplasma denso, cisternas
dilatadas de reticulo endopladsmico y aparato de Golgi (™) y con granulos de

lipofuscina (»). En el neuropilo se observan neuritas vacuoladas rodeando al soma (*).
13250X



FIGURA 21. Ultraestructura de una neurona del estriado del grupo expuesto a O, vy
tratado con taurina. Se aprecia que el citoplasma presenta caracteristicas normales,
notandose el reticulo endoplasmico (™), aungue se observa mayor nlimero de granulos
de lipofuscina en comparacién con el grupo control (»); asimismo, se observa que el
neuropilo esta bien conservado, en donde se pueden apreciar algunos procesos
sinapticos (*).

Magnificacion: 13250 X



citoplasma, nucleo y organelos de caracteristicas normales; reticulo endopléasmico y
aparato de Golgi (), mitocondrias (*).
13250 X



FIGURA 23. Ultraestructura de una neurona del hipocampo del grupo expuesto a O,;con
signos evidentes de neurodegeneracion, caracterizados por citoplasma denso, cisternas
dilatadas de reticulo endoplasmicoy aparato de Golgi, asi como también alteraciones
en las mitocondrias () En el neuropilo se observan neuritas con edema (*) y algunos

contactos singpticos (=),
13250X
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FIGURA 24. Ultraestructura de una neurona del hipocampo del grupo expuesto a O,y
tratado con taurina. Se aprecia que e! citoplasma presenta caracteristicas normailes,
notandose el reticulo endoplasmico en buenas condiciones (M), se observa mayor nimero
de granulos de lipofuscina en comparacién con el grupo control (»): asimismo, se
observa que el neuropilo esta bien conservado, en donde se pueden apreciar algunos
procesos sindpticos (W) asi como también neuritas en donde se observa claramente el
citoesqueleto (*).

Magnificacion: 13250 X
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PEROXIDACION DE LIPIDOS

En |la grafica 6 se observa que los niveles de peroxidacion de lipidos de las tres
estructuras analizadas aumentaron estadisticamente (0.01) en comparacion con los
niveles de los grupos control y los del grupo expuesto y tratado con taurina. Ademas,
como se puede observar, la estructura que mayor peroxidacion presento fue el estriado,
seguido por el hipocampo. Sinembargo, en los animales expuestos y tratados con taurina,

dichos niveles disminuyeron acercandose a los niveles del grupo control.

DISCUSION

Al analizar las estructuras cerebrales de los animales expuestos a O, observamos
que dicha exposicion provocd cambios muy evidentes en la citologia y bioquimica de las
estructuras analizadas, siendo el hipocampo la estructura méas afectada. Asimismo,
encontramos cambios en la memoria de largo plazo. Sin embarge, con la aplicacion de
taurina, después de la exposicion a O, en las tres estructuras, los cambios fueron
menores, llegando incluso a ser similares a los valores control. A continuacion se discutird

sobre cada uno de los hallazgos.

ALTERACIONES MORFOLOGICAS

Nuestros resultados confirman que ante alguna agresion al sistema nervioso se
ocbserva pérdida de espinas dendriticas (Ferrer et al. 1986; Lescaudron et al. 1989;
Ingham et al. 1989, 1991; Muller et al. 1993; Sunanda et al. 1995 ; Drakew et al. 1996; -
Shepherd, 1996; Jiang et al. 1998; Avila-Costa et al. 1999; Colin-Barenque et al. 1999;
Harris, 1999; McEwen et al. 1999). Aqui observamos que ante [a exposicion a Q,, se
origind una marcada disminucién de espinas dendriticas en las tres estructuras, debido
probablemente a: A) La pérdida de espinas actta como un mecanismo celular
compensatorio para evitar la muerte por excitotoxicidad (Kucukkaya et al. 1996; Shepherd,
1996), ya que al disminuir el nimero de espinas se reduce la posibilidad de contactos

sinapticos, y con esto la posible hiperexcitabilidad (Cavazos et al. 1991). B) En presencia
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de estrés oxidativo se produce aumento de las concentraciones de Ca ' intracelular, lo
cual ocasiona dano y muerte neuronal (Trump y Berezesky, 1995; Oyama et al. 1996;
Shepherd, 1996; Dykens, 1999; Leist y Nicotera, 1999). Se ha demostrado que las
espinas son compartimentos individuales de Ca®* (Muller y Connor, 1991; Segal, 1995b;
Harris, 1999, van Rossum y Hanisch, 1999; Yuste et al. 1999), entonces, al perderse las
espinas, disminuirian las concentraciones de Ca* intracelular y se protegeria la célula
(Segal, 1995a); o bien C) la pérdida de espinas probablemente se deba a la falta de
capacidad de la célula para mantener la homeostasis (Dykens, 1999); como en el caso
de la deaferentacion de la via visual (Globus y Scheibel, 1967), o el de las neuronas
espinosas medianas del estriado en ia enfermedad de Parkinson (ingham et al. 1989,
1991 y 1997), en el caso de alcoholismo crénico (Ferrer et al. 1986; Lescaudron et al,
1989) 0 en el estrés crénico (Watanabe et al. 1992; Sunanda et al. 1995; Magarifios et al.
1986y 1997), en donde ademas de la pérdida de homeostasis se menciona la posibilidad
de que la espina se pierda por falta o por exceso de contactos sindpticos (Shepherd,
1996). Y finalmente D) la pérdida de espinas reduce las posibilidades plasticas de la
célula en un intento de controlar su homeostasis, ya que las espinas son consideradas
como unidades funcionales en la plasticidad cerebral. Existen varios estudios que indican
que los cambios en la morfologia y en el nimero de las espinas producen variaciones en
los potenciales sinapticos, por ejemplo en la LTP que implica procesos de aprendizaje y
memoria (Moser et al. 1994; Hosokawa et al. 1995; Engert y Bonhoeffer, 1999; Smythies,
1999; Goldin et al. 2001).

Ahora bien, Smythies (1997) propone la teoria del balance redox (6xido-reduccién)
de la sinapsis glutamatérgica para explicar la pérdida de las espinas dendriticas. En la
sinapsis glutamatérgica intervienen tres tipos de receptores en esta sinapsis: 1) los AMPA,
que abren los canales de Na* y median la depolarizacion de la membrana post-sindptica,
2) los receptores NMDA que abren los canales de Ca®, y 3) los receptores
metabotropicos que hay de tres tipos: (a) los tipo | que activan las proteasas y las
nucleasas y que por lo tanto son neurodestructores, y (b) los tipos 2 y 3, que activan a las

fosfatasas y promueven el crecimiento del citoesqueleto de las espinas. Sefiala que
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existen dos cascadas post-sinapticas después de la entrada de Ca* mediada por la
activacion de los receptores NMDA: 1) la activacién de la fosfolipasa A2, la cual provoca
la liberacidn del acido araquiddnico (aa) de la membrana y con esto se produce la
activacion de la prostaglandina H sintasa (PGH); y 2) la activacion del éxido nitrico sintasa
(NO). La activacion de estas dos enzimas, particularmente la PGH, conduce a la
liberacion de grandes cantidades de ROS, particularmente de perdxido de hidrégeno (ver
figura 25).
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FIGURA 25. Teoria del redox de |a sinapsis glutamatérgica en la pérdida de espinas y el
dano neuronal. NO- oxido nitrico; aa- acido araquidénico; PGH- prostagitandina H.

El destino de la sinapsis glutamatérgica depende entonces de su balance redox.

Si este balance es prooxidante, las ROS tenderian a suprimir a |la espina dendritica y a
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producir dafio neuronal. Si el balance es antioxidante, e! efecto de las ROS seria

neutralizado y las estructuras pre y post sinépticas se conservarian.

Con respecto a la ultraestructura se observé degeneracion caracterizada por
células obscuras con citoplasma denso, granulos de lipofuscina, cisternas dilatadas de
reticulo endopléasmico y de aparato de Golgi, con grandes vacuolas en el citoplasma y
edema mitocondrial. Todo esto corresponde a un proceso de necrosis (Clarke, 1 999). Este
tipo de muerte celular generalmente ocurre inmediatamente después de una agresion
excitotdxica a la neurona (Ingvar et al. 1988). En experimentos de neuronas en cultivo se
ha mostrado que la exposicién intensa a glutamato es seguida de edema en cuestion de
horas y en ocasiones de minutos debido al influjo de Na, el cual produce la entrada de
CI seguida de la entrada de agua (Rothman, 1985). Si el estimulo es suficientemente
intenso, el edema excesivo da lugar a la muerte neuronal. Ahora bien, in vivo la muerte
celular ademas de lo anterior presenta la entrada de Ca? (Trump y Berezesky, 1995;
Oyama etal. 1996; Shepherd, 1996, Dykens, 1999; Leist y Nicotera, 1999). Al parecer, las
células que sobreviven a los efectos inmediatos de la agresion excitotdxica mueren
después de 48 horas por apoptosis (Sloviter et al. 1996; Afford y Randhawa, 2000:
Kirkland y Franklin, 2001), y ya que en nuestro caso los animales fueron sacrificados a
las 24 horas, después de ser sometidos a dafio oxidativo, los cambios que observamos
corresponden a la muerte celular por necrosis. Los excesivos niveles de Ca?* producen
dano celular, al activar enzimas hidroliticas que propician un gasto exagerado de energia,
mayor produccion de radicales libres, degradacion del citoesqueleto y finalmente muerte
celular (Leist y Nicotera, 1999). Otro aspecto importante en la degeneracion celular es el
papel que juegan las mitocondrias en este proceso. Las mitocondrias tienen un doble
papel en la toxicidad producida por el Ca® (Dykens, 1999). Por un lado parece que
reducen la sobrecarga del Ca? intracelular atrapando al i6n; y por otro lado, después de
que la célula recibe una agresion, se forma un poro de transicion a través del cual el Ca?*
es liberado de este depdsito, con la consecuente disminucion del ATP vy la pérdida del

control membranal, generando especies reactivas de oxigenc (ROS) (Leist y Nicotera,
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1998), por lo que se considera que la mitocondria puede intervenir en la recuperacion de
las células o acelerando su degeneracion cuando sus propios mecanismos se alteran
(Zamzami et al. 1996). La liberacién mitocondrial de Ca** es estimulada por el estrés
oxidativo (Leist y Nicotera, 1999), asi, se ha reportado que los niveles de Ca** intracelular
aumentan significativamente con NMDA (Garthwaite y Garthwaite, 1986; Kucukkaya et ai.
1996) y en las neuronas del hipocampo después de un infarto cerebral (Simon et al.
1984).

Como se pudo observar, la estructura en la que las neuronas tuvieron mayor
pérdida de espinas y mayor ndmero de neuronas degeneradas fue el hipocampo, al
parecer esta estructura es una de las mas vulnerables al estrés oxidativo (van Gendler,
1992; Olanow, 1993a; Palmer et al. 1994; Stein-Behrens et al. 1994; Wilde et al. 1997;
Johnston y Amaral, 1998; Rivas-Arancibia et al. 1998; Dykens, 1997 y 1999), por las
siguientes razones:

1. La vulnerabilidad de las diferentes poblaciones neuronales podria tener relacion
con la variable concentracion de proteinas amortiguadoras de Ca? tales como la
calbindina o la parvoalbimina (Freund et al. 1991). Se ha demostrado que las
neuronas de CA1 presentan muy baja inmunorreactividad a estas proteinas
(Johnston y Amaral, 1998), por lo que se considera que probablemente esa sea
una de las razones por las cuales las neuronas analizadas presentaron mayor
degeneracion (Wilde et al. 1997).

2 Sehapostulado la participacién del hipocampo en procesos de aprendizaje (Moser
etal. 1994, Hosokawa et al. 1995; Engert y Bonhoeffer, 1999; Smythies, 1999); una
posible explicacién para dicho proceso lo constituye el hecho de que ahi se
encuentran gran cantidad de circuitos reverberantes (LTP), 10 que implica que
estas neuronas se autoestimulan continuamente. Ahora bien, aunado a lo anterior
y en presencia de estrés oxidativo, se podria pensar que las excesivas descargas
eléctricas inducen una liberacidon masiva de neurotransmisores excitatorios que
activan a los receptores, por 1o que se abren los canales idnicos y se produce un

incremento excesivo de Ca® intracelular (Shin y Lee, 1999).
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3. Los canales ionicos de los receptores NMDA son altamente permeables al Ca®
(Bar-Peled y Rothstein, 1999). Se ha demostrado que las neuronas piramidales
contienen gran cantidad de estos receptores (Shin y Lee, 1999), y son
precisamente las neuronas que se analizaron en el presente trabajo, por lo que
probablemente esta sea otra causa de su vulnerabilidad (Wilde et al. 1997).

4, Matsumoto y colaboradores (1991) demostraron mediante la técnica de
micredialisis paramedir la liberacidn de neurotransmisores excitatorios (glutamato
y aspartato) e inhibitorios (GABA y taurina) en el hipocampo de rata en un modelo
de isquemia, encontraron que la liberacion de los excitatorios se redujo y la
liberacion del GABA se mantuvo sin cambios y la de la taurina aumento el 50%. La
disminucion en la liberacién de glutamato y aspartato fue atribuida al dafio de las
neuronas piramidales de CA1 —que contienen esos neurotransmisores—, por io que
concluyeron que esas neuronas son més vulnerables a la isquemia que las

neuronas que contienen GABA y taurina.

ALTERACIONES EN LA MEMORIA

Los datos obtenidos muestran que los animales expuestos a O, presentaron
alteraciones en la memoria de largo plazo. Las tres estructuras analizadas juegan un
importante papel en los procesos de memoria (Shepherd, 1998), siendo el hipocampo la
estructura mas involucrada con dicha funcién (Eichembaum, 1994; Tranel y Damasio,
1995). Ahora bien, existen reportes en donde se sefiala una marcada correlacion entre
la pérdida de espinas en el hipocampo y las alteraciones de memoria durante el
alcoholismo (Ferrer et al. 1986; Lescaudron et al. 1989), indicando que la disfuncion en
la memoria se deba a [as alteraciones que han sufrido las neuronas del hipocampo por
un [ado, y por otro, probablemente se deba también a los dafos que observamos en las
celulas del estriado y la corteza, ya que son estructuras que juegan un papel importante

en los procesos de memoria.
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PEROXIDACION DE LIPIDOS

Existen numerosos reportes donde se indica que la exposicion a Q,, dependiendo
de la dosis, produce un estado de estrés oxidativo durante el cual aurmentan 1os niveles
de peroxidacion de lipidos (Wolff et al. 1986; Luah, 1992; Coyle y Puttfarcken, 1993;
Segura-Aguilar, 1993; Paz, 1997; Rivas-Arancibia et al. 1998, Lechuga et al. 1999; Rivas-
Arancibia et al. 2000). En el presente experimento se observd incremento en la
peroxidacion de lipidos en las tres estructuras analizadas. En este caso, la estructura que
mostré mayor alteracion fue el estriado. Una posible explicacién de lo anterior es que los
ganglios basales contienen dopamina y un alto contenido de lipidos y metales, (Burke,
1999); ademas la catalasa, la cual se encarga de la descomposicion del perdxido de
hidrogeno, esta ausente o en muy bajos niveles en estas estructuras (Riedereretal. 1989:
Olanow, 1993a). Més aln, se ha demostrado que ciertos receptores presentan una mayor
vulnerabilidad al estrés oxidativo, tal es el caso de los receptores dopaminérgicos,
especialmente los D, y los receptores colinérgicos muscarinicos (Joseph y Cutler, 1995;
Carney et al. 1995, Romero-Ramos et al. 1997). Dichos receptores se encuentran en
grandes cantidades en las neuronas estriatales analizadas. Por otro fado, se ha
demostrado que el nimero de sitios de unién de los receptores NMDA de las neuronas
espinosas medianas es muy alto, por lo que se ha considerado que la excitotoxicidad en
el estriado juega un importante papel en la enfermedad de Parkinson (Burke, 1999),
enfermedad que ha sido fuertemente correlacionada con niveles altos de radicales libres
(Calne, 1992). Se ha reportado que las neuronas dopaminérgicas son particularmente
vulnerables porque generan ROS durante el metabolismo de la dopamina, El H,0O, es
generado en la sintesis de dopamina por {a tirosina hidroxilasa en su catabolismo por la
MAO y por la autooxidacion no enzimatica; estas neuronas contienen ademas
neuromelanina, la cual se une a metales como el hierro y promueve la reaccion del H,0,
can metales reducidos paraformarel OH que es altamente reactivo (Riederer et al. 1989;
Bartzokis et al. 1997), por lo que se cree que esa es la razén de las alteraciones en las
moléculas pro y antioxidantes en pacientes con enfermedad de Parkinson. Ademas se

encuentra aumento de hierro lo cual produce mayor estrés oxidative (Olanow, 1993b:
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Bartzokis et al. 1997; Burke, 1999).

EFECTO DE LA TAURINA

A pesar de las alteraciones que ocasioné la exposicion a Q,, la aplicacion i.p. de
taurina produjo un efecto protector muy evidente. Lo anterior podria ser debido a sus
propiedades antioxidantes (Auroma et al. 1988) o bien a la modulacidn que ejerce sobre
el Ca?", ya que la taurina inhibe la recaptura de Ca®". Se considera que tiene un efecto
protector en presencia de excitotoxicidad (Magnusson et al. 1990; Wu et al. 1994; Lidsky
et al. 1995; Hada et al. 1996) ademas de que regula la osmolaridad de la célula
(Lombardini, 1992b; Pasantes et al. 19986).

LLos resultados muestran que la taurina aplicada después de la exposicion a O,
tuvo un efecto protector sobre la pérdida de espinas dendriticas en las neuronas
espinosas medianas del estriado y en las neuronas piramidales de hipocampo, siendo
este efecto menos pronunciado en las neuronas piramidales de la corteza.

En la corteza prefrontal, a pesar de que se presentd menor pérdida en el nimero
de espinas después de la exposicidn a O, y con el tratamiento de taurina, los valores son
significativamente diferentes a los de los controles, en comparacion con el estriado y el
hipocampo. Una posible explicacion de lo anterior es que el 85% de las sinapsis que
llegan a las espinas de las dendritas piramidales son excitatorias (Ahmed et al. 1994,
Anderson et al. 1994; Del Arco y Mora, 1999). Como ya se ha mencionado, el estrés
oxidativo provoca la liberacion de glutamato y el consecuente aumento de Ca®
intracelular (Trump'y Berezesky, 1995; Kucukkaya et al. 1996; Oyama et al. 1996;
Shepherd, 1996; Dykens, 1999; Leist y Nicotera, 1999), lo anterior aunado a los contactos
sinapticos excitatorios ya existentes, podria ser ia razon por la que el tratamiento con
taurina no previno del todo la pérdida de espinas en esa estructura.

Por ofra parte se observé que en el estriado, el tratamiento con taurina después de
la exposicion a Q; si proporciond proteccion a las neuronas espinosas medianas. Lo
anterior podria deberse a que en el estriado la dopamina se libera ante la presencia de

alguna agresién, esta liberacion produce mas radicales libres e incremento de las
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concentraciones extracelulares de giutamato (Exposito et al. 1998). Sin embargo los
astrocitos tienen receptores a dopamina y contienen taurina, por lo tanto cuando aumenta
la liberacion de dopamina, ésta estimula la liberacion de taurina en los astrocitos (Mongin
et al. 1999; Saransaari y Oja, 1999b), dicha taurina inhibe ia liberacion de dopamina de
las neuronas, produciendo un efecto protector parala célula (Aschner, 1997; Ruotsalainen
et al. 1998, Brand et al. 1999; Cardin et al. 1999) (ver figura 26). Consideramos que el
efecto protector de la taurina aumenta si se aplica por via exdgena después de la
agresion, como se ha demostrado por ejemplo en animales tratados con haloperidol, en
donde se encontraron que los cambios en la neuroquimica del estriado se pueden

prevenir con la aplicacién de taurina (Lidsky et al. 1995).
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FIGURA 26. Efecto protector de la taurina enddgena en el estriado. En esta figura se muestra el efecto
protector de la taurina ante el aumento de radicales libres. En donde se observa que el estrés oxidativo
produce por un lado que la neurena y la glia activen sus mecanismos antioxidantes, y por otro la liberacion
neuronal de dopamina, Ja cual produce mayor nimero de radicales libres y activacion de los canales de
Ca*". La dopamina liberada produce liberacion de taurina en los astrocitos, ésta a su vez produce que se
inhiba la liberacidn de dopamina, proporcionando un efecto protector. Por otro lado, el estrés oxidativo
provoca aumento de Ca*, dicho aumento produce activacion glial, lliberacion de taurina y disminucion de
las concentraciones de Ca®', por lo tanto proporcionando ofro efecto protector. La activacion glial también
provoca mayor nimero de radicales libres {ver texto). SOD- Superdxido dismutasa; GSH- glutation
dismutasa: NQ-6xido nitrico; IL- interleucinas
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Ahora bien, en cuanto al hipocampo, cbservamos que el tratamiento con taurina
despues de la exposicion a O, en general previno las alteraciones citologicas y
bioguimicas. Se ha demostrado que en el hipocampo también hay liberacion de taurina
en presencia de dano neuronal y que ésta ejerce un efecto protector (Huxtable, 1992;
Lombardini, 1992b; Wu et al. 1992), ademés se ha reportado que la taurina exdgena
protege a las neuronas del hipocampo en casos de hipoxia (Magnusson et al. 1990; Wu
et al. 1994; Lidsky et al. 1995; Hada et al. 1996).

En cuanto a la peroxidaciéon de lipidos, los resultados concuerdan con los
obtenidos por diversos autores (Nakashima et al. 1985; Rivas-Arancibia et al. 1998: Rivas-
Arancibia et al. 2000) en donde se demuestra el efecto protector de la taurina.

Finalmente consideramos que el efecto protector que tuvo la taurina en las tres
estructuras analizadas se vio reflejado en la prueba de memoria de largo plazo, ya que
los animales expuestos a O,y tratados con taurina presentaron una ejecucion muy similar

a los animales control en esta prueba.

CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que:

1. La exposicion aguda a O;, dependiendo de la dosis, es un modelo no invasivo de
estrés oxidativo que permite el estudio de la participacion de los radicales libres en
los procesos neurodegenerativos.

2. La degeneracion neuronal provocada por la exposicion a O, se caracterizd por
células obscuras con citoplasma denso, cisternas dilatadas de reticulo
endoplasmico y de aparato de Golgi, vacuolas en el citoplasma y edema
mitocondrial, alteraciones muy similares a las observadas en las enfermedades
neurodegenerativas.

3. Se observo pérdida de espinas dendriticas en las tres estructuras analizadas,
aspecto que se correlaciona con las alteraciones de memoria, por lo que se podria

considerar como un indicador de disminucion en la plasticidad cerebral.
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en presencia de dafio neuronal y que ésta ejerce un efecto protector (Huxtable, 1992;
Lombardini, 1992b; Wu et al. 1992), ademas se ha reportado que la taurina exogena
protege a las neuronas del hipocampo en casos de hipoxia (Magnusson et al. 1990; Wu
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CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que:

1. La exposicion aguda a O,, dependiendo de la dosis, es un modelo no invasivo de
estrés oxidativo que permite el estudio de la participacion de los radicales libres en
los procesos neurodegenerativos.

2. La degeneracion neuronal provocada por la exposicion a O, se caracterizd por
céjulas obscuras con citoplasma denso, cisternas dilatadas de reticulo
endoplasmico y de aparato de Golgi, vacuolas en el citoplasma y edema
mitocondrial, alteraciones muy similares a las observadas en las enfermedades
neurodegenerativas.

3. Se observo perdida de espinas dendriticas en las tres estructuras analizadas,
aspecto que se correlaciona con fas alteraciones de memoria, por lo que se podria

considerar como un indicador de disminucién en la plasticidad cerebral.
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Elestrés oxidativo causado por la exposicion a O, desempefia un papel importante
en la degeneracion neuronal.

La taurina exégena funciona como antioxidante, ya que reduce la peroxidacion de
lipidos. Presenta un efecto protector neuronal, ya que redujo la pérdida de espinas
y evito la degeneracion neuronal. Mas aun, las alteraciones de memoria que
presentaron los animales expuestos a Q,, fueron prevenidas en los animales
expuestos y tratados con taurina, debido probablemente al efecto protector que
tuvo en las neuronas de las estructuras cerebrales analizadas, ya que son

estructuras involucradas con porcesos mnésicos.
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