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RESUMEN

La toxicidad del ozono se debe a la formacidn de radicales libres. En pacientes con
enfermedades neurodegenerativas en las cuales estd presente un estado de estrés oxidativo se ha
reportado disfuncién olfatoria. El objetivo del presente trabajo fué realizar un analisis morfologico
de la mucosa y bulbo olfatorio de ratas expuestas a un modelo de estrés oxidativo producido por
0zono. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 200-250 g. vy libre acceso a
comida y agua, en un cuarto limpio de contaminantes, expuestas a 1-1.5 ppm de ozono durante 4
horas en una sola ocasion. Los animales control fueron expuestos a un flujo de aire bajo las mismas
condiciones que los animales experimentales. El grupo experimental se dividié en 5 subgrupos
{n=5), sacrificandose a las 2 h, 24 h, 5, 10 y 15 dias postexposicién. El grupo conirol (n=5) se
sacrifico en los mismos tiempos Ambos grupos se perfundieron por via adrtica con solucion salina
al 0.9 %, seguida del fijador (2% de paraformaldehido y 2% de glutaraldehido en amortiguador de
fosfatos 0.1M). Posteriormente se extrajeron los bulbos olfatorios para ser procesados con la
técnica de Golgi rapido v microscopia electronica. Las mucosas olfatorias se mantuvieron 18 hen la
solucion fijadora y se procesaron con la técnica convencional de microscopia electronica para realizar
cortes semifinos. Las mucosas olfatorias de los animales expuestos a ozono mostraron dafios
citotoxicos evidentes como; vacuolizacion de las glandulas de Bowman, pérdida parcial de cilios del
epitelio, células picnodticas en el estrato basal del epitelio, disminucion y aumento del espesor del
epitelio a las 24 hrs. y 5 dias respectivamente. El andlisis citoiégico de los bulbos olfatorios consistio
en cuantificar el nimero de espinas en 20um de 495 dendritas secundanas de 165 neuronas
granulosas de los grupos control v expuestos a ozono. Los resultados mostraron decremento del
niimerc de espinas dendriticas en los animales sacrificados a las 2 y 24 hrs, 5 y 10 dias
postexposicion a ozono, sin embargo a los 15 dias postexposicion, el niimero de espinas fué similar
al grupo control _

Por otra parte se realizo un analisis ultraestructural de 100 células granulosas provenientes
de los bulbos olfatorios de cada rata de los subgrupos para determinar el porcentaje de alteraciones
tales como: vacuolizacion del citoplasma y de las dendritas, presencia de granulos de lipofucsina,
edema mitocondrial y dafio endotelial. Se observo que los subgrupos de 2 hrs. y 5 dias presentaron
mayor porcentaje de células granulosas con vacuolas en el pericarion y alteraciones mitocondnales,
nxentras que el mayor porcentaje de dafio endotelial y presencia de granulos de lipofucsina se observo
alos 5 dias.

Los resultados sugieren que el estrés inducido por inhalacion aguda de ozono, se debe al dafio
oxidativo producido por dicho gas sobre la citologia v ultraestructura del bulbo olfatorio. Este dafio
es temporal, debido probablemente a la tendencia al equilibrio entre los radicales libres v los
antioxidantes endogenos y a la posible regeneracion de los receptores olfatorios que estan en
estrecha relacion con las neuronas del bulbo oifatorio.
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ABSTRACT

Ozone toxicity is related with the induction of free radicals. In patients with neurodegenerative
diseases in which oxidative stress has been detected, olfactory disfunction has been reported. The
objective of this report was to analyze the changes in the respiratory and in the olfactory epithelium
modifications of rats by the induction of oxidative stress state after inhalation ozone. Male Wistar
rats were exposed to a single inhalation during four hours to 1 -1.5 ppm. Control animals were
exposed only to flowing air in the same experimental conditions. The experimental group was
subdivided in groups of five animals sacrificed at 2h, 24h, and 5,10 and 15 days after the single
exposure. Five animals were used as controls and sacrificed in the same conditions. All animals were
perfused via aorta with saline 0.9% followed by 2% paraformaldehyde and 2% glutaraldehyde in
0.1M phosphate buffer. The olfactory bulbs were processed for Golgi technique and ultrastructural
analysis. The olfactory mucosa showed cytotoxic changes such as Bowman’s glands vacuolation,
partial cilia lost , pycnotic changes in the basal stratum and decrease in the thickness at 24h and an
increase at 5 days. The number of spines in the olfactory bulbs decreased at 2 and 24 h, 5 and 10 days
postexposure, but at 15 days the number of spines increased to values similar to those found in
controls.

The ultrastructural findings, was that granule cells exhibited cytoplasmic and dendrites
vacuolation, lipofucsin granules, mitochondrial swollen and endothelial changes. In animals sacrificed
after 2h and 5 days vacuolation and mitochondrial changes were prominent while endothelial damage
and lipofucsin granules were more often seen at 5 days.

The results suggest that the oxidative state induced after ozone exposure are related to the
cytological and ultrastructural alterations in the olfactory bulb. The changes seemed to be transient,
maybe as a consequence of reaching an equilibrium between oxidant and endogenous antioxidants,
and the possible regeneration of the olfactory receptors which are in very close relation with the

olfactory bulb neurons.



INTRODUCCION

La contaminacidn atmosférica fotoquimica, conocida cominmente como smog, es una mezcla
de varios compuestos quimicos entre los cuales se encuentran; 6xidos de nitrogeno, hidrocarburos
reactivos y 0zono {O;). La formacion de O, depende de la radiacion solar en presencia de precursores
como el dioxido de nitrégeno y los hidrocarburos, absorben eficientemente la energia ultravioleta
solar que llega a la superficie de la Tierra, generandose una reaccion fotolitica en donde la molécula
de diéxido de nitrogéno se rompe en dos y se inicia el mecanismo de formacion de ozono (Devlin y
cols. 1997).

Los efectos nocivos del O, se han explicado por la formacion de radicales libres, que se
derivan de ia reaccion de dicho gas con los acidos grasos insaturados de las membranas celulares
provocando peroxidacion. En la actividad metabdlica celular los radicales libres endégenos son
producidos en pequeiias cantidades en el reticulo endoplasmico, los microsomas, los peroxisomas y
en las mitocondrias durante la cadena respiratoria a través del transporte de electrones. Los radicales
libres son inactivados por sistemas enzimaticos como la superdxido dismutasa, las catalasas y la
glutation peroxidasa, asi como por los sistemas no enzimdticos como las vitaminas A, CyE.

El estrés oxidativo esta en funcion del desbalance entre la cantidad de radicales libres y de
los antioxidantes, v cuando existe una produccion excesiva de substancias oxidantes o bien una
disminucion de antioxidantes se produce dafio oxidativo (Olanow, 1993),

El Sistema Nervioso Central (SNC) es altamente susceptible al estrés oxidativo, debido que
las neuronas poseen un alto contenido de acidos grasos insaturados, un alto consumo de oxigeno, un
bajo nivel de sustancias antioxidantes tales como el glutatién, peroxidasa y catalasas, asi como un
elevado metabolismo celular que lleva ala produccion endégena de radicales libres (Olanow y
Arendash, 1994) .

En las enfermedades neurodegenerativas, en las cuales existe un estado de estrés oxidativo,
uno de los primeros sintomas antes de que aparezcan transtomos de memoria y conductuales es la
pérdida del olfato (Burns, 2000), por o que se supone que el bulbo olfatorio es una estructura
vulnerable a los cambios bioquimicos ocasionados por el aumento de los radicales libres.
Considerando que la exposicion al ozono aumenta la produccion de radicales libres, 1os cuales llegan
a todo el organismo, incluyendo el SNC, y que las células del epitelio olfatorio se alteran por la
exposicion de O, ademas de que estan en estrecha relacion con las dendritas de los receptores
olfatorios, y que estos tiltimos realizan contactos sinapticos con las dendritas de las células del bulbo
olfatorio, reviste especial importancia ef que esta estructura cerebral puede ser alterada en su citologia

y ultraestructura.
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1 ANTECEDENTES

La situacién geografica de la Ciudad de Meéxico y las emisiones de
contaminantes atmosféricos, conforman los elementos de un gran contenedor natural, en
el que ocurren complejas reacciones fotoquimicas que dan lugar la formacién de
compuestos oxidantes como el ozono (0s) (Oehme y cols. 1996).

1.1 OZONO

Fl ozono se genera a través de la disociacién del biéxido de nitrogéno mediante
fotolisis por las radiaciones solares para producir 6xido nitrico y un atomo de oxigeno,
éste ultimo se combina con el oxigeno molecular (0,) del aire para producir ozono
(Fig 1), que es un oxidante secundaric muy potente, que puede interaccionar con
distintas moléculas organicas y generar radicales libres. (Oehme y cols.1996)

Radiacion Solar

a

XK
Bidxido de Nitrégeno
- /  (NOp)
Hidrocarburos \
\ \
Oxido Nitrico Oxigeno Atémico + Oxigeno
(NO) 0) (02)

\

R

Ozono
(03)

Fig. 1 Formacién de ozono en la tropésfera a partir del oxido nitrico, en
presencia de radiaciones solares (Modificado de Sanchez 1992).
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El ozono es uno de los gases contaminantes més importantes en las atmosferas urbanas y la
toxicologia del O, depende de la concentracion, duracidn de la exposicion y la especie animal
analizada. El ozono es un potente oxidante capaz de reaccionar con biomoleculas como grupos tioles,
aminos o puentes de carbon, y con compuestos bioorganicos en fluidos, células y tejidos (Devlin y
cols., 1997).

Poblaciones expuestas cronicamente a O, pueden manifestar fatiga, cefalea, alteraciones del
suefio, irritacion de los ojos y alteraciones del tracto respiratorio (Wanoer, 1993; Huitron y cols.,
1994; Paz C , 1997).

Dicho gas es altamente toxico en diferentes sistemas y aparatos. En el aparato respiratorio se
produce citotoxicidad epitelial, incremento de la permeabilidad celular (Koren y cols., 1989; Menzel
y Meacher, 1999), respuesta inflamatorta pulmonar aguda con extravasacion y activacion de
eosinofilos v neutrofilos en sujetos asmaticos (Newson y cols., 2000), asi como activacion de
mastocitos e infiliracion por polimorfonucleares del parénquima pulmonar (Noviski y cols., 1999)

Esta descrito ampliamente el efecto del ozono sobre la funcion pulmonar en humanos, ya que
se ha demostrado que concentraciones de ozono ambientaies producen disminucion de ia funcion
respiratoria en voluntarios no fumadores, en mifios (Sandstrom, 1995; Spector y cols., 1988) y
brococonstriccion en deportistas (McDonnell y cols., 1991). Folinsbee y cols. (1984) realizaron un
esiudio en 10 voluniarios que fueron expuestos a 0.12 ppm de ozono durante 6.6 h incluyendo 5 h
de ejercicio y observaron decremento progresivo de la funcion pulmonar. Este decremento también
se ha observado en exposiciones agudas a 0.2 ppm de ozono durante 2 h (Blomberg A. y cols., 1999).

También cuando se llevan a cabo exposiciones diarias a O, se han observado alteraciones en
el tracto respiratorio de animales experimentales. Ratas expuestas a 0.35 ppm, 0 5 ppm 6 1 0 ppm
de O; por 2.5 h durante 5 dias , mostraron disminucion en Ia funcion respiratoria con 0.35 y 0.50
ppm en los primeros dias, pero al 5 dia de exposicion con 0.35 ppm la funcién respiratoria fué
normal, sin embargo todos los animales tuvieron cambios patologicos en los pulmones {Lippmann,
1989). Por otro lado, se ha sugerido que la inflamacién inducida por ozono de las vias adreas de
raton estd modulada por células cebadas localizadas en el epitelio respiratorio (Longphre y cols
1996), y esta acompafiada por cambios en la estructura y funcion del surfactante pulmonar (Su y

Gordon, 1996, Putman y cols., 1997).
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Ademads, la exposicion a ozono produce efectos inflamatorios en pulmén debido
probablemente a la inactivacion de las endopeptidasas, resultando un aumento de la actividad de la
substancia P (Hazbun y cols., 1993). En dicho proceso inflamatorio se presenta neutrofilia en el
lavado broncoalveolar y en la mucosa bronquial, aumento de inmunoglobulina G, fibronectina y
elastasa (Koren y cols, 1989; Rusznak y cois., 1996; Krishna y cols., 1998), acompafiado por
aumento del mimero de macrofagos alveolares inmaduros, de la permeabilidad alveolar, y en los
niveles de prostaglandinas E, (PGE,} y F,, (PGF,,), de citocinas como las interleucinas (IL) IL-1, IL-
6, 1L-8 y del factor de necrosis tumoral-o. (TNFa),(McGee y cols., 1990; Kehrl y cols., 1987,
Schelegle y cols., 1989, Pendimo y cols., 1994, Arsalane y cols., 1995; Jaspers y cols. 1997; Devlin
y cols, 1997, Broeckaert y cols., 1999).

Estudios morfoldgicos revelaron necrosis epitelial pulmonar de bronquiolos terminales, como
consecuencia de la exposicion a 1.0 ppm de ozono durante 4 h (Pino y cols., 1992) y proliferacion
del epitelio de los bronquios y alveolos (Salmon y cols., 1998) A concentraciones de 0.1-0.5 ppm
el O, produce cambios morfologicos en las células ciliadas del tracto respiratorio de ciertas especies
animales, como los dafios observados en la mucosa nasal de monos expuestos a 0.15 y 0.3 ppm de
O, durante 6 dias, y metaplasia de células mucosas del epitelio nasal de ratas expuestas 8 hen ia
traquea de ratas expuestas a 0.5 ppm de O, durante 7 dias (Harkema y cols., 1987; Schwartz vy cols |
1976). Hotchkiss y cols., (1991) reportaron hiperplasia y metaplasia en el epitelio respiratorio de
ratas expuestas a 0.8 ppm de ozono durante 6 h. Es de notarse que se observo displasia en la mucosa
nasal de humanos originarios de ciudades no contaminadas que fueron expuestos durante 60 dias a
los niveles de ozono en la ciudad de México (Calderén y Ocotla, 1993)

Por otra parte, se ha propuesto que el dafio en el aparato respiratorio producido por la accion
de los radicales libres generados por ozono, se disemina hacia el torrente sanguineo y a otros sistemas
como el sistema nervioso, produciendose alteraciones neurolégicas como fatiga, letargia y dolor de
cabeza en sujetos expuestos a ozono (Hackney y cols., 1975). Asimismo la exposicion a ozono
produce disminucion de la actividad motora, alteracion de la memoria a corto vy largo plazo, aumento
en el metabolismo proteico, en la peroxidacién de lipidos y en la concentracion de serotonina en el
puente de ratas expuestas a ozono (Rivas y cols., 1998; Benuck y cols., 1993; Paz y Huitrén, 1996)
y alteraciones citologicas y ultraestructurales en el SNC (Colin y cols.,1999; Avila y cols., 1999).
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La toxicidad del ozono se debe a sus propiedades oxidativas generando radicales hidroxilo y
superéxido como consecuencia de la exposicion del epitelio respiratorio en cultivo a ozono (Chen y
Qu, 1997) Estos radicales libres se generan a través de la peroxidacion de los acidos grasos
insaturados y colesterol, asi como de la oxidacion de tioles, aminas, aldhehidos, alcoholes y proteinas
(Halliwell y Gutteridge, 1984, Pryor 1976). El ozono reacciona preferentemente con los grupos
sulfhidrilo de las proteinas membranales; y con los enlaces dobles de carbon de los acidos grasos
insaturados, dando como resultado la formacion de aldehido e hidroxihidroperoxido. Este tiltimo al
reaccionar con agua en el citoplasma forma otra molécula de aldehido y perdxido de hidrogeno
(H,0,) (Leikauf y cols., 1995) (Fig. 2). El H,0, es un agente oxidante que contribuye de manera
importante a la generacion de radicales libres, debido a su gran afinidad con las moléculas de fierro
al cual se une y se forma radicales hidroxilo altamente reactivos (reaccion de Fenton) que pueden

iniciar el procese de peroxidacion de lipidos.

(33
.L
997 ﬁ%%?ﬁéﬁ?&f&f?&f%%ﬂ% ST
ULE &@é@é@éﬁ?@lﬁé@é&a@é%&o ééé"i i
wf Agitos rason i
CriOPLASMA }
P O - OR
R-C: 7 - R-{:’\
2 OH
Aldehido Hidraxihidroporixidao
4
L2 L
R-{.I\ } H-(.‘\ + .,
i H
2 Alddedicon Peroxido de

Hidragenao
Fig. 2 Accién del ozono sobre los grapos sulfhidrilo y enlaces disulfuro de las proteinas

y en los enlaces de carbon de los dcidos grasos insaturados membranales (Leikaufy cols. 1995).



6

Los radicales libres son moléculas que contienen un electron no apareado en una 6rbita
externa. En este estado el radical es altamente reactivo, y reacciona con moléculas inorganicas u
organicas como proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucléicos y son capaces de iniciar
reacciones autocataliticas, generando radicales libres a partir de las moléculas con las que
reaccionaron y asi propagar la formacion de radicales.

Los radicales libres se generan de forma exogena en el ambiente como consecuencia de la
contaminacion ambiental producida por radiaciones, herbicidas, plaguicidas, humb de cigarro,
emisiones de automoviles, fibricas etc. y de forma enddgena en el organismo durante el metabolismo
celular, en las células del sistema inmune como neutrdfifos, monocitos, macréfagos y eosinofilos y
en la microglia del tejido nervioso, durante su activacion por la invasion de microorganismos 6 por
lesion (Rice-Evans C A | 1994; Halliwell B | 1989). Ademas son producto del metabolismo aerobico
celular generados durante el transporte de electrones en la cadena respiratoria que se lleva a cabo en
la membrana interna de las mitocondrias, en el reticulo endoplasmico, el citoplasma, la membrana
plasmatica y los peroxisomas Cuando los sistemas antioxidantes como la superdxido dismutasa,
catalasa y selenio glutatidn peroxidasa no son capaces de compensar la cantidad de prooxidantes
producidos, los radicales libres formados producen alteracion en diferentes componentes celulares
COMo!

1} Peroxidacion de lipidos de las membranas plasmaticas y de los organelos. Los dobles
enlaces de los atomos de carbon de los acidos grasos insaturados de la membrana son vulnerables al
ataque de radicales libres derivados del oxigeno, en particular del hidroxilo. Las interacciones lipido-
radical dan lugar a perdxidos, que constituyen especies reactivas, iniciando la subsiguiente reduccion
de otro acido graso, produciéndose reacciones en cadena para formar radicales hidroxilo, peroxido
de hidrogeno y radicales peroxil, los radicales hidroxilo y peroxil son altamente toxicos € inician
procesos autocataliticos con la resultante lesion de las membranas

2) La respiracion aerdbica que afecta la fosforilacion oxidativa y a 1a produccidn de ATP en
las membranas mitocondriales internas.

3) Modificacion oxidativa de las proteinas. Los radicales libres promueven la formacion de
enlaces cruzados mediada por los grupos sulfhidrilo de aminoéacidos como la metionina, cistina,

histidina v lisina, ademas de causar una fragmentacion de las cadenas polipeptidicas. La modificacion



oxidativa promueve la degradacion enzimatica produciéndose lesion en toda la célula.

4) Lesion en el acido desoxirribonucleico (ADN). Las reacciones con timina en el ADN
producen roturas de la hebra simple de ADN. Como resultado de estas alteraciones se manifiesta
muerte celular como necrosis 6 apoptosis. (Richards y cols , 1988; Diplock A., 1994; Simonian y

Coyle, 1996; Janssen y cols., 1993; Kruman y cols., 1997}
1.2 LESION Y MUERTE CELULAR

Las causas de lesion celular reversible y de muerte celular, pueden ser endégenas como
transtornos genéticos, reacciones inmunologicas y desequilibrios nutricionales y exogenas como
agentes infecciosos, fisicos y quimicos que deterioran la estructura y funcion metabdlica celular.

Lalesion celular potencialmente reversible se caracteriza por pérdida de la homeostasis con
el consecuente edema celular, como manifestacion de la alteracion del transporte activo, acumulacion
de sodio intracelular y este aumento de soluto se acompafia por una ganancia isosmotica de agua
Este tipo de lesion se denomina degeneracion vacuolar reversible y los cambios ultraestructurales
consisten en 1) alteraciones de la membrana plasmatica como vesiculacion y formacion de figuras
de mielina, 2) edema mitocondrial de poca amplitud y aparicion de densidades amorfas pequefias ricas
en fosfolipidos, 3) dilatacion del reticulo endoplasmico con desprendimiento y disgregacion de los
polisomas y 4) alteraciones nucleolares con disgregacion de los elementos granulares y fibrilares, con
o sin cambios en la cromatina (Buja y cols., 1993).

En cuanto a la muerte celular ésta se manifiesta como, un proceso fisiologico durante Ia
organogénesis embrionaria, en la renovacion celular en el adulto, 6 como proceso patoldgico que
es el resultado final de la lesion celular aguda que conduce a la necrosis y/ o ala apoptosis

En el SNC, durante el desarrollo, existe un exceso en el nimero de neuronas que se reduce
mediante la accion de factores troficos que permiten el establecimiento de sinapsis y la formacion de
vias, y aquellas células que no forman sinapsis son eliminadas fisiologicamente por medio de
apoptosis. Sin embargo, en el adulto el aumento patologico en la apoptosis estd asociada a desordenes

neurodegenerativos (Rivas, y cols. 2001)
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Fig 3. Esquema de la patogénesis de daiio celular irreversible (Modificado de Buja y

cols., 1993).

La necrosis es una de las expresiones morfoldgicas de muerte celular, que va acompaiiada
generalmente por una respuesta inflamatoria aguda con participacion de la microglia, neutrofilos v
monocitos y se caracteriza por una serie de cambios morfologicos irreversibles, derivados en gran
parte a la accidn enzimatica progresiva y a la desnaturalizacion de las proteinas, que dependiendo

de cual predomine se desarrollara necrosis licuefactiva o coagulativa.



9

La evolucion de la necrosis involucra cambios metabolicos progresivos, principalmente en el
metabolismo del fosfato y en la reduccion progresiva del contenido celular de ATP y cambios
morfologicos notables (Fig.4) como: 1) edema celular, atribuido a la pérdida selectiva de la
permeabilidad, 2) ruptura de la membrana celular y de los organelos, 3) edema mitocondrial de gran
amplitud con matriz amorfa y densidades osmofilicas de lipidos y proteinas y depositos de calcio y
de fosfatos, 4) dilatacion de reticulo endoplasmico (Fig.4), 5) liberacion de hidrolasas en la matriz
extracelular 6) ruptura lisosomal, 7) cambios en la cromatina que incluyen, degradacion de histonas,
RINA y DNA (Schwartzman y Cidlowski, 1993, Buja y cols., 1993).

Por otra parte, la apoptosis se presenta en numerosos procesos fisiologicos como la
organogénesis, diferenciacion, control en el niimero de las poblaciones celulares; y en procesos
patologicos, como infecciones virales, tumores, muerte celular inducida por agentes toxicos exogenos,
deficiencias inmunologicas, enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes (Granville y cols,
1998)

A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un tipo de muerte celular activa en el que se
requiere gasto de energia, se presenta en celulas aisladas, no se desarrolla inflamacién y se caracteriza
por cambios morfologicos que se manifiestan inicialmente en el micleo como 1) condensacion de la
cromatina en la periferia por debajo de la envoltura nuclear, en agregados bien delimitados de diversas
formas y tamafios, asociado a la fragmentacion del ADN mediada por la activacién de endonucleasas
dependientes de calcio, aunados a cambios citoplasmicos como, 2) constriccion celular, asociada a
la reduccion del volumen con citoplasma denso y los organelos agrupados, por la activacion de la
transglutaminasa la cual forma enlaces cruzados entre las proteinas citopldsmaticas 3)
desprendimiento de los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso, 4) vesiculacion superficial y
fragmentacion celular en numerosos cuerpos apoptoticos unidos a la membrana, compuestos de
citoplasma y organelos agrupados (Fig. 4), vy 5) fagocitosis de los cuerpos apoptoticos por células
adyacentes tales como parenquimatosas, macrofagos, microglia etc. (Granville y cols., 1998)

Dichos procesos de muerte celular (Necrosis y Apoptosis) se manifiestan, segin el grado de
exposicion a  ciertos agentes exogenos generadores de radicales libres asociados a un estado de
estrés oxidativo, debido a que las sefiales oxidativas generadas intracelularmente incluyen oxidacion

mitocondrial del citocromo P450 y la NAPH oxidasa. Por gjemplo el estrés oxidativo producido por
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altas dosis de t-butilhidroperoxide que induce fragmentacion del DNA y necrosis. Por el contrario,
al aplicar bajas dosis, se presenta apoptosis, acompafiada con activacion de endonucleasas y

desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones.

Fig 4. Diagrama que iiusira ia secuencia de ios cambios uliraestructurales de mucrte
celular. Necrosis (izquierda) con la evidente alteracion de los organelos, edema celular y
vacuolizacion. Apoptosis a la derecha, con la evidente alteracion nuclear en los estadios
tempranos, constriccion celular y formacion de cuerpos apoptoticos en estadios tardios. (Kerr

y Harmon, 1991).
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1.3 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es el producto del desequilibrio entre la produccion de radicales libres vy
su eliminacion por los sistemas antioxidantes, el cual puede iniciarse por numerosos factores como:
alteraciones nutricionales, carencia de minerales y vitaminas, lesiones, transtornos hereditarios,
acidosis, exposicion a agentes fisicos y quimicos ambientales, péptido B amiloide, neurotransmisores
como la dopamina y el glutamato (Wilson J.X , 1997, Olanow, 1993).

En el estado de estrés oxidativo se presenta un incremento en la produccion de radicales libres,
incorporandose moléculas de oxigeno a los acidos grasos insaturados de las membranas (Hsiang y
cols., 1997) iniciandose reacciones en cadena para formar radicales libres. La peroxidacion de lipidos
produce pérdida progresiva de la fluidez membranal, reduccion del potencial de membrana, y aumento
en la permeabilidad a iones Ca* (Blanc y cols., 1998; Urano y cols., 1997; Oyama y cols ,1996;
Simonian y Coyle, 1996). Por otra parte, los radicales libres pueden dafiar a proteinas estructurales
activandolas 6 inhibiéndolas, a proteinas enzimaticas promoviendo la proteolisis, sobre el ADN,
modificando nucleodtidos que reaccionan con fosfatos (Janssen y cols.,1993; Kruman y cois., 1997),
y como resultado puede manifestarse muerte celular por necrosis & apoptosis dependiendo del grado
oxidativo (Fig.5) (Wylie y cols., 1980, Simonian y Coyle, 1996).

Por otra parte, el SNC es aliamente vulnerable al estrés oxidativo provocado por radicales
libres, debido a su gran actividad metabolica oxidativa, a su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, a sus bajos niveles de enzimas antioxidantes especialmente catalasas y glutation
peroxidasas y por la produccion endogena de radicales libres durante el catabolismo de la dopamina.
En el SNC se generan radicales libres como en el caso de la oxidacion de catecolaminas, en el
metabohismo de las prostaglandinas, en la reaccion de Fenton, en los astrocitos, en la activacion de
la microglia, en la generacion de oxido nitrico en neuronas y en el endotelio de los vasos sanguineos.
Los efectos toxicos de los radicales libres generados sobre la funcién neuronal son: incremento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, alteracion en la formacion de tubulina, inhibicion de
la respiracion mitocondrial y alteracion en el transporte 16nico y en la transmision sinaptica (Evans,

1993)

FALLA DE ORIGEN
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Fig. 5. Mecanismos de daiio célular producido por especies reactivas de oxigeno. H,0,
perdxido de hidrégeno, (OH') hidrexil, (LOO) peroxil, (LO) alkoxil, (L) alkil (Modificado
de Farber y cols., 1990).



1.4 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

La degeneracion neuronal progresiva es una de las caracteristicas de las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer y se ha propuesto que uno
de los factores patogénicos responsables de dicha muerte neuronal es el estrés oxidativo producido
por la generacion de radicales libres (Practico y Delanty, 2000, Smith y cols.,1996); aunque ain no
se ha determinado si el esfrés oxidativo es parte de un proceso degenerativo primario o si es
secundario a la degeneracion celular producida por otros mecanismos (Rivas y cols. 2001)

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza clinicamente por un deterioro gradual de las
funciones intelectuales, que se correlaciona por la degeneracion de neuronas piramidales de
hipocampo, corteza entorrinal y neuronas colinérgicas del cerebro anterior, con la formacion de
placas seniles o neuriticas extracelulares constituidas por péptidos P-amiloides y marafias
neurofibrilares formadas por acumulaciones anormales de filamentos helicoidales, en ios somas de
neuronas piramidates de hipocampo (Mena y Rivera 1993) Ademas se ha demostrado que el estrés
oxidativo contribuye a la polimerizacion de la proteina tau, la cual es el componente principal de las
marafias neurofibrilares, alteracién en la mitocondrias con deficit de ATP (Hirai, y cols. 2001) y la
agregacion de péptidos -amiloides solubles (Smith y cols. 2000) que son t6xicos €n neuronas en
cultivo de hipocampo y son los responsables de la degeneracion neurcnal (Yankner v cols, 1989),
y esta agregacion es inhibida por efecto de antioxidantes (Dryrks y cols.,1992).

En cuanto a los pacientes con enfermedad de Parkinson (EP) presentan pérdida de neuronas
dopaminérgicas de la substancia nigra pars compacta Estas neuronas son vulnerables al estrés
oxidativo debido a la formacion de radicales libres generados en el metabolismo normal de la
dopamina (Olanow y Arendash, 1994) El perdxido de hidrogeno se produce durante la sintesis de
la dopamina, en su catabolismo por la monoamino oxidasa y por autooxidacion no enzimatica. Por
otra parte la neuromelanina presente en las neuronas nigrales se une al fierro y promueve la reaccion
del peroxido de hidrogeno con metales reducidos para formar los radicales hidroxilo por la reaccion
de Fenton, produciendo un incremento de fierro en la substancia nigra en EP y el consecuente

aumento en el estrés oxidativo (Simonian y Coyle, 1996). Asi la produccion anormal de radicales
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libres da como resultado alteracion del complejo I mitocondrial (Schapira, 1994), déficit de energia,
peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas, DNA y muerte por apoptosis de neuronas
dopaminérgicas de la substancia nigra de pacientes con esta enfermedad (Anglade, y cols. 1995,
Dexter, y cols. 1989; Floor y Wetzel, 1998).

Ademas, pacientes con enfermedad de Parkinson y Alzheimer presentan disfuncién olfatoria
(Corwin y cols., 1985; Ward y cols., 1983, Doty y cols., 1987, 1991, Burns, 2000) caracterizada por
disminucion en la identificacion y deteccion de olores (Doty y Snow, 1988), y severo dafio en el
bulbo olfatorio y en la corteza olfatoria de pacientes con enfermedad de Alzheimer en zonas como
el nicleo olfatorio anterior y uncus los cuales reciben aferencias del bulbo olfatorio, en contraste con
pequefias alteraciones en areas corticales sensorimotoras y visuales, por lo gue se ha sugendo que
el dafio inicial en dicha enfermedad es en la via olfatoria (Kovacs y cols., 1998, Struble y Clark,
1992; Pearson y cols., 1985)

Ahora bien, considerando que las células de la mucosa nasal se alteran por la exposicion a
O, consideramos que es probable que en un modelo de estrés oxidativo inducido por la exposicion
aguda a ozono existan alteraciones en la morfoiogia de la mucosa olfatoria y del bulbo olfatorio
debido a la estrecha relacion que existe entre los axones de los receptores olfatorios y las dendritas
de las células del bulbo olfatorio, que son las que reciben junto con ia mucosa nasal, las

concentraciones mas altas de esie gas.
1.5 MUCOSA OLFATORIA

La mucosa olfatoria es una placa de tejido especializado que se encuentra en la parte
posterosuperior de la cavidad nasal, esta formada por un epitelio seudoestratificado y una lamina
propia. El epitelio esta formado por tres tipos de células 1) de sustentacion, 2) olfatorias 6 sensoriales
y 3) basales (Shipley y cols., 1995).

Las células de sustentacion son células cilindricas, proporcionan sostén fisico a las células
olfatorias y estan dispuestas perpendiculares a la superficie. En la porcion basal son mas estrechas que
en las partes superficiales las cuales se encuentran formando complejos de union con las regiones en

que se ubican las vesiculas olfatorias y su superficie esta cubierta de cilios, presentan nicleos ovales
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y estin inmediatamente por encima de la mitad de 1a membrana epitelial dispuestos paralelamenie a
la superficie. Profundamente a ios nicleos, €l citoplasma se estrecha y se extiende hasta la membrana
basal, y en la porcion apical presenta granulos de secrecion con un pigmento caracteristico de la
mucosa olfatoria. (Shipley y cols , 1995; Gartner e Hiatt, 1997).

Las células basales son de forma triangular, basofilas y estan dispuestas irregularmente a lo
largo de la capa mas profiunda del epitelio, su porcion apical no alcanza la superficie del epitelio. Sus
nicleos son mas obscuros que los de las células sustentaculares, de ubicacion central. Estas células
tienen gran capacidad de proliferacion.

Las células sensoriales O receptores olfatorios, se encuentran perpendiculares a la superficie,
con los somas dispuestos entre las células de sustentacion, sus niicleos son esféricos y se encuentran
por debajo de la zona de nicleos de las células de sustentacion formando una zona de nicleos
esféricos (Shipley y cols., 1995 )

Los receptores olfatorios son neuronas bipolares, por lo tanto tienen dos prolongaciones , una
periférica y gruesa que pasa a la superficie (dendrita), se modifica para formar la vesicula olfatoria,
que se proyecta entre las células de sustentacion. En la porcion basal los receptores oifatorios
proyectan la otra prolongacion delgada que corresponde a su axén amielinico, el cual se proyecta a
través de la lamina propia, esta prologacion converge para formar pequefios fasciculos y forman el
nervio olfatorio, dichas fibras pasan desde la cavidad nasal a través de los orificios de la lamina cribosa
del etmoides y penetran en la cara ventral del bulbo olfatorio (Shipley y cols., 1995 )(Fig. 6).

La Jamina propia esta formada por tejido conectivo laxo irregular muy vascularizado y esta
adherido al periostio, presenta elementos linfoides axones de los receptores olfatorios y las glandulas

de Bowman las cuales producen un material seroso (Fig 6).
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por tejide conective laxo irregular que aloja glindulas de Bowman y axones de los receptores
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{Gartner, 1997).




17

1.6 BULBO OLFATORIO

Los bulbos olfatorios son los nucleos terminales del nervio olfatorio. Estos tienen una
organizacién laminar la cual esta constituida por las siguientes capas: 1) nerviosa superficial, 2)
glomerular, 3) plexiforme externa, 4) capa de células mitrales, 5) plexiforme interna y 6) granular
(Shepherd, 1995).

1.6.1 Capa Nerviosa Superficial

Es la capa mas superficial del bulbo olfatorio y contiene axones amielinicos extremadamente
delgados (0.1-0.3 um de diametro) de las neuronas olfatorias primarias, que establecen sinapsis con
las terminales en cepillo de las dendritas de las células mitrales que descienden verticalmente para
formar los glomérulos olfatorios.

1.6.2 Capa Glomerular

Esta constituida por los glomérulos, estructuras generalmente ovoides de 80-160 um de
diametro, la parte interna de los glomerulos esta compuesta de neuropilo formado por axones
olfatorios, dendritas de las células mitrales y neuritas de las neuronas yuxtaglomeruiares, rodeados
de una delgada lamina glial. Las neuronas yuxtaglomerulares se han clasificado en: células
periglomerulares, células en penacho y células de axon corto.

Las células periglomeruiares son pequefias (5-8 um) se localizan en la periferia de los
glomerulos y proyectan sus dendritas espinosas y su axoén hacia el interior de los glomerulos Los
somas de las células de axén corto miden de 8-12 ym y sus dendritas cursan a lo largo de las células
periglomerulares, y las células en penacho miden 10-15 pm; proyectan una dendrita apical que se
ramifica a un glomerulo y dos o tres dendritas apicales se ramifican hacia varios glomerulos

Estudios previos revelan que las dendritas primarias de las células mitrales v de las céiulas en
penacho realizan contactos asimétricos con las células receptoras olfatorias en el glomérulo y con
las células periglomerulares y con las células granulosas (Pinching y cols., 1971).

1.6.3 Capa Plexiforme Externa

Esta capa presenta poca densidad célular y neuropilo denso, las neuronas principales son las

de penacho externas, medias y profundas las cuales presentan incremente de tamafio a mayor

profundidad, y presentan dos o tres dendritas apicales que proyectan a diferentes glomérulos, las
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dendritas secundarias se disponen tangencialmente a la capa plexiforme externa y realizan sinapsis
reciprocas con las dendritas apicales de las neuronas granulosas.
Los axones de las células de penacho externas proyectan a diversos sitios del bulbo olfatorio,
y las células en penacho de las capas media y profunda envian colaterales locales en el bulbo
ipsilateral y algunos proyectan al bulbo olfatorio anterior. Las colaterales intrabulbares de las células
en penacho superficiales estan altamente organizadas formando el sistema de asociacion intrabulbar,
estos axones proyectan através de la capa plexiforme externa, capa de las células mitrales y capa
plexiforme interna formando un denso tracto que viaja por esta ltima capa hacia en lado opuesto
del bulbo ipsilateral.
1.6.4 Capa de Celulas Mitrales
Por debajo de la capa plexiforme externa se encuentra la monocapa de células mitrales de 25-
35 pum de diametro, son las principales neuronas eferentes del bulbo olfatorio, presentan una dendrita
apical que proyecta a un glomerulo donde se ramifica y realiza contacto sinaptico con los axones del
nervio olfatorio, las dendritas secundarias son paralelas a la superficie del bulbo olfatorio y realizan

sinapsis dendrodendriticas con dendritas de las células granulares (Fig 7).
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Fig. 7 Dibujo que muestra la relacion de los receptores olfatorios con las neuronas

del bulbo olfatorio (Modificado de Carpenter y Sutin, 1990).




19

1.6.5 Capa Plexiforme Interna

Como la capa plexiforme externa, esta capa se caracteriza por presentar poca densidad celular
y gran cantidad de axones y dendritas. Estudios realizados con la técnica de Golgi indican que la capa
plexiforme interna presenta axones de células mitrales, en penacho y dendritas de células granulares,
algunos axones se originan en el nucleo del rafé y del locus coeruleus (McLean y cols., 1989).

1.6.6 Capa de Células Granulosas

Esta capa es la mas profunda del bulbo olfatorio, las células granulares se encuentran en todo
el bulbo olfatorio, pero adquieren una mayor densidad en la parte central, donde forman la capa
granular. Estas células son pequeiias (8-10 mm de diametro) las cuales pueden formar agregados
celulares acoplados por uniones estrechas. No tienen axones y sus dendritas poseen espinas que
establecen sinapsis dendrodendriticas con las células mitrales. El soma es esférico, con micleo ovoide
obscuro y puede tener pequeiias indentaciones y presenta cumulos de cromatina en la periferia. El
citoplasma escaso contiene ribosomas libres que forman rosetas, mitocondrias, aparato de Golgi,
neurotubulos y reticulo endoplasmico rugoso escaso. Las dendritas basales se ramifican en la capa
granulosa y las dendritas apicales se ramifican y se proyectan a la capa plexiforme externa.

En cuanto a la organizacion sinaptica las dendritas de las células granulosas realizan contactos
inhibitorios con las dendritas secundanias de las células miirales y con las células en penacho, a su vez
estas ultimas realizan contacto excitatorio con las células granulosas. Por otra parte, se ha descrito
ampliamente un mecanismo de inhibicion lateral recurrente dendrodendritica, entre las células mitrales
y las células granulosas (Shepherd G M , 1995) (Fig. 8), se ha reportado la participacion de estos
circuitos de retroalimentacion local, en la generacion de ondas lentas durante la estimulacion
olfatoria, ademas estas ondas pueden sincronizarse por la estimulacion del tracto olfatorio lateral
(Scott y Aaron, 1977), lo cual indica que el grado de activacion de dichos circuitos se incrementa

cuando el estimulo olfatorio es mayor.
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Fig. 8 A) Esquema de las capas del buibo olfatorio: Capa- nervio olfatorio, glomerular,
capa plexiforme externa, capa de células mitrales y capa granulosa. B Organizacidn sindptica
delas principales neuronas del bulbo olfatorio. Cél. perigromerular, Célmitraly Cél granulosa.

(Kandel y cols, 1995).

Con base en esta informacién y tomando en cuenta que la mucosa nasal es el primer sitio
expuesto al ozono del cual se han reportado importantes cambios morfologicos en las células
epiteliales de la mucosa respiratoria, como hiperplasia y metaplasia con un alto nivel de replicacion
de DNA (Hotchkiss y cols., 1991; Johnson y cols., 1990), nuestro interés radicé en estudiar el efecto
de la exposicién a dicho gas sobre la mucosa olfatoria y sobre Ias neuronas granulosas las cuales
presentan una organizacion sinaptica importante debido a los circuitos de retroalimentacion local
y a los contactos realizados con diferentes celulas del bulbo olfatorio, principlamente con las células
mitrales que reciben aferencias directas del nervie olfatorio lo cual implica una zona importante de

integracion olfatoria.
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JUSTIFICACION

Con los antecedentes de estudios previos sobre las enfermedades neurodegenerativas que
cursan con un estado de estrés oxidativo asi como en modelos experimentales, en los cuales se
presentan alteraciones funcionales y morfologicas en el sistema olfatorio, surge la necesidad de
plantear si el estrés oxidativo generado por la exposicion aguda a ozono se producen alteraciones
en la mucosa y bulbo olfatorios de rata; afectados directamente por la via directa en el proceso de
inhalacion de dicho gas, e indirectamente por los radicales libres que no fueron compensados por el

pulmon y llegan por el torrente sanguineo.

Con lo anteriormente expuesto s¢ plantean la siguiente hipOtesis y los objetivos

HIPOTESIS

Si el estado de estrés oxidativo generado por la exposicion aguda a O; produce alteraciones
en el SNC, en la mucosa respiratoria y en la vias aéreas superiores, la exposicion a dicho gas podria

inducir alteraciones del epitelio olfatorio vy de las neuronas granulosas del bulbo olfatorio de ratas

OBJETIVO GENERAL
Estudiar ei efecio del estrés oxidaiivo como consecuencia de la exposicion aguda a 0zono

sobre la morfologia de la mucosa olfatoria y de las neuronas granulosas del bulbo olfatorio de ratas

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Analizar las alteraciones morfologicas de la mucosa offatoria y de las neuronas granulosas
de bulbo olfatorio de ratas expuestas a 0zono.

2 - Cuantificar la densidad espinosa de las dendritas de las celulas granulosas de bulbo
olfatorio de ratas después de la exposicion a ozono.

3 - Realizar un analisis de las alteraciones ultraestructurales de la capa granulosa de bulbo

olfatorio de ratas expuestas a 0zono.
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METODO

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250 g con libre acceso a agua y
comida en un cuarto limpio de contaminantes.

Expuosicién a ozono: Las ratas fueron expuestas a 1-1.5 ppm de O, durante 4 horas, (n=5 por
cada grupo), en una camara de acrilico con dimensiones de 56 cm. de ancho x 60 cm de largo y 35
cm. de alto hermeticamente cerrada, conectada a un generador de ozono, el cual consistié de un tubo
de vidrio con trozos de aluminio y dos electrodos a los que se les paso una corriente de oxigeno a
un alto voltaje, y el oxigeno que circulo a través del tubo fué convertido a ozono. Los niveles de la
produccion de ozono fueron proporcionales a ia intensidad de corriente y al flujo de aire. Durante la
exposicion se cuantifico la concentracion de ozono en un monitor PCI & Control System Ozone

Monitor aprobado por la EPA.

SISTEMA DE EXPOSICION A OZONO |

CAMARA CERRADA

e 7 N
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Disefio Experimental: Los animales para su estudio se dividieron en 2 grupos: 1) grupo
expuesto a ozono, 2) grupo control expuesto a aire filtrado.

El grupo experimental se dividié en 5 subgrupos y fueron sacrificados a2 h, 24 h, 5 dias, 10
dias y 15 dias después de la exposicion a ozono y el grupo control se sacrifico a las 2 h.

Para la obtencion de los bulbos olfatorios, los animales se anestesiaron (dosis letal) con
pentobarbital sodico y se perfundieron por via adrtica con solucion salina al 0.9 %, seguida del fijador
(2% de paraformaldehido y 2% de glutaraldehido en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M pH
7.4). Posteriormente se obtuvieron los bulbos olfatorios derecho e izquierdo alternadamente, y se
procesaron con la técnica de Golgi y con la técnica de microscopia electronica de transmision.

Después de la extraccion de los bulbos olfatorios, las muestras de la mucosa olfatoria
adyacente a la placa cribosa se mantuvieron 12 h a 4°C en la solucién fijadora, posteriormente se
procedié a disecar las mucosas olfatorias desprendiéndolas de la superficie de la placa cribosa con
una microespatula de madera, y se procesaron con la técnica de microscopia electronica de

transmision, para realizar cortes semifinos.
Técnica de Golgi

La tecnica de Golgi consistié en mantener los bulbos olfatorios durante 7 dias postfijacion,
en la solucion ésmico dicromica (1g de tetradxido de osmio y 8 g de dicromato de potasio disueltos
en 300 ml de agua destilada), posteriormente los fragmentos se lavaron con agua destilada v se
mantuvieron 24 h en una solucion acuosa de nitrato de plata al 0 75 % y se realizaron cortes de 90
mm de espesor, los cuales se deshidrataron, aclararon con eugenol y xilol para finalmente montarlos
con resina sintética para su observacion.

El estudio citologico se realizd directamente en un microscopio Optico, utilizando una reglilla
montada en el lente ocular. El anaiisis consistié en caracterizar la morfologia de la poblacion
neuronal granulosa de los bulbos oifatorios de tedos los grupos, se realizaron mediciones del eje
menor y mayor del cuerpo neuronal y se cuantifico el nimero de espinas dendriticas en 20 mm de

longitud, a partir de la bifurcacién de las dendritas secundanas.
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Técnica de Microscopia Electronica de Transmision

Las muestras de bulbo y mucosa olfatoria después de la fijacion se lavaron con una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1IM pH 7.4, y fueron postfijadas durante 1 30 h con tetradxido de osmio
al 1% preparado con cacodilato de sodio; posteriormente los fragmentos se lavaron con una solucién
amortiguadora de fosfatos en tres cambios de 10 minutos cada uno Posteriomente se deshidrato el
tejido con alcoholes en concentraciones crecientes (del 50% al 96%) durante10 minutos cada uno y
finalmente tres cambios de alcohol al 100% durante 10 minutos. Posteniormente el tejido fué colocado
en tolueno durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Los fragmentos se infiltraron en una mezcla
de resina 11 araldita-tolueno a 60°C Se mantuvieron por 12 horas en una mezcla 3.1 de araldita-
tolueno a temperatura ambiente. Los fragmentos ya infiltrados se incluyeron en araldita pura a 60°C
durante 24 horas.

Se realizaron los cortes semifinos de 300 nm de las mucosas y de los bulbos olfatorios, en un
ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de vidrio. Los cortes se montaron en portaobjetos
y se tifiieron con una solucion acuosa de azul de toluidina al 1 %.

Los cortes se observaron en un microscopio Zeiss y se llevo a cabo el analisis morioldgico
de las mucosas, el cual consistio por una parte, en medir el espesor del epitelio de la mucosa olfatoria
y por otra, evaluar el daiic del epitelio y de la porcion glandular, realizando un anaiisis
semicuantitativo tomando mayor daifio con el valor de 3, regular 2, menor como 1 y 0 sin dafio (o=
10 por rata). en las mucosas y bulbos olfatorios.

Para el estudio ultraestructural los cortes finos de 90 nm de los bulbos olfaterios, se
realizaron en un ultramicrotomo Reichert-Jung, montandolos en rejillas de cobre y fueron
contrastados con acetato de uranilo al 5 % durante 20 min vy con citrato de plomo al 0.4 % por 5 min.

El estudio ultraestructural se realizd en un microscopio Zeiss EM 10 directamente en la
pantalla del microscopio, el cual consistid en determinar el porcentaje de dafio neuronal de una
poblacion de 100 neuronas granulosas de los bulbos oifatorios de cada rata (control y experimental)
Los parametros de dafio neuronal, gue se tomaron en cuenta fueron: la presencia de vacuolas,
alteracion mitocondrial (edema y/o pérdida de crestas) y/o presencia de granulos de lipofucsina.

Para el analisis estadistico del estudio citolégico se utilizé la prueba de t de Student para

muestras apareadas y la prueba de Wilcoxon para el estudio ultraestructural
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RESULTADOS

Los resultados del presente trabajo revelaron alteraciones morfologicas en la mucosa y en el

bulbo olfatorio de ratas expuestas a ozono, y sacrificadas en los diferentes tiempos mencionados.
Mucosa Olfatoria

El analisis citologico de las mucosas de los anin}ales control mostrd caracteristicas normales
como lo descrito anteriormente, epitelio olfatorio pseudoestratificado con cilios, lamina propia de
tejido conectivo fibroelastico con las porciones secretoras de las glandulas de Bowman.

En contraste con el gnipo control, las mucosas de los grupos expuestos a 0zono, mostraron
evidentes dafios citotoxicos, como vacuolizacion de las glandulas de Bowman, pérdida parcial de
cilios del epitelio y células picnoticas en el estrato basal del epitelio olfatorio, alteraciones que se
evaluaron realizando un analisis semicuantitativo tomando mayor dafio con el valor de 3, regular 2,
menor como 1 y 0 sin dafio (n= 10 por rata).

En cuanto a la presencia de cilios se observd que el grupo control (Fig 9 A) y el expuesto a
ozono y sacrificado después de 2h presentaron valores similares que el grupo control, mientras que
los grupos de 24 h, 5, 10 y 15 dias mostrarén significativa pérdida de cilios comparada con los
controles p<0.05 {Grafica 1).

El epitelio pseudoestratificado de las mucosas del grupo control se ebservd normal (Fig 9 A),
mientras que los grupos de 2 h y 5 dias mostraron mayor dafio significativo (presencia de células
picnoticas) comparado con los grupos de 24 h, 10 y 15 dias (Fig 9 B), estos Gltimos grupos
presentaron un dafio menor, pero significativo comparado con el grupo control p< 0.05 (Grafica 2).

Las glandulas de Béwman del grupo control (Fig 9 C) y de los grupos expuestos y
sacrificados a los 10 y 15 dias no mostraron alteraciones, en contraste con los grupos de 2 h (FigoD)

y 5 dias los cuales presentaron dafio significativo comparado con los coniroles p< 0.05 {(Grafica 3).
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Grafica 1. Pérdida de cilios del epitelio olfatorio de ratas control, expuestas a ozonoy

sacrificadas a diferentes tiempos * = p < 0.05. Los valores corresponden a las medias = error est.
del grado de mayor (3) y menor pérdida (1) de cilios.
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Grafica 2. Dafio del epitelio olfatorio de ratas expuestas a ozono y sacrificadas a diferentes tiempos
* = p < 0.05. Los valores corresponden a las medias * error est. al grado de dafio epitelial.
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Grafica 3. Daiio en las glandulas de Bowman de ratas expuestas a ozono sacrificadas a diferentes
tiempos y comparados con el grupo control (medias + error est. del grado de dafio glandular) .
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Por otra parte se realizaron 10 mediciones de! espesor del epitelio mencionado de cada rata. de

los grupos control y expuestos a ozono Los grupos expuestos a ozono y sacrificadosalas2h y 24 h

presentaron disminucion del espesor epitelial significativamente inferior que el grupo control (p <0.01),

mientras que ¢l grupo de 5 dias mostré aumento estadisticamente significativo comparado con el grupo

control (p< 0.01) (Tabla 1 y Grafica 4). En los grupos expuestos a ozono y sacrificados a 10 y 15 dias

después, se aprecid también dafio citotoxico como el descrito anteriormente, pero en menor grado y el

espesor del epitelio fué muy similar al del grupo control p=0.36 y p= 0.67 respectivamente (Tabla 1)

Tabla 1. Media del espesor del epitelio olfatorio (um) + error est,

CONTROL

0,2h

0;24h

0, 5d

0, 10d

0, 15d

54.44 £1.8

48,14 £2.8

43.68 =1.3

64.33 £2.2

56.8 +2.4

55.6 £2.0
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Bulbo Olfatorio
Estudio Citolégico

El analisis citologico del bulbo olfatorio consistié en realizar mediciones del eje menor y mayor
de 165 neuronas granulosas de la capa interna del bulbo olfatorio por cada subgrupo (Fig. 10y 11), como
se puede observar en la Tabla 2 y Grafica 5, los valores de las dimensiones de dicha poblacién neuronal
son similares en los grupos control y experimentales (Fig 12 y 13) a excepcion del subgrupo expuesto
a 0zono y sacrificado 5 dias después de la exposicion, el cual mostrd aumento significativo del gje menor

de las células granulosas.

Tabla 2. Medias de las dimensiones del soma (um) de las neuronas granulosas (+ ervor est.)

Soma Control O,2h 0O, 24h 0, 5d 0,10d 0O, 15d
Eje 10.4 £0.15 | 10.6 £0.12 | 10.2 £0.12 | 10.4 £0.10 | 10.2 £.08 | 10.6 =0.14
mayer
Eje menor | 8.4 +£0.15 | 84 +0.11 | 7.9+0.13 | 9.1+0.11 | 8.5+.09 8.4 +0.12

Por otra parte se cuantifico el nimero de espinas dendriticas en 20 pm de 495 dendritas
secundarias de 165 neuronas granulosas de los bulbos olfatorios, de 5 ratas de cada subgrupo. Se
observo en los 5 subgrupos de animaies expuestos a ozono un decremento errla densidad espinosa siendo
mas notable a los 5 dias (Fig 14), sin embargo el subgrupo sacrificado a los 10 dias (Fig 15) presentd
mayor niamero de espinas dendriticas que los subgrupos de 2h, 24h y 5 dias, y el subgrupo de 15 dias
(p<0.01) (Tabla

mostrd valores muy similares al del grupo control, aunque significamente diferentes

3 y Gréfica 6 ).

Tabla 3. Medias del mimero de espinas en 20 um de dendritas secundarias { + etror est.)

CONTROL
12.36 £ 0.13

0, 2h
753+ 0.11

0, 24h 0, 5d

5.09 £0.12

0,10d
7.78 + 0,14

0, 154

715 £0.10 11.51 £ 0.16
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Grafica 5. Dimensiones del soma de las neuronas granulosas del bulbo olfatorio de ratas control,
expuestas a ozono y sacrificadas a diferentes tiempos, los valores estan representados por las medias
de los ejes mayor y menor (um) + error est. * = p <0.001.
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Gréfica 6. Efecto de la exposicion aguda a ozono sobre la densidad espinosa en dendritas secundarias.
de neuronas granulosas de ratas expuestas a ozono comparadas con los controles. Los valores
corresponden a la media £ error est. del nimero de espinas en 20 um *=p<0.05

Estudio Ultraestructural

La ultraestructura de las células granulosas de los bulbos olfatorios de los animales control,
(Fig. 16) mostraron caracteristicas como presencia de un gran nicleo con cromatina densa, el
citoplasma escaso presenté mitocondrias, reticulo endoplasmico escaso, aparato de Golgi y ribosomas
libres o dispuesios en rosetas.

A diferencia del grupo control, los animales expuestos a ozeno de todos los subgrupos
mostraron cambios ultraestructurales de la capa granulosa (Fig. 17), como discontinuidad de las vainas
de mielina, presencia de vacuolas en el axoplasma de algunos axones y dendritas, presencia de

granulos de lipofucsina en el neuropilo y edema de algunas mitocondrias con alteracién de la
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membrana interna.

Con respecto a las células granulosas, en todos los animales expuestos a ozone mostraron
alteraciones como evidente vacuolizacion del citoplasma y de las dendritas (Fig.18), presencia de
granulos de lipofucsina (Fig.19), aparato de Golgi dilatado (Fig. 20), edema mitocondnal, cisternas
de reticulo endoplasmico liso dilatado y ribosomas libres y en roseta.

Se determino el porcentaje de dafio neuronal de 100 células granulosas de cada rata expuesta
a ozono de los cinco subgrupos. Considerandose indicadores de daiio neuronal a las neuronas que
presentaron: vacuolas, y/¢ granulos de lipofucsina, y/o edema mitocndrial y/o pérdida de crestas de
las mitocondrias. El mayor dafio neuronal se presento en los subgrupos expuestos y sacrificados 2 h
y 5 dias. después de la exposiciOn a ozono, los grupos de 24 b, 10 y 15 dias presentaron valores muy

similares (Tabla 4 y Grafica 7).

Tabla 4. Promedio del porcentaje de dafio ultraestructural de neuronas granulosas del bulbo

olfaiorio.

CONTROL 0, 2h 0,24h 0,5d 0, 10d 0,154

5.5 61.4 32.6 56.6 333 33.7
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Grafica 7. Efecto de la exposicion aguda de ozono sobre las neuronas granuiosas.Los resultados
(media + error est.) estan representados como porcentaje de dafio neuronal * = p <0.00001.

Por otra parte se realizd un analisis de las neuronas granulosas de todos los subgrupos para
determinar el porcentaje de las alteraciones ultraestructurales como: presencia de vacuolas en las
dendritas y en el pericarion, edema y pérdida de las crestas de las mitocondrias, presencia de granulos
de lipofucsina y dafio del endotelio. También se analizo el grupo control para comparario con los
animales expuestos a 0zono.

Del anélisis del pericarion de las neuronas granulosas de los animales expuestos a ozono, los
subgrupos de 2 h y 5 dias mostraron mayor porcentaje de neuronas con vacuolas, el subgrupo de 24
h present6 valores menores que los subgrupos mencionados pero mayores que los subgrupos de 10

y 15 dias (Grafica 8 y Fig. 21).
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Grafica 8. Efecto de la exposicion aguda a ozono sobre las neuronas granulosas. Los resultados
(media = error est ) estan representados como porcentaje de neuronas con vacuolas en el
pericarion * = p < 00001

Para determinar las condiciones morfologicas de 1as mitocondrias en las neuronas granulosas
se determind el porcentaje de neuronas que mostraban mitocondrias con edema y/o pérdida de las
crestas, como se puede observar en la Grafica 9 la tendencia en ambas caracteristicas es muy similar,

los subgruposde2 h y 5 d presentaron mayor nimero de neuronas granulosas con dafio mitocondrial.
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Grafica 9. Efecto de la exposicidn aguda a ozono sobre las mitocondrias de las neuronas
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granulosas. Los valores (mediaterror est.) estan representados como porcentaje de neuronas que

mostraron mitocondrias con edema(A) y con pérdida de crestas (B) * = p <0.01.



Como se menciond anteriormente el ozono produce peroxidacion de lipidos por lo que se
determiné el porcentaje de neuronas granulosas con granulos de lipofucsina (Fig 22), como se puede
observar el la Gréifica 10 el grupo sacrificado a los 5 dias después de 1a exposicion a ozono mostréd
mayor porcentaje que los subgrupos de 2, 24 h, de 10y 15 d, que comparados con el grupo control

mostraron diferencias significativas p< 0.001.
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Grafica 10. Efecto de la exposicion aguda a ozono sobre las neuronas granulosas. Los resultados
(media + error est.) estan representados como porcentaje de neuronas con granulos de lipofiicsina
en el pericarion. * =p <0.015.
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Como se ha reportado previamente, ratas expuestas a 3 ppm de ozono durante 4 h presentan
alteracién del endotelio pulmonar (Hiroshima y cols. 1987), en el presente modelo, también se
observd vacuolizacion de las células endoteliales de algunos capilares de la capa granulosa de los
animales expuestos a ozono (Fig 23) vy sacrificados a 2 y 24 h, 5 y 10 dias, observandose mayor

alteracion a los S dias (Grafica 11).
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Gréfica 11. Efecto de la exposicion aguda a o0zono sobre el dafio endotelial en la capa granulosa
Los resultados (media + error est.) estan representados como porcentaje de capilares con dafio del
endotelio * = p < 0.02.



Fig. 9 Fotomicrografias de mucosa olfatoria de rata. (A) epitelio olfatorio de una rata control,
(B) epitelio olfatorio de una rata expuesta a ozone y sacrificada a las 2 h después de Ia
exposicién, note la presencia de células basales picnéticas ( ¥ ), (C) limina propia con
glandulas de Bowman normales, y (D) 14mina propia con glindulas de Bowman vacuoladas
(™) de una rata expuesta a ozeno y sacrificada a los 5 dias después de la exposicion. 400 X

'- Fﬁ%jﬂbﬂ s,:,",g




Fig. 10 Neurona granulosa esférica de bulbo olfatorie de una rata contrel. Note la
presencia de espinas en el soma y en las dendritas primarias y secundarias, 400 X

Fig. 11. Dos neuronas granulosas de butbo olfatoric con notable pérdida de espinas
dendriticas de un animal expuesto a ozono y sacrificade a los 10 dias despues de 1a
expaosicion, 400 X

39



40

Fig.12 Fotemicrografia de una neurona granulosa de bulbo olfatorio, con dos dendritas
secundarias y cuatro secudarias con gran densidad espinosa de un animal control, 400 X

Fig. 13 Neurona granulosa de una rata expuesta a ozono y sacrificada a los 10 dias
despues de la exposicion. Néotese que las dimensiones de ambas neuronas son similares,en
contraste con la diferencia en la densidad espinosa en el soma (') y en las
dendritas{®).400X
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Fig. 14 Dendrita secundaria de una neurona granulosa de bulbo olfatorio, con notable
pérdida de espinas dendriticas, de una rata expuesta a ozono y sacrificada a los 5 dias
después de la exposicion 1000 X.

Fig, 15 Dendrita secundaria de una neurona granulosa de bulbo olfatorio de una rata
expuesia a ozone, y sacrificada a 10 dias después de la exposicién. Note la gran densidad
de espinas dendriticas, 1000 X,
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Fig. 16 Micrografia de cuatro neuronas granulosas de bulbo olfatorio de una
rata control, con su escaso citoplasma caracteristico, prominentes niicleos con
cromatina condensada y mitocondrias normales ( ™ ).16 000 X, Barra = 0.5 gm

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN




43

Fig. 17 Micrografia de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata
cxpuesta a ozono, sacrificada a 10 dias después de la exposicion. Se puede
observar una neurona granulosa y axones con ia mielina alterada y uno de
ellos con axoplasma evidentementie vacuolado u) y la presencia de granulos de
lipofucsina en el neuropilo = . 12 800 X, Barra=1 pm .
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Fig. 18 Neuropilo de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata sacrificada a los
15 dias después de la exposicién a ozono. Note en la porcién central una gran dendrita

con grandes vacuolas 6400X, Barra=15pm.
=
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Fig. 19 Micrografia de la capa granulosa de una rata expuesta a ozono y sacrificada a
los 10 d. después de la exposicion. Se puede observar axones mielinizados. Note la
presencia de granulos de lipofucsina en el neuropile = 16 000X, Barra=0.5 pm.
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Fig. 20 Neurona granulosa de un animal expuesto a ozono, sacrificado 15 dias
después de la exposicién a ozono, con el aparato de Golgi dilatado ™ |, el citoplasma

presenta gran cantidad de ribosomas libres y dispuestos en rosetas ) caracteristico.
16 860 X, Barra = 0.5 jim .
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Fig. 21 Micrografia de bulbe olfatorie de un animal expuesto a ozono y sacrificado a
los 15 d. después de la exposicién a ozono. Se puede observar el nearopilo y una
neurona granulosa con el pericarion vacuolados g 16 000 X, Barra=0.5 pm .
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Fig. 22 Micrografia del citoplasma de una neurona granulosa de una rata expuesta a
ozono y sacrificada a las 2 hrs. Note la presencia de grinulos de lipofucsina ™ y la
gran cantidad de mitocondrias electrodensas - 17000 X, Barra=0.5 pm .
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Fig. 23 Capilar de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata expuesta a ozono
y sacrificada a 10 dias después de la exposicion, se puede observar el endotelio
notablemente vacuolado g y con citoplasma denso. Note la presencia de granulos de
lipofucsina @ 11970 X, Barra=1 pm.
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DISCUSION

Estudios previos sugieren que el primer sitio de reaccidn del ozono es sobre el fluido
superficial epitelial presente en las vias respiratorias altas y bajas (Langford y cols., 1995). Este gas
interactia con biomoléculas como aminodcidos, grupos amino y acidos grasos insaturados
produciendo productos de oxidacion secundarios (Mudway y Kelly 2000). Los productos de la
peroxidacion de lipidos son aldehidds, perdxido de hidrogeno y radicales libres que originan una
cascada de cambios patologicos locales como el dafio observado en la mucosa olfatoria en el presente
estudio, debido probablemente a la alteracion en la permeabilidad epitelial, asociada al incremento
en el namero de leucocitos polimorfonucleares del lavado broncoalveolar, y parénquima pulmonar
(Bhalla, 1999; Postlethwait y cols., 1998, Miller y cols. 2001).

Cuando los sistemas antioxidantes no pueden contrarestar los radicales libres del fluido
superficial epitelial de pulmén (Langford y cols., 1995), estos pasan al torrente sanguineo y se
distribuyen por todo et organismo incluyendo al cerebro, como se sugiere en este trabajo en el se
evidenciaron alieraciones morfologicas de las neuronas granulosas del bulbo olfatoric debido
probablemente al efecto parcial de las ROS secundarnias formadas por la exposicion aguda a ozono

Mucosa Olfatoria

La mucosa olfatoria es un blanco importante de la accién de drogas o compuestos que
inducen toxicidad tanto en el neuroepitelio olfatorio, como en las glandulas de Bowman en la lamina
propia del epitelio respiratorio del raton (Bahrami y cols., 2000). También se ha reportado que el
neuroepitelio de la mucosa olfatoria y las vias olfatorias de pacientes con enfermedad de Alzheimer
presentan neuritas disiroficas inmunoreactivas a tau, neurofilamentos v presencia de depositos de -
amiloide asociado con disfuncion olfatoria {Armold y cols., 1998). Los resultados del presente
estudio mostraron, dafios citotoxicos en el epitelio olfatorio provocados por 1a exposicion a ozono,
lo que se puede correlacionar a un aumento en la permeabilidad epitelial como lo reportan Kerl y cols.

(1987), y a cambios histopatolégicos como metaplasia y necrosis como se ha reportado en el epitelio
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respiratorio (Harkema y cols, 1987, Fanucchi M. y cols, 1998, Calderon y cols,1993) Ademas se
observardn células epiteliales basales picnéticas en todos los grupos expuestos a ozono, esto podria
corresponder a una respuesta degenerativa del epitelio olfatorio (Carr y Farbman, 1993).

En el presente estudio también se observo pérdida de cilios en el epitelio oifatorio en todos
los grupos estudiados, consecuencia probablente al efecto directo del ozono sobre la superficie
epitelial. Sin embargo, en la lamina propia se observo, alteracion de las glandulas de Bowman
solamente en los grupos sacrificados a las 2 hy 5 dias después de la exposicion a ozono.

Se ha evidenciado que la exposicion a ozono produce aumento en la liberacidn de
interleucinas TL-4, IL-6, IL-8 y el TNFa presente en la mucosa nasal humana en cultivo y en epitelio
de las vias respiratorias de mono correlacionado con inﬁltracié.n de neutrofilos ( Schierhom y
cols ,1999, Chang y cols., 1998, Suzuki y Farbman, 2000), esto indica que el dafio producido esta
asociado a un proceso inflamatorio (Rusznak y cols. 1996), que se presenta en el tracto respiratorio
de animales expuestos a ozono (Harkema y cols. 1987). También se ha reportado pérdida de cilios,
necrosis de las células ciliadas y secretoras e hiperplasia de estas ultimas, en el epitelio nasal de
monos, después de 6 dias de exposicion a 0.15 ppm de ozono durante 8 h diarias (Harkema y
cols.,1987), y en ratas expuestas a 0.8 ppm a dicho gas, presentan hiperplasia del epitelio nasal y
metaplasia de las células secretoras (Hotchkiss y cols., 1991; 1997; Fanucchi y cols., 1998, Harkema
JR. y cols., 1999), situacion que observamos en este estudio.

Por otra parte, el grupo sacrificado 5 dias después de la exposicidn a ozono mostrd aumento
significativo en el espesor del epitelio olfatorio comparado con el grupo control, lo cual podria
explicarse como una respuesta proliferativa de dicho epitelio, (Salmon y cols., 1998; Longphre y
cols., 1996) como fué observado en el epitelio bronquial y alveolar de ratones expuestos a ozono,
probablemente como efecto del dafio oxidativo secundario sobre el tejido inducido por las ROS
producidas por el propio tejido afectado, como parte del proceso de deterioro celular. Otros autores
reportaron anmento en la sintesis de DNA asociado con hiperplasia del epitelio respiratorio de ratas

expuestas a 0.8 ppm de ozono (Johnson y cols., 1990, Salmon y cols, 1998). Sin embargo, la
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alteracion en el espesor del epitelio olfatorio, tiende a recuperarse, debido a que animales expuestos
a 0zono y estudiados a los 10 y 15 dias después de la exposicion, mostraron valores del espesor de
la mucosa olfatoria muy similares al de los sujetos control. Este hallazgo podria deberse a la
capacidad regenerativa del epitelio olfatorio, mediante la diferenciacion de las células epiteliales
progenitoras como lo han reportado Goldstein y Schwob (1996).

Ishii, y cols. (1998) mencionaron, que las alteraciones inducidas por estrés oxidativo, también
pueden ser reversibles, estos autores encontraron que la exposicion a 2 ppm de ozono produce
inflamacion pulmonar que es reversible a los 7 dias.

Ademas se podria sugetir que a los 10 y 15 dias, se presenta una compensacion de los
sistemas antioxidantes endogenos, manifiesta como un proceso de reparacion de la mucosa olfatoria
que podria reflejar un restablecimiento siniptico entre los receptores olfatorios con las células del

bulbo olfatorio.

Buibo Oifatorio

El estudio citologico de bulbo olfatorio reveld, que el tamafio de las neuronas granulosas de
los animales expuestos a ozono y sacrificados a las 2 hy 24 h, 10 y 15 dias después de finalizar la
exposicion, fué similar al tamafio de las células gramilosas de los animales control. Sin embargo los
estudios realizados en el subgrupo expuesto a ozono y sacrificado después de 5 dias, mostré aumento
del eje menor estadisticamente significativo comparado con el grupo control. Esta alteracion puede
explicarse; 1) por ¢l dafio oxidativo que afecta tanto al epitelio olfatorio cuyas neuronas proyectan
al bulbo olfatorio (via directa), 2) asi como al efecto del aumento en las ROS secundarias a la
exposicion a ozono que llegan al bulbo olfatorio por via sanguinea (via indirecta) afectando a las
neuronas gramilosas. El aumento del eje menor puede explicarse por edema de dichas neuronas por
la alteracion de la homeostasis y deterioro en la regulacion del flujo iénico por la membrana
plasmatica (Evans, 1993; Menzel y Meacher, 1999).

En el presente modelo de estrés oxidativo generado por ozono, se observo, pérdida de las
espinas dendriticas de las neuronas granulosas de todos los grupos expuestos a ozono, debido

probablemente al incremento en la proauccién de radicales libres que llegaron a esta estructura
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mediante las dos vias descritas previamente y las cuales podrian inducir cambios en la morfologia y
distribucion de las espinas dendriticas, como lo propone la teorfa de oxido-reduccion {Park J.§,,
1996, Smythies, 1999), en la cual indica que sefiales oxidativas producen cambios en la organizacidn
sindptica y modificacion en la expresion de espinas dendriticas.

Las espinas dendriticas, son sitios de contacto sinaptico, unidades aferentes locales (como en
las sinapsis dendrodendriticas del bulbo olfatorio) que modifican el potencial sinaptico pasivo, donde
se realiza sintesis de proteinas locales y compartimentalizacion dinamica de Ca*™ que al alterarse su
cinética se produce retraccion o elongacion del cuello de las espinas (Shepherd G M, 1996;
Pongrascz F., 1985, Miiller y Connor, 1991 Majewska, y cols. 2000). Ademas son estructuras
postsinapticas dindmicas no permanentes (Quartz y Sejnowski, 1998), con capacidad de sufrir
cambios en condiciones favorables 6 adversas (Majewska y cols., 2000 Yuste y Bonhoeffer 2001),
que aumentan en numero durante los procesos de aprendizaje y memoria ¢ disminuyen en el
alcoholismo cronico, en procesos como el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas que
cursan con un estado de estrés oxidativo como la EP y Alzheimer { Ferrer y cols, 1986, Jacobs B. y
cols,, 1997, Moser y cols , 1994; Catala y cols., 1988), estos cambios producidos por estrés oxidativo
son evidencias para explicar la pérdida de plasticidad que se presentan en las enfermedades
neurodegenerativas.

Por otra parte, la mayor pérdida de las espinas dendriticas del grupo expuesto a ozono y
sacrificado a los 5 dias, podria ser una respuesta tardia inducida por la posible alteracion de los
receptores olfatorios (via directa), que se manifestd como mayor dafio del epitelio olfatorio a los 5
dias por un posible aumento de los ROS producidos por los teiidos dafiados; esto coincide con
estudios previos en los cuales se presenta disminucion en la densidad espinosa cuando se produce
experimentalmente deprivacion de estimulacion olfatoria (Rehn y cols., 1988).

Ademas, la pérdida de espinas dendriticas podria deberse al aumento en la permeabilidad
de la barrera hemato-encefalica inducida por los radicales libres y ROS (via indirecta), y podrian dafiar
a las neuronas de diferentes regiones cerebrales como el bulbo olfatorio, manifestindose una

alteracion en el citoesqueleto de las espinas dendriticas, (por desestabilizacion producida por el
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aumento de Ca 2" intracelular) constituido de microtubulos de actina, los cuales determinan la
morfologia de las espinas de las neuronas granulosas (Colin y cols., 1999; Avila y cols., 1999; Evans,
1993; Rossum y Hanisch, 1999, Matus A. 2000).

Sin embargo, la disminucion en el mimero de espinas esta en funcidn del tiempo, debido a
que las neuronas granulosas de los grupos expuestos a ozono y sacrificados a los 10 y 15 dias después
de la exposicion, mostraron un mayor niimero de espinas dendriticas que las neuronas de los grupos
expuestos a ozono y sacrificados a las 2h, 24h y 5 dias. Se podria sugerir que el aumento en la
densidad espinosa se manifiesta como un restablecimiento de la integridad neuronal, como cuando
se interumpe el consumo cronico de alcohol en ratones (Lescuadron y cols., 1989), debido
posiblemente a la capacidad plastica que presentan ciertas neuronas cuando el estrés oxidativo es
compensado vy se inducen sefiales antioxidantes enddgenas, involucrando formacion y plasticidad de
las espinas dendriticas para aumentar el campo receptivo, como indicadores de recuperacion celular,
como se observa en condiciones fisiologicas como respuesta a hormonas, interaccion microambiental,
actividad neuronal etc. (Burgess y Coss, 1983, Sunanda y cols., 1995, Ramén, 1999, Harris, 1999;
Yuste y Bonhoeffer, 2001).

En cuanto al analisis ultraestructural, las neuronas granulosas de los animales expuestos a
ozono mostraron cambios que corresponden a alteraciones citoplasmicas gue tienden a ser
reversibles en los grupos sacrificados a los 10 y 15 dias, como: vacuolizacién dendritica y
citoplasmica, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico rugoso dillatado, aumento de los granulos
de lipofucsina y edema mitocondrial, el neuropilo también present6é vacuolizacion dendritica y
axoplasmica. |

En los grupos expuestos a ozono de 2 h y 5 d se observo mayor dafio neuronal, los cuales
mostraron frecuentes neuronas granulosas con citoplasma vacuolado que corresponden a las
evidencias morfologicas que el estrés oxidativo produce dafio celular secundario a la exposicién
aguda a ozono. Esto puede explicarse porque los radicales libres producen peroxidacion de lipidos,
oxidacion de proteinas estructurales y enziméaticas que pueden incrementar la proteélisis, aumentar

la permeabilidad del calcio y la pérdida del control electrolitico debido al blogueo del transporte
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activo (Simonian y Coyle, 1996). Todos estos factores llevan a una pérdida de las de las funciones
de membrana y estimulacion de citocinas, lo que explica el edema (Mudway y Kelly, 2000).

En los grupos mencionados también se presentd un mayor porcentaje de neuronas con edema
mitocondrial y pérdida de membrana interna, que podria asociarse a la alta suceptibilidad de las
mitocondrias a las especies reactivas de oxigeno en condiciones de estrés oxidativo que se manifesta
como disfuncion mitocondrial, generada por el aumento de Ca™ intracelular e intramitocondrial,
reduccion de la produccion de ATP, alteracion en los eomplejos de la cadena respiratoria , gen\éracién
de radicales libres intramitocondriales, edema mitocondrial y alteracion de la integridad de la
membrana interna de las mitocondrias similar a lo reportado en la EP y Alzheimer (Dykens, 1999;
Kowaltowski y Vercesi, 1998; Fernandez-Checa, 1998; Lenaz, 1998, Schapira, 1994, Donato, 2000,
Hirat, v cols. 2001). Sin embargo a diferencia de los grupos de 2 hy 5 d, las neuronas granulosas de
animales expuestos a ozono y sacrificados a las 24 h después de la exposicion, no mostraron
alteracion mitocondrial significativa, esto podria deberse a la estimulacion del sistema antioxidante
endogeno por el aumento de ROS alas24 h

Con respecto a la presencia de granulos de lipoficsina en las neuronas granulosas, se observo
que todos los grupos expuestos a 0zono mostraron, aumento significativo en el nimero de neuronas
con lipofucsina. Esie aumento podria deberse a las reacciones de peroxidacidon y autooxidacion de
lipidos insaturados y oxidacion de proteinas, generando una mayor produccion de radicales libres, con
el consecuente aumento en la concentracion de perdxido de hidrdgeno, incremento en la difusion de
este hacia ¢l aparato acidico vacuolar, para la formacién de granulos de lipofucsina y produccion de
lipofucsina en los lisosomas de neuronas que cursan en un estado de estrés oxidativo, proceso que
se ha descrito en neuronas del micleo olfatorio anterior de pacientes con EP (Yin y Brunk, 1998;
Hawkes y cols., 1998).

E! grupo expuesto a ozono y sacrificado a los 5 dias después de la exposicion, mostré mayor
porcentaje de neuronas granulosas con lipofucsina y mayor dafio endotelial que los grupos
sacrificados a las 2h, 24h, 10d y 15 d después de la exposicion, hallazgo que podria explicarse como

una consecuencia de el aumento en la cantidad de ROS secundarios al dafio endotehal, lo que lleva
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a una alta produccion de H,0, dando como resultado el incremento en el nimero de neuronas con
granulos de lipofucsina; al ser compensado dicho dafio por mecanismos reparadores del dafio
oxidativo a los 10 y 15 dias el porcentaje de neuronas con lipoficsina disminuye,

En el presente modelo de estrés oxidativo se observd dafio endotelial, v ée ha sugerido que
los pequefios capilares son el principal blanco de accion del ozono (Bils, 1970; P'an y cols., 1972)
Bils, (1970); P'an y cols., 1972), este dafio tiende a ser reversible a los 15 dias postexposicion
posiblemente por la estimulacion del sistema antioxidante enddgeno. En otros modelos se ha
reportado dafio endotelial en las regiones centro acinar de pulmdn y en cultivo de células endoteliales
de cerebro porcino bajo condiciones de hipoxia en ratas expuestas a 3ppm de ozono durante 4 h
(Hiroshima y cols., 1987; Blasig y cols., 1994).

De los resuitados del presente trabajo, podria sugerirse que la exposicion aguda a ozono
produce efectos a corto plazo a fas 2 h, lo que se manifiesta por las alteraciones en el epitelio
olfatorio, la pérdida de las espinas dendriticas y la presencia de vacuolizacion y alteracion
mitocondrial de las neuronas granulosas (Fig.24). Estos dafios podrian explicarse por la produccién
de ROS secundarios inducidos por el ozono. Sin embargo, en el grupo de 24 h mostré menos
alteraciones del epitelio olfatorio y de las neuronas granulosﬁs (Fig.24), debido a que los ROS
inducen una respuesta de ios antioxidantes endogenos.

A diferencia de los grupos mencionados, el grupo de 5 dias mostr6 mayor dafio del epitelio
olfatorio y en las glandulas de Bowman, aumento en las dimensiones de las neuronas granulosas con
gran pérdida de espinas dendriticas, aumento en porcentaje de neuronas con granulos de lipofucsina,
y dafio endotelial (Fig.24) que podrian corresponder a efectos a largo plazo de los ROS secundarios
formados como consecuencia del dafio celular observado a los 5 dias y como respuesta al influjo de
células inflamatorias en la mucosa nasal, como lo reportado previamente por Harkema vy cols. {(1987).
Las ROS probablemente generan aumento en peroxinitritos (Torreilles, y cols. 1999) que se
formarian como producto de la reaccion del 6xido nitrico y superoxido por accion de la éxido nitrico
sintasa tipo-III expresada en el endotelio dafiado como también se observa en EP (Torreilles, y cols.

1999). Dicho aumento en ROS podria inducir una activacion tardia del sistema antioxidante que
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explicaria la recuperacion parcial a los 10 y 15 dias-del dafio citologico de la mucosa olfatoria y
uliraestructural de bulbo olfatorio (Fig. 24).

Finalmente, en el modelo utilizado de estrés oxidativo no invasivo, se observaron diferentes
grados de dafio celular del epitelio olfatorio y del bulbo olfatorio, durante los diferentes tiempos de
estudio, que pueden interpretarse como un desequilibrio dindmico entre especies reactivas a oxigeno
secundarias al dafio tisular versus estimulacion de antioxidantes endogenos que podrian
correlacionarse con estadios iniciales de dafio neuronal descrito en pacientes con enfermedades

neurodegenerativas.
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CONCLUSION

De los resultados del presente estudio se concluye lo siguiente:

Que la exposicion aguda a ozono produce alteraciones citologicas en la mucosa y el bulbo
olfatorio inducidas probablemente por ¢l estado de esirés oxidativo generado por la exposicion
aguda a dicho gas.

Por otra parte, las alteraciones citologicas y ultraestructurales podrian ser una
manifestacion del dafio oxidativo generado directamente a través del neuroepitelio de la mucosa
olfatoria e indirectamente por el paso de radicales libres hacia el torrente sanguineo; ademas los
cambios ultraestructurales se manifestan a corto plazo como vacuolizacion del pericaridn a las
2 hya largo plazo por el aumento en el nimero de neuronas con granulos de lipofucsina que se
hace mas notorio a los § dias.

De lo anterior se puede concluir que en el modelo de estrés oxidativo producido por la
exposicion aguda a ozono produce cambios citologicos y ultraestructurales en las neuronas
granulosas del bulbo olfatorio, cambio que se ha encontrado previamente en enfermedades
neurodegenerativas que cursan con un estado de estrés oxidativo, y que éstas aiteraciones
disminuyen con el tiempo tendiendo a la normalidad cuando los sistemas antioxidantes son
eficaces, posiblemente por un proceso de plasticidad neuronal, por una posible compensacion del

dafio oxidativo, generado por los sistemas antioxidantes endégenos.
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