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Resumen 

Introd a cción. La hormona de crecimiento (OH) causa neuroprotección en el 

envejecimiento y en condiciones patológicas. La administración crónica de ozooo en ratas, 

causa estrés oxidativo y neurodegeneración progresiva en ciertas áreas cerebrales. El estrés 

oxidativo, induce la sobrexpresión de la cidooxigenasa-2 (COX-2) causando inflamación y 

dafio tisular. 

Objetivo. El objetivo general de este trabajo fue determinar el efecto de la OH sobre la 

expresión de COX-2 y las alteraciones hipocampales, causadas por la exposición a ozooo. 

Métodos. Setenta ratas macho fueron divididas en los siguientes grupos: 1) control; 2) tres 

grupos expuestos a ozono (025ppm) 4h diariamente 7, 15 Y 30 días respectivamente; 3) 

tres grupos iguales que los anteriores, tratados con OH s.C. (O.08U) tras cada exposición a 

ozono. En todos los grupos se midió la adquisición de memoria espacial, en un laberinto 

acuático. Después de cada tratamiento 6 ratas fueron sacrificadas y los hipocampos 

bomogenizados para cuantificar los niveles de lipoperóxidos (LPO). Otras 4 ratas fueron 

perfundidas y sus cerebros utilizados para inmunohistoquímica de COX-2 y óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS) , así como para la tinción de Kluver-Barrem. También se 

incubaron bomogenados de hipocampo en un medio oxidante con presencia de GH y ácido 

ascórbico, en los cuaJes se cuantificó LPO. 

Resultados. La memoria mostró una disminución en los grupos de ozono; el tratamiento 

con GH causó protección a los 3Od. Los niveles de LPO se incrementaron en todos los 

grupos respecto al control; el grupo tratado con OH 15d, tuvo menos LPO que el de sólo 

ozono. El número de células positivas a COX-2, se incrementó en cada tratamiento respecto 

al control; en los grupos con GH, disminuyeron a los 7d y 15d respecto a ozono solo. Se 

observó también que la inmunoreactividad de iNOS se incrementó en la exposición a 

ozono, sin efectos de la GH. El conteo de células mostró un decremento a los 15d y a los 

30d respecto al contro~ con un efecto protector en los tratamientos con GH. La 

cuantificación de LPO en los bomogenados de hipocampo, no mostró ningún efecto 

antioxidante de la OH, lo que si ocurrió con el ácido ascórbico. 

Conclusi6n. El ozono causó daño oxidativo sobre el hipocampo, lo cual pudo ser 

contrarrestado parc~nte por la administración de GH. Sin embargo, esta protección no 

es consecuencia de un efecto antioxidante directo. 
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Absfract 

btrodaction. Growth Hormone (GH) causes neuroprotection in aging and pathologica1 

conditions. Tbe chronic administ:ration of ozone in rats causes oxidative stress and 

progressive neurodegeneration in sorne brain areas. Oxidative stress induces overexpression 

of cyclooxigenase-2 (COX-2) producing inflarnmation and tissular damage. 

Objective. The main objective of this work. was to determine the effects of GH over the 

expression ofCOX-2 and the hippocampus aherations, caused by ozone exposure. 

Metllods. Seventy male rats were divided in the following groups: 1) control; 2) three 

groups exposed to ozone (0.25ppm) 4h daily 7, 15 and 30 days re spectiveIy; 3) three 

similar groups, treated with GH s.e (O.08U) after ea.ch ozone exposure. In alJ groups spatial 

memory acquisition was measured in a water maze. After each treatment, 6 rats were 

sacrificed and the hippocampus homogenized to measure tbe lipoperoxides (LPO) levels. 

Other 4 rats were perfunded and their brains used for irnmunohistocbemistry ofCOX-2 and 

inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), as well as for Kluver-Barrera dye. A1so control 

hippocampus homogenates were incubated in an oxidant medium, with the presence ofGH 

or ascorbic acid, tbe LPO were measured. 

Resolts. M~mory sbowed a diminution in the ozone groups, GH treatment caused 

protection at 3Od. Tbe levels of LPO increased in all groups respect control; the groups 

treated with GH 15d, had less LPO than only ozone group. The number ofCOX-2-positive 

ceUs. was increased in each treatment respect the control; in the GH groups the cell number 

decreased respect the only ozone groups. Also was observed that immunoreactivity to 

iNOS was incremented with the ozone exposure, without effects ofGH. Tbe ceO countering 

showed a decrease in 15d and 30d respect control group, with a litde protective effect of 

GR. In the incubation prove, quantification of LPO in hippocampus homogenized, did not 

showany antioxidant effect ofthe GH, contrary to the ascorbic acid effect. 

Conelosion. Ozone caused oxidative damage on the hippocampus, which could be reduced 

by the ad.ministratiQn of GH. However, that protection is not the consequence of a direct 

antioxidant effect. 
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Introducción 

Prólogo 

El hipocampo es una estructura de organización cortical, presente en el cerebro de 

los vertebrados, que ha sido asociada directamente con memoria espacial, tanto anterógrada 

como retrógrada Las poblaciones celulares del hipocampo, muestran fragilidad ante varios 

factores estresantes externos, como el estrés emocional crónico, la ausencia de hormonas 

esteroideas sexuales y el estrés oxidativo (Joels y col., 2004). En humanos y animales de 

edad avanzada, el hipocampo presenta marañas neurofibrilares de sustancias como el 

péptKlo pamiloide, el que pueden formarse como consecuencia del estrés oxidativo (Sub y 

Checler, 2002; Li Y col., 2003). Ante la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

acumuladas con la edad, se presenta expresión de citoquinas, que estimulan la activación de 

la microglia y los astrocitos, lo que promueve un estado reostático inflamatorio, cuyo efecto 

es particularmente dafiino en el hipocampo (Butterfield Y col., 200 1; Gebicke-Haerter, 

2001; Floyd Y Hensley, 2002; Hensley y Floyd, 2002). El estado de inflamación en el 

hipocampo, provoca muerte celular, mediada por la activación de varias vías de 

se6aJización. Estas vías incluyen a las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y 

la activación de lipidos de membrana como el Inositol-3-fosfuto (IP3), que regulan los 

niveles de Ca ++ intracelular (Li Y col, 2002). La muerte celular por apoptosis, se lleva a 

cabo por medio de caspasas, que destruyen de manera controlada el material celular, 

evitando de esa forma, daño al resto del tejido (Jellinger y Stadelmann, 2000; Gebicke­

Haerter, 200 1). El estrés oxidativo también puede causar un déficit energético por daño y 

pérdida de mitocondrias, lo que en ciertos casos desencadena la muerte por necrosis, debido 

al desbalance osmótico. 
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Los radicales libres en la fisiologfa 

Los radicales h1>res, fueron descritos en sistemas vivos hace ya más de cincuenta 

afias, eIl trabajos clásicos como el de Commoner y Townsed publicado en Nature (1954). 

Posteriormente, se propuso que los radicales hores de oxígeno, podían ser formados como 

productos de las reacciones enzimáticas en el metabolismo celular. En ese momento se 

consideró que las especies reactivas de oxígeno (ROS) podían ser la causa directa de 

muchos males, entre ellos el cáncer y casi cualquier proceso neurodegenerativo (Hannan, 

1956). Hacia la década de los sesenta y setenta, los radicales libres se empezaron a 

considerar como elementos importantes para los sistemas biológicos. Entre otros hallazgos, 

se descubrió la enzima super6xido dismutasa (SOD) que convierte el radical libre 

super6xido{ Ü:2 -.) en peróxido de hidrógeno {H2'h)(MCCord y Fridovich, 1969a, 1 %9b). El 

peróxido de hidrógeno (H2(h) es una molécula ahamente oxidante no radical que las 

(?élulas fácilmente pueden degradar en agua, mediante enzimas como la catalasa o el 

sistema de glutatión peroxidasa (GPx)(Mills, 1957; Dringen y col., 2(05). Posteriormente 

muchos científicos se dieron a la tarea de estudiar el daño oxidativo sobre DNA, proteínas, 

lipi~ y otros componentes de la célula (Beclanan Y Ames, 1998). 

Tiempo después, se encontró que además de los daños causados por las especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno, existen mecanismos fisiológicos que requieren de éstas. 

Por ejemplo, se ha descrito de que un derivado el anión super6xido, el radical hidroxilo 

(OH·), estimula la activación de la gllanilat.o ciclasa y la formación del segundo mensajero 

mónofosfato de guanosina cíclico (cG~) (Mittal Y M~ 1977). Otro ejemplo, es que el 

óxido nftrico (NO), es Wl!l especie de nitrógeno ahamente reactiva e inestable, y se 

encuentra regulando la contracción del músculo liso endotelial y la agregación plaquetaria 

(Roth Y Droge, 1987). Uno de los descubrimientos más importantes, es que las especies 

reactivas de oxígeno pueden regular la expresión génica., varios genes bacterianos son 

inducidos por HA (Cbristman y col., 1985). En el caso de los mamíferos, se encontró que 

pequeñas cantidades de Oz"y HzOz incrementan la producción de la interkucina 2 (IL-2), la 

cual es un importante factor de crecimiento linfocitario, poSIblemente como respuesta a la 
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activación del factor Ii:UCW 1dl (NFKl3) la cual se da en presencia de especies reactivas de 

oxígeno (Scbrecky col., 1992). 

En los animales las especies: reactivas están regulando distiQ.tas funciones 

fisiológicas. Entre éstas se encuentran la regulación del tono vascular, el monitoreo de la 

presión de oxígeno y la ampliación de la transducción de se6ales. La transducción de 

señales mediada por especies reactivas, puede regular la respuesta al propio estrés 

oxidat ivo , qUe mantiene el balance redox dentro de parámetros homeostáticos (Droge, 

2002). Por todo esto, la regulación homeostática del balance de óxido reducción, ha tenido 

una especial importancia, ya que se debe mantener el delicado equilibrio, entre las ventajas 

adaptativas del uso biológico de los radicales libres y sus efectos daftinos. El término de 

seflales oxidativas, es comúnmente utilizado paÍa describir procesos reguladores en los 

cuales la sefIa1 es derivada del balance redox. Las seila1es redox, son utilizadas por una 

amplia gama de organismos, incluyendo bacterias, y su utilización más común, es la 

inducción de defensas antioxidantes que reestablecen el estado original de bomeostasis 

redox, tras una exposición temporal a ROS (Droge, 2(02). Los radicales libres, las ROS Y 

las NRS, se encuentran en células y tejidos en concentraciones bajas pero cuantificables. 

Su,s concentraciones son determinadas mediante el balance entre sus tasas de producción y 

sus tasas de desactivación por las defensas antioxidantes (Gutteridge y Halliwell, 1989). 

El D.2 -. se forma por la reducción univalente del oxigeno molecular en estado 

triplete. Este proceso cataJizado por enzimas como las NAD(P)H oxidasas y la xantina 

oxidasa, también se da espontáneamente por compuestos reactivos como la 

semiubiquinona, compuesto de la cadena de electrones mitocondriaL Las enzimas soo 
convierten los Ch-· en H202. En los tejidos, el (h'" también se transforma en H2Üz 

mediante un proceso que no involucra enzimas. En la presencia de metales de tra:n<;ición 

reducidos, CQDlO el ion ferroso y el ion cuproso, el H2Ch puede ser convertido en el 

altamente reactivo OH-,. Por otra parte, el H!Ú2 puede ser convertido en agua por las 

enzimas cata1asa (CAn y glutatión peroxidasa (GPx). En la reacción de la GPx, el 

tripéptido glutatión es oxidado a disulfuro de glutatión, que puede ser convertido de nuevo 

en glutatión, por la enzima glutatión reductasa, en un proceso dependiente de NADPH 

(Shull y col., 1991). 

9 



El NO, es un radical libre de nitrógeno, que es producido en muchos organismos 

mediante la oxidación de uno de los átomos de l-arginina, este proceso es cataJizado por el 

grupo de enzimas oxido nftrico sintasas, dentro de las que se encuentran la Óxido Nítrico 

Sintasa Endotelial (eNOS), la ÓXido Nítrico Sintasa Inducible (iNOS) y la Óxido Nítrico 

Sintasa Neura1 (nNOS). Las tres enzimas son homólogas y se diferencían por su sitio de 

expresión. La iNOS es una enzima no coI15titutiva que puede presentarse en muchos 

tejidos, entre los que se encuentra el tejido nervioso, en respuesta a señales inflamatorias y 

a la activación del factor NF1CB (Pagliaro, 2003). Dependiendo del micro ambiente , el NO' 

puede ser convertido en otras especies reactivas de nitrógeno como el radical nitrosomio 

(NO+:> el anión nitroxilo (NO) Y el peroxinitrito (ONOO) Algunos de sus efectos 

biológicos, pueden ser mediados por la formación intermedia de S-nitroso-cisteína, o el S­

nitroso-ghrtatión. Debido a que el NO es rápidamente convertido por reacciones químicas 

no enzimáticas (pa1mer y col., 1998). 

Los ROS causan modificaciones en las proteínas. Estas modificaciones oxidativas 

pueden llevar a cambios en ia estructura Y funcionalidad de las proteínas, fragmentación 

química, o el aumento de la susceptibilidad al ataque proteo lítico , que se lleva a cabo 

especialmente en los proteo somas. Davies y Gokiberg (1987) mostraron que la proteólisis 

se incrementa más de once veces tras la exposición a Ch-· y a H2Ch. Por otro lado, en 

concentraciones de 20 a 4OOJ.1M de H2Ch, se inhibe la proteólisis y se puede provocar la 

acumu1ación intracelular de proteínas oxidadas, esto tiene como implicación directa, la 

acumulación de las marañas neuro:fibrilares, usuales en los procesos oeurodegenerativos 

(Stacftman y col., 1992). Los lípidos son moléculas tacilmente oxidadas por el ataque de 

radicales libres, las más comunmente oxidadas son los lipidos po1iinsaturados, ya que los 

radicales libres los capaces de extraer hidrógenos de los grupos metilos, lo que vuelve 

inestables a las moléculas y facilita la formación de grupos peroxilos, por lo que las 

moléculas reSlI}tantes se conocen como lipoperóxidos, moléculas que además pueden 

también actuar como radicales libres (Horton y Fairhurst, 1987). 

Las ~lulas Y tejidos vivos, tienen muchos mecanismos para reestablecer el estatus 

redox original tras una exposición temporal a estrés oxidativo. Por ejemplo, la producción 
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de NO" es sujeta a la retroalimentación inhibitoria directa de las NOS, mediante el NO' 

(Abu-Soud y col., 1995). Concentraciones de ROS elevadas, inducen en muchas células la 

expresión de genes cuyos productos exhiben actividad antioxidante, de hecho, se considera 

que este es uno de los más importantes mecanismos de bomeostasis redOx. Entre las 

enzjmas antioxidantes que usualmente se expresan por inducción, están la SOD de cobre y 

zinc (SOD-l), y la son de manganeso (SOD-2) en mamíferos, estas enzimas también se 

encuentran en plasntas y levaduras, lo que indica que se trata de una enzimas antiguas y 

conservadas. También se conocen los cambios en el sistema de glutatión,. tanto en el 

incremento de glutatión en sí mismo, como de las enzimas glutatión peroxidasa y glutatión 

reductasa (Droge, 2002). 

Halliwell y Gutteridge (1989) han definido a los antioxidantes COIOO sustancias que 

a dosis bajas son capaces de competir con los sustratos oxidables y significativamente 

contrarrestar o iflhibir la oxidación de los sustratos. Esta definición incluye las enzimas 

SOD, la GPx y la Catatasa, así como compuestos 00 enzimáticos, como el a-tocofero~ 

(Vitamina E), el j3-car0teno, el ascorbato (Vitamina C) y el glutatión (Droge, 2(02). 

Adicionalmente, hay compuestos que tienen baja actividad antioxidante en bajas 

concentraciones, pero, al aumentar su concentración, pueden tener un importante efecto 

antioxidante, entre estos compuestos están ciertos aminoácidos libres, péptidos y proteínas. 

Prácticamente todos los aminoácidos pueden servir como blancos del ataque oxidativo de 

las ROS, mientras que algunos, como el triptófano, la tirosina, ]a histidina y la cisteína, son 

particularmente sensibles a estas (Davies y Goldberg, 1987). 
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Eicosian o ide s, el papel de la CicJooxigenasa 2. 

Las prostaglandinas son una larga familia de lípidos insaturados, que tienen un ciclo de 

veinte carbonos, con uno o dos oxígenos, y dos cadenas alifáticas laterales con insaturaciones. 

Jwrto con los tromboxanos, las prostaglandinas forman la familia, de los prostanoides, éstos a su 

vez, pertenecen a un largo grupo de lipidos llamados eicosianoides, que tienen en común un 

esqueleto de 20 carbonos (Narumiya y col., 1999). Las prostaglandinas, cuyo aislamiento fue 

reportado en 1962 a partir del liquido seminal (Bergstrom y Samuelsson), se derivan de la 

oxidación del ácido araquidónico, la cual es cataJizada por las enzimas ciclooxigenasas. En años 

recientes, se reportó la existencia de los isoprostanos, que son productos de la oxidación del 

ácido araquidónico por Wla vía no enzimátíca (Morrow y col., 1992a; Morrow y col., 1992b). 

Las prostaglandinas son moléculas de señaliz.ación de vida media corta, que actúan como 

mensajeros autócrinos y parácrinos. Desde su descubrimiento, se identificaron acciones de las 

prostaglandinas en el sistema nervioso central (SNC)(Horton, 1964) corno son la regulación de 

la memoria (Zohay y Cooper, 1994; Cben y col., 2(02), el sueño(Yoshida y col., 2(03) y la 

fiebre (~ll y coL, 1998; Schiltz Y Sawchenko, 2(02); también se considera que están 

estrechamente relacionadas con la etiología de enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la Esclerosis lateral amiotrófica 

(Minghetti, 2004). El hecho más conocido de las prostaglandinas es que al tratar a un paciente 

con ácido acetil salicílico (ASA) se bloquea la producción de éstas, lo cual tiene numerosas 

consecuencias, como el control del dolor y la fiebre. Sin embargo, los detalles biológicos y 

moleculares de esto eran virtualmente descooocidos basta el descubrimiento en afias recientes 

de las enzimas cidooxigenasas, el funcionamiento del ASA se describió hasta 1975 (Rothy ca!., 

1975) y la Ciclooxigenasa-2 (COX-2) se descubrió hasta 1992 (IDa Y Neilson, 1992; O'Baniony 

col., 1992). 

La COX-2 es de carácter constitutivo en bajas cantidades, aunque, frente a una amplia 

gama de estímulos, incrementa su expresión. La COX-2 se encuentra en el cerebro, el corazón, 

los ovarios, músculos estriados y otros tejidos. Las enzimas cic100xigenasas son 
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oxidoreductasas cuya actividad depende de la presencia de H2Üz. Sus sustratos son tres posibles 

ácidos grasos: el ácido yhomolinoléico del que proceden las prostaglandinas de la serie 1 (p.e 

PGE 1, PG H 1), el ácido araquidónico (del que proceden las prost:ag1arx1 inas de la serie 2 (p.e 

PGE2, PGF2) yel ácido 5,8,11, 14,17-eicosapentanoico, del que derivan las prostaglandinas de la 

serie 3 (PGEJ, PGG3). Aunque de las prostaglandinas de la serie 2, se pueden derivar 

prostaglaodinas de la serie 1, p.e, la prostaglandina PGA, se puede derivar de la PGE2 

(N arumi ya y col., 1999). Los derivados de la actividad de las ciclooxigenasa, reciben el nombre 

de prostanoides, que se dividen en dos grupos, las pro stagland inas, que son ácido grasos 

di in saturado s, compuestos de veinte carbonos, con una cabeza cíclica de cinco carbonos; el 

segundo gruJXl es el de los tromboxanos, que tienen características similares, pero su cabeza es 

de seis átomos, uno de ellos oxígeno. Las prostaglandinas y tromboxanos más abundantes en los 

mamíferos son las del tipo 2 (p.e TXA2, PGE2) ya que el ácido araquidónico es más abundante 

en las membranas que los otros dos lípidos. Además, son las prostaglandinas de la serie 2, para 

las que más roles fisiológicos se han descrito (Narumiyay col., 1999). 

I Prostaglandinas serie 1 I 
PGA¡,PGG, 

Figura 1, Se muestran las tres principales rutas metabólicas de las prostaglandinas, en donde a 

partir de tres distinlos sustratos, las Cic/ooxigenasas sintetizan las tres distintas series de 
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prostaglandinas, según su origen, la ruta más importame en los mamíferos, es la que parte del 

ácido araquidónico. 

La expresión de la COX-2 es promovida mediante varios mecanismos: puede ser 

inducida por la interleucina 1 (lL-l) (Lyons-Giordano y col., 1993), el factor de crecimiento de 

fibroblastos b (bFO F)(Karim y col., 1997), el factor de crecimiento transfonnante a. 

(TOFo.) (Matsuura, 1999)0 el factor de crecimiento epidenna1 también estimula la expresión de 

COX-2(perkins y Kniss, 1997). Las ROS también estimulan la producción de COX-2, ya que 

activan el factor de transcripción nuclear KB (NFKB), la transcripción de la COX-2 también es 

inducida, cuando el NFKB es activado por el factor de necrosis tumoral (TNf) y los 

lipopolisacáridos (LPS)(Kamata y H~ 1999). Finalmente, las prostaglandinas también 

regulan la expresión de la COX-2; se sabe que la PGEz induce el influjo de ea++ al interior 

celular. lo que deriva en la activación de la proteína cinasa e (PKC) que activa al NF1CB 

(Baldwin, 1996). 

CicJooxigenasa-2 dimerizada 

Figura2 La Ciclooxigenasa cuando está activa, se encuentra en homodimeros en la membrana 
plasmática. Cada suhunidad tiene un canal de acceso, por el que puede entrllT el ácido 
araquidónico, mismo que es bloqueado por /o acción de los agentes antiinflamatorios no 
esteroideos como la aspirina, el sitio catalítico se encuentra hasta el fondo de este canal 
(FitzGerald 2(03). 
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La transcripción de la COX-2 también puede ser activada o desactivada por proteínas 

del grupo de trasductores de señales Y activadores de transcri¡x:ión (STA n ya que en el 

promotor del gen de la COX-2 existe un sitio de unión a estos factores. Los receptores que 

tienen un sistema de transducción mediado por las proteínas STAT, son los receptores de 

interleucinas, de prolactina (pRL-R) y de hormona de crecimiento (GH-R) (Zandiy col., 1997). 

La COX-2 es una proteína que, tras ser ensamblada y transportada en el retículo 

endoplásmico, se inserta en la membrana, donde forma bomodímeros funcionales. Cada 

proteína de este complejo, cuenta con un canal de acceso por donde entra el ácido araquidónico. 

El canal de acceso, conduce los sustratos hacia el sitio catalítico de la enzima, donde se llevan a 

cabo las peroxidaciones necesarias para la producción de prostaglandinas. El inhibidor más 

conocido de las COx, es el ácido acetilsalicílico, que acetila un residuo de serina en la 

superficie del canal de acCeso, esto tiene como comecuencia que una zona hidrofóbica se vuelva 

hidrofilica, lo que impide el paso para los sustratos (Rotby col., 1975; FitzGerald, 2(03). 

En la primera peroxidación del ácido araquidónico, se crea un ciclo de dos oxígenos 

entre los carbonos 9 y 11, así como la inserción de un grupo hidroperoxilo en el carbono 15; el 

resultado de estas reacciones, es la prostaglandina G2 (PGG2). Püsteriormente, el grupo 

hidroperoxilo es remplazado con un grupo hidroxilo. Dicha reacción produce la prostaglandina 

PGH2, que es precursor directo de la PGE2, la PGF2, la PGh Y el TXA2. Existe un grupo de 

enzimas sintasas isomerasas, las cuales transforman la PGH2 en cada uoo de sus derivados, la 

expresión de estas enzimas cambia según el tejido y el estado fisiológico, por esa razón no 

siempre se presentan los mismos pro stano ides. Los prostanoides difunden a través de la 

membrana celular y se unen a receptores membranales acoplados a proteínas G de gran afinidad 

(Narumiya y rol., 1999). 
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Figura 3 En este esquema se muestra brevemente una parte de la vía metabólica derivada del 
ácido (Uaquidónico y algunos de SUS metaholitos con importancia biológica. En primer lugar, 
el ácido araquidónico es peroxidad por la COX-1 o la COX-2, luego, forma la PGGl que al 
reducirse forma la PGHl que es más estable. A través de su respectiva sin/asa, a partir de la 
PGlb se forman la PGb, el 1XA2. la PGF28, la PGE2 y la PGD1. De esta última se derivan la 
PGJ1Y la 15d-PGJ2. (Narumiyay col., 1999). 

Se han descrito muchos receptores de prostanoides, así como muchos subtipos e 

isoformas, casi todos acoplados a proteínas G. Entre los receptores de prostaglandinas están el 

receptor de prostaglandinas D (DP)(Jones, 1976), el de prostaglandinas E (EP) con cuatro 

subtipos, de los cuales el EP3 tiene cuatro isoformas; El FP, el de prostaglandinas I (IP) Y de 

tromboxanos TP, que cuenta con dos isoformas. Todos los receptores, salvo el EPI del que se 

descoooce su acción, son acoplados a proteínas G de distintos tipos (Negishi y col., 1993). La 

mayoría de estos receptores, se acoplan a proteínas G del tipo s o del tipo ~ que regulan a la 
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alza o a la baja las concentraciones de cAMP intracelulares, estimulando o inhibiendo la 

enzima adenilato ciclasa. Existen otros receptores acoplados a proteínas Gq, que activan el 

sistema de fosfolipasas de la membrana y la liberación de fusfatos de inosito~ lo que interviene 

en la regulación del ea++ intracelular (Narumiyay col., 1993). 

Transducci6n de receptores de prostanoides , 

Receptor Subti .PO lsoforma Protefna Segundo mensajero o mecanismo de acción 

activadora 

DP Ga cAMPt 

EP EP, No identificada Ca t 

EPz Gs cAMPt 

EP~ G. cAMPt 

EP3 EP3.&, G1 cAMP ¡ 

EP:se G. cAMPt 

EP3C G. rAMPt 

EP3Q c;., G¡, Gq cAM Pt, cAM P! ,Respuesta de fosfatidi linosito/ 

FP Respuesta de fosfatidtlinositol 

lP Ga,Gq cAMPt 

TP TPa ~,Gq cAMP, Respuesta de fosfatiólinositol 

TPfJ G •. Gq cAMP!, Respuesta de fosfatidi~nosito/ 

PPAR Actúa como factor Induce la trascripción de protefnas 
de 

TXAzR G. cAMPt 

Tabla1 Principales características de los receptores de prostanoides, su vía de 
transducción y su principal acción sobre mensajeros intracelulares. Todos los receptores son 
aclJplados a proteinas G y pueden tener una acci6n inhibitoria o estimuladora sobre los niveles 
de cAMP intracelulares, o sobre los niveles de Ca ++, mediante las vías de fosfatos de inositol 
(Narumiyay coL, 1999). 

La búsqueda de los receptores de prostanoides en las células de los mamíferos, ha 

encontrado como obstáculos" la baja expresión de estos y la variedad de receptores que 

coexisten en las mismas poblaciones celulares. La lnDridación in si/u y el rwrthem blot han 

sido, hasta ahora, las herramientas más socorridas para dilucidar la distribución de receptores de 

prostanoides en los organismos. En efecto, se ha encontrado que cada receptor tiene una 

distribución específica y que sus niveles de expresión son variables entre los tejidos (Narumiya 

y col., 1999). El receptor DP, se describe como abundante en las meninges de ratón y humano, y 
17 



su activación se ha involucrado en procesos de suero. Los receptores EP se encuentran 

ampliamente distribuidos en los tejidos de ratón y el humano, el EP3 se ha descrito como 

abundante en el sistema nervioso central El mRNA del EP3 se ha encoritrado en las neuronas 

corticales del hipocampo, en los núcleos talámicos, en el hipotálamo, en el cerebro medio yen 

el tallo cerebral Al receptor EP3 se le han descrito varios roles fisiológicos en el metabolismo 

cerebral. se ha mostrado que se expresa en poblaciones de neuronas monoanllnérgicas como las 

norepinefrinérgicas del Locus CeruJeus, las serotonérgicas de los núcleos del rafé y las 

dopaminérgicas de la Subtantia Nigra. Se ha descrito que agonistas del EP3, pueden 

despolarizar las membranas proceso que incrementa la conductancia catiónica, coadyuvando así 

con el desencadenamieno de potenciales de acción. Al receptor EPJ., se le asocia también con el 

desencadenamiento de la fiebre, mediante su acción en el área pre6ptica del hipotálamo. Los 

receptores IP, se encuentran en la raíz del ganglio dorsal, y coexpresan con neuronas de 

sustancia P, por lo que se espera una conexión entre este receptor y el dolor. Los receptores FP 

y TP, no se han descrito en el sistema nervioso central, aunque son importantes en los riñones, 

los ovarios y el sistema inmune (Narumiya y col., 1999). También se conocen receptores de tipo 

intracelular con actividad de Lactores nucleares de transcripción; el más conocido, es el receptor 

activado proliferador de peroxisomas (PPAR). El ligando más común del PPAR es la 

prostaglandina PGJz; cuando el receptor se une con la prostaglandina este se activa, formando 

heterodJmeros con el receptor del ácido retin6ico, estos dímeros pueden regular la expresión de 

varias caspasas (RndoJph Y col., 200 1; Okano Y col., 2(03). El receptor de tromboxaoos TXA2R. 

es también un receptor acoplado a proteínas G, y tiene bomología a los receptores de 

pro&aglandinas. 

Las prostaglandinas producidas enzimáticamente en el SNC, están íntimamente ligadas a 

varias funciones fisiológicas, en vario~ niveles. La prostaglandina más común y estudiada en el 

SNC, es la PGE2. la cual es generada en las neuronas al presentarse influjos de Ca ++ mediante el 

receptor de NMPA:, por lo que se consideJ:a que tienen un papel coadyuvante en la adquisición 

de la memoria. Esto se ha comprobado cuando, al inhibir la producción de promaglandinas en el 

hipocampo y la corteza de las ratas, se ve disminuida la adquisición de memoria. A su vez, se 

conoce un efecto neuroprotector importante de la PGE2, ya que en cuhivos neuronales in vitro, 

en rebanadas de tejido e in vivo, la PG~ ~ través de su receptor EP2, muestra protección hacia la 

exocitotoxicidad mediada por el ghrtamato y protección en paradlgmas de infarto, reduciendo la 
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zona de penumbra. Este efecto se debe -a la síntesis de cAMP, activada por la PGE2, ya que al 

inhibir la PKA, no ,se presenta el efecto protector. Cuando existe un estado infeccioso mediado 

por virus o bacterias, los macrófitgos, producen intedeucinas como la lp, la 6 Y el TNF-a 

(Luheshi y Rothwell. 1996) que influyen sobre las células de la microvasculatW'a hipota1ámica, 

éstas producen PGE2, estimulante de las neuronas del núcleo ventromedial pre6ptico y del 

núcelo paraventricular hipotalá.mico. Al activarse dichos núcleos de neuronas, estas activan el 

eje tiroideo, aumentando asi la temperatura corporal (Scammell y co/., 1998; Schiltz y 

Sawchenko, 2002). La fiebre es un estado fisiológico en respuesta al proceso infeccioso, que 

estimula al sistema inmunológico e inhibe la proliferación de virus y bacterias, sin embargo, por 

tiempos prolongados puede crear serios daños. Hasta hace poco tiempo, no se conocía cómo es 

que la fiebre disminuye sin la intervención de antipiréticos, o la completa eliminación de los 

agentes infeccioSos, actualmente se sabe que otra prostaglandina, la 15_Deoxi_A12,J4_ 

prostagland iDa h (l5d· PGh) disminuye la temperatura corporal en el estado febril. La 15d­

PGh es un metabolito de la PG~, prostaglandina producida por la PGDrSintasa, enzima que 

se encuentra en el hipotálamo y aumenta su expresión durante la fiebre. En consecuencia, la 

15d-PGh también aumenta su producción y actúa sobre el factor NFrl3, inb.Jbiendo su 

activación, estQ disminuye la expresión de interleucinas y prostaglandinas. Esto tiene como 

consecuencia la disminución de la temperatura corporal y el estado mflamatorio (Mouibate y 

col., 2004). 

La ll..-lp Y el TNF-a juegan un papel importante en la regulación del suefto, la 

administración exógena de TNF~ estimula el sueño no MOR en varias especies incluso los 

niveles endógenos de estas citoquinas, vmian junto con el ciclo suefio..vigilia (Y oshida y col., 

2(03). Al ser 1L.lp y el TNF-a. activadores del NFtcB, se espem que si se aumentan los niveles 

de estos, se expresen mayores cantidades de COX-2 en el cerebro. Pero esto no es un hecho 

colateral, porque la inhibición de la COX-2 atenúa la inducción del suelio estimulado por IL-lp 

y el TNF-a en ratas y en conejos, por lo que se sugiere un papel central de las prostaglandinas 

en este mecanismo de inducción del sueño (Y oshida Y col., 2003). La principal prostaglarxlina 

involucrada en la inducción del sueño es la PG~, esta prostag1aIxlina induce suefio cuando es 

infundida en el espacio suba:racnoideo, en la zona correspondiente al telencéfaJo rostral basal 

(MatslITnura y col., 1994).También se sabe que la infusión de PGD:z incrementa 
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significativamente la expresión de Fos en las leptomeninges y las neuronas dentro del núcleo 

ventrolatera1 del área preóptica, sitios que se consideran centros de sueño, así mismo, disminuye 

la expresión de Fos en los nucleos TuberomamiJares del hipotálamo, considerados como centros 

de inducción de la vigilia (Scammell y col., 1998). La PGD-S, es mayormente producida en las 

leptomeninges y plexos coroideos, y es secretada dentro del líquido céfalo raquídeo (LCR), 

donde se convierte en f>-traza, una de las mayores proteínas del LCR (Umde y Hayaishi, 2000). 

Así mismo, ratones transgénicos que sobreexpresan la PGD-S, muestran excesiva cantidad de 

suefio 00 MOR con lID incremento considerable de la PG~ en el cerebro. Cómo se había 

comentado anteriormente, el receptor DP, que aumenta la cantidad de cAMP, se encuentra casi 

exclusivamente en las células trabeculares del espacio subaracnoideo, y coexpresa con la PGD­

S; además, se ha demostrado que el receptor DP regula positivamente la secreción de Adeoosina 

extracelular en esta área (Mizoguchi Y col., 2(01). Se sabe que el mecanismo de inducción del 

sueño por PGD.2, es dependiente de los receptores de adenosina A2A, lo que podría explicar por 

qué la combinación del la cafeína, antagonista de A2A, Y la aspirina, inhibidor de COX-2, 

i.nhJ.ben el suefio (Satohy col., 1996). 

La implicación de las prostag1andinas en los procesos de apoptosis, es controvertida. 

Por una parte son apoptóticas y por otro lado son antiapoptóticas. Las observaciones indican que 

esta diferencia varía según las condiciones, la población celular de la que se trate y el tiempo de 

exposición a la protaglandina (Rudo lph y col., 200 1). Por ejemplo, en células cancerígenas de 

colon, la PGE2 activa la expresión de BcI-2, una proteína antiapoptótica que impide la salida 

del citocromo c de la mitocondria (SlIDy col., 2002). En cambio, en los linfocitos T, esta misma 

prostaglandina no muestra erectos sobre la expresión de BcI-2, pero sí muestra activación de c­

Myc, una protefna proapoptótica, cuya expresión precede a la fragmentación del DNA (pica Y 

col., 1995; Pica Y col., 1996; Rudolph Y col., 2001). Al parecer la capacidad apoptótica de la 

PGE2 depende de la producción de cAMP que logre Y de la acción de otras substancias de 

acción parácrina, especificas de cada población celular. La prostagIandina más apoptótica, es la 

PGh a través de su receptor PP AR Se ha descrito que la activación del PP AR promueve la 

transcripción de caspasas; también se ha observado que la presencia de i.nhJ.'bidores de caspasas, 

inactiva la apoptosis inducida por PGJz (Rudolph Y col., 2(01). La PGJz, además es muy 
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reactiva y puede dafiar la degradación de protefnas mediante el proteo soma, por esta razón, 

pueden estar involucradas en la formación de depósitos neurofibrila.res (Li y col., 2(03). 

,En las neuronas hipocampales se ha reportado PGE2; tanto en funciones nonnales como 

protectoras (McCullough y col., 2004), asi como su participación en procesos 

neuro degenerativo s. Los procesos neurodegenerativos afectan al hipocampo dependiendo de la 

zona., CAl es la que se ve más afectada Y la más resistente es la capa granular del giro dentado 

(Ajmone-Caty coL, 2003). En neuronas corticales en cultivo, se ha visto que la sobreexpresión 

de la COX-2 en estrés o xidativo , provoca la apoptosis mediada por prostaglandinas, 

especialmente la PGE2 Y PO F 2a (Li Y col., 2(02). 
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El factor NFK8 y su papel en la reacción celular al estrés oxida Uva. 

El factor NFtd3. es un complejo formado por varias proteínas de la misma familia, las 

Barnadas p50, p52, p65 (Rel A), Rel-B Y c-Re~ estas proteínas forman beterodímeros, la forma 

activa del NFtd3, es casi siempre un heterodfmero de p50 Y p65 (Urbany col., 1991; Batdwin, 

1996). Sin presencia de estímulos activadores, el heterodímero p65-p50, permanece en el citosol 

de forma inactiva, la inactivación se da mediante su acoplamiento con la proteína inh1bidora de 

xB (IxBa.) esta proteína es un blanco de fosforilación y su subsiguiente marcaje con ubicuitina 

permite a la proteína ser reconocida y lisada dentro del proteo soma. (Baldwin, 1996). El NFKB 

puede ser activado de muchas maneras posibles, mediante citoquinas inflamatorias, mitógenos, 

rayos ultravioleta y oxidantes; la presencia de todos estos estímulos, desencadena la 

degradación de la proteína IKBa. Al ser activado, el heterodímero p50-p65 se transloca al 

núcleo, donde se acopla a secuencias de DNA consenso (Baldwin, 1996). Una de las 

caracteristicas del NFKB, es su sensibilidad a activarse por estrés oxidativo, esto se debe al 

incremento de la actividad de las enzimas MAP cinasas, que fosforilan la proteína hd3a., ya que 

las ROS inactivan las fosfatasas que inactivan estas enzimas. También es conocido que la 

proteína cinasa e (pKC), activada en respuesta al Ca ++, fosforita la IKBa (Droge, 2(02), los 

niveles intracelulares de Ca ++ se incrementan considerablemente como consecuencia del estrés 

oxidativo (Denisova y col., 1991). 

Una vez que la proteína IxBa ha sido degradada, es factible que el heterodimero 

formado por p65 y p50, se trasloque al núcleo y se una a los promotores de sus genes blanco, 

promoviendo su transcripción (K.im y col., 2(00). Son varios los experimentos que explican la 

separación de la proteína IICSa del complejo NFKB por medio de sefiales oxidativas. Se ha 

encontrado que la elevación en los niveles intracelulares de peróxido de hidrógeno (H2Ch) y del 

anión superaxido (Ü:1'j. aumentan la traslocación de NFKB al núcleo y que los niveles 

citosólicos de ileSa por el contrario decrecen. Lo mismo ocurre en modelos de estrés oxidativo. 

CO(DO el de hipoxia, en donde la ausencia del NADH, imposibilita reducir el glutatión, motivo 

por el c~ a pesar de la ausencia de oxígeno, los niveles de ROS aumentan sustancialmente 

(Schmedtje y col., 1(97). 
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La enzima sintasa del óxido nítrico inducible (iNOS), es una enzima que se expresa en 

respuesta al estrés oxidativo y también como resultado de la activación del NFKB. El óxido 

nftrico (NO) es producido durante el estrés oxidativo por la ioducción de la iNOS, este gas ha 

sido estudiado como Wl importante mensajero de acción parácrina, sus roles fisiológicos 

conocidos. son la regulación de la vasodilatación y la regulación retrógrada de las sinapsis 

glutamatérgicas en el sistema nervioso central (Pagliaro, 2(03). El· óxido nftrico tiene un 

importante papel en la activación del NFKB, al parecer mediando la destrucción de la proteína 

I1CBa como los otros radicales libres. El óxido nftrico, puede interactuar con residuos de cisteína 

en los grupos tio~ 10 que también contribuye a la inactivaci6n de las fosforilasas asociadas a 

receptores tipo tirosinas cinasas, y a las proteína PKC (Droge, 2002). 
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Figzua 4 En este esquema, se muestra un mecanismo hipotético, median/e el cual las 
especies reactivas de oxigeno intracelulares, pueden encontrarse regulando la síntesis de COX-
2. Se muestran las vías de MAP cinasas y de PKC, a su vez, la posible regulación directa de los 

Ras, sobre la activación del NFKB. 

Tanto el p50 como el p65, tienen actividad transcripcional, ambas proteínas interactúan 

con otros' factores transcripcionales nucleares, y en esa interacción, reside una de las 

propiedades fundamentales del NFKB, uno de los blancos de esta actividad es el promotor del 

gen de la COX-2. En el promotor del gen de la COX-2, existen dos secuencias consenso donde 

puede actuar el NFleB, la primera, cooocida como S' y la segunda, como 3', Se ha descrito que la 

secuencia 5' es más susceptible a activar la transcripción de COX-2 mediante la estimulación 

por factores de crecimiento, la secuencia 3', es la que se activa en modelos de estrés oxidativo. 

Pruebas in vitro donde se inhiben las proteínas utilizando anticuerpos, han mostrado que la 

proteína de mayor importancia en la regulación de la COX-2, es p65 (Schmedtje y col., 1997). 

Recientemente se ha propuesto que las prostaglandinas pueden estar regulando al NFKB 

negativamente. Por ejemplo, se ha. observado que la prostaglandina PGh, suprime la activación 

del NFlCB, en un mecanismo 00 dependiente de su receptor (Okano y col, 2003). 
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Fisiología de la hormona de crecimiento y su efecto en el SNC 

Se sabe que la hormona del crecimiento (GH) tiene efectos anabólicos producidos 

mediante la inducción del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-l). La OH propicia el 

crecimiento óseo, regula la i.n.sulina, Y promueve la movilización de ácidos grasos a partir 

del tejido adiposo, distribuyendo, así, la energía dispomble de manera eficiente. La GH 

también tiene efectos neurotróficos, neuroprotectos y probablemente oeurogénicos, el 

efecto neuroprotector se debe a la acción antiapoptótica de IGF-l (Nyberg, 2000; Frago y 

col., 2002). El receptor de la OH (GH-R) se ha localizado en varias partes del SNC, se 

encuentra en los plexos coro ideo s y en el hipocampo junto con el receptor de IGF-l 

(Schneider y col., 2003). EL OH-R, es un receptor que necesita dimerizarse para estar 

activo y se activa mediante la autofosforilación y la inducción de la fosforilación de 

proteínas cinasas asociadas, las JAK (Zhu y col., 200 1). El GH-R, es un receptor implicado 

en varias vías de transducción de sefiales, activa las proteínas de la vía de las MAP cinasas 

y activa otra :fiunilia de proteínas, conocidas COIOO las STA T. Estas proteínas al ser 

fosforiladas por activación de un receptor, se dimerizan y se traslocan al núcleo, donde 

funcionan como fu.ctores· de 'tramcripción, tanto inhl"bitorios (STAT-5) como activadores 

(STAT-3) (Zhu y col., 2(01). Por otra parte, el promotor del gen de la COX-2, tiene un 

sitio de respuesta a proteínas STAT, por 10 que es posible la regulación de la enzima por la 

GH. Además, en el ovario se ha encontrado que la OH puede regular la expresión de 

algunas prostaglandinas, en algunos casos a la alza y, en otros, a la baja, según el momento 

reproductivo y según la concentración de la hormona (Schmedtje y col., 1997). 

La influencia de la GH Y el IGF-l sobre la memoria, ha sido sujeta a debate durante 

largo tiempo; en el caso del estrés oXidativo dependiente de la edad sobre el cerebro , se ha 

mostrado que la OH tiene un efecto neuroprotectivo sobre el cerebro (Schneider-Rivas y 

col., 1995). Bn humanos, se sabe que el tratamiento con OHRH eleva la adquisición de 

memoria (Alvarez y Cacabelos, 1990). También en humanos, los niveles de aspartato en el 

liquido cefalorraquídeo, tienden a subir en personas con deficiencia de OH, tratadas con 

remplazo hormom1, el aspartato es un ligando del receptor de NMD~ metor importante 

para la adquisición de la memoria y la atención (Schneider y col., 2003). 

26 



Recientemente, estudios realizados en ratones Knock-Out (KO), muestran algunos 

datos sobre el papel de la hormona de crecimiento en el estrés oxidativo. Los ratones KO de 

G~ tienen mayor esperanza de vida que los ratones "silvestres" en condiciones oormales. 

debido a que estos ratones presentan una disminución de la glucosa sanguínea, con la 

consiguiente disminución de la actividad y generación de radicales libres (Bartke y Brown­

Borg, 2004). En cambio. frente a la intoxicación con el paracuato, veneoo que genera 

grandes cantidades de eh-·, los GHR-KO tienen una disminución de la esperanza de vida 

En el envenenamiento con paracuato la cantidad de lípidos peroxidados se eleva en los 

riñones y en el hígado, también hay una considerable disminución de la expresión de la 

SOO-I. En el hígado no hay disminución de la SOO-I, pero sí de la catalasa y la GPx 

(Hauck y col., 2(02). Este experimento es de los pocos disponibles que están relacionando 

la vía de la GH, con el estrés oxidativo y la expresión de enzimas antioxidantes, y es 

conveniente considerarlo como un antecedente directo para este trabajo. 

27 



Modelo teórico de la activación del receptor de GH 

,,/-------.......... 

/ "'" / GH \ 

L("u 

Figura 5, Modelo teórico de la activación del receptor de GH Y su relación con la expresión 

génica. 1) Los receptores permanecen desacoplados en la membrana celular y las proteínas 

JAK aparecen desfosforiladas. 2) Cuando la GH se acopla a los receptores, hace que se 

dimericen y de esta manera se activen, lo que permite que las JAK. sufran transfosforilación 

y que el mismo receptor haga lo mismo. 3) Las JAK fOsforiladas, fosfurilan a su vez a las 

STAT, que se beterodimerizan y se translocan al núcleo, funcionando corro factores de 

transcripción. Por otra parte, el receptor fosforila a la protefna adaptadora SHC, que activa 

una cascada de proteínas tipo MAP cinasas, que a su vez pueden activar factores de 

transcripción corro CREB (Zhu y col, 2001). 
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Organización del hipocampo y adquisición de memoria 

El hipocampo de los mamíferos es considerado COIOO la puerta de entrada de la 

memoria y como una de las regiones más plásticas del sistema nervioso centraL también es 

una de las regiones con las que más aspectos conductuales se han relacionado (Carew, 

2000). En general, se ha encontrado que muchos problemas de salud frecuentes en el 

humano, tienen especial incidencia en el hipocampo. Una de las zonas más afectadas por la 

enfermedad de Alzbeimer es el hipocampo (Morimatsu y col., 1975) además de ser una de 

las zonas más resentidas en los pacientes con depresión (AmaraL 2003; McEwen, 2(05). 

Las dos enfermedades mencionadas, nos dan una idea de las implicaciones cooductuales 

que pueden tener los daños sobre el hipocampo, aunque de ninguna manera pensamos que 

la etiología y expresión de estas patologías tengan, únicamente relación con esta estructura. 

Actuahnente existen pruebas conductuales que reflejan el desempefio del hipocampo a la 

hora de llevar a cabo una tarea específica, entre estas están la prueba del laberinto acuático, 

propuesto por Morris (1981). En esta prueba, se determina de manera directa la 

funcionalidad del hipocampo, especialmente de sus capas CAl y CA3 cuyas neuronas son 

fundamentales en la adquisición de memoria espacial (Morris y col., 1982). 

Figwa 6 Corte sagital del cerebro de raja, las flechas intJjcan las distintas 

poblaciones neuronales del hipocampo, los núcleos se aprecian de color negro, ya que 

están teñidos con violeta de cresilo (paxinos, /986). 
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Anatomía del hipocampo 

Las distintas zonas en las que se encuentra dividido el hipocampo, fueron 

determinadas por el anatomista Santiago Lorente de Nó (Carew, 2(00). Básicamente, estas 

se dividen en una capa de células granulares dem.amente poblada, esta capa tiene un fuerte 

doblez sobre sí misma, esta estructura se conoce como el giro dentado, porque se asemeja a 

un canino (Amaral, 2003). Las células granulares son, en su mayoría glutamatérgicas, 

aunque existen algunos otros fenotipos; alrededor de la capa granular del giro se encuentran 

las células del hilus, estas células son esencialmente gabaérgicas (Amaral, 2(03). Dentro 

del pliegue del giro dentado, se encuentra una capa de neuronas grandes con largas 

proyecciones, que al observarse en el microscopio, parece desorganizada, esta capa suele 

llamarse CA4, pero siguiendo la nomenclatura de Paxinos, utilizada en este trabajo, se 

considerará como la capa polímórfica del giro dentado (paxinos, 1986). Desde el punto de 

vista del corte sagital y del coronal, a la capa polímórfica del giro dentado, sigue una capa 

mucho más homogénea y organizada, esta capa cuenta con unas seis o siete células de 

espesor que se extiende largamente, esta es la zona CA, o cuerno de Amón, recordando los 

cuernos rituales que Irtili7llban los sacerdotes egipcios del dios del soL Las zonas CA., se 

dividen en tres, utilizando consideraciones morfofuncionales, la capa CAl, que es extensa, 

homogénea y de ligero grosor, la capa CA2, que es muy pequeña y cuenta con células más 

alargadas. La capa CAJ no es tan grande como la CAl, ni tan pequeña. como la CA2, es 

más gruesa que las otras y sus células son grandes y alargadas. Dentro de las VÍas que 

involucran el funcionamiento del hipocampo, se encuentran la vía perforante, originada en 

la corteza entoninal (la cual se considera como una interfuse entre las cortezas y el 

hipocampo). Las fibras musgosas que se originan en el giro dentado granular, llegan a las 

células piramidales de CAJ. Las colaterales de Schaffer, originadas en las células 

piratnidales de CAJ, inervan las células piramidales de CAL Finalmente están las fibras 

comisurales, éstas provienen de comisuras anteriores que pasan por la fimbria, haciendo 

contacto con las neuronas piramidales de CAL El circuito general que funciona en el 

hipocampo, llamado circuito trisináptico, sintetiza lo anterionnente dicho. 
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Figzua 7, La figura muestra la organización de las conexiones en el hipocampo, de la 
corteza enlorrinal llegan fibras perforan/es hacia el giro dentado, de las neuronas 
granulares del giro dentado se originan las fibras musgosas, que relevan en las 
piramidales de CA3, de las que a su vez salen las fibras colaterales de Schaffer que llegan 
a otras zonas del sistema lúnbico ya CAl. A CAl, también llegan lasfibras comisuraIes. 
También se muestra de una manera esquemática, como se organizan las conexiones en el 
llamado circuiJo trisináptico, cuya estimuJación es la que induce la expresión de LTPs 
(parinos, 1986; Carew, 20(0). 

El hipocampo y la adquisición de la memoria 

ToJma.n. en la década de 1930, describió la habilidad de las ratas para aprender 

laberintos, esto indica su capacidad para establecer mapas cognitivos y de navegación en el 

espacio (Tolman, 1948; Carew, 2(00). Posteriormente, se afinaron los paradigmas 

experimentales de laberintos espaciales; el llamado laberinto de Ohon (1977), consiste en 
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ocho brazos radiales elevados sobre el piso, al final de cada brazo se encuentra comida, las 

ratas en pocos días optimizan el laberintos, de modo que 00 visitan el mismo brazo dos 

veces. En el caso del laberinto de Ohon, es utilizada la memoria de trabajo, con esta 

memoria se optimiza la repetición de una prueba específica una y otra vez. La que se da en 

varias pruebas es la memoria de referencia, un ejemplo de esta sería si la comida estuviera 

en solo ciertos brazos; entonces la rata dejaría marcas pero si esto 00 es posible, la memoria 

tendría que concretarse en un mapa cognitivo completo. Yen un mapa cognitivo resultado 

de la memoria de referencia, juegan un papel especialmente importante las referencias 

espaciales. 

Como un perfuccionamiento del laberinto de ocho brazos; se desarrolló el laberinto 

acuático, considerando algunas cualidades fuertemente compartidas por todas las ratas. Las 

ratas, en su medio natural, son extraordinarias nadadoras, capaces de nadar en mar abierto 

durante horas entre dos islas y así colonizar archipiélagos enteros sin ayuda humana o de 

islotes. Sin embargo, en un mundo perfecto, las ratas no nadarían, porque evitan mojarse a 

toda costa, así como el espacio abierto que implican las extensiones de agua Así que, en 

una prueba que involucra nado, el hecho de que la rata pueda estar fuera del agua, es la 

mayor recompensa posible (Carew, 20(0). 

La prueba básica, a la que se le han hecho varias modificaciones, consiste en 

entrenar a las ratas durante varias sesiones, para que localicen una platafonna hundida en 

agua opacada con leche, estas siempre son colocadas en un lugar distinto y únicamente 

utilizando como referencias, pistas espaciales, colocadas alrededor del tanque, las ratas 

pueden encontrar la plataforma, de donde son retiradas a un lugar seco. En unas cuantas 

sesiones, las ratas aprenden a través de las pistas espaciales a llegar a la plataforma y 

entonces se puede cuantificar el tiempo o la distancia de nado que transcurre para llegar a la 

plataforma, como una medida de la memoria adquirida en el desarrollo del experimento 

(Morris, 1981; Monis y col, 1982; Sorace y coL, 200 1). 

En la década de 1950, se determinó mediante los experimentos de Milner y 

Scoville (1957; 2000), que las lesiones en el hipocampo, causan dafio en la memoria de 

eventos (memoria explicita, declarativa o episódica), pero 00 afecta la memoria implícita o 

procedural, también se observó que la memoria adquirida previamente a la lesión, no se ve 

afectada. Cuando la rata es lesionada en el fórnix, la rata se comporta. diferente, 
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perseverando en conductas incorrectas. En el caso específico del laberinto acuático de 

Monis, las ratas lesionadas en el hipocampo, tardan más tiempo en encúntrar la 

plataforma, que las lesionadas en la neocorteza o las ratas sin lesión. 

Tras la propuesta del laberinto de Morris, O'Keefe y Speakaman (1987), 

descubrieron mediante \Bl sencillo experimento, que en el hipocampo existen células que 

ellos l1amaron "de lugar" estas células presentan actividad cuando la rata observan pistas 

espaciales. En el caso de que las ratas se hayan equivocado, las neuronas presentan 

actividad en el lugar incorrecto equivalente. En otra prueba similar, si las ratas han sido 

entrenadas para tomar premios una vez a la derecha y otra a la izquierda, existe una 

suhpoblación de células que presenta actividad solo cuando toca virar a la izquierda y otra 

subpob1ación que se activa al virar a la derecha, también existen subpoblaciones que 

presentan actividad. en ambos casos. Se concluye por lo tanto que estos Y otros 

experimentos, indican que la red hipocampa1 representa memorias episódicas, como una 

secuencia de eventos y lugares, romo una película en la que cada célula, contiene la 

información de un cuadro. La actividad de las células hipocampales, representa un 

peqoefio segmento del episodio, información sobre lID estímulo, un comportamiento Y la 

localización de momento. Muchas células codifican una particular combinación de eventos 

y lugares Y otras para varias combinaciones "El hipocampo codifica elementos episodio 

(lSpecificos y los une en 1m. ~lio espacio de memoria". 

Al estimular repetidamente las colaterales de Scbaffer, o la vía perforante, aumenta 

la proporción de EPSP (potenciales postsinápticos excitatorios) en las neuronas 

po&sinápticas del hipocampo. Esta facilitación sináptica se llamó potencial de largo plazo 

(LTP), porque duraba horas e incluso días Y semanas (Douglas y Goddard, 1975; Reymann 

Y col.. 1985). Para tacilitar la expresión de un L TP. se requieren varios requisitos, pero 

esencialmente se forman en CA3 y CAl, en regiones específicas de las neuronas, 

~ipaImente en las espinas dendrfticas. Los L TP más largos, que duran al menos 10 

horas, requieren de la sfntesis de cAMP y de proteínas(Krug y col.. 1984; Deadwyler y 

coL, 1987). Se reconoce habitualmente que Jos L TP son una parte muy importante del 

componente electroquímico de la memoria, por lo que se concluye que las regiones CA3 y 

CAl, son las zonas del hipocampo más directamente involocradas en la adquisición de 

memoria y la formación de mapas cognitivos. Otras áreas sensibles a la formación de 
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L TPs, son la corteza, el cerebelo y la amígdala. Diversos estudios con ratones knock-out 

(KO), muestran una dependencia de los LTPs a los influjos de Ca++ intracelular y sobre 

todo, la dependencia absoluta del receptor NMDA Los ratones KO a NMDA no pueden 

formar L TPs ni resolver laberintos, muestran una completa pérdida de las células de lugar 

(Nakazaway col., 2(03). 

Existen evidencias de que alteraciones en la memoria pueden atnbuirse o por lo 

menos correlacionarse directamente con un estado de estrés oxidativo, lo cual se ha 

deqrostrado mediante lipidos peroxidados, en el caso de la inyección del péptido beta 

amiloide directamente en el hipocampo (perez-Severiano y col., 2004). En el estrés 

oxidativo inducido por inyección de kainato, se puede observar también el incremento de 

lípidos peroxidados (Szt.riha, 1986) Y la aparición de problemas cognitivos (Handelmann y 

Olton, 1981). Otro estudio, indica que tras la inyección del péptido p amiloide, aumenta 

significativamente la pérdida de células en el hipocampo, especialmente en CA 1, respecto a 

lo que ocurre en CA3, esta pérdida, está relacionada con la detección en aumento del estrés 

oxidat ivo , medido por el incremento superóxidos (Stepanichev y col .• 2(04). En otro 

eXperimento similar, se observó una correlación positiva, entre la expresión de la 

interleucina 6 y 1 b, con la expresión de glutati6n peroxidasa, que sin embargo decae con el 

tiempo y se toma negativa (Rosales-Corral, 2004). Se tiene bastante claro que la presencia 

de especies reactivas productos del estrés oxidativo, activan vías de transducción 

específicas, capaces de estimular la expresión de factores inflamatorios como interleucmas. 

Ya se ha discutido numerosas veces en la literatura, la expresión de COX-2 en el 

hipocampo, así como la detección de su primer y más abundante metabolito, la PGE2. 

Aunque la COX~2 se encuentra en niveles basales constitutivos, tiene un fuerte incremento 

en su expresión como resultado de estados inflamatorios y \ID cambio en el equilibrio de 

óxido reducción. Aunque los productos de la COX-2 se han caracterizado como filctores 

inflam¡rtorios. causantes de dolor, causantes de suei'ío, de fiebre, de edema y de apoptosis, 

también hay quién ha IOOstrado la posible implicación funcional en procesos de adquisición 

de memoria. Un experimento reciente, muestra que la inyeoción de inhI"bidores especfficos 

& ~ COX·2, cauSa un decremento del desempeño de las ratas en el laberinto de MOrr1s 

(feather y col. 2002), se justifica que la presencia de PGEl en las sinapsis, puede 

coadyuvar a la sinapsis glutamatérgica y tal vez a la formación de L TPs, ya que también 
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estimulan la entrada de calcio, y la biosíntesis de cAMP. La memoria requiere de un 

sustrato anatómico y un sustrato bioquímico, y en el estrés oxidativo hay pérdida de 

poblaciones celulares que permiten la formación de circuitos neuronales y hay un fuerte 

desbalance bioquímico, expresado en el aumento del calcio intracelular, la muerte 

mitocondrial, el déficit energético, y alteraciones en la permeabilidad, mecanismos 

indispensables para el mantenimiento de procesos como los L TP y cualquier tipo de 

potencial postsináptico. 
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La COX-2 y las enfermedades neurodegenerativas . 

La primera razón por la que se sugirió una participación de la COX-2 en la 

enfermedad de Alzheimer (EA) es que el uso prolongado de AINEs retrasa el desarrollo de 

la enfermedad (Rich y col., 1995). Estudios post-mortem indican que en presencia de placas 

neurofibrilares la COX-2 se incrementa significativamente en la corteza cerebral y en el 

hipocampo (Morimatsu y col., 1975). Este aumento está presente desde las primeras etapas 

de la enfermedad y durante todo el transcurso de esta (Lutermany col., 2(00). También se 

ha observado que en los cerebros de pacientes con EA aparece una creciente expresión de 

lL-l ~ e ll..-6, que participan en la síntesis de la proteína precursora de amBo ides (APP). La 

IL-l ~ se asocia con la transformación de APP en el péptido ~A mediante un proceso en el 

que participa la COX-2. La ll..-1~ induce la expresión de COX-2 en las neuronas y ésta 

causa hberación de PGE2, esta liberación incrementa la secreción de lL-l ~ e lL-6 en los 

astrocitos que en las neuronas inducen apoptosis al activar una vía de MAPK en la que se 

encuentran Myc y P53 (Bazany col., 2(02). 

El estado de estrés o xidat ivo , está presente tanto en el envejecimiento como en 

desórdenes neurodegenerativos asociados con la edad, incluyendo la EA. Una producción 

excesiva de radicales h1Jres que sobrepasa las habilidades celulares de atrapar Y detoxificar 

los agentes peligrosos juega un papel crítico en el envejecimiento acelerado y la aparición 

de enfermedades neurodegenerativas. En el cerebro afectado por la EA se presenta 

oxidación de lípidos, proteínas y DNA (Butterfield y col., 2(01). Uno de los factores 

importantes que contribuyen a mantener este círculo vicioso, es el aumento de la COX-2. 

Esta proteína en presencia de estrés oxidativo es oxidada e incrementa tmas veinte veces su 

actividad enzimática (Fujimoto y col., 20(4). La COX-2 es una generadora importante de 

especies reactivas de oxígeno y citoquinas, esta contribuye a que se perpetúe el círculo 

vicioso de inflamación durante todo el t:ranscurso de la enfermedad (Butterfield y col., 

2(01). 
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Hura 8. Interacciones entre el astrocito y la neurona que se dan dzuanJe las primeras 
etapas de la enfermedad de Alzheimer. El incremento de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), produce un aumen10 en la liberación de gluLamato, el cual activa los receptores 
tipo NMDA. 1) Esto produce una importante entrada de Ca++ en la neurona 2) lo que 
activa la óxido nítrico sintasa inthJcible (iNOS), que produce óxido nítrico que a su vez 
reacciona con el radical superóxido, produciendo "el radical peroxinitrilo (ONGa). El 
ONoa oxida a la COX-2 sobreactivándola 3) esta sobreactivación produce grandes 
cantidades de prostaglandinas, lo que estimula a los astrocilos aledaños secretar fuertes 
canJidades de IL-1 e IL-6. 4) Estas interleucinas activan la apoptosis mediante la vía de 
MAP cinasas (MAPK), 5) así como la producción de la proteína precursora de amiloides 
(APP), que al ser Usada por caspasas, produce el péplido P amiloide, fuertemente 
tóxico,comunmente encontrado en los cerebros de pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer (Butterfield y col., 2(01). 

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una neurodegeneración 

progresiva e ÍrreveI'Slble de las neuronas en sub/antia nigra y sus prolongaciones en 

estriado, las cuales intervienen en la regulación motora En ratones tratados con l-metil-4-
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feni1-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), utilizados como modelo animal de la EP, así como 

en estudios post-mortem de personas que padecieron EP se observa un aumento de la 

expresión deCOX-2 en células nerviosas (Teismanny col., 2(03). Con el fin de probar si la 

presencia de COX-2 causa la muerte de las nemonas de la subtantiu "igro se realizó un 

sencillo experimento en"el que se trataron ratones con solución salina, MPTP Y MPTP con 

dosis ~ientes de meloxicam, un AINE. Los resultados mostraron que las células 

productoras de dopamina Y las n;euronas totales disminuían considerablemente con la 

a4ministración de:MPTP, pero su número se conservaba a dosis crecientes de meloxicam. 

Esto arroja como conclusión que la in1uoición de COX-2 en la suhtantia nigra disminuye el 

proceso neurodegeneratio (Teismann y Ferger, 2001). Aunque los trabajos citados y 

muchos otros existentes han mostrado que el aumento de COX-2 se relaciona con la 

pérdida de neuronas dopami:oérgicas, el mecanismo exacto por el cual se da esta pérdida 

permanece desconocido; sin embargo se piensa que pudiera ser similar al de la EA 

(T eismann y col., 2003). 

4 esclerosis lateral amiotrófica familiar (ELAF) es una enfermedad 

neurodegenerativa muy importante, caracterizada por la muerte de neuronas motoras en la 

médula espinal que causa inevitables transtomos motores en los pacientes. Aunque la 

enfermedad es de origen genético, la muerte celular se da por autoinmunidad incontrolada. 

La actividad de la COX-2 tiene un importante papel en la ELAF ya que la regulación 

positiva de la enzima ócurre a la par de los eventos progresivos de la enfermedad. La COX-

2 y la. PGE2 aparecen en la médula espinal de pacientes con ELAF en concentraciones siete 

veces mayores que en ~nas sanas (Yasojima y col., 2001). Se piensa que la aparición de 

ELAF tiene que ver con mutaciones en la enzima. superóxido dismutasa {SOD-I) que 

inhabilitan su fimcionamiento. Dicha enzima es crucial en la detoxificación de los radicales 

libres por 10 que se induce un crecimiento desmedido de estos agentes tóxicos. Es poSlole 

que por esa razón se produzcan altas cantidades de COX-2 y citoquinas y se activan células 

del sistema inmune. Cuando se desencadena este proceso inflamatorio suceden varios 

eventos, la microglía fagocftica del sistema nervioso central se activa y comienza a 

fagocitar nemonas dafladas, a la par, los vasos sanguíneos se dilatan y fenestran lo que 

permite la entrada de linfocitos CD4+ que awnentan la cantidad de citoquinas y linfucitos 

CD8+ que pueden inducir la muerte neuronal (Consilvio y col., 2004). Por último, como 
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muestra de la implicación de COX-2 en la ELAF se ha observado que si ~ proporcionan 

AINEs (tanto selectivos a COX-2, como el celecoxib, tanto no selectivos, como el ASA) en 

modelos animales y en pacientes habrá un retraso notable en el progreso de la en:fermedad 

(Consilvio y col.; 2004). 
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El modelo de estrés oxidatívo por ozono 

El ozono (Ü)) es muy inestable y ahamente reactivo. El ozono naturalmente se 

forma en las capas superiores de la atmósfera, cuando el Oz es irradiado con luz 

ultravioleta Sin embargo, en las capas bajas de la atmósfera, se forma tras la incidencia de 

la luz ultravioleta sobre los óxidos de nitrógeno, productos de las descargas eléctricas sobre 

el nitrógeno molecular (N2) o provenientes de la combustión de carburantes fósiles. El 

conjunto de reacciones que ocurren en la tropósfera, se puede sintetizar de la siguiente 

manera: 

NÜz+luz solar ~ NO+O 

0+0z--+ÜJ 

Por esta vía, se forma el Ü) presente en las capas bajas de la atmósfera y este es el Ü) al que 

nos encontramos expuestos frecuentemente (Finlayson-Pitts, 1999). 

El 0 3 se mezcla con el aire y es inhalado durante la respiración, al entrar en contacto 

con el agw,t presente en la superficie del epitelio pulmonar, el 0 3 se destruye, formando 

moléculas oxidantes y radicales lIbres. El pulmón tiene un sistema de antioxidantes contra 

moléculas oxidantes, que se forman a partir de la inhalación de gases atmosféricos. 

Conformando el sistema antioxidante puhoonar, se encuentran las enzimas SOD de cobre y 

zinc Y de manganeso, también la glutatión peroxidasa, la glutatión reductasa y la catalasa. 

Estas enzimas pueden, mediante las reacciones explicadas previamente, destruir la mayoría 

de las moléculas oxidantes y radicales libres que se forman en el epitelio pulmonar, incluso 

aumentan su expresión en presencia de Ü) (Rahman y col., 1991; Rivas~ Arancibia y col., 

1998). Sin embargo, la expresión de estas enzimas tiene un límite y su capacidad de 

catalizm sustratos también. Por esta razón, ante la exposición crónica o aguda al Ü), las 

especies reactivas comienzan a difundirse por toda la circulación sanguínea. Cuando esto 

sucede y las demás defensas antioxidantes del organismo, no pueden neutralizar todas las 

especies reactivas antes de producir dafio molecular, entonces el equihOrio óxido-reducción 

se ha perdido y el organismo ha entrado en estrés oxidativo. 

Por este motivo, bajas dosis de ozono administradas por poco tiempo, no tienen un 

efecto significativo sobre la fisiología general, sino apenas ciertos síntomas de inflamación 

en los pulmones, así en los epitelios expuestos al aire Y 00 queratinizados, como sería el 
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caso de la conjuntiva ocular, garganta y vías aéreas superiores. La inflamación que se 

manifiesta en estos tejidos, tiene que ver con la activación del factor NFKB y la 

consiguiente producción de citoquinas inflamatorias. Aunque en este caso, el organismo 

sigue manteniendo su equilibrio redOx. Sin embargo, cuando se incrementan los niveles de 

03 o el gas se administra en bajas dosis durante periodos de tiempo largos, las especies 

reactivas que no pueden ser neutralizadas en el pu1m6n llegan a la circulación, y comienzan 

a causar dafio oxidativo sobre lípidos, proteínas, DN~ etc, entonces el organismo se 

encuentra en desequilibrio redOx. 

Existen numerosos modelos para provocar estrés oxidativo en animales de 

experimentación, entre estos se encuentran la administración de sustancias oxidantes, como 

el paracuato, el óxido de cadmio, el ácido-3-nitropopiónico, el modelo de hipoxia­

reperfusión, la administración de H2Ü:2 Y otros. También existen métodos de provocar estrés 

oxidativo en tejidos específicos, con características específicas de cada tejido. Por ejemplo, 

la inyección sobre algún lugar del cerebro del péptido p~ es un modelo de estrés oxidativo 

cerebra4 que tiene como objetivo imitar el resultado de enfermedades neurodegenerativas 

como la enfermedad de Alzheimer. 

El modelo de inducción de estrés oxidativo utilizando exposición a Ü:3 en cámaras 

especialmente diseñadas para dicho fin, tiene la ventaja de que es sistémico, y no es 

invasivo, ya que no se tiene que administrar ninguna sustancia externa, ni mucho menos 

realizar intervenciones quirúrgicas. Es suficiente que los animales inhalen aire de manera 

natura~ para conseguir, dependiendo de la dosis y el tiempo de exposición, la inducción 

correcta de estrés oxidativo. 

Entre los primeros efectos fisiológicos observados de la exposición a Ch, se 

encontró que la exposición durante 4hr en dosis de 0.1, 0.2 Y 0.5 ppm, se incrementan en 

pulmón y cerebro los niveles de 80D-l, así como la memoria de largo plazo en el 

paradigma de prevención pasiva se ven deteriorados. Ta.ntbién se mostró, que los niveles de 

800-1, se ven reducidos en la exposició n a 1 ppm de 0 3 (Rivas-Arancibia y col., 1998), este 

resuhado muestra que a esas dosis, la capacidad de respuesta de la 80D-l ha sido rebasada 

y sus niveles se reducen para que la misma 80D-l no contribuya con el desequilibrio 

redOx. Posteriormente, se encontraron dafios citológicos como consecuencia de la 
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exposición a 1 ppm de O}, las células piramidales de CAl, mostraron una consistente 

disminución en la cantidad de espinas dendríticas que aparecen con la tinción argéntica de 

Golgi (A vila-Costa Y col .• 1999). 

Polteriormente se observó que el eh provoca W1 incremento en las cantidades de 

lípidos peroxidados en diferentes regiones cerebrales, este aumento difiere entre las zonas 

analizadas, la zona 'más resistente es la corteza frontal y las más lábiles, el hipocampo y la 

subtantia nigra. También se muestra, que tanto los efectos bioquímicos como conductua1es, 

pueden ser prevenidos mediante la administración de vitamina E (Guerrero y col., 1999). 

El efecto protector mediado por antioxidantes ha sido observado también con taurina y 

vitamina C (Rodriguez-Martinezy col., 2004). 

Otros experimentos a más niveles, han mostrado que a nivel de comportamiento, se 

ve aumentada la conducta de congelamiento, no así las conductas exploratorias y motoras 

que se ven disminuidas. La hberación de neurotrasmisores también se ve aherada, mientras 

que la dopamina, el ácido glutámico y el GABA se incrementan en la exposición a Ch, por 

el contrario la serotonina decrece. Por otra parte, los indicadores de liberación de óxido 

nítrico, como citru1ina y nitratos, amnentan su concentración. También en la zona del 

estriado, análisis con microscopía electrónica, han mostrado modificaciones eitológicas 

importantes. Se observa vacuolización en las dendritas e incremento del retículo 

endoplásmico rugoso (Rivas-Arancibiay col., 2003). 
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Hipótesis 

Si la GH actúa como antioxidante, puede revertir los cambios inducidos por estrés 
oxidativo, tanto conductUa1es como en el metabolismo de la ciclooxigenasa-2 en el 
hipocampo. 

Objetivos .generales: 

1. Determinar el efecto de la OH en la expresión de COX-2 y las alteraciones 
sufridas en el hipocampo, causadas por el estrés oxidativo producido por exposición a 
ozono. 

Objetivos particulares 

1. Determinar si existe un efecto antioxidante de la GH en el hipocampo en un 

experimento agudo y en un experimento crónico. 

2. Estudiar si la GH protege a los animales del declive del aprendizaje espacial 

causado por exposición crónica a bajas dosis de ozono. 

3. Determinar las alteraciones en la expresión de la COX-2 en el hipocampo; expuesto 

a estrés oxidativo crónico; por exposición crónica a bajas dosis de ozooo y 

determinar el efecto de la GH sobre dicha expresión. 

4. Detenninat los posibles cambios en el número de neuronas en las capas CAl Y CA3 

del hipocampo, en la exposición crónica a bajas dosis de ozooo y el efecto de la GH 

sobre este. 

5. Determinar los posibles cambios en la expresión de iNOS en la capas CAl Y CA3 

del hipocampo, en la exposición crónica a bajas dosis de omno y el efecto de la GH 

sobre~e. 

6. Determinar si el posible efecto antioxidante de la GH se da de forma directa o por 

medio de reacciones metabólicas. 
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Estrategia experimental 
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Ex¡H!rbttento cró"ico 
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~ I 
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estudíadas en las zonas de interés. f----+ AnáJhis de nriaaz-ll 

y pneltas de COWIUlntcHMI 

entrevqos 
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Material y Métodos 

Grupos experimentales, curva dosis respuesta para determinar dosjg. 

Se utilizaron 36 ratas macho de la cepa wistar, de tres meses de edad con peso de 

300g, ciclo de 1uzJoscuridad de doce horas, con comida y agua al libitum. Las ratas se 

dividieron en seis grupos de seis individuos. El primer grupo fue el control y no se le aplicó 

ningún tratamiento. Los restantes grupos fueron expuestos durante 4hr a ÜJ 1 ppm, al salir 

de la cámara de Ü:3 a un grupo se le inyectaron O.02U de OH (Saizen) de forma subcutánea 

utilizando agua inyectable como vehículo, a otro grupo O.04U, 0.08U, 0.16U y al úhimo 00 

se administró ninguna dosis. Dos horas después de salir de la cámara de ÜJ las ratas :fueron 

sacri:fu;adas por decapitación. Se colectó la sangre Y se separó el suero mediante 

centrifugación, 5 minutos a 3000rpm guardándose a -700c. Se diseccionaron los cerebros 

con el fin de extraer los hipocampos y posteriormente homogenizarlos 1: lOen PB (0.1 M 

pH 7.4) y guardarlos a -700c. 

Grupos experimentales, experimento crónico 

Se utilizaron setenta ratas macho de la cepa wistar, de tres meses de edad con peso 

de 300g, ciclo de luz/oscuridad de doce horas, con comida y agua al libitum. Las ratas 

fueron divididas en tres grupos, un grupo, como contro~ un grupo expuesto a Ü:J Y otro 

expuesto a Ü:3 y tratado con 0.08U de OH, estos dos grupos, se dividieron en tres 

suhgrupos, de acuerdo al tiempo de exposición, 7 días, 15 días Y 30 días. La exposición a 

0 3 se llevó a cabo colocando las ratas en una cámara de oZDno durante cuatro horas diarias, 

a 0.25ppm del gas, los animales del grupo tratado con OH, se inyectaron diariamente tras la 

exposición a o~oo, por vía subcutánea utilizando agua inyectable como vehículo . 

. Seis individuos de cada grupo, fueron sacrificados por decapitación dos horas 

después de recibir la úhima inyección de la hormona. Se colectó la sangre Y se separó el 

suero mediante centrifugación, 5 minutos a 3000rpm guardándose a -70OC. Se 

diseccionaron los cerebros con el fin de extraer los hipocampos para posteriormente 

homogeni;zarlos 1: lOen PB (O. 1M pH 7.4) y guardados a -700c. 
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Se utilizaron cuatro individuos de cada grupo con los mismos tratamientos ya 

descritos, que fueron perfundidos con paraformaldehído a 4%, siguiendo posterionnente un 

método estándar de inclusión en parafina., para obtener cortes sagitales de 5 J,lDl, en 

lamini1las cubiertas de poli-L-lisina. 

Inmunohistoquímica 

Las pruebas de inmunohistoquímica que se realizaron para la proteína COX-2, se 

llevaron a cabo tras un procedimiento de recuperación antigénica en una olla de presión 

(decloaking chamber biocare) para recuperación de antígenos a 1200c y 15psi durante 20 

minutos, en el buffer developer (Biocare) y tras 20 minutos de enfriamiento, se lavaron dos 

veces con agua desionizada Se bloqueo la actividad peroxidasa endógena, mediante HzÜ2 

(3%) durante 10 minutos Y se lavó dos veces con agua desionizada Posteriormente, se 

añadió una solución de bloqueo (ScyTek super block), tras tul breve lavado con PBS (0.1 M, 

pH 7.4), seguido del anticuerpo primario IgG anti COX-2 de rata hecho en conejo (Santa 

Cruz sc-7951 XLi y col., 2004; Ye y col., 2(05) 1 ~ml, en PBS, se dejó incubar 12 horas a 

4 OC, se realizaron tres lavados con PBS y a continuación se utilizó un anticuerpo 

secundario biotinilado (UltraTek anticuerpo biotinilado Anti-polivalente), tras tres lavados 

en PBS se añadió el complejo enzimático estreptavidina peroxidasa (UltraTek HRP) y tras 

tres lavados con PBS, se reveló con una solución de cromógeno (diaminobenzidina) y 

sustrato (I-IzÜ2) (Dako DAB kit), la reacción se detuvo a los dos minutos utilizando agua 

desionizada En la inmunohistoquímica para iNOS, se utilizó el mismo procedimiento 

anterior, pero con el anticuerpo primario IgG anti COX-2 de rata hecho en conejo (sc-651) 

(Rodriguez-Pascualy col., 2000). 

En la doble inmunohistoquímica, tras la incubación con el DAB, las laminillas 

fueron incubadas en baño maría hirviendo en una solución de tris pH 8.0 Y EDTA durante 

20 minutos, tras dos lavados ~n PBS, se incubaron en clara de huevo durante 30 minutos 

y posteriormente en leche descremada 1: 1 O durante media hora, tras dos la vados con PBS, 

se volvió a bloquear laperoxidasa igual que en el primer paso. Finalmente se incubó con el 

anticuerpo anti-GFAP de conejo (Zymed 18-0063)(fanaka y Sobue, 1994) en 
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concentración de 1: 1 00, a temperatura ambiente durante 12 horas, posteriormente se 

utilizaron el anticuerpo secundario y el sistema de amplificación similar a la primera parte Y 

se utilizó el cromógeno AEC, que proporciona un color rojo (Zymed). 

Los datos se anali7MOn primero llevando a cabo la prueba de Barlle!, para 

determinar si el análisis debía ser o no paramétrico, al tener una diferencia significativa 

entre las varianzas, se procedió a una prueban de KruskaU-Wallis, cuando esta prueba 

arrojó una p<O.05, entonces se procedió a lID. análisis de comparación entre grupos, con la 

prueba de U de Mann-Wrthney, aqUí también se consideró significancia, en p <0.05. 

Método de Kluver-Barrera para teñír neuronas selectivamente 

Las laminillas fueron desparafinizadas hasta etanol al 95%, posteriormente fueron 

incubadas en una solución de Luxol fast blue (1 % en etanol al 95%) a 6()OC durante toda la 

noche. Las laminillas se lavaron en etanol al 95% Y posteriormente en agua bidestilada, 

después fueron sumergidas en una solución de cloruro de litio (0.05%) durante 5 segundos, 

luego etanol al 70010 durante 10 segundos y otra vez en agua bidestilada Se repitieron los 

pasos anteriores hasta que se observó un contraste adecuado entre la materia gris (sin color) 

y las fibras de mielina (azules). Se incubaron en violeta de cresilo (0.25% en agua con 

0.1 % de ácido acético glacial) durante 1 minuto. Fueron nuevamente lavados con agua 

bidesti1ada, deshidratados y roontados. Las fibras mielinizadas se observan azul fuerte, 

mientras que los cuerpos de NissI. se muestra color violeta (K1uver y Barrera, 1953). 

Cuantificación de Ifpidos peroxídados 

Para la cuantificar los niveles de lípidos peroxidados, se utilizó una técnica 

espectTofotométrica basada en la reducción de lípidos hidroperoxidados a lípidos 

hidroxilados en presencia de hemoglobina En presencia de lípidos hidroxilados el MCDP 

se rompe en forma oxidativa y produce azul de metileoo en proporción equimolar. Para 

llevar a cabo este procedimiento se descongelaron los bomogenizados, fueron centrifugados 

a 3000rpm durante 5 min Y se utilizó el sobrenadante. Se colocaron 20Jll de la muestra en 
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tubos para microcentrífuga y se colocaron 80111 de la solución de oxidasa ascórbica (kit de 

peroxidación de Upidos LPO-cc de KamiyaXOhishi y col., 1985; Wang y Liehr, 1994), a 

300c durante 10 min, posteriormente se colocaron en cada tubo 160 J.Ll de la solución de 

bemJglobina y MCDP del mismo kit, incubándose a 300c en oscuridad durante 15min. 

inmediatamente se midió absorbencia a 675nm en el espectrofot6metro de masas, Y 

J'Mlizarxio una curva de calibración utilizando una muestra blanco (PB) Y una muestra 

estándar del kit (Hidroper6xido de cumeoo 50nm0I), para obtener la cuantificación lipidos 

peroxidados en el tejido en nmoles/ml de homogenizado. En el caso de la medición en 

plasma se hizo de la misma manera, pero sin realizar ninguna dilución y la centrifugación 

se utilizó para remover la fracción celular. 

Laberinto de Mofris 

Las pruebas para determinar adquisición de nueva memoria espacial, fueron 

llevadas a cabo mediante la ut~i6n de la técnica de laberinto acuático propuestas por 

Mortis 1982. Se utilizó para esto un tanque de 1.5m de diámetro, 60 cm de alto, con una 

plataforma de 30 cm de alto. La plataforma queda hundida 1 cm en el agua que es 

enturbiada con leche en polvo y acondicionada a 2~. Alrededor del tanque, se colocaron 

imágenes bien visibles y distinguIbles por sus formas y sus colores. 

Tres dias antes de sacrificar a las ratas, comenzó el entrenamiento de cada grupo de 

animales, tras la dosis de OH en SU caso. El primer entrenamiento consistió en cok>car a la 

rata en un punto dentro del agua para que buscara la salida, como usualmente las ratas la 

buscan alrededor del tanque, en la primera prueba la rata es guiada hacia la plataforma, 

cuando ha permanecido ahí 15 segundos, se acerca a la rata una. reja, a la cual esta se sube y 

se la transporta a un lugar seco. El primer día se hacen dos pruebas más, esperando que la 

rata encuentre por sí soJa la plataforma. En el segundo dia, las ratas hacen tres pruebas Y el 

tercero también. Finalmente, se quita la plataforma, el tanque es dividido en cuatro 

cuadrantes Y se deja que la rata nade buscando la plataforma durante \ID minuto, cada vez 

que la rata nada en el cuadrante adecuado, se mide el tiempo que permanece ahi El tiempo 

que nada. cada rata en el cuadrante correcto, se utiliza como índice de memoria. 
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Prueba para determinar si la GH tiene efecto antioxidante intrinseco 

Para esta prueba se utilizaron los homogenizados de hipocampo de 6 ratas distintas, que 

fueron distribuidos en varios tubos para mi~ Se colocaron l00¡..U de 

homogenado en 3 ml de un medio oxidante, compuesto por KH2PO" 50 mM, Xantina 

50JlM, EDT A 0.1 mM Y 1 unidad de Xantina Oxidasa (Una unidad de xantina oxidasa, es 

la cantidad de enzima necesaria para oxidar un ¡.tM de xantina en un minuto), también se 

utilizó el mismo medio sin la xantina oxidasa a modo de control Este medio fue colocado a 

37°C en un baño de inmersión y de cuatro homogenados distintos, se tomaron muestras a 

los 2 min, a los 5 fllin; a los IOnrin Y a los 15 mio, Con estas muestras, se procedió a la 

cuantificación de lípidos referida anteriormente. A k>s resuhados obtenidos, se les apliCó 

upa regresión hiperbólica, utiJiz¡moo el paquete estadisticos Sigma Plot. A partir de los 

resultados de esta curva, se utilizaron los mismos medios, pero incubándolos únicamente 

durante 4.5~ agregándoles 0.024 y 0.048 U de GH, así como lSOJunoles de ácido 

ascórbico (sigma), a modo de control positivo. 
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Resultados 

Curvas dosis respuesta de peroxidación de lípidos 

Los resuhados indican que la única dosis que tiene efecto antioxidante, es la de O.08U de GH (fig 

9).En el tejido de hipocampo homogenizBdo, no se encontró una distribución normal de las mediciones 

y no se encontró homogeneidad en las varianzas, por tal motivo se utilizaron estadísticas no . 
paramétricas. Se utilizó el análisis de varianza de Kruskal-Wallis (K-W), para grupos independientes 

considerando el resuhado significativo con una p<O.05. La prueba de K- W mostró \lrul. p de 0.0029, 

por lo que se procedió a realizar la prueba de U de Mano-Whitney (M-W) para determinar diferencias 

entre grupos independientes. Esta medición arrojó diferencias significativas entre el control y todos los 

grupos menos el que fue tratado con 0.08U de GH, este grupo Y el tratado con 0.16 de GH, a su vez 

mostraron una diferencia con el grupo no tratado con la hormona, por esta razón se decidió utilizar 

esta dosis, que además es la misma que se utilizó en experimentos anteriores (fig 9A) (Schneider­

Rivas y col., 1995). En la medición en plasma, realizada con el objeto de mo~ los efectos a un 

nivel más global, las diferencias significativas, se mostraron en la dosis de O.04U. 
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Figura 9 

A) CUrva de respuesta agtda a GI en homogenados 
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B) CUrva de res puesta aguda a GH en plasma de ratas 
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Figura 9. Efectos de diferentes dosis de GH sobre los niveles de lipUJos peroxidadns en ratas 
expuestas a 0 3 1 ppm, presentados en medias±e. e. m, en el eje de las abscisas se encuentran las 
diferentes dosis de GH probadas, así como el grupo control que no recibió ningún tratamienld A) La 
dosis qt#? resultó tener un mayor efecto antioxidante en los homogenados de hipocampo, fue la de 
O.08U al no presentar diferimcia significativa con el control. B) En el caso del plasma, el mayor 
efecto antioxidante se encontró con la dosis de O. 04, que es diferente con el gropo sin tratamiento con 
G R *, p< 0.05 contra el control y entre grupos, •• , p< O. 01 contra el control y entre grupos. 
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El tratamiento con GH modifICa la cantidad de lípidos peroxidados en el hipocampo, a 
/os quince dias de exposición a O.25ppm de 0,3-

En las medicio'nes de lfpidos peroxidados en los sueros de las ratas tratadas crónicamente con 

O.25ppm de ÜJ y O.25ppm de 0 3+ O.08U de GR, observamos que existe lID aumento progresivo de la 

oxidación de lfpidos en ambos grupos. mostrando diferencias significativas de todos los grupos 

experimentales respecto al control con una p<O.05. En los bomogenizados de hipocampo, se muestra 

una diferencia significativa entre grupos a los quince d1as, lo que no ocurre a los siete días de 

tratamiento ni a los treinta dias. En las mediciones realizadas en el plasma, encontramos el mismo 

patrón. con la diferencia de que el efecto reductor de lipoperoxidación de la hormona a los 15 días, es 

más acentuado que en el hipocampo. 
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B) 

Figura 10 
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FIg1UII10 Efectos de la GH (O. 08 U) sobre los niveles de I(pUJos peroxidadtJs en ratas expuestas a 03 
O.25ppm crónicamente. En las abscisas se muestran en medias±e.e.m los niveles de lipoperóxidos, en 
el eje de /QS abscisas se encuentran las dijl#"enJes tiempos de tratamiento a 03 solo y con GH A) Se 
muestran los niveles de lipoper6xidos en los homogenados de hipocampo en los distintos tratamientos 
$) Se muestran los niveles de lipoperóxidos en plarma. ·,p<O.05 respeclo al control y entre los 
grupos. •• , p< o. 001 respecto al control y entre los grupos. 
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ModiflC8ciones en la adquisición de memoria espacial, causadas por la exposición a 
ozono y el tratamiento con GH. 

Se utilizó la prueba del laberinto acuático de Monis, para determinar los cambios en la 

adquisición de memoria espacial. en los diferentes tratamientos crónicos con 03 a 025ppm y ÜJ 

adicionado con GH. Al aplicarse una prueba de normili.dad y homogeneidad de varianzas, se rechazó 

la utilización de pruebas paramétricas Y se utilizó la prueba de K-W para determinar la presencia de 

cambios en el conjunto del experimento y la prueba de M-W para determinar diferencias entre grupos. 

Como se muestra en la figura 11, los grupos tratados solo con Q, IOOStraron una disminución constante 

en la latencia de retención, mientras que las ratas expuestas a los mismos tiempos de Ü) pero tratadas 

con O.08U de GH, no mostraron esa disminución. En los grupos tratados solo con ÜJ expuestos 

durante 15 Y 30 días, se observa una diferencia significativa respecto al control con p<O.OI y entre el 

grupo de 30 días tratado ron ÜJ y el tratado con ÜJ+GH, se observó una diferencia de p<O.05. 

Figura 11 
Efecto del ozono y la GH en la memoria espacial 

30 --~. __ ._-_ .. _----_.-- ---_. --

o-+--
Control 7dias 15cUas 

Tratamientos 

Figura 11. Efectos de la GH sobre la adquisición de memoria espacial en ratas expuestas a 03 
O.25ppm crónicamente. En las ordenadas se muestran en medias±e.e.m los t~mpos de permanencia 
de las raJas en el cuadranJe correcto (segundos dentro de un minuto). En el eje de las abscisas se 
encuentran las diferentes tiempos de tratamiento a 03 solo y con GH ·,p<O.05 respecto al control y 
entre los grupos . •• , P<Q. 001 respecto al control y entre los grupos. 
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Expresión de la COX-2 en el hipocampo, en ratas expuestas crónicamente a bajas 
dosis de ozono y expuestas a ozono con tratamiento de GH. 

En las micrografias mostradas, se aprecia un claro aumento de la inmunoreactividad de COX~2, 

en los tratamientos con o:wno a medida que progresa la exposición a este, con respecto al tratamiento 

contro~ en el que sin embargo aparecen zonas de tinción en todos las áreas del hipocampo. Sin 

embargo, esto lo podemos atribuir a una expresión basal de COX-2, que además puede observarse 

restringida a partes específicas de la célula, a la zona perinuclear y a la zona membranal El aumento 

de la exposición a ozono, produce un cambio importante en la inmunoreactividad en todo el 

citoplasma e incluso con frecuencia se observa esta tindón extendida hacia las neuritas. Existen zonas 

del hipocampo, en las que vemos una muy baja expresión, particularmente el la capa granular del giro 

dentado, que se mantiene muy constante con todos los tratamientos. Por el contrario la capa 

JX>limórtica del giro dentado, que incluso en el control mantiene una importante expresión, se tiñe 

fuertemente en todos los tratamientos con ozono, aunque muestra una ligera disminución de tinción, 

en los tratamientos con GH. En la capa CA3 ocurren cambios imJX>rtan1es, ya que de una baja tinción 

en los grupos contro~ se observa un aumento muy grande en los grupos tratados con ozono, en los 

grupos tratados con ozono y GH, se observa una disminución respecto a los que solamente se 

expusieron a ozono, que sin embargo, no llega a ser similar a la de los controles. El conteo de células 

muestra un aumento significativo respecto al control en todos los tratamientos, mientras que a los 7 ya 

los quince días, el porcentaje de células inmunoreactivas en los tratamientos de ozono con GH, 

disminuye significativamente respecto a los tratamientos de exposición a ozono solo, a los treinta dias, 

ya no se observa ninguna diferencia significativa en los porcentajes (figura 13 A), 

En la capa CA2, se observa en el control una tenue tinción membranal, que se mantiene en 

todos los tratamientos, sin embargo esa tinción aumenta considerablemente durante todos los 

tratamientos de exposición a ozono, sin que la honnona de crecimiento tenga ninguna influencia sobre 

esta capa. 

La capa CAl, es de entrada la que menos inmunoreactividad muestra en el grupo contro~ sin 

embargo, muestra una creciente tinción citoplasmática en los grupos tratados con ozono, en los que 

también se muestra tma disminución consistente en los grupos tratados con GH, tanto en la intensidad . 

y distnbución de la tinción, como en el porcentaje de células inmunoreactivas a los siete y a los quince 

días, al mes de tratamiento, ya 00 se observa ninguna diferencia significativa en los porcentajes. 
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Figura 12 A 
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Figura 12 A, aquí se obse~a el patrón común de i1Jl1tJl1Wreactividad de la COX-2 en las disJinJas 
capas del hipocampo. Se puede observar, que co1rtÚlfme1Jle existe una baja pero constante 
expresión de COX-2, sobre todo en la zona ciJoplásmica y membranaJ de las células como 56 
indican las flechas. 



Figura 12 B 
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Figura 12 B, A los siete días de lraJamiento ron ozono, se observa un incremento de la 
inmunoreactividad de COX-2 en las distintas capas del hipocampo. En es/as micrografías se 
pueden observar cambios en el patrón de inmunoreactividad celular, siendo la tinción más oscura 
y más distribuida tanto en membrana como en citoplasma y parte de la región perilruclear. 
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Figura 12 e 
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Figura 12 e, A los quince días de tratamiento con ozono, se mantiene el incremento de la 
inmunoreactividad de COX-2 en las distintas capas del hipocampo por el traJamiento con ozono, 58 
sin embargo, se observa una disminución en el mLmero de células inmunoreactivas en los grupos 
tratados con GH En las micrograflOS de 15 días, es en las que se observa lUJ(1 anción más dema 
v más distribuida en la morfol02ÍD celular. 



Figura 12 D 
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Figura 12 D. Se muestra el patrón de inmunoreactividad de las distintas capas del hipocampo 
a los treinta días de exposición a ÜJ. En este tratamiento ya no se muestran diferencias en el 59 
número de células inmunoreactivas entre las ratas tratadas sólo con ÜJ y las ratas con ÜJ y 
OH. 



Figzua 13 A) 
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Figura 13. Efectos de la GH sobre los porcentajes de células inmunoreactivas a COX-2 en el 
hipocampo de ratas expuestas a 0 3 O.25ppm crónicamente. En las ordenadas se muestran en 
medias±e.e.m los porcentajes de células inmunoreactivas. En el eje de las abscisas se encuentran las 
diferentes tiempos de tratamiento a 03 solo y con GH ·,p<O.05 respecto al control y entre los 
gropos . •• , p<O. 001 respecto al control y entre los grupos. 
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Expresión de COX-2 s610 en neuronas? 

Figura 14. Doble tinción, COX-2 (café), GFAP (rojo), 

CA2 40x 
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En la figzua 14, se muestra la inmunotinción a los siete días de exposición a ozono, de COX-2 y 
GF AP. Este erperimenlo, tuvo por objeto, mostrar si en rruestro modelo erperimenlal, la expresión de 
COX-2, se restringía básicamente a neuronas, en este caso tiñendo los astrociws de rojo. No 
encontramos que en los somas de astrocitos se presente irrmunotinción de COX-2, por /o tanto 
podemos inferir que la inmunoreactividad a COX-2, se presenta principalmente en neuronas. 
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Conteo y observación de neuronas, utiUzando la técnica de Kluver-Barrera 

Con estos experimentos" se encontró una disminución signifteativa de neuronas en casi todos 
los tratamientos con ozono y GH respecto al control, en las áreas CAJ y CAL Únicamente 
encontramos una recuperación del número de neuronas en el tratamiento de exposición a ÜJ de 30 con 
GH en la capa CAl. A la par, también observa..m>s moduteaeiones en la morfología celular, 
observamos una edematización a los 7 días de tratamiento con ozono, y a partir de kls quince días 
comenzamos a observar neuronas con modifiCaCiones citoplásmicas que indican modificaciones 
fisiológicas como consecuencia del estrés oxidativo. 

Control 

15 
días 

30 
días 

40x 

Figura 15 A 

Exposición a 0 3 

lOOx 

CAl 

Exposición a 03+GH 
40x lOOx 

, , ~ 

Figura 15 A MicrograjUlS de neuronas de la capa CAl del hipocampo, teñidas con la técnica de 
Kluver-Barrera, por /o que se observa con claridad la morfología ciJoplásmica del soma neuronal. 
Las flechas indican algunas modificaciones observadas con este método. 
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Figura 15B 
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Figura 15 B. Micrografías de neuronas de la capa CAl del hipocampo Y algunas fibras colaJeraJes de 
Schaffer indicadas conflechas oscuras (morado son cuerpos celulares, azul sonfibras mielinizadas), 
teñidas con la técnica de Kluver-Barrera. Las flechas indican algunas modificaciones morfológicas 
observadas con este método en los tratamientos con 0 3 y 0 3 con GH 
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Los resultados de los conteos, mostraron un decremento significativo en el número de neuronas 

en los tratamientos con oznoo. En la capa CA3 (fig l6A) este decremento es significativo a los quince 

días de exposición a ozono, sin embargo con el tratamiento con GH estos niveles se mantienen y se 

presenta una diferencia significativa entre los dos grupos de quince días. El grupo expuesto a ozono 

durante treinta días, mostró una disminución significativa en el número de neuronas mientras que el 

grupo de treinta días tratado con GH, 00 mostró ninguna disminución, entre los grupos de treinta días, 

00 encontramos diferencia significativa 
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Figura 16. Efectos de la GH sobre el número de new'onas en ratas expuestas a 0 3 O.25ppm 
crónicamente. En el eje de las ordenadas se muestran en medias±e.e.m los números de new-onas por 
campo de 30,oaom¡l). En el eje de las abscisas se encuentran las diferentes tiem¡xJS de fratamienJo a 
03 solo y con GH ·,p<O.05 respecto al control y entre los grupos . .. , p<O.OOl respecto al control y 
entre los grupos. 
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Inmunohisfoquímica de iNOS 

La inmunohistoquímica, mostró un incremento notable en la inmunoreactividad de 

íNOS en los distintos tratamientos con ozono, mostró cambK>s morfológicos en las células 

inmunoreactivas., las cuales se mostraron edematizadas en los tratamientos de 7 días de ozono y a 

partir de los quince días, empezamos a observar células inmunoreactivas con cambios morfulógicos 

sustanciales que sugieren muerte necroÜca o apoptótica. 

Figura 17 A CAl 
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Figura 17 A. La capa ('Al del hipocampo, nme,slra filia sustancial illm1l1JOreactil'iJad a 
iNOS inducida por exposición a ozono, sin obsen'arse d{fere/lcías e/ltre los Iralmllieulos de 
0 1 solo y los tratamientos con 01+GH La itutumoreactividad se observa en las zonas 65 
ciloplásmicas de las células de lodos los tratamientos (j1echas claras) y se obserwm 
algunas células con fuertes modifu:acwnes cüoplásmicaY y lllW inmunoreacmidod superior 
n In do! ro",tro ¡flor" ... ., ro.,,....,, .. ,..,"') 
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Figura 17 B) 
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Figura 17B. La capa CA3 del hipocampo, muestra un incremento de inmunoreactividad a iNOS en los 
traJamientos erpuesJos a Oj, aquí lampOCo se observan diferencias entre los tratamientos de 0 3 solo y 
los tratamientos con 03+GH La inmunoreactividad se obserwJ en las zonas citoplásmicas de las 
células de todos los tratamientos (flechas claras) y se observan algunas células con fuertes 
modifzcaciones citoplásmicas y una immmoreactividad superior a la del resto (flechas oscuras). 
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Prueba para determinar si la molécula de GH, muestra actividad antioxidante en un 
sistema in vitro. 

Con el :fin de determinar si los efectos antioxidantes observados se debían a una característica 

química de la OH, o si por el contrario son efecto de su actividad endócrina, se realizó el siguiente 

experimento. La curva de oxidación del medio se analizó utilizando lID análisis de regresión para 

hipérbolas, en el cual se encontró la ecuación LPO! mI = ~+5.57 donde t es el tiempo trascurrido 
4.46+t 

en minutos, 109 será el nivel de saturación de lipidos peroxidados y 4.46 es aproximadamente el 

tiempo en el que la mitad de la saturación es conseguida, 5.57 es el nivel inicial de lipoperóxidos. Para 

esta curva se obtuvo ~=O.84 (Figura 18A). A partir de esta ecuación se determinó utilizar 4.5 minutos 

de oxidación para medir el efecto de diferentes concentraciones de OH, ya que es el tiempo en que se 

llega a la mitad de la saturación de peroxidación del medio. Utilizando este tiempo se tomaron 

mediciones utilizando O.024U de OH, O.048U de OH, 150J.1IDOles ácido ascórbico y control 

Únicamente se encontraron diferencias significativas a p<O.05 respecto al control con el tratamiento 

con ácido 8SCÓrbico (Figura 18 B). Esto implica que la OH no tiene efectos antioxidantes directos 
\ 

neutralizando radicales libres, como sí 10 hace el ácido asc6rbico. Esto significa que un efecto 

antioxidante in vivo de la OH, se debe a algún efecto mediado por su receptor. 
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En lajigura 18 se muestran los resultados de la proeba de efecto antioxidante in vitro de la GH A) 
La curva de oxidación teórica obtenida mediante regresión hiperbólica, donde la línea representa la 
función obtenida ± e.e.m Tras el resultado de esta gráfica, se decidió utilizar 4.46 minutos. B) 
Utilizando ese tiempo, se procedió a realizar pruebas con dos concentraciones distintas de GH, Y 
ácido ascórbico. **,p<0.01, respecto al control. 
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Discusión 

La exposición a ozono, es un modelo no invasivo de estrés oxidativo el cuál se puede 

aplicar durante periodos largos de tiempo para causar un desequilibrio redox, con este modelo 

es posible estudiar los efectos crónicos a largo plazo causados por el aumento de las ROS Y así 

producir una neurodegeneración progresiva. Con el modelo de ozono, también se pueden 

estudiar los efectos que diversos antioxidantes pueden presentar sobre el proceso de muerte 

celular. 

El experimento agudo de dosis respuesta a GH, fue realizado con el objetivo de 

encontrar una dosis adecuada para ser utilizada en los experimentos crónicos. En este 

experimento se expusieron los animales a una dosis aha de ozono para producir estrés 

oxidativo y se inyectaron diferentes dosis de GH (0.02U, O.04U, O.08U, O.I6U) para 

determinar el mayor efecto antioxidante. La GH no mostró lID efecto antioxidante en todas las 

dosis, como podría esperarse del tocoferol y la vitamina C. La dosis de 0.08 U de GH (esta 

dosis es equivalente 26J.1g. los niveles circulantes en machos alrededor de las 16 horas, se 

encuentran cerca de 7ng/ml (Chacon y col., 2005)) fue la más efectiva porque mostró una 

disminución significativa en los niveles de lipoperóxidos en los holOOgenizados de hipocampo 

y no mostró diferencias significativas con el control sin exposición a Ü). La siguiente dosis 

utilizada, 0.16 U, mostró un efecto levemente menor (Figura 9A). En el experimento llevado a 

cabo con plasma, la dosis antioxidante más efectiva fue O.04U de GH (Figura 9B). Esta 

diferencia puede deberse a que distintos tejidos blanco tienen una respuesta diferencial a la 

GH ya que no existe una distribución uniforme de los receptores para esta hormona y estos 

pueden desencadenar vías de tramducción diferentes en cada zona. Por lo expuesto 

anterionnente, decidimos escoger la dosis de 0.08U porque el objetivo de estudio de este 

trabajo es el posible efecto protector de la GH en el hipocampo con daiio oxidativo, causado 

por la exposición de los animales a Ü). 

Los resuhados de nuestros experimentos coinciden con resuhad.os previos (Dorado­

Martinez y coL, 200 1; N ino-Cabrera Y col., 2002), la exposición crónica a bajas dosis de 03 

produjo un aumento en la cantidad de lípidos peroxidados encontrados en el homogenizado de 

tejido rupocampal (lO A). Todos los grupos que fueron expuestos a ozono, mostraron un 
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incremento significativo de lipoperóxidos respecto al control que 00 recibió tratamiento. La 

diferencia al comparar los resuhados del grupo de siete días en comparación con el grupo de 

quince días no es significativa., esto puede relacionarse con la primera respuesta de sistemas 

oxidantes al estrés oxidativo, dentro de esta respuesta se puede encontrar un incremento en la 

expresión de la SOD-l y de la GPx. Sin embargo, hacia el mes de exposición a ozono, los 

niveles de lipoperóxidos son más elevados que en los grupos anteriores. Este fenómeno indica 

que el daño oxidativo es acumulativo y las sefiales inflamatorias por consiguiente, se expresan 

en mayores cantidades a 10 largo del tiempo. Incluso, cuando las especies reactivas sobrepasan 

la capacidad detoxificadora de las defensas antioxidantes enzimáticas, estas contribuyen con la 

producción de especies reactivas, por ejemplo, la SOD-I comienza a producir Ú2;'-. La COX-2, 

por ejemplo, al ser oxidada por el ataque del peroxinitrito, incrementa varias veces su 

velocidad de reacción y esta enzima, es una productora importante de especies reactivas 

(Y asojima y col., 200 1). 

Al tratar las ratas expuestas a ozono diariamente con 0.08U de GH, encontramos una 

disminución significativa de lipoperóxidos a los quince días, respecto a las ratas que no :fueron 

tratadas con GH (Figura lOA). Sin embargo, esta respuesta no es significativa para los otros 

grupos estudiados, esto podría explicarse ya que muchas hormonas tienen respuestas variables 

según las dosis y los tiempos de tratamiento lo cual depende de los cambios en sus receptores 

y en sus sistemas de transducción. En el caso de la GIL la complicación es mayor, ya que no 

estamos hablando de la respuesta a una sola honoona, sino que estamos hablando de la 

respuesta a tres mensajeros neuroquímicos (GH, IGF-I e IGF-ID cuya interacción, no está del 

todo entendida; una de las cuestiones que no ha sido aclarada, es su influencia conjunta sobre 

el tejido hipocampal, el cual tiene receptores para los tres factores (Schneider .v col., 2(03). 

Más concretamente, podemos discutir que la OH puede tener efecto sobre la expresión de 

sistemas antioxidantes, como lo serian el de la SOD-I y el de GPx; por ejemplo, 

recientemente se ha mostrado que la administración de GH a ratas de edad avanzada, 

promueve la formación de glutatión reducido en el cerebro (Donahue y col., 2005). También 

es fachble que la GIL al aumentar la tasa metabólica y la movilización de lípidos en los 

tejidos, pueda favorecer el recambio y la destrucción de lípidos y otros componentes celulares 

dañados por oxidación. Finalmente, tanto la GH como el IGF-I y el IGF-I1 pueden participar 

como mediadores de la inflamación, ya que utilizan las mismas vías de transducción que 
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señales inflamatorias importantes, como las inteleucinas (Zhu y col., 2001; Denko y Malemud, 

2005; Han y col., 2(05). 

El estudio de retención de memoria espacial, DOS mostró que ésta se ve deteriorada con 

el transcurso del tiempo de exposición a ÚJ. El mayor daño, se mostró al mes de tratamiento 

crónico (Figura 11 A). Esto se correlaciona directamente con el mayor aumento de los lípidos 

peroxidados al mes de exposición a ozono, lo que indica que ante mayor estrés oxidativo, 

mayor es el daño funcional en la plasticidad del hipocampo. En experimentos anteriores, se 

demostró el deterioro de la memoria en ratas expuestas a ozono y se observó la existencia de 

un daño tisular en la capa CAl del hipocampo (A vila-Costa Y col., 1999; Rivas-Arancibia y 

col., 2000). Si consideramos que esta capa Y CA3 son las más activas en la formación de 

mapas cognoscitivos espaciales, entonces es posible que este déficit en memoria se deba a que 

estas zonas están afectadas por el daño oxidativo. Al mes de tratamiento con GH, se mostró un 

efecto protector sobre la memoria espacial a los treinta días, esto puede explicarse ya que la 

GH tiene efectos positivos sobre la adquisición de memoria, esto se ha observado también en 

humanos y se piensa que se debe a un mejoramiento de la neurotransmisión mediante 

aspartato (Schneider y col., 2003; Le Greves y col., 2(05). 

Las capas CAl Y CA3 del hipocampo, que son las que se ven más afectadas por estrés 

oxidativo y enfermedades neurodegenerativas, también expresan mediadores inflamatorios 

como la iNOS y la COX-2. Esta úhima, es una enzima que responde al daño oxidativo, 

incrementándolo considerablemente y comenzando la liberación de pro stagland inas. Existen 

estudios previos, que muestran que la COX-2 se expresa en presencia de casi cualquier tipo de 

estrés oxidativo; sin embargo, no existían datos previos de su expresión en respuesta a la 

exposición a ozono, más que en pulmón (Valacchi Y col., 2004). Nuestros resultados muestran 

que el ozono promueve la expresión de COX-2 en el hipocampo principalmente en las capas 

CAl y CA3, las cuales son las zonas más sensibles al estrés oxidativo y que presentan mayor 

daño en las enfermedades neurodegenerativas; sin embargo, también se observa un aumento 

de expresión de COX-2 en las capas granular y polimórfica del giro dentado yen la capa CA2 

(Figura 12 A-D). El conteo de células que expresan consisten1emente COX-2, mostró lID 

, aumento en las capas CAl y CA3 a partir de los siete días de exposición a ÚJ. Sin embargo, 

con el tratamiento con GH se observa una reducción en la expresión de COX-2 a los siete días 

y una mayor a los quince días, mientras que a los 30 días ya DO se observa este efecto (Figura 
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13 A Y B). Esta mediación puede ser consecuencia de la disminución transitoria del estrés 

oxidativo, observada a los quince días de tratamiento con OH en los lípidos peroxidados, o 

puede deberse a un efecto directo de la transducción de señales de la OH. Ahora bien, la 

disminución de COX-2 en ratas expuestas a ozono tratadas con OH puede deberse a una 

modulación de la respuesta inflamatoria del hipocampo inducida por el oxidante. Como 

habíamos mencionado, existe una relación muy importante entre la expresión de COX-2 y de 

iNOS, ambas enzimas son inducibles tanto por estrés oxidativo como por inflamación, además 

de que se inducen mutuamente al generar especies reactivas y señales inflamatorias. Por esto 

decidimos observar el efecto de la exposición a 03 y el tratamiento con OH sobre la expresión 

de iNOS en el hipocampo (Figura 17). Dicha enzima se expresa de forma muy sensible a los 

cambios en el equih'brio oxido reducción y observamos una expresión creciente de iNOS a 

partir de los siete días de exposición a ozono en las capas CAl y CAJ, que además se 

relacionan con cambios morfulógicos celulares como la presencia de edema, que ya había sido 

observada previamente en los cerebros de ratas expuestas a 0 3 (Rivas-Arancibia y col., 2(03). 

En este caso no observamos una disminución de la expresión de iNOS en ratas tratadas con 

OH, esto puede deberse a que la iNOS es más sensible al estrés oxidativo que la COX-2, o 

puede deberse a que la OH no afecta directamente su expresión mediante su sistema de 

transducción de seftales. 

Para corroborar el efecto de la exposición a ozono y del tratamiento con OH, 

realizamos un conteo específico de DelITOnas utilizando la técnica de K1uver-Barrera (que 

marca exclusivamente neuronas (KIuver y Barrera, 1953)) ya que las células que expresan 

COX-2 en el hipocampo, son exclusivamente nelU'Onas (Figura 14). Con este método 

observamos que los animales expuestos a ozono presentan en la capa CAJ una disminución 

gradual de neuronas que se muestra significativa a los quince y a los treinta días. Por el 

contrario los grupos tratados con OH tanto a los quince como a los treinta días no mostraron 

disminución significativa respecto al control (Figura 16 A). En la capa CA 1, observamos una 

disminución significativa de neuronas en todos los grupos, menos en el grupo tratado con OH 

durante treinta días (16 B). Estos resultados muestran que el tratamiento con ozono provoca 

una disminución en el número de neuronas, que puede deberse a una muerte celular. En CAJ, 

la OH parece estar previniendo la muerte DelITOnal, esto puede deberse a sus efectos 

anabólicos, antiapoptáticos (Fraga y col., 2(02) y probablemente antioxidantes (Donahue y 
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col., 2(05) como se observa en este trabajo a los 15 días de exposición a ozono. En la capa 

CAl, la recuperación observada únicamente a los treinta días, puede deberse a algún efecto 

migratorio. Especialmente en la capa CAJ, se observa una correlación con el efecto 

inflamatorio yapoptótico de las prostaglandinas. La protección del número de neuronas, puede 

correlacionarse con la disminución de COX-2 en las ratas expuestas a ozono y tratadas con 

GH. A los treinta días, la protección sobre las neuronas ejercida por GH, se encuentra 

relacionada con el mantenimiento de la adquisición de memoria, observada en ese mismo 

tratamiento (Figura 11). 

En los experimentos descritos, se puede observar a los quince días, un efecto 

antioxidante de la GH. Sin embargo, no es claro cual puede ser el mecanismo. Por esa razón 

utilizamos un sistema in vitro con el fin de descartar que la propia molécula, pudiera ser 

antioxidante intrínsecamente. Los resuhados muestran que la molécula no es antioxidante in 

vitro, por 10 cual su efecto antioxidante debe ser considerado sólo a partir de su actividad 

endócrina (Fig 18). 

En este trabajo, observamos las relaciones entre el efecto protector de las funciones 

cognitivas de la GH en el modelo de estrés oxidativo por ozono, y su posible relación con la 

COX-2. Los resuhados obtenidos indican que la GH puede ser un agente protector del daño 

oxidativo, lo que no sólo se observa en problemas de exposición a agentes oxidantes 

exógenos, sino también al estado de oxidación que se expresa en los animales con el 

incremento de la edad. Sin embargo, la GH es una borm:ma cuyo receptor puede actuar 

mediante distintas vías de transducción y en cada tejido pueden tener diferentes respuestas. 

La COX-2, por el contrario, es conocida por responder al daño oxidativo generando 

especies reactivas y provocando inflamación. Esto se observa claramente en las enfermedades 

neurodegenerativas, donde la COX-2 parece tener lID importante papel oxidante, inflamatorio 

y apoptótico. Sin embargo, la COX-2 en un estado de desbalance redox, tiene funciones en la 

facilitación de la memoria, en la modulación del sueño Y probables funciones 

neuroprotectivas. 

La meta de este trabajo :fue buscar las posibles relaciones entre ambos sistemas durante 

el estrés oxidativo inducido por Ü:3 y nuestros resultados aplIDtan a que sí existe una relación, a 

pesar de que su mecanismo molecular y fisiológico celular no sea del todo claro. Sin embargo, 
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este trabajo, otorga un punto de partida para posteriores experimentos, enfocados a la 

dilucidación específica de los mecanismos finos de esta relación. 
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Conclusiones 

• Aunque se observó un efecto antioxidante de la OH en el hipocampo a O.08U a los 

quince días de exposición a ozono. 

• La COX-2 es una enzima que se expresa en el hipocampo como resultado de la 

exposición a estrés oxidativo por ozono. Dicha expresión., se observa en todos los 

grupos expuestos a ozono y en todas las áreas del hipocampo, principalmente en 

CA3 y CA 1, que a su vez son las áreas que se ven más afectadas en las 

enfermedades nemodegenerativas. 

• La OH disminuye la expresión de COX-2 en el hipocampo de ratas expuestas a 

ozono a los quince días de tratamiento, indicando un efecto protector sobre dicha 

zona del cerebro. 

• Los animales expuestos a 03 presentan una aheración en la memoria espacial 

mediada por el hipocampo. El tratamiento con OH es capaz de prevenir este daño a 

los treinta días de exposición a 0 3• 
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Apéndice 1, indice de abreviaturas 

bFGF- Factnrde~mru~odefirnrobill&osb 

CA1,2,3- Cuerno de Amón 1,2,3 

cGMP- Guanidil monofosfato cíclico 

COX-l- Ciclooxigenasa 1, 

COX-2- Cidooxigenasa 2 

CREB - Proteína de unión al sitio responsivo cAMP/Ca ++ 

DP- Receptor de PG~ 

eNOS- ÓXido nítrico sintasa endotelial 

EP- Receptor de PGE 

FP- Receptor de PGF 

GD- Giro dentado 

GDCG- Capa granular del giro dentado 

GDCP- Capa polim6rfica del giro dentado 

GH- Hormona de Crecimiento 

GH-R - Receptor de honnona de crecimiento 

GF AP- Proteína Fibrilar Acídica 

GPx- Glutatión peroxidasa 

IGF-l - Factor de crecimiento tipo insulina 1 

IGF-2 - Factor de ~imiento tipo insulina 2 

IgG- Imnunoglobulina G 

IL-l - Interleucina 1 

IL-2 - Interleucina 2 

iNOS- ÓXido nítrico sintasa inducible 

IP- Receptor de PGh 

I1cB(l- Proteína inlnoidora del NFleB. (l 

JAK- Cinasa Activada tipo Jano (Just Anotber kinase) 

LPS- Lipopolisacáridos 

MAPK- Proteínas Cinasas, activadas por mitógenos 
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MPTP- l-metil-4-fenil-l ,2,3 ,6-trerahidropiridina 

NADH- Nicotin adenin reducido 

NF1CB- Factor Nuclear IC de células B 

NMDA- Receptores tipo N-metil-D-Aspartato 

nNOS- ÓXido nítrico sintasa neuronal 

NO- ÓXido N itrico 

NSAID Anti inflamatorios no esteroideos 

Ch-·- Anión super6xido 

ONOO· - Anión peroxinitrito 

PGE2- Prostaglandina E derivada .del ácido araquidónico 

PGGr Prostaglandina G, derivada del ácido araquidónico 

PGHr Prostaglandina H, derivada del ácido araquidónico 

PGh- Prostaglandina J, derivada del ácido araquidóniro 

PKC- Proteína cinasa dependiente de Calcio 

PPAR- Receptor proliferador acoplado a peroxisomas 

RNS- Especies reactivas de nitrógeno 

ROS- Especies reactivas de oxígeno 

SOo.l Superóxido dismutasa de cobre y zinc 

SOo.2 Super6xido dismutasa de manganeso 

STAT- Transductor de señales y activador de la transcripción 

TGFa- Factor de crecimiento de transformación alfa 

TNF- Factor de necrosis tumoral 

TP-R~rordetromboxanos 

TNF- Factor de necrosis tumoral 

TXA2- Tromboxano A, derivado del ácido araquidónico 

TXAzR- Receptor de TXA 

pAPP - Proteína precursora del péptido p amiloide 
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