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Re_sumen

Introdaccién. La hormona de crecimiento (GH) causa neuroproteccion en el

envejecimiento y en condiciones patoldgicas. La administracién cronica de 0zono en ratas,
causa estrés oxidativo y neurodegeneraci6n progresiva en ciertas dreas cerebrales. El estrés
oxidativo, induce la sobrexpresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) causando inflamacién y
dafio tisular,

Objetivo. El objetivo general de este trabajo fue determinar el efecto de la GH sobre la
expresion de COX-2 y las alteraciones hipocampales, causadas por la exposicion a 0zono.
Métodos. Setenta ratas macho fueron divididas en los siguientes grupos: 1) control; 2} tres
grupos expuestos a ozono (0.25ppm) 4h diariamente 7, 15 y 30 dias respectivamente; 3)
tres grupos iguales que los anteriores, tratados con GH s.c. (0.08U) tras cada exposicién a
ozono. En todos los grupos se midi6 la adquisicién de memoria espacial, en un laberinto
acudtico. Después de cada tratamiento 6 ratas fueron sacrificadas y los hipocampos
homogenizados para cuantificar los niveles de lipoperéxidos (LPO). Otras 4 ratas fueron
perfundidas y sus cerebros utilizados para inmunohistoquimica de COX-2 y o6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), asi como para la tincion de Kluver-Barrera. También se
incubaron homogenados de hipocampo en un medio oxidante con presencia de GH y acido
ascorbico, en los cuales se cuantificé LPO.

Resultados. La memoria mostré una disminucién en los grupos de ozono; el tratamiento
con GH causé proteccién a los 30d. Los niveles de LPO se incrementaron en todos los
grupos respecto al control; el grupo tratado con GH 15d, tuvo menos LPO que ¢l de sélo
ozono. El nimero de células positivas a COX-2, se increment6 en cada tratamiento respecto
al control; en los grupos con GH, disminuyeron a los 7d y 15d respecto a ozono solo. Se
observo también que la inmunoreactividad de iNOS se incrementé en la exposicidn a
ozono, sin efectos de la GH. El conteo de céhulas mostré un decremento a los 15d y a los
30d respecto al control, con un efecto protector en los tratamientos con GH. La
cuantificaciéon de LPO en los homogenados de hipocampo, no mostré ningin efecto
antioxidante de la GH, lo que si ccurri6 con el &cido ascdrbico.

Conclusién. El ozono causé dafio oxidativo sobre el hipocampo, lo cual pudo ser
contrarrestado parcialmente por la administracion de GH. Sin embargo, esta proteccion no
es consecuencia de un efecto antioxidante directo.




Abstract

Introduction. Growth Hormone (GH) causes neuroprotection in aging and pathological
conditions. The chronic administration of ozope in rats causes oxidative stress and
progressive neurodegeneration in some brain areas. Oxidative stress induces overexpression
of cyclooxigenase-2 (COX-2) producing inflammation and tissular damage.

Objective. The main objective of this work was to determine the effects of GH over the
expression of COX-2 and the hippocampus alterations, caused by ozone exposure.
Methods. 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 respectively; 3) three
similar groups, treated with GH s.c (0.08U) after each ozone exposure. In all groups spatial
memory acquisition was measured in a water maze. After each treatment, 6 rats were
sacrificed and the hippocampus homogenized to measure the lipoperoxides (LPO) levels.
Other 4 rats were perfunded and their brains used for immunohistochemistry of COX-2 and
inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), as well as for Kluver-Barrera dye. Also control
hippocampus homogenates were incubated in an oxidant medium, with the presence of GH
ot ascorbic acid, the LPO were measured.

Results. Memory showed a diminution in the ozone groups, GH treatment caused
protection at 30d. The levels of LPO increased in all groups respect control; the groups
treated with GH 15d, had less LPO than only ozone group. The number of COX-2-positive
cells, was increased hlmhh‘eahmntresﬁectthecontol; 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 of GH. The cell countering
showed a decrease in 15d and 30d respect control group, with a little protective effect of
GH. In the incubation prove, quantification of LPO in hippocampus homogenized, did not
show any antioxidant effect of the GH, contrary to the ascorbic acid effect.

Conclusion. Ozone caused oxidative damage on the hippocampus, which could be reduced
by the administration of GH. However, that protection is not the consequence of a direct
antioxidant effect.




Introduccion

Prélogo

E! hipocampo es una estructura de organizacion cortical, presente en el cerebro de
los vertebrados, que ha sido asociada directamente con memoria espacial, tanto anterégrada
como retrograda. Las poblaciones celulares del hipocampo, muestran fragilidad ante varios
factores estresantes externos, como el estrés emocional crénico, la ausencia de hormonas
esteroideas sexuales y el estrés oxidativo (Joels y col., 2004). En humanos y animales de
edad avanzada, el hipocampo presenta marafias neurofibrilares de sustancias como el
péptido Bamiloide, el que pueden formarse como consecuencia del estrés oxidativo (Sub y
Checler, 2002; Li y col., 2003). Ante la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)
acumuladas con la edad, se presenta expresion de citoquinas, que estimulan la activacion de
la microglia y los astrocitos, lo que promueve un estado reostitico inflamatorio, cuyo efecto
es particularmente dafiino en el hipocampo (Butterfield y col, 2001; Gebicke-Haerter,
2001; Floyd y Hensley, 2002; Hensley y Floyd, 2002). El estado de inflamacién en el
hipocampo, provoca muerte celular, mediada por la activacidn de varias vias de
seflalizacion. Estas vias incluyen a las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y
la activacidn de lipidos de membrana como el Inositol-3-fosfato (IP3), que regulan los
niveles de Ca™ intracelular (Li y col, 2002). La muerte cehular por apoptosis, se lleva a
cabo por medio de caspasas, que destruyen de manera controlada el material celular,
evitando de esa forma, dafio al resto del tejido (Jellinger y Stadelmann, 2000; Gebicke-
Haerter, 2001). El estrés oxidativo también puede causar un déficit energético por dafio y
pérdida de mitocondrias, lo que en ciertos casos desencadena la muerte por necrosis, debido
al desbalance osmético.



Los radicales libres en la fisiologia

Los radicales libres, fueron descritos en sistemas vivos hace ya mds de cincuenta
aftos, en trabajos clasicos como el de Commoner y Townsed publicade en Nature (1954).
Posteriormente, se propuso que los radicales hibres de oxigeno, podian ser formados como
productos de las reacciones enziméticas en el metabolismo celular. En ese momento se
consideré que las especies reactivas de oxigeno (ROS) podian ser la causa directa de
muchos males, entre ellos el cancer y casi cualquier proceso neurodegenerativo (Harman,
1956}, Hacia la década de los sesenta y setenta, los radicales libres se empezaron a
considerar como elementos importantes para los sistemas biolégicos. Entre otros hallazgos,
se descubrié la enzima superdxido dismutasa (SOD) que convierte el radical libre
super6xido(0;") en peréxido de hidrogeno (HO2)XMcCord y Fridovich, 1969a, 1969b). El
perdxide de hidrogeno (H,0;) es una mokcula altamente oxidante no radical que las
células ficilmente pueden degradar en agua, mediante enzimas como la catalasa o el
sistemna de ghttation peroxidasa (GPx)}Mills, 1957; Dringen y col., 2005). Posteriormente
muchos cientificos se dieron a la tarea de estudiar ¢l dafio oxidativo sobre DNA, proteinas,
lipidos y otros componentes de la célula (Beckman y Ames, 1998).

Tiempo después, se encontré que ademds de los dafios causados por las especies
reactivas de oxigepo y nitrégeno, existen mecanismos fisiolégicos que requieren de éstas.
Por ejemplo, se ha descrito de que un derivado el anién super6xido, el radical hidroxilo
- (OH?), estimula la activacién de la guanilato ciclass y la formacion del segundo mensajero
monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP) (Mittal y Murad, 1977). Otro ejemplo, es que el
6xido nitrico (NO), es una especie de nitrégeno altamente reactiva e inestable, y se
encuentra regulando Ia contraccidn del misculo liso endotelisl y la agregacion plaquetaria
(Roth y Droge, 1987). Uno de los descubrimientos mds importantes, es que las especies
reactivas de oxigeno pueden regular la expresidn génica, varios genes bacterianos son
inducidos por H,0, (Christman y col., 1985). En el caso de los mamiferos, se encontrd que
pequefias cantidades de O,y H;0; incrementan la produccién de 1a interleucina 2 (IL-2), 1a
cual es un importante factor de crecimiento linfocitario, posiblemente como respuesta a la



activacion del factor nuclear xB (NFkB) la cual se da en presencia de especies reactivas de
oxigeno (Schreck y col., 1992).

En los animales las especies reactivas estdn regulando distintas funciopes
fistologicas. Entre éstas se encuentran la regulacién del tono vascular, el monitoreo de la
presién de oxigeno y la ampliacion de¢ la transduccién de seflales. La transduccion de
sefiales mediada por especies reactivas, puede regular la respuesta al propio estrés
oxidativo, que mantiene el balance redox dentro de paradmetros homeostiticos (Droge,
2002). Por todo esto, la regulacion bomeostdtica del balance de 6xido reduccidn, ha tenido
una especial importancia, ya que se debe mantener el delicado equilibrio, entre las ventajas
adaptativas del uso bioldgico de los radicales libres y sus efectos dafiinos. El término de
sefiales oxidativas, es comimmente utilizado para describir procesos reguladores en los
cuales la sefial es derivada del balance redox. Las seflales redox, son utilizadas por una
amplia gama de organismos, incluyendo bacterias, y su utilizacién mas commin, es la
induccion de defensas antioxidantes que reestablecen el estads original de homeostasis
redox, tras una exposicidon temporal a ROS (Droge, 2002). Los radicales libres, las ROS y
las NRS, se encuentran en células y tejidos en concentraciones bajas pero cuantificables.
Sus concentraciones son determinadas mediante el balance entre sus tasas de produccion y
sus tasas de desactivacion por Ias defensas antioxidantes (Gutteridge y Halliwell, 1989).

El ;" sc forma por la reduccién univalente del oxigeno molecular en estado
triplete. Este proceso catalizado por enzimas como las NAD(P)H oxidasas y la xantina
oxidasa, también se da espontdneamente por compuestos reactivos como la
semiubiquinona, compuesto de la cadena de electrones mitocondrial. Las enzimas SOD
convierten los O, en H;0.. En los tejidos, el Oy~ también se transforma en H,0;
medianie un proceso que no involucra enzimas. En la presencia de metales de transicion
reducidos, como el ion ferroso y el ion cuproso, el HyO; puede ser convertido en el
altamente reactivo OHe,. Por otra parte, el H2O; puede ser convertido en agua por las
enzimas catalasa (CAT) y ghitatién peroxidasa (GPx). En la reaccién de la GPx, el
tripéptido glutation es oxidado a disulfuro de glutatién, que puede ser convertido de nuevo
en glutation, por la enzima glutation reductasa, en un proceso dependiente de NADPH
(Shull y col., 1991).



El NO, es un radical libre de nitrégeno, que es producido en muchos organismos
mediante la oxidacidon de uno de los dtomos de l-arginina, este proceso es catalizado por el
grupo de enzimas oxido nitrico sintasas, dentro de las que se encuentran la Oxido Nitrico
Sintasa Endotelial (eNOS), la Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) y la Oxido Nitrico
Sintasa Neural (nNOS). Las tres enzimas son homélogas y se diferencian por su sitio de

expresion. La iNOS es una enzima no constitutiva que puede presentarse en muchos
tejidos, entre los que se encuentra el tejido nervioso, en respuesta a sefiales inflamatorias y
a la activacién del factor NFxB (Pagliaro, 2003). Dependiendo del microambiente, el NO
puede ser convertido en otras especies reactivas de nitrégeno como el radical nitrosomio
(NOY) el anién nitroxilo (NO) y el peroxinitrito (ONOQ?). Algunos de sus efectos
bio¥gicos, pueden ser mediados por la formacidn intermedia de S-nitroso-cisteina, o el S-
nitroso-ghatatién. Debido a que el NO es rdpidamente convertido por reacciones quimicas
no enzimaticas (Palmer y col., 1998).

Los ROS causan modificaciones en las proteinas. Estas modificaciones oxidativas
pueden llevar a cambios en la estructura y funcionalidad de las proteinas, fragmentacién
quimica, o el aumento de la susceptibilidad al ataque proteolitico, que se lleva a cabo
especialmente en los proteosomas. Davies y Goldberg (1987) mostraron que la protedlisis
se incrementa mas de once veces tras la exposicion a 02" y a H»0s. Por otro lado, en
concentraciones de 20 a 400pM de H;0,, se inhibe la protedlisis y se puede provocar la
acumulacién intracelular de proteinas oxidadas, esto tiene como implicacion directa, la
acumulacién de las marafias neurofibrilares, usuales en los procesos neurodegenerativos
(Stadtman y col., 1992). Los lipidos son mokculas ficilmente oxidadas por el ataque de
radicales libres, las mis comunmente oxidadas son los lipidos poliinsaturados, va que los
radicales libres los capaces de extraer hidrdgenos de los grupos metilos, lo que vuelve
inestables a las moléculas y facilita 1a formacién de grupos peroxilos, por lo que las
moléculas resultantes se conocen como lipoper6xidos, moléculas que ademds pueden
también actuar como radicales libres (Horton y Fairhurst, 1987).

Las células y tejidos vivos, tienen muchos mecanismos para reestablecer el estatus
redox original tras una exposicién temporal a estrés oxidativo. Por ejemplo, Ia produccidn
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de NO es sujeta a la retroalimentacion inhibitoria directa de las NOS, mediante el NO
(Abu-Soud y col., 1995). Concentraciones de ROS elevadas, inducen en muchas células la
expresion de genes cuyos productos exhiben actividad antioxidante, de hecho, se considera

que este es uno de los mas importantes mecanismos de homeostasis redox. Entre las
enzimas antioxidantes que usualmente se expresan por induccion, estdn la SOD de cobre ¥
zinc (SOD-1), y la SOD de manganeso (SOD-2) en mamiferos, 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 glutation, tanto en el
incremento de ghitation en sf mismo, como de las enzimas glutation peroxidasa y glutation
reductasa {Droge, 2002).

Halliwell y Gutteridge (1989) han definido a los antioxidantes como sustancias que
a dosis bajas son capaces de competir con los sustratos oxidables y significativamente
contrarrestar o inhibir la oxidacidn de los sustratos. Esta definicion incluye las enzimas
SOD, la GPx y la Catalasa, asi como compuestos no enzimaticos, como el a—-tocoferol,
(Vitamina E), el B-caroteno, el ascorbato (Vitamina C) y el glutation (Droge, 2002).
Adicionalmente, hay compuestos que tienen baja actividad antioxidante en bajas
concentraciones, pero, al aumentar su concentraciéon, pueden tener un importante efecto
antioxidante, entre estos compuestos estan ciertos aminoécidos libres, péptidos y proteipas,
Practicamente todos los amino4cidos pueden servir como blancos del ataque oxidativo de
las ROS, mientras que algunos, como ¢l tript6fano, 1a tirosina, la histidina y la cisteina, son
particularmente sensibles a estas (Davies y Goldberg, 1987).
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Eicosianoides, el papel de la Ciclooxigenasa 2,

Las prostaglandinas son una larga familia de lipidos insaturados, que tienen un ciclo de
veinte carbonos, con uno o dos oxigenos, y dos cadenas alifticas laterales con insaturaciones.
Junto 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 comin 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
oxidacién del 4cido araquiddnico, la cual es catalizada por las enzimas ciclooxigenasas. En afios
recientes, se reportd la existencia de los isoprostanos, que son productos de la oxidacién del
4cido araquidénico por una via no enzimética (Morrow y col., 1992a; Morrow y col., 1992b).
Las prostaglandinas son moléculas de sefializacién de vida media corta, que actian como
mensajeros autécrinos y pardcrinos. Desde su descubrimiento, se identificaron acciones de las
prostaglandinas en el sistema nervioso central (SNC)(Horton, 1964) como son la regulacion de
la memoria (Zoltay y Cooper, 1994; Chen y col., 2002), el suefio(Yoshida y col., 2003) v la
fiebre (Scammell y col., 1998; Schiltz y Sawchenko, 2002); también se considera que estan
estrechamente relacionadas con la ctiologia de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la Esclerosis lateral amiotréfica
(Minghetti, 2004). El hecho méds conocido de las prostaglandinas es que al tratar a un paciente
con acido acetil salicillico (ASA) se bloquea la produccién de éstas, lo cual tiene numerosas
consecuencias, como el control del dolor y la fiebre. Sin embargo, los detalles biologicos y
moleculares de esto eran virtualmente desconocidos hasta el descubrimiento en afios recientes
de las enzimas ciclooxigenasas, el funcionamiento del ASA se describio hasta 1975 (Roth y col.,
1975) y la Ciclooxigenasa-2 (COX-2) se descubrid hasta 1992 (Hla y Neilson, 1992; O"Banion y
col., 1992).

La COX-2 es de caricter constitutivo en bajas cantidades, aunque, frente a una amplia
gama de estimulos, incrementa su expresidon. La COX-2 se encuentra en el cerebro, el corazon,
los ovarios, musculos estriados y otros tejidos. Las enzimas ciclooxigenasas son
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oxidoreductasas cuya actividad depende de la presencia de H;O,. Sus sustratos son tres posibles

acidos grasos: el acido yhomolinoléico del que proceden las prostaglandinas de la serie 1 (p.e
PGE |, PGH)), el acido araquidonico (del que proceden las prostaglandinas de la serie 2 (p.e
PGE,, PGF,) y el 4cido 5,8,11,14,17-eicosapentanoico, del que derivan las prostaglandinas de la
serie 3 (PGE;, PGG;). Aunque de las prostaglandinas de la serie 2, se pueden derivar
prostaglandinas de la serie 1, p.e, la prostaglandina PGA; se puede derivar de la PGE,
(Narumiya y col., 1999). Los derivados de la actividad de las ciclooxigenasa, reciben el nombre
de prostanoides, que se dividen en dos grupos, las prostaglandinas, que son acido grasos
diinsaturados, compuestos de veinte carbonos, con una cabeza ciclica de cinco carbonos; el
segundo grupo es el de los tromboxanos, que tienen caracteristicas similares, pero su cabeza es
de seis dtomos, uno de ellos oxigeno. Las prostaglandinas y tromboxanos mas abundantes en los
mamiferos son las del tipo 2 (p.e TXA», PGE>) ya que el 4cido araquidénico es mas abundante
en las membranas que los otros dos lipidos. Ademds, son las prostaglandinas de la serie 2, para
las que mias roles fisiologicos se han descrito (Narumiya y col., 1999),

H20,

H20,

Prostaglandinas serie | |

PGA,, PGG; PGE,, PGD, PGE;, PGH;

Figura 1, Se muestran las tres principales rutas metabélicas de las prostaglandinas, en donde a
partir de tres distintos sustratos, las Ciclooxigenasas sintetizan las tres distintas series de
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prostaglandinas, segiin su origen, la ruta mds importante en los mamiferos, es la que parte del

dcido araquidonico.

La expresion de la COX-2 es promovida mediante varios mecanismos: puede ser
inducida por la interleucina 1 (IL-1) (Lyons-Giordano y col., 1993), el factor de crecimiento de
fibroblastos b (bFGF)}(Karim y col, 1997), el factor de crecimiento transformante «
(TGFa) (Matsuura, 1999)o el factor de crecimiento epidermal también estimula la expresion de
COX-2(Perkins y Kniss, 1997). Las ROS también estimulan ]a produccion de COX-2, ya que
activan el factor de transcripcion muclear kB (NFxB), la transcripcion de la COX-2 también es
inducida, cuando el NFxB es activado por el factor de necrosis tumoral (TNF) y los
lipopolisacaridos (LPS)Kamata y Hirata, 1999). Finalmente, las prostaglandinas también
regulan la expresion de la COX-2; se sabe que la PGE; induce el influjo de Ca™ al interior
celular, lo que deriva en la activacion de la proteina cinasa C (PKC) que activa al NFxB
(Baldwin, 1996).

Ciclooxigenasa-2 dimerizada

SGSUTEERSCERDUBEO WL IR N

Figura? La Ciclooxigenasa cuando estd activa, se encuentra en homodimeros en la membrana
plasmdtica. Cada subunidad tiene un canal de acceso, por el que puede entrar el dcido
araquidénico, mismo que es bloqueado por la accién de los agentes antiinflamatorios no
esteroideas como la aspirina, el sitio catalitico se encuentra hasta el fondo de este canal
(FitzGerald, 2003).
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La transcripcién de la COX-2 también puede ser activada o desactivada por proteinas
del grupo de trasductores de sefiales y activadores de transcripcion (STAT) ya que en el
promotor del gen de la COX-2 existe un sitio de union a estos factores. Los receptores que
tienen un sistema de transduccién mediado por las proteinas STAT, son los receptores de
interleucinas, de prolactina (PRL-R) y de hormona de crecimiento (GH-R) (Zandi y col., 1997).

La COX-2 es una proteina que, tras ser ensamblada y transportada en el reticulo
endopldsmico, se inserta en la membrana, donde forma homodimeros funcionales. Cada
proteina de este complejo, cuenta con un canal de acceso por donde entra el 4cido araquidénico.
El canal de acceso, conduce los sustratos hacia el sitio catalitico de la enzima, donde se llevan a
cabo las peroxidaciones necesarias para la produccién de prostaglandinas. El inhibidor mds
conocido de las COX, es el acido acetilsalicilico, que acetila un residuo de serina en la
superficie del canal de acceso, esto tiene como consecuencia que una zona hidrofébica se vuelva
hidrofilica, lo que impide el paso para los sustratos (Roth y col., 1975; FitzGerald, 2003).

En la primera peroxidacién del 4cido araquiddnico, se crea un ciclo de dos oxigenos
entre los carbonos 9 y 11, asi como la insercidén de un grupo hidroperoxilo en el carbono 15; el
resultado de estas reacciones, es la prostaglandina G; (PGG:;). Posteriormente, el grupo
hidroperoxilo es remplazado con un grupo hidroxilo. Dicha reaccién produce la prostaglandina
PGH,, que es precursor directo de la PGE,, la PGF,, la PG, y el TXA,. Existe un grupo de
enzimas sintasas isomerasas, las cuales transforman la PGH, en cada uno de sus derivados, la
eyq)resién.dc estas enzimas cambia segim el tejido y el estado fisiologico, por esa razén no
siempre se presentan los mismos prostanoides. Los prostancides difunden a través de la
membrana celular y se unen a receptores membranales acoplados a proteinas G de gran afinidad
{(Narumiya y col., 1999).
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Figura 3 En este esquema se muestra brevemente una parte de la via metabdlica derivada del
dcido araquiddnico y algunos de sus metabolitos con importancia bioldgica. En primer lugar,
el dcido araquidonico es peroxidad por la COX-1 o la COX-2, luego, forma la PGG: que al
reducirse forma la PGH: que es mds estable. A través de su respectiva sintasa, a partir de la
PGH: se forman la PGL, el TXA: » PGF2a, la PGE:y la PGD:. De esta ultima se derivan la
PGy la 15d-PGJ>. (Narumiya y col., 1999).

Se han descrito muchos receptores de prostanoides, asi como muchos subtipos e
isoformas, casi todos acoplados a proteinas G. Entre los receptores de prostaglandinas estan el
receptor de prostaglandinas D (DP)(Jones, 1976), el de prostaglandinas E (EP) con cuatro
subtipos, de los cuales el EP; tiene cuatro isoformas; El FP, el de prostaglandinas I (IP) y de
tromboxanos TP, que cuenta con dos isoformas. Todos los receptores, salvo el EP; del que se
desconoce su accidn, son acoplados a proteinas G de distintos tipos (Negishi y col., 1993). La
mayoria de estos receptores, se acoplan a proteinas G del tipo s o del tipo i, que regulan a la
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alza o a la baja las concentraciones de cAMP intracelulares, estimulando o inhibiendo 1a
enzima adenilato ciclasa. Existen otros receptores acoplados a proteinas Gg, que activan el
sistema de fosfolipasas de la membrana y la liberacion de fosfatos de inositol, lo que interviene
en la regulacién del Ca'™ intracelular (Narumiya y col., 1993).

Transduccién de recepiores de prostancides -‘-
Receptor | Subtipo | Isoforma | Proteina Segundo mensajeroc 0 mecanismo de accién
activadora
DP G, cAMP1
EP EP, No identificada [Ca”™ 1
EP; G, cAMP1
EP, G, cAMP1
EP; EP;, G, cAMP |
EPsx G, CAMP1T
EPsc G, cAMP1
EPap G,, G, Gy cAMP1, cAMP| Respuesta de fosfatidilinositol
FP Respuesta de fosfatidilinositol
P Gs, Gq cAMPT
TP TPa G Gq cAMP , Respuesta de fosfatidilinositol
TPB G:, Gq cAMP], Respuesta de fosfatidilinositol
PPAR Actua come factor | Induce la trascripcién de proteinas
de frascripcién
TXAR G, cAMP1 N

Tablal Principales caracteristicas de los receptores de prostanoides, su via de
transduccion y su principal accion sobre mensajeros intracelulares. Todos los receptores son
acoplados a protefnas G y pueden tener una accion inhibitoria o estimuladora sobre los niveles
de cAMP intracelulares, o sobre los niveles de Ca'”, mediante las vias de fosfatos de inositol
(Narumiya y col., 1999).

La busqueda de los receptores de prostanoides en las células de los mamiferos, ha
encontrado como obsticulos,, 1a baja expresion de estos y la variedad de receptores que
coexisten en las mismas poblaciones celulares. La hibridacién in situ y el northern blot han
sido, hasta ahora, las herramientas mis socorridas para dilucidar Ia distribucidn de receptores de
prostanoides en los organismos. En efecto, se ha encontrado que cada receptor tiene una
distribucion especifica y que sus niveles de expresion son variables entre los tejidos (Narumiya

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



su activacién se ha involucrado en procesos de suefio. Los receptores EP se encuentran
ampliamente distribuidos en los tejidos de raton y el humano, el EP; se ha descrito como
abundante en el sistema nervioso central E] mRNA del EP; se ha encositrado en las neuronas

corticales del hipocampo, en los nicleos taldmicos, en el hipotdlamo, en el cerebro medio y en
el tallo cerebral. Al receptor EP; se le han descrito varios roles fisiologicos en el metabolismo
cerebral, se ha mostrado que se expresa en poblaciones de neuranas monoaminérgicas como las
norepinefrinérgicas del Locus Ceruleus, las serotonérgicas de los nicleos del rafé y las
 dopaminérgicas de ln Sublantia Nigra. Se ha descrito que agonistas del EP;, pueden
despolarizar las membranas proceso que incrementa la conductancia catidnica, coadyuvando asi
con el desencadenamiento de potenciales de accién. Al receptor EPs, se ke asocia también con el
desencadenamiento de la fiebre, mediante su accién en el 4rea predptica del hipotdlamo. Los
recepiores [P, se encuentiran en la raiz del ganglio dorsal, v coexpresan con neuronas de
sustancia P, por lo que se espera una conexidn entre este receptor y el dolor. Los receptores FP
y TP, no se han descrito en el sistema nervioso central, aungue son importantes en los rifiones,
los ovarios y el sistema inmune (Narumiya y col., 1999). También se conocen recepiores de tipo
irtracelular con actividad de factores nucleares de transcripcién; el més conocido, es el receptor
activado proliferador de peroxisomas (PPAR). El ligando més comiin del PPAR es la
prostagiandina PGJz; cuando el receptor se une con Ia prostaglandina este se activa, formando
heterodimeros con el receptor del 4cido retindico, estos dimeros pueden regular la expresién de
varias caspasas (Rudolph y col., 2001; Okano y col., 2003). El receptor de tromboxanos TXA>R,
es también un receptor acoplado a protefnas G, y tiene homologia a los receptores de
prostaglandinas. .

Las prostaglandinas producidas enziméticamente en el SNC, est4n {ntimamente ligadas a
varias funciones fisioldgicas, en varios niveles. La prostaglandina més conxim y estudiada en el
SNC, es la PGE;, la cual es generada en las neuronas al presentarse influjos de Ca™ mediante el
receptor de NMDA, por lo que se considera que tienen un papel coadyuvante en ta adquisicién
de Ia memoria. Esto se ha comprobado cuando, al inhibir Ia produccién de prostaglandinas en el
hipocampo y la corteza de las ratas, se ve disminuids la adquisicién de memoria. A su vez, se
conoce un efecto neuroprotector importante de la PGE,, ya que en cultivos neuronales in vitro,
en rebanadas de tejido e in vivo, la PGE; a través de su receptor EP,, muestra proteccion hacia la

exocitotoxicidad mediada por el glutamato y proteccién en paradigmas de infarto, reduciendo la
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zona de penumbra. Este efecto se debe a la sintesis de cAMP, activada por la PGE,, ya que al
mhibir la PKA, no se presenta el efecto protector. Cuando existe un estado infeccioso mediado
por virus o bacterias, los macréfagos, producen interleucinas como la 1B, la 6 y el TNF-a
{Lubeshi y Rothwell, 1996) que influyen sobre las células de fa microvasculatura hipotalimica,
éstas producen PGE,, estimulante de las neuronas del niicleo ventromedial predptico y del
nicelo paraventricular hipotaldmice. Al activarse dichos micleos de neuronas, estas activan el
ejc tiroideo, aumentando asi la temperatura corporal (Scammell y col, 1998; Schiltz y
Sawchenko, 2002). La fiebre es un estado fisioldégico en respuesta al proceso infeccioso, que
estimula al sistema inmunolégico e inhibe la proliferacién de virus y bacterias, sin embargo, por
tiempos prolongados puede crear serios dafios. Hasta hace poco tiempo, no se conocia cémo es
que la fiebre disminuye sin Ia intervencién de antipiréticos, o la completa eliminacién de los
agentes infecciosos, actualmente se sabe que otra prostaglandina, la 15-Deoxi-A'>'-
prostaglandina J, (154-PGJ,) disminuye la temperatura corporal en el estado febril. La 15d-
PGJ; es un metabolito de la PGD», prostaglandina producida por la PGD,-Sintasa, enzima que
se encuentra en el hipotdlamo y aumenta su expresion durante la fiebre. En consecuencia, la
15d-PGJ, también aumenta su produccién y actiia sobre el factor NFxB, inhibiendo su
activacidn, esto disminuye la expresion de interleucinas y prostaglandinas. Esto tiene como
consecuencia la disminucién de la temperatura corporal y el estado inflamatorio (Mouihate y
col., 2004).

la IL-1B y el TNF-a juegan un papel importante en la regulacién del suefio, la
administracion exégena de TNF-c, estimula el suefio no MOR en varias especies incluso los
niveles end6genos de estas citoquinas, varian junto con el ciclo suefio-vigilia (Yoshida y col.,
2003). Al ser IL-1B y el TNF-a. activadores del NFxB, se espera que si se aumentan Jos niveles
de estos, se expresen mayores cantidades de COX-2 en el cerebro. Pero esto no es un hecho
colateral, porque la inhibicion de la COX-2 atenta la induccién del suefio estimulado por IL-1f
y el TNF-« en ratas y en conejos, por lo que se sugiere un papel central de las prostaglandinas
en este mecanismo de induccién del suefio (Yoshida y col., 2003). La principal prostaglandina
involucrada en la induccién del suefio es la PGD., esta prostaglandina induce suefic cuando es
infundida en el espacio subaracnoideo, en la zona correspondiente al telencéfalo rostral basal
(Matsumura y col., 1994).También se sabe que la infusibén de PGD- mcrementa
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significativamente la expresion de Fos en las leptomeninges y las neuronas dentro del niicleo
ventrolateral del drea predptica, sitios que se consideran centros de sueflo, asi mismo, disminuye
la expresion de Fos en los nucleos Tuberomamilares del hipotdlamo, considerados como centros
de induccién de la vigilia (Scammel y col., 1998). La PGD-S, es mayormente producida en las
leptomeninges y plexos coroideos, y es secretada dentro del liquido céfalo raquideo (LCR),
donde se convierte en B-traza, una de las mayores proteinas del LCR (Urade y Hayaishi, 2000).
Asi mismo, ratones transgénicos que sobreexpresan la PGD-S, muestran excesiva cantidad de
suefio no MOR con un incremento considerable de la PGD» en el cerebro. Como se habia
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; ademas, se ha demostrado que el receptor DP regula positivamente la secrecién de Adenosina
extracelular en esta drea (Mizoguchi y col., 2001). Se sabe que el mecanismo de induccién del
suefio por PGD,, es dependiente de los receptores de adenosina Az, 1o que podria explicar por
qué la combinacién del la cafeina, antagonista de Aja, y la aspirina, inhibidor de COX-2,
inhiben el suefio (Satoh y col., 1996).

La implicacidon de las prostaglandinas en los procesos de apoptosis, es controvertida.
Por una parte son apoptdticas y por otro lado son antiapoptdticas. Las observaciones indican que
esta diferencia varfa segin las condiciones, la poblacion celular de la que se trate y el tiempo de
exposicion a la protaglandina (Rudoiph y col, 2001). Por ejemplo, en células cancerigenas de
colon, la PGE; activa ia expresién de Bcl-2, una proteina antiapoptética que impide la salida
del citocromo ¢ de la mitocondria (Sun y col., 2002). En cambio, en los linfocitos T, esta misma
prostaglandina no muestra efectos sobre la expresion de Bel-2, pero si muestra activacién de c-
Myc, una proteina proapoptotica, cuya expresion precede a la fragmentacién del DNA (Pica y
col., 1995; Pica y col., 1996; Rudolph y col., 2001). Al parecer la capacidad apoptética de la
PGE; depende de la produccién de cAMP que logre v de la accidn de otras substancias de
accion pardcrina, especificas de cada poblacion celular. La prostaglandina mis apoptdtica, es la
PGJ,, a través de su receptor PPAR. Se ha descrito que la activacion del PPAR promueve la
transcripcion de caspasas; también se ha observado que ia presencia de inhibidores de caspasas,
inactiva la apoptosis inducida por PGJ, (Rudolph y col, 2001). La PGJ,, ademis es muy
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reactiva y puede dafiar la degradacién de proteinas mediante el proteosoma, por esta razodn,
pueden estar invelucradas en la formacién de depositos neurofibrilares (Li y col., 2003).

‘En las neuronas hipocampales se ha reportado PGE,, tanto en funciones normales como
protectoras (McCullough y col, 2004), asi como su participacidn en procesos
neurodegenerativos. Los procesos neurodegenerativos afectan al hipocampo dependiendo de la
zona, CAl es la que se ve mas afectada y la mds resistente es la capa granular del giro dentado

{Ajmone-Cat y col., 2003). En neuronas corticales en cultivo, se ha visto que la sobreexpresiéon
de la COX-2 en estrés oxidativo, provoca la apoptosis mediada por prostaglandinas,
especialmente la PGE; y PGF,, (Liy col., 2002).
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El factor NFxB y su papel en la reaccién celular al estrés oxidaftivo.

El factor NFxB, es un complejo formado por varias proteinas de la misma familia, las
ltamadas p30, p52, p6S (Rel A), Rel-B y c-Rel, estas proteinas forman heterodimeros, la forma
activa del NF«B, es casi siempre un heterodfmero de p50 y p65 (Urban y col., 1991; Baldwin,
1996). Sin presencia de estimulos activadores, el heterodimero p65-p50, permanece en el citosol
de forma inactiva, la inactivacion se da mediante su acoplamiento con la proteina inhibidora de
xB (IxB,) esta proteina es un blanco de fosforilacién y su subsiguiente marcaje con ubicuitina
permite a la proteina ser reconocida y lisada dentro del proteosoma. (Baldwin, 1996). El NFxB
puede ser activado de muchas maneras posibles, mediante citoquinas inflamatorias, mitégenos,
rayos ultravioleta y oxidantes; la presencia de todos estos estimulos, desencadena la
degradacion de la proteina IkB,. Al ser activado, el heterodimero p50-p65 se transloca al
nucleo, donde se acopla a secuencias de DNA consenso (Baldwin, 1996). Una de las
caracteristicas del NFxB, es su sensibilidad a activarse por estrés oxidativo, esto se debe al
incremento de la actividad de las enzimas MAP cinasas, que fosforilan la proteina IxB,, ya que
las ROS inactivan las fosfatasas que inactivan estas enzimas. También es conocido que la
proteina cinasa C (PKC), activada en respuesta al Ca™, fosforila la IxB, (Droge, 2002), los
niveles intracelulares de Ca™" se incrementan considerablemente como consecuencia del estrés
oxidativo (Denisova y col., 1997).

Una vez que la proteina IxB, ha sido degradada, es factible que el heterodimero
formado por p65 y p50, se trasloque al nicleo y se una a los promotores de sus genes blanco,
promoviendo su transcripcién (Kim y col., 2000). Son varios los experimentos que explican la
separacidn de la proteina IkB, del complejo NFkB por medio de sefiales oxidativas. Se ha
encontrado que la elevaci6n en los niveles intracelulares de perdxido de hidrogeno (H>0,) y del
anién superoxido (O;7), aumentan la traslocacién de NFxB al nucleo y que los niveles
citosolicos de IxBa por el contrario decrecen. Lo mismo ocurre en modelos de estrés oxidativo,
como el de hipoxia, en donde la ausencia del NADH, imposibilita reducir el ghitatién, motivo
por el cual, a pesar de la ausencia de oxigeno, los niveles de ROS aumentan sustancialmente
(Schmedtje y col., 1997).
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La enzima sintasa del 6xido nftrico imducible (iNOS), es una enzima que se expresa en

respuesta al estrés oxidativo y también como resultado de la activacion del NFxB. El éxido
nitrico (NO) es producido durante el estrés oxidativo por la induccién de la INOS, este gas ha
sido estudiado como un importante mensajero de accién pardcrina, sus roles fisiologicos
conocidos, son la regulacidén de la vasodilatacidén y la regulacion retrégrada de las sinapsis
ghitamatérgicas en el sistema nervioso central (Pagliare, 2003). El 6xido nitrico tiene un
importante papel en la activacion del NFxB, al parecer mediando la destruccion de la proteina
IxBa como los otros radicales libres. El xido nitrico, puede interactuar con residuos de cisteina
en los grupos tiol, lo que también contribuye a la inactivacién de las fosforilasas asociadas a
receptores tipo tirosinas cinasas, y a las proteina PKC (Droge, 2002).
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Figura 4 En este esquema, se muestra un mecanismo hipotético, mediante el cual las
especies reactivas de oxigeno intracelulares, pueden encontrarse regulando la sintesis de COX-
2. Se muestran las vias de MAP cinasas y de PKC, a su vez, la posible regulacion directa de los

ROS, sobre la activacion del NFxB.

Tanto el p50 como el p6S5, tienen actividad transcripcional, ambas proteinas interactiian
con otros factores transcripcionales nucleares, y en esa interaccion, reside una de las
propiedades fundamentales del NFxB, 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 NFxB, la primera, conocida como 5'y la segunda, como 3. Se ha descrito que la
secuencia 5' es més susceptible a activar la transcripcién de COX-2 mediante la estimulacién
por factores de crecimiento, 1a secuencia 3, es la que se activa en modelos de estrés oxidativo.
Pruebas in vitro donde se inhiben las proteinas utilizando anticuerpos, han mostrado que la
proteina de mayor importancia en la regulacidon de la COX-2, es p65 (Schmedtje y col., 1997).

Recientemente se ha propuesto que las prostaglandinas pueden estar regulando al NFxB
negativamente. Por ejemplo, se ha observado que la prostaglandina PGJ,, suprime la activacidon
del NFxB, en un mecanismo no dependiente de su receptor (Okano y col., 2003).

25



Fisiologia de la hormona de crecimiento y su efecto en el SNC

Se sabe que la hormona del crecimiento (GH) tiene efectos anab6licos producidos
mediante la induccién del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1). La GH propicia el
crecimiento 6seo, regula la insulina, y promueve la movilizacién de 4cidos grasos a partir
del tejido a-diposo; distribuyendo, asi, la energia disponible de manera eficiente. La GH
también tiene efectos neurotrdficos, neuroprotectos y probablemente peurogénicos, el
efecto neuroprotectar se debe a la accidn antiapoptética de IGF-1 (Nyberg, 2000; Frago y
col., 2002). El receptor de la GH (GH-R) s¢ ha localizado en varias partes del SNC, se
encuentra en los plexos coroideos 'y en el hipocampo junto con el receptor de IGF-1
(Schneider y col., 2003). EL GH-R, es un receptor que necesita dimerizarse para estar
activo y se activa mediante la autofosforilacién y la induccion de la fosforilacién de
proteinas cinasas asociadas, las JAK (Zhu y col., 2001). El GH-R, es un receptor implicado
en varias vias de transduccion de sefiales, activa las proteinas de la via de las MAP cinasas
y activa otra familia de proteinas, conocidas como las STAT. Estas proteinas al ser
fosforiladas por activacion de un receptor, se dimerizan y se traslocan al micleo, donde
funcionan como factores de transcripcién, tanto inhibitorios (STAT-5) como activadores
(STAT-3) (Zhu y col., 2001). Por otra parte, el promotor del gen de la COX-2, tiene un
sitio de respuesta a proteinas STAT, por lo que es posible la regulacion de la enzima por la
GH. Ademis, en el ovario s¢ ha encontrado que la GH puede regular la expresion de
algunas prostaglandinas, en algunos casos a la alza y, en otros, a la baja, segiin el momento
reproductivo y segin la concentracién de la hormona (Schmedtje y col., 1997).

La influencia de Ia GH y el IGF-1 sobre la memoria, ha sido sujeta a debate durante
largo tiempo; en el caso del estrés oxidativo dependiente de la edad sobre €l cerebro , se ha
mostrado que la GH tiene un efecto neuroprotectivo sobre ¢l cerebro (Schneider-Rivas y
col., 1995). En humanos, se sabe que el tratamiento con GHRH eleva la adquisicién de
memoria (Alvarez y Cacabelos, 1990). También en humanos, los niveles de aspartato en el
liquido cefalorraquideo, tienden a subir en personas con deficiencia de GH, tratadas con
remplazo hormonal, el aspartato es un ligando del receptor de NMDA, factor importante
para la adquisicion de la memoria y la atencion (Schneider y col., 2003).

26



Recientemente, estudios realizados en ratones Knock-Out (KO), muestran algunos
datos sobre ¢l papel de la hormonza de crecimiento en ¢l estrés oxidativo. Los ratones KO de
GHR, tienen mayor esperanza de vida que los ratones “silvestres” en condiciones normales,

debido a que estos ratones presentan una disminucién de la glucosa sanguinea, con la
consiguiente disminucion de la actividad y generacién de radicales libres (Bartke y Brown-
Borg, 2004). En cambio, frente a la intoxicacidn con el paracuato, veneno que genera
grandes cantidades de O;", los GHR-KO tienen una disminucion de la esperanza de vida
En el envenenamiento con paracuato la cantidad de lipidos peroxidados se eleva en los
rifiones y en el higado, también hay una considerable disminucién de la expresion de la
SOD-1. En el higado no hay disminucién de la SOD-1, pero si de la catalasa y la GPx
(Hauck y col., 2002). Este experimento es de los pocos disponibles que estan relacionando
la via de la GH, con el estrés oxidativo y la expresidon de enzimas antioxidantes, y es
conveniente considerarlo como un antecedente directo para este trabajo.
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Modelo tedrico de la activacion del receptor de GH

Figura 5, Modelo tedrico de Ia activacién del receptor de GH y su relacién con la expresion
geénica. 1) Los receptores permanecen desacoplados en la membrana celular y las proteinas
JAK aparecen desfosforiladas. 2)CuardolaGHseécoplaalosreccptorm,lmequese
dimericen y de esta manera se activen, lo qu¢ permite que las JAK sufran transfosforilacién
¥ que el mismo receptor haga Jo mismo. 3) Las JAK fosforiladas, fosforilan a su vez a las
STAT, que se heterodimerizan y se translocan al micleo, funcionando como factores de
transcripcién. Por otra parte, el receptor fosforila a la protefna adaptadora SHC, que activa
una cascada de protefnas tipo MAP cinasas, que a su vez pueden activar factores de
transcripcion como CREB (Zhu y col., 2001).




Organizacion del hipocampo y adquisicién de memoria

El hipocampo de los mamiferos es considerado como la puerta de entrada de la
memoria y como una de las regiones mas plasticas del sistema nervioso central, también es
una de las regiones con las que mds 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 mds afectadas por la
enfermedad de Alzheimer es el hipocampo (Morimatsu y col., 1975) ademas de ser una de
las zonas mas resentidas en los pacientes con depresion (Amaral, 2003; McEwen, 2005).
Las dos enfermedades mencionadas, nos dan una idea de las implicaciones conductuales
que pueden fener los dafios sobre el hipocampo, aunque de ninguna manera pensamos que
la etiologia y expresion de estas patologias tengan, inicamente relacidn con esta estructura.
Actualmente existen pruebas conductuales que reflejan el desempefio del hipocampo a la
hora de llevar a cabo una tarea especifica, entre estas estan la prueba del laberinto acustico,
propuesto por Mormis (1981). En esta pruebes, se determina de manera directa la
funcionalidad del hipocampo, especialmente de sus capas CAt y CA3 cuyas neuronas son
fundamentales en la adquisicidn de memoria espacial (Morris y col., 1982).
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Figura 6 Corte sagital del cerebro de rata, las flechas indican las distintas
poblaciones neuronales del hipocampo, los niicleos se aprecian de color negro, ya que

estan teitidos con violeta de cresilo (Paxinos, 1986).
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Anatomia del hipocampo

Las distintas zonas en las que se¢ encuentra dividido el hipocampo, fueron
determinadas por el anatomista Santiago Lorente de N6 (Carew, 2000). Basicamente, estas
se dividen en una capa de céhulas granulares densamente poblada, esta capa tiene un fuerte
doblez sobre si misma, esta estructura se conoce como el giro dentado, porque se asemeja a
un canino {Amaral, 2003). Las células granulares son, en su mayoria 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, 2003). 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
considerara como la capa polimérfica del giro dentado (Pexinos, 1986). Desde el punto de
vista del corte sagital y del coronal, a la capa polimérfica del giro dentado, sigue una capa
mucho mis 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 Amén, recordando los
cuernos rituales que utilizaban 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 pequeiia y cuenta con células mas
alargadas. La capa CA3 no es tan grande como la CAl, ni tan pequefia como la CA2, es
mésgnmquelasoh‘asysuscélulassongrandesyalargadas.Dentrodelasviasque
involucran el funcionamiento del hipocampo, se encuentran la via perforante, originada en
la corteza entorrinal (la cual se considera como una interfase entre las cortezas y el
hipocampo). Las fibras musgosas que se originan en el giro dentado granular, llegan a las
células piramidales de CA3. Las colaterales de Schaffer, originadas en las células
piramidales de CA3, inervan las células piramidales de CAl. Finalmente estdn 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 trisindptico, sintetiza lo anteriormente dicho.
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Figura 7, La figura muestra la organizacion de las conexiones en el hipocampo, de la
corteza entorrinal legan fibras perforantes 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 limbico y a CAl. A CAl, también llegan las fibras comisurales.
También se muestra de una manera esquemdtica, como se organizan las conexiones en el
llamado circuito trisindptico, cuya estimulacién es la que induce la expresién de LTPs
(Paxinos, 1986; Carew, 2000).

El hipocampo y la adquisicion de la memoria

Tolman, en la década de 1930, describi6 la habilidad de las ratas para aprender
laberintos, esto indica su capacidad para establecer mapas cognitivos y de navegacion en el
espacio (Toiman, 1948; Carew, 2000). Posteriormente, se afinaron los paradigmas
experimentales de laberintos espaciales; el llamado laberinto de Olton (1977), consiste en

31



ocho brazos radiales elevados sobre el piso, al final de cada brazo se encuentra comida, las
ratas en pocos dias optimizan el laberintos, de modo que no visitan el mismo brazo dos
veces. En el caso del laberinto de Olion, es utilizada la memoria de trabajo, con esta
memoria se optimiza la repeticion de una prueba especifica una y otra vez. La que se da en

varias pruebas es la memoria de referencia, un ejemplo de esta serfa si la comida estuviera
en solo ciertos brazos, entonces la rata dejaria marcas pero si esto no es posible, la memoria
tendria que concretarse en un mapa cognitivo completo. Y en un mapa cognitivo resultado
de la memoria de referencia, juegan un papel especialmente importante las referencias
espaciales.

Como un perfeccionamiento del laberinto de ocho brazos, se desarrollé el laberinto
acudtico, 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 asi colonizar archipiélagos enteros sin ayuda humana o de
islotes. Sin embargo, en un mundo perfecto, las ratas no nadarian, porque evitan mojarse a
toda costa, asf como el espacio abierto que implican las extensiones de agua. Asi que, en
una prueba que involucra nado, el hecho de que la rata pueda estar fuera del agua, es la
mayor recompensa posible (Carew, 2000).

La prueba bésica, a la que se le han hecho varias modificaciones, consiste en
entrenar a las ratas durante varias sesiones, para que localicen una plataforma hundida en
agua opacada con leche, estas siempre son colocadas en un lugar distinto y unicamente
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 cnantas
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; Morris y col., 1982; Sorace y col., 2001).

En la década de 1950, se¢ determiné 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 episddica), pero no afecta la Imemoria implicita o
‘procedural, también se observé que la memoria adquirida previamente a la lesidn, no se ve

afectadas. Cuando la rata es lesionada en el fomix, la rata se comporta diferente,
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perseverando en conductas incorrectas. En el caso especifico del laberinto acustico de
Morris, las ratas lesionadas en el hipocampo, tardan mds tiempo en encontrar la
plataforma, que las lesionadas en la neocorteza o las ratas sin lesion.

Tras la propuesta del laberinto de Morris, O’Keefe y Speakaman (1987),
descubrieron mediante un sencillo experimento, que en el hipocampo existen céhulas que
eflos llamaron “de lugar” estas células presentan actividad cuando la rata observan pistas
espaciales, En el caso de que las ratas s¢ 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
subpoblacion de células que presenta actividad solo cuando toca virar a la izquierda y otra
subpoblacién 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 hipocampal representa memorias episédicas, como una
secuencia de eventos y lugares, como una pelicula en la que cada célula, contiene la
informacion de un cuadro. La actividad de las células hipocampales, representa un
pequefio segmento del episodio, informacidn sobre un estimulo, un comportamiento y la
localizacién de momento. Muchas células codifican una particular combinacién de eventos
y lugares y otras para varias combinaciones “El hipocampo codifica elementos episodio
especificos y los une en un amplio espacio de memoria”.

Al estimular repetidamente las colaterales de Schaffer, o la via perforante, aumenta
la proporcibn de EPSP (potenciales postsindpticos excitatorios) en las npeuronas
postsindpticas del hipocampo. Esta facilitacion sindptica se llamd potencial de largo plazo
(LTP), porque duraba horas e incluso dias y semanas (Douglas y Goddard, 1975; Reymann
y col., 1985). Para facilitar la expresién de un LTP, se requieren varios requisitos, pero
esencialmente se forman en CA3 y CAl, en regiones especificas de las neuronas,
principalmente en las espinas dendriticas. Los LTP mas largos, que duran al menos 10
horas, requieren de la sintesis de cAMP y de proteinas(Krug y col., 1984; Deadwyler y
col, 1987). Se reconoce habitualmente que Jos LTP son una parte muy importante del
componente electroquimico de la memoria, por lo que se concluye que las regiones CA3 y
CAl, son las zonas del hipocampo mds directamente involucradas en la adquisicion de

memoria ¥ la formacién de mapas cogaitivos. Otras dreas sensibles a la formacidén de
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LTPs, son la corteza, el cerebelo y la amigdala. Diversos estudios con ratones knock-out
(KO), muestran una dependencia de los LTPs a los influjos de Ca"™" intracelular y sobre
todo, la dependencia absohuta del receptor NMDA. Los ratones KO a NMDA no pueden
formar LTPs ni resolver laberintos, muestran una completa pérdida de las células de lugar
(Nakazawa y col., 2003).

Existen evidencias de que alteraciones en la memoria pueden atribuirse o por lo
menos correlacionarse directamente con un estado de estrés oxidativo, lo cual se ha
demostrado mediante lipidos peroxidados, en el caso de la inyeccion del péptido beta
amiloide directamente en el hipocampo (Perez-Severiano y col, 2004). En el estrés
oxidativo inducido por inyeccién de kainato, se puede observar también el incremento de
lipidos peroxidados (Sztriha, 1986) y la aparicién de problemas cognitivos (Handelmann y
Olton, 1981). Otro estudio, indica que tras la inyeccidn del péptido B amiloide, aumenta
significativamente la pérdida de células en ¢l hipocampo, especialmente en CAl, respecto a
lo que ocurre en CA3, esta pérdida, esta relacionada con la deteccién en aumento del estrés
oxidativo, medide por el incremento superéxidos (Stepanichev y col, 2004). En otro
experimento similar, se observd upa correlacién positiva, entre la expresién de la
interleucina 6 y 1b, con la expresién de glutatién peroxidasa, que sin embargo decae con el
tiempo y se torna negativa (Rosales-Corral, 2004). Se tiene bastante claro que la presencia
de especies reactivas productos del estrés oxidativo, activan vias de transduccion
especificas, capaces de estimular la expresion de factores inflamatorios como interleucinas,
Ya se ha discutido numerosas veces en la literatura, la expresidén de COX-2 en el
hipocampo, as{ como la deteccién de su primer y mas abundante metabolito, la PGE;.
Aungue la COX-2 se encuentra en niveles basales constitutivos, tiene un fuerte incremento
en su expresidon como resultado de estados inflamatorios y un cambio en el equilibrio de
Oxido reduccion. Aungue los productos de Ia COX-2 se han caracterizado como factores
inflamatorios, causanies de dolor, causantes de suefio, de fiebre, de edema y de apoptosis,
también hay quién ha mostrado la posible implicacién funcional en procesos de adquisicién
de memoria. Un experimento reciente, muestra que la inyeccidn de inhibidores especificos
de 1a COX-2, causa un decremento del desempefio de las ratas en el laberinto de Morris
(Teather y col, 2002), se justifica que la presencia de PGE; en las sinapsis, puede

coadyuvar a la sinapsis glutamatérgica y tal vez a la formacién de LTPs, ya que también
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estimulan la entrada de calcio, y la biosintesis de cAMP. La memoria requiere de un
sustrato anatémico y un sustrato bioquimico, y en el estrés oxidativo hay pérdida de
poblaciones celulares que permiten la formacion de circuitos neuronales y hay un fuerte
desbalance bioquimico, expresado en el aumento del calcio intracelular, la muerte
mitocondrial, el déficit energético, y alteraciones en la permeabilidad, mecanismos
indispensables para ¢l mantenimiento de procesos como los LTP y cualquier tipo de
potencial postsindptico.
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La COX-2 y las enfermedades neurodegenerativas

La primera razén por la que se sugirié una participacion 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 esta presente desde las primeras etapas
de la enfermedad y durante todo el transcurso de esta (Luterman y col., 2000). También se
ha observado que en los cerebros de pacientes con EA aparece una creciente expresion de
IL-1PB e IL-6, que participan en la sintesis de la proteina precursora de amiloides (APP). La
IL-1PB se asocia con la transformacion de APP en el péptido BA mediante un proceso en el
que participa la COX-2. La IL-1p induce la expresion de COX-2 en las neuronas y ésta
causa liberacion de PGE,, esta liberacion incrementa la secrecion de IL-1p e IL-6 en los
astrocitos que en las neuronas inducen apoptosis al activar una via de MAPK en la que s¢
encuentran Myc y P53 (Bazan y col., 2002).

El estado de estrés oxidativo, estd presente tanto en el envejecimiento como en
desérdenes neurodegenerativos asociados con la edad, incluyendo la EA. Una produccién
excesiva de radicales libres que sobrepasa las habilidades celulares de atrapar y detoxificar
los agentes peligrosos juega un papel critico en el envejecimiento acelerado ¥ la aparicion
de enfermedades neurodegenerativas. En el cerebro afectado por la EA se presenta
oxidacién de lipidos, proteinas y DNA (Butterfield y col, 2001). Uno de los factores
importantes que contribuyen a mantener este circulo vicioso, es el aumento de la COX-2.
Esta proteina en presencia de estrés oxidativo es oxidada e incrementa unas veinte veces su
actividad enzimética (Fujimoto y col., 2004). La COX-2 es una generadora importante de
especies reactivas de oxigeno y citoquinas, esta contribuye a que se perpetile el circulo
vicioso de inflamacién durante todo el transcurso de la enfermedad (Butterfield y col,
2001).
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Neurona cortical

Fiura 8 [Interacciones entre el astrocito y la neurona que se dan durante las primeras
etapas de la enfermedad de Alzheimer. El incremento de especies reactivas de oxigeno
(ROS), produce un aumento en la liberacion de glutamato, el cual activa los receptores
tipo NMDA. 1) Esto produce una imporiante entrada de Ca’” en la neurona 2) lo que
activa la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), que produce oxido nitrico que a su vez
reacciona con el radical superoxido, produciendo el radical peroxinitrito (ONO(O). El
ONOO oxida a la COX-2 sobreactivandola 3) esta sobreactivacion produce grandes
cantidades de prostaglandinas, lo que estimula a los astrocitos aledarios secretar fuertes
cantidades de IL-1 e IL-6. 4) Estas interleucinas activan la apoptosis mediante la via de
MAP cinasas (MAPK), 5} asi como la produccion de la proteina precursora de amiloides
(APP), que al ser lisada por caspasas, produce el péptido B amiloide, fuertemente
toxico,comunmente encontradp en los cerebros de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (Butterfield y col., 2001).

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por uma neurodegeneracion

progresiva ¢ irreversible de las neuronas en subfantia nigra y sus prolongaciones en

estriado, las cuales intervienen en la regulacion motora. En ratones tratados con 1-metil-4-
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fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), utilizados como modelo animal de la EP, asi como
en estudios post-mortem de personas que padecieron EP se observa un aumento de la
expresi6n de COX-2 en células nerviosas (Teismann y col., 2003). Con ¢! fin de probar si la
presencia de COX-2 causa la muerte de las neuronas de la subtantia nigra se realiz6 un
sencillo experimento en el que se trataron ratones con solucién salina, MPTP y MPTP con
dosis crecientes de meloxicam, un AINE, Los resuftados mostraron que las células
productoras de dopamina y las neuronas totales disminuian considerablemente con la
administracién de MPTP, pero su mimero sc conservaba a dosis crecientes de meloxicam.
Esto amoja como conclusién que la inhibicién de COX-2 en la subtantia nigra disminuye et
proceso neurodegenerativo (Teismann y Ferger, 2001). Aunque los trabajos citados y
muchos otros existentes han mostrade que el aumento de COX-2 se relaciona con la
pérdida de neuronas dopaminérgicas, el mecanismo exacto por el cual se da esta pérdida
permanece descopocido; sin embargo se piensa que pudiera ser similar al de la EA
(Teismann y col., 2003).

La esclerosis lateral amiotréfica familiar (ELAF) es una enfermedad
neurodegencrativa muy importante, caracterizada por la muerte de neuronas motoras en la
médula espinal que causa inevitables transtornos motores en Jos 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 regulacién
positiva de la enzima ocurre a Is par de los eventos progresivos de la enfermedad. La COX-
2 y la PGE; aparecen en la médula espinal de pacientes con ELAF en concentraciones siete
veces mayores que €n personas sanas (Yasojima y col,, 2001). Se piensa que la aparicion de
ELAF tiene que ver con mutaciones en la enzima super6xido dismutasa (SOD-1) que
inhabilitan su funcionamiento. Dicha enzima es crucial en la detoxificacién de los radicales
libres por lo que se induce un crecimiento desmedido de estos agentes toxicos. Es posible
que por esa razén se produzecan aitas cantidades de COX-2 y citoquinas y se activan céhulas
del sistema mmune. Cuando se desencadena este proceso inflamatorio suceden varios
eventos, la microglia fagocitica del sistema pervioso central se activa y comienza a
fagocitar neuronas dafiades, a la par, los vasos sanguineos se dildtan y fenestran lo que
permite Ia entrada de linfocitos CD4* que aumentan 1a cantidad de citoquinas y linfocitos
CD8" que pueden inducir la muerte neuronal (Consilvio y col., 2004). Por tltimo, como
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muestra de la implicacion de COX-2 en la ELAF se ha observado que si se proporcionan
AINE:s (tanto selectivos a COX-2, como ¢l celecoxib, tanto no selectivos, como el ASA) en
modelos animales y en pacientes habrd un retraso notable en el progreso de la enfermedad
(Comsitvio y col. , 2004).
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El modelo de estrés oxidativo por ozono

El ozono (O3) es muy inestable y altamente reactivo. El ozono naturalmente se
forma en las capas superiores de la atmésfera, cuando el O, es irradiado con luz
ultravioleta. Sin embargo, en las capas bajas de la atmésfera, se forma tras la incidencia de
1a luz ultravioleta sobre los 6xidos de nitrégeno, productos de las descargas eléctricas sobre
el nitrogeno molecular (N2) o provenientes de la combustién de carburantes fésiles. El
conjunto de reacciones que ocurren en la troposfera, se puede sintetizar de la siguiente
manera:

NO,+hiz solar — NO+O

0+0, —0;

Por esta via, se forma el O; presente en las capas bajas de la atmdsfera y este es el Os al que
nos encontramos expuestos frecuentemente (Finlayson-Pitts, 1999).

El O3 se mezcla con el aire y es inbalado durante la respiracidn, al entrar en contacto
con el agua presente en la superficie del epitelio pulmonar, el O; se destruye, formando
moléculas oxidantes y radicales libres. El pulmén tiene un sistema de antioxidantes contra
moléculas oxidantes, que se forman a partir de la inhalacién de gases atmosféricos.
Conformando el sistema antioxidante pulmonar, se encuentran las enzimas SOD de cobre v
zinc y de manganeso, también la ghitation peroxidasa, la glutatidn reductasa y la catalasa.
Estas enzimas pueden, mediante las reacciones explicadas previamente, destruir la mayoria
de las moMkculas oxidantes y radicales libres que se forman en el epitelio pulmonar, incluso
aumentan su expresion en presencia de O; (Rahman y col., 1991; Rivas-Arancibia y col.,
1998). Sin embargo, la expresion de estas enzimas tiene un limite y su capacidad de
catalizar sustratos también. Por esta razdn, ante la 'exposicién cronica o aguda al O, las
especies reactivas comienzan a difundirse por toda la circulacién sanguinea. Cuando esto
sucede y las demés defensas antioxidantes del organismo, no pueden neutralizar todas las
especies reactivas antes de producir dafio molecular, entonces el equilibrio 6xido-reduccion
se ha perdido y el organismo ha entrado en estrés oxidativo.

Por este motivo, bajas dosis de 0zono administradas por poco tiempo, no tienen un
efecto significativo sobre la fisiologia general, sino apenas ciertos sintomas de inflamacién
en los pulmones, asi en los epitelios expuestos al aire y no queratinizados, como seria el
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caso de la conjuntiva ocular, garganta y vias aéreas superiores. La inflamacién que se

manifiesta en estos tejidos, tiene que ver con la activacién del factor NFxkB y la
consiguiente produccidn de citoquinas inflamatorias. Aunque en este caso, el organismo
sigue manteniendo su equilibrio redox. Sin embargo, cuando se incrementan los niveles de
O3 o el gas se administra en bajas dosis durante periodos de tiempo largos, las especies
reactivas que no pueden ser neutralizadas en el pulmén llegan a la circulacidn, y comienzan
a causar dafio oxidativo sobre lipidos, proteinas, DNA, etc, entonces el organismo se
encuentra en desequilibrio redox.

Existen numerosos modelos para provocar estrés oxidativo en animales de
experimentacion, entre estos se encuentran la administracién de sustancias oxidantes, como
el paracuato, el 6xido de cadmio, el 4cido-3-nitropopidnico, el modelo de hipoxia-
reperfusion, la administracion de H,O2 y otros. También existen métodos de provocar estrés
oxidativo en tejidos especificos, con caracteristicas especificas de cada tejido. Por ejemplo,
la inyeccién sobre algin lugar del cerebro del péptido BA, es un modelo de estrés oxidativo
cerebral, que tiene como objetivo imijtar el resultado de enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer.

El modelo de induccion de estrés oxidativo utilizando exposicion a O; en camaras
especialmente disefiadas 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 quirirgicas. Es suficiente que los animales inhalen aire de manera
natural, para conseguir, dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicidn, la induccién
correcta de estrés oxidativo. ‘

Entre los primeros efectos fisiologicos observados de la exposicion a Os, se
encontrd que la exposicién durante 4hr en dosis de 0.1, 0.2 y 0.5 ppm, se incrementan en
pulmdén y cerebro los niveles de SOD-1, asi como la memoria de largo plazo en el
paradigma de prevencion pasiva se ven deteriorados. También se mostré, que los niveles de
SOD-1, se ven reducidos en la exposicién a 1ppm de O; (Rivas-Arancibia y col., 1998), este
resultado muestra que a esas dosis, la capacidad de respuesta de la SOD-1 ha sido rebasada
y sus niveles se reducen para que la misma SOD-1 no contribuya con el desequilibrio
redox. Posteriormente, s¢ encontraron dafios citoldgicos como consecuencia de la
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exposicion a 1ppm de Os, las células piramidales de CAl, mostraron una consistente

disminucion en la cantidad de espinas dendriticas que aparecen con la tincion argéntica de
Golgi (Avila-Costa y col., 1999). ‘

Posteriormente se observé que el O3 provoca un incremento en las cantidades de
lipidos peroxidados en diferentes regiones cerebrales, este aumento difiere entre las zonas
anatizadas, la zona mads resistente es la corteza frontal y las mas ldbiles, el hipocampo y la
subtantia nigra. También se muestra, que tanto los efectos bioquimicos como conductuales,
pueden ser prevenidos mediante la administracion de vitamina E (Guerrero y col., 1999).
El efecto protector mediado por antioxidantes ha sido observado también con taurina y
vitamina C (Rodriguez-Martinez y col., 2004).

Otros experimentos a mas niveles, han mostrado que a nivel de comportamiento, se
ve aumentada la conducta de congelamiento, no asi las conductas exploratorias y motoras
que se ven disminuidas. La liberacién de neurotrasmisores también se ve alterada, mientras
que la dopamina, el 4cido giutdmico y el GABA se incrementan en la exposicion a Os, por
el contrario la serotonina decrece. Por otra parte, los indicadores de liberacion de 6xido
nitrico, como citrulina y nitratos, aumentan su concentracion. También en la zona del
estriado, analisis con microscopia electronica, han mostrado modificaciones citologicas
importantes. Se observa vacuolizacién en las dendritas e incremento del reticulo
endopldsmico rugoso {Rivas-Arancibia y col., 2003).
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Hipoétesis

Si Ia GH actita como antioxidante, puede revertir los cambios inductdos por estrés

oxidativo, tanto conductuales como en el metabolismo de la ciclooxigenasa-2 en el
hipocampo.

Objetivos generales:

1. Determinar el efecto de la GH en la expresion de COX-2 y las alteraciones

sufridas en el hipocampo, causadas por el estrés oxidativo producido por exposicién a

0ZORo.

Objetivos particulares

L.

Determinar si existe un efecto antioxidante de la GH en el hipocampo en un
experimento agudo y en un experimento cronico.

Estudiar si la GH protege a los animales del declive del aprendizaje espacial
causado por exposicidn cronica a bajas dosis de czono,

. Determinar las alteraciones en la expresién de la COX-2 en el hipocampo, expuesto

a estrés oxidativo cronico, por exposicidon cronica a bajas dosis de ozono y
determinar el efecto de la GH sobre dicha expresion.

Determinar los posibles cambios en el nimero de neuronas en las capas CAl y CA3
del hipocampo, en la exposicion cronica a bajas dosis de ozono y el efecto de la GH
sobre este.

Determinar los posibles cambios en la expresién de INOS en la capas CAl y CA3
del hipocampo, en la exposicion cronica a bajas dosis de ozono y el efecto de la GH
sobre este.

Determinar si el posible efecto antioxidante de la GH se da de forma directa o por
medio de reacciones metabdlicas.
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Material y Métodos

Grupos experimentales, curva dosis respuesta para deferminar dosis.

Se utilizaron 36 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 ar libifum. Las ratas se
dividieron en seis grupos de seis individuos. El primer grupo fue el control y no se le aplicéd
ningan tratamiento. Los restantes grupos fueron expuestos durante 4hr a O3 1ppm, al salir
de la camara de O3 a un grupo se ke inyectaron 0.02U de GH (Saizen) de forma subcutinea
utilizando agua inyectable como vehiculo, a otro grupo 0.04U, 0.08U, 0.16U y al iltimo no
se administré ninguna dosis. Dos horas después de salir de la cdmara de O; las ratas fueron
sacrificadas por decapitacién. Se colecté la sangre y s¢ separd el suero mediante
centrifugacién, 5 minutos a 3000rpm guardéndose a —70°C. Se diseccionaron los cerebros
con el fin de extraer los hipocampos y posteriormente homogenizarlos 1:10 en PB (0.1M
pH 7.4) y guardarlos a —70°C.

Grupos experimentales, experimenlo cronico

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 af libitum. Las ratas
fueron divididas en tres grupos, un grupo, como control, un grupo expuesto a s y otro
expuesto a Os y tratado con 0.08U de GH, estos dos grupos, se dividieron en tres
subgrupos, de acuerdo al tiempo de exposicion, 7 dias, 15 dias y 30 dias. La exposicién a
O3 se llevo a cabo colocando las ratas en una cdmara de ozono durante cuatro horas diarias,
a 0.25ppm del gas, los animales del grupo tratado con GH, se inyectaron diariamente tras la
exposicidn a ozono, por via subcutdnea utilizando agua inyectable como vehiculo.

. Seis individuos de cada grupo, fueron sacrificados por decapitacién dos horas
después-de recibir la Gltima inyeccion de la hormona. Se colecté la sangre y se separé el
sucro mediante centrifugacion, 5 minutos a 3000rpm guard4ndose a —70°C. Se
diseccionaron los cerebros con el fin de extraer los hipocampos para posteriormente
homogenizarlos 1:10 en PB (0.1M pH 7.4) y guardarlos a —70°C.
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Se utilizaron cuatro individuos de cada grupo con los mismos tratamientos ya
descritos, que fueron perfundidos con paraformaldehido a 4%, siguiendo posteriormente un
método estdndar de inclusidn en parafina, para obtener cortes sagitales de 5 pm, en
laminillas cubiertas de poli-L-lisina.

Inmunohistoquimica

Las pruebas de inmunochistoquimica que se realizaron para la proteina COX-2, se
llevaron a cabo tras un procedimiento de recuperacidn antigénica en una olla de presién
(decloaking chamber biocare) para recuperacién de antigenos a 120°C y 15psi durante 20
minutos, en el buffer developer (Biocare) y tras 20 mimrtos de enfriamiento, se lavaron dos
veces con agua desionizada. Se bloqueo la actividad peroxidasa endégena, mediante H202
(3%) durante 10 minutos y se lavé dos veces con agua desionizada. Posteriormente, se
afiadid una solucién de bloqueo (ScyTek super block), tras un breve lavado con PBS (0.1M,
pH 7.4), seguido del anticuerpo primario IgG anti COX-2 de rata hecho en conejo (Santa
Cruz sc-7951XLi y col., 2004; Ye y col., 2005) lug/ml, en PBS, se dejé incubar 12 horas a
4 °C, se realizaron tres lavados con PBS y a continuacién se utilizé un anticuerpo
secundario biotinilado (UltraTek anticuerpo biotinilado Anti-polivalente), tras tres lavados
en PBS se afiadi6 el complejo enzimdtico estreptavidina peroxidasa (UltraTek HRP) y tras
tres lavados con PBS, se revelé con una solucién de cromdgeno (diaminobenzidina) y
sustrato {(H202) (Dako DAB kit), la reaccion se detuvo a los dos minutos utilizando agua
desionizada. En la inmunohistoquimica para iNOS, se utilizé el mismo procedimiento
anterior, pero con el anticuerpo primario IgG anti COX-2 de rata hecho en conejo (sc-651)
(Rodriguez-Pascual y col., 2000).

" En la doble inmunohistoquimica, tras la incubacién con el DAB, las laminillas
fueron incubadas en bafio maria hirviendo en una solucién de tris pH 8.0 y EDTA durante
20 minutos, tras dos lavados con PBS, se incubaron en clara de huevo durante 30 minutos
y posteriorreente en leche descremada 1:10 durante media hora, tras dos lavados con PBS,
se volvié a bloquear la peroxidasa igual que en el primer paso. Finalmente se incubé con el
anticuerpo antt-GFAP de conejo (Zymed 18-0063)(Tanaka y Sobue, 1994) en

46



concentracidn de 1:100, a temperatura ambiente durante 12 horas, posteriormente se
utilizaron el anticuerpo secundario y el sistema de amplificacién similar a la primera parte y
se utilizo el cromdgeno AEC, que proporciona un color rojo (Zymed).

Los datos s¢ analizaron primero llevando a cabo la prueba de Barllet, para
determinar si el andlisis debia ser o no paramétrico, al tener una diferencia significativa
entre las varianzas, se procedid a una prueban de Kruskall-Wallis, cuando esta prucba
arroj6 una p<0.05, entonces se procedié a un andlisis de comparacidn entre grupos, con la
prueba de U de Mamm- Withney, aqui también se consider6 significancia, en p <0.05.

Método de Kluver-Barrera para teflir neuronas selectivamente

Las laminillas fueron desparafinizadas hasta etanol al 95%, posteriormente fueron
incubadas en una solucion de Luxol fast blue (1% en etanol al 95%) a 60°C durante toda la
noche. Las laminiilas se lavaron en etanol al 95% y posteriormente en agua bidestilada,
después fueron sumergidas en una solucién de cloruro de litio {0.05%) durante 5 segundos,
luego etanol al 70% durante 10 segundos y otra vez en agua bidestilada. Se repitieron los
pasos anteriores hasta que se observd 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 4cido acético glacial) durante 1 minuto. Fueron nuevamente lavados con agua
bidestilada, deshidratados y montados. Las fibras mielinizadas se observan azul fuerte,
mientras que los cuerpos de Nissl, se muestra color violeta (Kluver y Barrera, 1953).

Cuantificacién de lipidos peroxidados

Para la cuantificar los niveles de lipidos peroxidados, se utiliz6 una técnica
espectrofotométrica basada en la reduccién de lipidos hidroperoxidados a lipidos
hidroxilados en presencia de hemoglobina. En presencia de lipidos hidroxilados e} MCDP
se rompe en forma oxidativa y produce azul de metileno en proporcién equimolar. Para
llevar a cabo este procedimiento se descongelaron los homogenizados, fueron centrifugados
a 3000rpm durante 5 min y se utiliz6 el sobrenadante. Se colocaron 201 de l2 muestra en
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tubos para microcentrifuga, y se colocaron 80yl de la solucidn de oxidasa ascdrbica (kit de
peroxidacién de lipidos LPO-cc de KamiyaXOhishi y col., 1985; Wang y Lichr, 1994), a
30°C durante 10 min, posteriormente se ¢olocaron en cada tubo 160 pl de la solucién de
hemoglobina y MCDP del mismo kit, incubdndose a 30°C en oscuridad durante 15min,
inmediatamente se midi® absorbancia a 675nm en el espectrofotdmetro de masas, y
realizando una curva de calibracidn utilizando una muestra blanco (PB) y una muestra
estandar del kit (Hidroperdxido de cumeno 50nmeol), para obteper la cuantificacion lipidos
peroxidados en ¢l tejido en nmoles/ml de homogenizado. En el caso de la medicién en
plasma se hizo de la misma manera, pero sin realizar ninguna dilucion y la centrifugacion
se utilizd para remover la fraccién celular.

Laberinto de Morris

Las prucbas para determinar adquisicibn de nueva memoria espacial, fueron
llevadas a cabo mediante la utilizacién de la técnica de laberinto acudtico propuestas por
Morris 1982. Se utiliz6 para esto un tanque de 1.5m de didmetro, 60 cm de alto, con una
plataforma de 30 cm de alto. La plataforma queda hundida lcm en el agua que es
enturbiada con leche en polvo y acondicionada a 22°C. Alrededor del tanque, se colocaron
imAgenes bien visibles y distinguibles por sus formas y sus colores.

Tres dias antes de secrificar a Ias ratas, comenzé el entrenamiento de cada grupo de
animales, tras la dosis de GH en su caso. El primer entrenamiento consistié en colocar a la
rata en un punto dentro del agus para que buscara la salida, como usualmente las ratas la
buscan alrededor del tanque, en la primeta prueba la rata es guiada hacia la plataforma,
cuando ha permanecido ahi 15 segundos, se acerca a la rata una reja, a la cual esta se sube y
s¢ la transporta a un fugar seco. El primer dia se hacen dos pruebas mds, esperando que la
rata encuentre por si sola 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 un 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 indice de memoria.



Prueba para determinar si la GH tiene efecto antioxidante initrinseco

Para esta prueba se utilizaron los homogenizados de hipocampo de 6 ratas distintas, que
fueron distribuidos en varios tubos para microcentrifuiga. Se colocaron 100ul de
homogenado en 3 ml de un medio oxidante, compuesto por KH,PO, 50 mM, Xantina
50pM, EDTA 0.1 mM y 1 unidad de Xantina Oxidasa {Una unidad de xantina oxidasa, es
la cantidad de enzima nhecesaria para oxidar un pM de xantina en un minuto), también se
utiliz) el mismo medio sin la xantina oxidasa a modo de control. Este medio fue colocado a
37°C en un bafio de inmersién y de cuatro homogenados distintos, se tomaron muestras a
los 2 min, a los 5 min, a los 10min y a los 15 min, Con estas muestras, se procedié a la
cuantificacién de lipidos referida anteriormente. A los resultados obtenidos, se les aplico
una regresidn hiperbdlica, utilizando el paquete estadfsticos Sigma Plot. A partir de los
resultados de esta curva, se utilizaron los mismos medios, pero incubdndolos tnicamente
durante 4.5min, agregdndoles 0.024 y 0.048 U de GH, asi como 150pumoles de 4cido
ascorbico (sigma), 2 modo de control positivo.
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Resultados

Curvas dosis respuesta de peroxidacién de lipidos

Los resultados indican que la tnica dosis que tiene efecto antioxidante, es la de 0.08U de GH (fig
9).En el tejido de hipocampo homogenizado, no se encontrd una distribucion normal de las mediciones
y no se encontré homogeneidad en las varianzas, por tal motivo se utilizaron estadisticas no
paramétricas. Se utiliz6 el anlisis de varianza de Kruskal-Wallis (K- W), para grupos independientes
considerando el resultado significativo con una p<0.05. La prueba de K-W mostr6 una p de 0.0029,
por lo que se procedio a realizar la prueba de U de Mann-Whitney (M-W) para determinar diferencias
entre grupos independientes. Esta medicion arrojé 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 razon se decidid utilizar
esta dosis, que ademas es la misma que se utilizé en experimentos anteriores (fig 9A) (Schneider-
Rivas y col., 1995). En la medicién en plasma, realizada con el objeto de mostrar los efectos a un
nivel més global, las diferencias significativas, se mostraron en la dosis de (.04 U.
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A) Cuxva de respuesta aguda a GH en homogenados
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Figura 9. Efectos de diferentes dosis de GH sobre los niveles de lipidos peroxidados en ratas
expuestas a O3 Ippm, presentados en mediaste.e.m, en el eje de las abscisas se encuentran las
diferentes dosis de GH probadas, asi como el grupo control que no recibié ningim tratamiento A) La
dosis que resulto tener un mayor efecto antioxidante en los homogenados de hipocampo, fue la de
0.08U al no presentar diferencia significativa con el control. B) En el caso del plasma, el mayor
efecto antioxidante se encontrd con la dosis de 0.04, que es diferente con el grupo sin tratamiento con
GH. *, p<0.05 contra el control y entre grupos, **, p<0.01 contra el control y entre grupos.
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El tratamiento con GH modifica la cantidad de lipidos peroxidados en el hipocampo, a
los quince dfas de exposicién a 0.25ppm de O3

~ En las mediciones de lipidos peroxidados en los sueros de las ratas tratadas crénicamente con
0.25ppm de O; ¥ 0.25ppm de O3+ 0.08U de GH, observamos que existe un aumento progresivo de la
oxidacién de lipidos en ambos grupos, mostrando diferencias significativas de todos los grupos
experimentales respecto al control con una p<0.05. En los homogenizados de hipocampo, s¢ muestra
una diferencia significativa entre grupos a los quince dfas, lo que no ocurre a los siete dias de
tratamiento ni a los treinta dias. En las mediciones realizadas en el plasma, encontramos el mismo
patrdn, con la diferencia de que el efecto reductor de lipoperoxidaciéon de la hormona a los 15 dias, es

mis acentuado que en el hipocampo.
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Figura 10
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Figura 10 Efectos de la GH (0.08U) sobre los niveles de lipidos peroxidados en ratas expuestas a O3
0.25ppm crénicamente. En las abscisas se muestran en medias+e.e.m los niveles de lipoperdxidos, en
el efe de las abscisas se encuentran las diferentes tiempos de tratamiento a O; solo y con GH. A) Se
muestran los niveles de lipoperéxidos en los homogenados de kipocampo en los distintos tratamientos
B) Se muestran los niveles de lipoperdxidos en plasma. *p<0.05 respecto al control y entre los
grupos. **, p<0.001 respecto al control y entre los grupos.
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Modificaciones en fa adquisicién de memonia espacial, causadas por la exposicion a
ozono y el tratamiento con GH.

Se utilizd la prueba del laberinto acustico de Morris, para determinar los cambios en la
adquisicion de memoria espacial, en los diferentes tratamientos crdnicos con O3 a 0.25ppm y O3
adicionado con GH. Al aplicarse una prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas, se rechaz6
la utilizacion de prucbas paramétricas y se utilizd la prueba de K-W para determinar la presencia de
cambios en el conjunto del experimento y ia prueba de M-W para determinar diferencias entre grupos.
Como se muestra en la figura 11, los grupos tratados solo con O3 mostraron una disminucién constante
en la latencia de retencién, mientras que las ratas expuestas a los mismos tiempos de O pero tratadas
con 0.08U de GH, no mostraron esa disminucién. En los grupos tratados solo con O; expuestos
durante 15 y 30 dfas, se observa una diferencia significativa respecto al control con p<0.01 y entre el
grupo de 30 dias tratado con O; y el tretado con O3+GH, se observé una diferencia de p<0.05.

Figura 11
Efecto del ozono y la GH en la memoria espacial

80

psrmanencia en el cuadrante
correcto

Figura 11. Efectos de la GH sobre la adquisicién de memoria espacial en ratas expuestas a O;
0.25ppm crénicamente. En las ordenadas se muestran en medias+e.e.m los tiempos de permanencia
de las ratas en el cuadrante correcto (segundos dentro de un minuto). En el eje de las abscisas se
encuentran las diferentes tiempos de tratamiento a Oz solo y con GH. *p<0.05 respecto al control y
entre los grypos. ** p<0.001 respecto al control y entre los grupos.
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Expresion de la COX-2 en el hipocampo, en ratas expuestas crénicamente 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 ozono a medida que progresa la exposicion a este, con respecto al tratamiento
control, en ¢l que sin embargo aparecen zonas de tincion en todos las dreas del hipocampo. Sin
embargo, esto o podemos atribuir a una expresién basal de COX-2, que ademds puede observarse
restringida a partes especificas de la célula, a la zona perinuclear y a la zona membranal. E] aumento
de la exposicidn a ozono, produce un cambio importante en la inmunoreactividad en todo el
citoplasma e incluso con frecuencia se observa esta tincion extendida hacia las neuritas. Existen zonas
del hipocampo, en las que vemos una muy baja expresion, particularmente el la capa granular del giro
dentado, que se mantiene muy constante con todos los tratamientos. Por el contrario la capa
polimérfica del giro dentado, que incluso en el control mantiene una importante expresion, se tifie
fuertemente en todos los tratamientos con ozono, aunque muestra una ligera disminucién de tincion,
en los tratamientos con GH. En la capa CA3 ocurren cambios importantes, ya que de una baja tincion
en los grupos control, se observa un aumento muy grande en los grupos tratados con ozono, en los
grupos tratados con ozeno y GH, s¢ observa una disminucidon respecto a los que solamente se
expusieron a 0zono, que sin embargo, no llega a ser similar a la de los controkes. El conteo de céhulas
muestra un aumento significativo respecto al control en todos los tratamientos, mientras que alos 7 y a
los quince dias, €l porcentaje de células inmunoreactivas en los tratamientos de ozono con GH,
disminuye significativamente respecto a Ios tratamientos de exposicién a 0zono solo, a los treinta dfas,
ya po se observa ninguna diferencia significativa en los porcentajes (figura 13 A).

En la capa CA2, se observa en el control una tenue tincion membranal, que se mantiene en
todos los tratamientos, sin embargo esa tinci6n aumenta considerablemente durante todos los
tratamientos de exposicion a 0zono, sin que la hormona de crecimiento tenga ninguna influencia sobre
esta capa.

La capa CAl, es de entrada la que menos inmunoreactividad muestra en el grupo control, sin
embargo, muestra una creciente tincién citoplasmdtica en los grupos tratados con ozono, en los que
también se muestra una disminuci6n consistente en los grupos tratados con GH, tanto en la intensidad
y distribucién de la tincién, como en el porcentaje de células inmunoreactivas a los siete y a los quince
dias, al mes de tratamiento, ya no se observa ninguna diferencia significativa en los porcentajes.
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Figura 12 4

Hipocampo 5x

Capa polimdrfica de}
giro dentado 40x

Capa granular del
giro dentado 40x

Figura 12 A, aqui se observa el patron comiin de inmunoreactividad de la COX-2 en las distintas
capas del hipocampo. Se puede observar, que comimmente existe una baja pero constante
expresion de COX-2, sobre todo en la zona citopldsmica Y membranal de las células como

indican las flechas.

40x
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Figura 12 B

7 dias de exposicion a Oz y
tratamiento con GH

7 dias de exposicion a O;

Hipocampo
5x

Capa
polimérfica
del giro
dentado 40x

Capa
granuiar del
giro dentado
40x

CA3 40x

CA2
40x

Figura 12 B, A los siete dias de tratamiento con ozono, se observa un incremento de la
inmunoreactividad de COX-2 en las distintas capas del hipocampo. En estas micrografias se
pueden observar cambios en el patron de inmunoreactividad celular, siendo la tincion mds oscura
y mas distribuida tanto en membrana como en citoplasma y parte de la region perinuclear.
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15 dias de exposiciona O; 15 dias de exposicion a
Control O v tratamiento con GH

Capa granular
del giro dentado
40x

Capa polimoérfica
del giro dentado; @

Figura 12 C, A los quince dias de tratamiento con ozono, se mantiene el incremento de la
inmunoreactividad de COX-2 en las distintas capas de! hipocampo por el tratamiento con ozono, 58
sin embargo, se observa una disminucion en el mimero de células inmunoreactivas en los grupos
tratados con GH. En las micrografias de {5 dias, es en las que se observa una tincion mds densa

v mds distribuida en la morfologia celular.




Figura 12 D , .y
30 dias de exposiciona O3y

Control 30 diasde exposiciona O3 (o0 neare o con GH

Hipocampo 4x

Capa granular
del giro dentado
40x

Capa polimérfica * .
del giro dentado -

CA3

40x

CA1
40x

Figura 12 D. Se muestra el patron de inmunoreactividad de las distintas capas del hipocampo
a los treinta dias de exposicién a O;. En este tratamiento ya no se muestran diferencias en el
numero de células inmunoreactivas entre las ratas tratadas sdlo con O; y las ratas con Oy y

GH.
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Figura 13 A) Porcentafe de céhilas Inmunoreactivas a COX-2 en CA3
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Figura 13.  Efectos de la GH sobre los porcenitajes de células inmunoreactivas a COX-2 en el
hipocampo de ratas expuestas a Oz 0.25ppm cronicamente. 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 O; solo y con GH. *p<0.05 respecto al control y entre los

grupos. ** p<0.001 respecto al control y entre los grupos.




Expresion de COX-2 s6lo en neuronas?

Figura 14. Doble tincion, COX-2 (café), GFAP (rojo),

ARSI
AL 3 i

CA3 40x

En la figura 14, se muestra la inmunotincion a los siete dias de exposicion a ozono, de COX-2 y
GFAP. Este experimento, tuvo por objeto, mostrar si en nuestro modelo experimental, la expresion de
COX-2, se restringia bdsicamente a neuronas, en este caso tifiendo los astrocitos de rojo. No
encontramos que en los somas de astrocitos se presente inmunotincion de COX-2, por lo tanto
podemos inferir gue la inmunoreactividad a COX-2, se presenta principalmente en neuronas.
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Conteo y observacidn de neuronas, utilizando la técnica de Kluver-Barrera

Con estos experimentos, se encontrd una disminucion significativa de neuronas en casi todos
los tratamientos con ozono y GH respecto al control, en las areas CA3 y CAl. Unicamente
encontramos una recuperacion del numero de neuronas en el tratamiento de exposicion a O; de 30 con
GH en la capa CAl. A la par, también observamos modificaciones en la morfologia celular,
observamos una edematizacion a los 7 dias de tratamiento con ozono, y a partir de los quince dias
comenzamos a observar neuronas con modificaciones citoplismicas que indican modificaciones
fisiolégicas como consecuencia del estrés oxidativo.

Figura 15 A. Micrografias de neuronas de la capa CA! del hipocampo, tefiidas con la técnica de
Kluver-Barrera, por lo que se observa con claridad la morfologia citopldsmica del soma neuronal.
Las flechas indican algunas modificaciones observadas con este método.
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Figura 15 B. Micrografias de neuronas de la capa CA3 del hipocampo y algunas fibras colaterales de
Schatfer indicadas con flechas oscuras (morado son cuerpos celulares, azul son fibras mielinizadas),
tefiidas con la técnica de Kluver-Barrera. Las flechas indican algunas modificaciones morfoldgicas
observadas con este método en los tratamientos con O; y Oz con GH.
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Los resultados de los conteos, mostraron un decremento significativo en el nimero de neuronas
en los tratamientos con ozono. En la capa CA3 (fig 16A) este decremento es significativo a los quince

dias de exposicién a 0zono, sin embargo con el tratamiento con GH estos niveles se mantienen y se

presenta una diferencia significativa entre los dos grupos de quince dias. El grupo expuesto a ozono
durante treinta dias, mostré una disminucién significativa en el mimero de neuronas mientras que el
grupo de treinta dias tratado con GH, no mostr6 ninguna disminucién, entre los grupos de treinta dias,
no encontramos diferencia significativa.

Figura 16 A} B)
MNimero de neuronas CA3 Miimero de neuronas CA1
control B Exposicien a 0,2 Exposicion a 03+GH = Controlg Exposicion a O,z  Exposicién a O+GH g3
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Figura 16. Efectos de la GH sobre el nimero de neuronas en ratas expuestas a O3 0.25ppm
crénicamente. En el eje de las ordenadas se muestran en medias+e.e.m los ntimeros de neuronas por
campo de 30,000my’). En el eje de las abscisas se encuentran las diferentes tiempos de tratamiento a
O; solo y con GH. *p<0.05 respecto al control y entre los grupos. **, p<0.001 respecto al control y
entre los grupos.



Inmunohistoquimica de iINOS

La inmunohistoquimica, mostré un incremento notable en la inmunoreactividad de
iNOS en los distintos tratamientos con ozono, mwosird cambios morfoldgicos en las células
inmunoreactivas, las cuales se mostraron edematizadas en los tratamientos de 7 dias de ozono y a
partir de los quince dias, empezamos a observar células inmunoreactivas con cambios morfoldgicos
sustanciales que sugieren muerte necritica o apoptdtica.

Figura 17 4 CAl

Figura I74. La capa CAI del hipocampo, muestra nwna sustancial innnmmnoreactivided a
iNOS inducida por exposicion a ozono, sin observarse diferencias entre los tratamientos de
O; solo y los tratamientos con O3;+GH. La inmunoreactividad se observa en las zonas 65
citoplasmicas de las células de todos los tratamientos (flechas claras) y se observan
algunas células con fuertes modificaciones citopldsmicas y una inmunoreactividad superior
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Figura 17 B)

Control

40x 100x 40x 100x

Figura 17B. La capa CA3 del hipocampo, muestra un incremento de inmunoreactividad a iNOS en los
tratamientos expuestos a Os, agui tampoco se observan diferencias entre los tratamientos de O; solo y
los tratamientos con O;+GH. La inmunoreactividad se observa en las zonas citopldsmicas de las
células de todos los tratamientos (flechas claras) y se observan algunas células con fuertes
modificaciones citopldsmicas y una inmunoreactividad 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 debian a una caracteristica
quimica de la GH, o si por el contrario son efecto de su actividad enddcrina, se realizd el siguiente

experimento. La curva de oxidacién del medio se analizé utilizando un analisis de regresién para

109
446+«

hipérbolas, en el cual se encontrd la ecuacién LPO/mi= +5.57 donde t es el tiempo trascurrido

en minutos, 109 sera el nivel de saturacion de lipidos peroxidados y 4.46 es aproximadamente €l
tiempo en el que la mitad de la saturacién es conseguida, 5.57 es el nivel inicial de lipoper6xidos. Para
esta curva se obtuvo r’=0.84 (Figura 18A). A partir de esta ecuacién se determiné utilizar 4.5 minutos
de oxidaci6n para medir el efecto de diferentes concentraciones de GH, ya que es el tiempo en que se
llega a la mitad de la saturacién de peroxidacién del medio. Utilizando este tiempo se tomaron
mediciones utilizando 0.024U de GH, 0.048U de GH, 150umoles 4cido ascdrbico y control
Unicamente se encontraron diferencias significativas a p<0.05 respecto al control con el tratamiento
con 4cido ascorbico (Figura 18 B). Esto implica que la G\H no tiene efectos antioxidantes directos
neutralizando radicales libres, como si lo hace el écido.ascérbico. Esto significa que un efecto
antioxidante in vivo de la GH, se debe a algiin efecto mediado por su receptor.
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Peroxidacién de ipidos, en homogenados de hipocampo
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En la figura 18 se muestran los resultados de la prueba de efecto antioxidante in vitro de la GH. A)
La curva de oxidacion teérica obtenida mediante regresion hiperbédlica, donde la linea representa la
funcion obtenida + e.e.m. Tras el resultado de esta grdfica, se decidic utilizar 4.46 minutos. B)
Utilizando ese tiempo, se procedic a realizar pruebas con dos concentraciones distintas de GH, y
dcido ascorbico. ** p<0.01, respecto al control,
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Discusion

La exposicién a ozono, es un modelo no invasivo de estrés oxidativo el cual se puede
aplicar durante periodos largos de tiempo para causar un desequilibrio redox, con este modelo
es posible estudiar los efectos cronicos a largo plazo causados por el aumento de las ROS y asi
producir una neurodegeneracién 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 cronicos. En este
experimento se expusieron los animales a una dosis alta de ozono para producir estrés
oxidativo y se inyectaron diferentes dosis de GH (0.02U, 0.04U, 0.08U, 0.16U) para
determinar el mayor efecto antioxidante. L.a GH no mostré un efecto antioxidante en todas las
dosis, como podria esperarse del tocoferol y la vitamina C. La dosis de 0.08 U de GH (esta
dosis es equivalente 26ug, los niveles circulantes en machos alrededor de las 16 horas, se
encuentran cerca de 7ng/ml (Chacon y col., 2005)) fue la mas efectiva porque mostré una
disminucion significativa en los niveles de lipoperéxidos en los homogenizados de hipocampo
y no mostrd diferencias significativas con el control sin exposicidon a O;. La siguiente dosis
utilizada, 0.16 U, mostré un efecto levemente menor (Figura 9A). En el experimento llevado a
cabo con plasma, la dosis antioxidante mas efectiva fue 0.04U 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 distribucién uniforme de los receptores para esta hormona y estos
pueden desencadenar vias de transduccién diferentes en cada zoma. Por lo expuesto
anteriormente, 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 dafio oxidativo, causado
por la exposicion de los animales a Os.

Los resultados de nuestros experimentos coinciden con resultados previos (Dorado-
Martinez y col., 2001; Nino-Cabrera y col., 2002), 1a exposicidn cronica a bajas dosis de O;
produjo un aumento en la cantidad de lipidos peroxidados encontrados en el homogenizado de
tejido hipocampal (10 A). Todos los grupos que fueron expuestos a ozono, mostraron un
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incremento significativo de lipoperoxidos respecto al control que no recibié tratamiento. La

diferencia al comparar los resultados del grupo de siete dias en comparacion con el grupo de
quince dias 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
expresién de la SOD-1 y de la GPx. Sin embargo, hacia el mes de exposicién a ozono, los
niveles de lipoper6xidos son mas elevados que en los grupos anteriores. Este fendmeno indica
que el dafio oxidativo es acumulativo y las sefiales inflamatorias por consiguiente, se expresan
en mayores cantidades a lo largo del tiempo. Incluso, cuando las especies reactivas sobrepasan
la capacidad detoxificadora de las defensas antioxidantes enzimaticas, estas contribuyen con la
produccién de especies reactivas, por ejemplo, la SOD-1 comienza a producir O,". La COX-2,
por cjemplo, al ser oxidada por el ataque del peroxinitrito, incrementa varias veces su
velocidad de reaccién y esta enzima, es una productora importante de especies reactivas
(Yasojima y col., 2001).

Al tratar las ratas expuestas a ozono diariamente con 0.08U de GH, encontramos una
disminucidn significativa de lipoperdxidos a los quince dias, respecto a las ratas que no fueron
tratadas con GH (Figura 10A). Sin embargo, esta respuesta no es significativa para los otros
grupos estudiados, esto podria explicarse ya que muchas hormonas tienen respuestas variables
segln las dosis y los tiempos de tratamiento lo cual depende de los cambios en sus receptores
v en sus sistemas de transduccion. En el caso de la GH, la complicacién es mayor, ya que no
estamos hablando de la respuesta a una sola hormona, sino que estamos hablando de la
respuesta a tres mensajeros neuroquimicos (GH, IGF-1 e IGF-1I) cuya interaccién, no estd 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., 2003).
Més concretamente, podemos discutir que la GH puede tener efecto sobre la expresion de
sistemas antioxidantes, como lo serian el de la SOD-1 y el de GPx; por ejemplo,
recientemente se ha mostrado que la administracion de GH a ratas de edad avanzada,
promueve la formacion de glutatién reducido en el cerebro (Donahue y col., 2005). También
es factible que la GH, al aumentar la tasa metabdlica y la movilizacién de lipidos en los
tejidos, pueda favorecer el recambio y la destruccion de lipidos y otros componentes celulares
dafiados por oxidacion. Finalmente, tanto la GH como el IGF-1 y el IGF-II pueden participar
como mediadores de la inflamacién, ya que utilizan las mismas vias de transduccién que
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sefiales inflamatorias importantes, como las inteleucinas (Zhu y col., 2001; Denko y Malemud,
2005; Han y col., 2005).
El estudio de retencion de memoria espacial, nos mostré que ésta se ve deteriorada con

el transcurso del tiempo de exposicién a O;. El mayor daifio, se mostrd al mes de tratamiento
cronico (Figura 11 A). Esto se correlaciona directamente con el mayor aumento de los Hpidos
peroxidados al mes de exposicién a ozono, lo que indica que ante mayor estrés oxidativo,
mayor es el dafio funcional en la plasticidad del hipocampo. En experimentos anteriores, se
demostro el deterioro de la memoria en ratas expuestas a 0zono y se observo la existencia de
un dafio tisular en la capa CAl del hipocampo (Avila-Costa y col., 1999; Rivas-Arancibia y
col., 2000). Si consideramos que esta capa vy CA3 son las mis activas en la formacién de
mapas cognoscitivos espaciales, entonces es posible que este déficit en memoria se deba a que
estas zonas est4n afectadas por el daflo oxidativo. Al mes de tratamiento con GH, se mostré un
efecto protector sobre la memoria espacial a los treinta dias, esto puede explicarse ya que la
GH tiene efectos positivos sobre la adquisicidn de memoria, esto se ha observado también en
humanos y se piensa que se debe a un mejoramiento de la neurotransmision mediante
aspartato (Schoeider y col., 2003; Le Greves y col., 2005).

Las capas CAl y CA3 del hipocampo, que son las que se ven mas afectadas por estrés
oxidativo y enfermedades neurodegenerativas, también expresan mediadores inflamatorios
como la INOS y la COX-2. Esta iltima, es una enzima que responde al dafio oxidativo,
incrementandolo considerablemente y comenzando la liberacion de prostaglandinas. Existen
estudios previos, que muestran que la COX-2 se expresa en presencia de casi cualquier tipo de
estrés oxidativo; sin embargo, no existian datos previos de su expresién en respuesta a la
exposicién a ozono, mis que en pulmdn (Valacchi y col., 2004). Nuestros resultados muestran
que el ozono promueve la expresién de COX-2 en el hipocampo principalmente en las capas
CAl y CA3, las cuales son las zonas mis sensibles al estrés oxidativo y que presentan mayor
dafilo en las enfermedades neurodegenerativas; sin embargo, también se observa un aumento
de expresi6n de COX-2 en las capas granular y polimérfica del giro dentado y en la capa CA2
(Figura 12 A-D). El conteo de células que expresan consistentemente COX-2, mostré un

- aumento en las capas CAl y CA3 a partir de los siete dias de exposicién a O;, Sin embargo,
con el tratamiento con GH se observa una reduccion en la expresion de COX-2 a los siete dias
y una mayor a los quince dias, mientras que a los 30 dias ya no se observa este efecto (Figura
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13 A y B). Esta mediacién puede ser consecuencia de la disminucidn transitoria del estrés
oxidativo, observada a los quince dias de tratamiento con GH en los lipidos peroxidados, o
puede deberse a un efecto directo de la transduccion de sefiales de la GH. Ahora bien, la
disminucién de COX-2 en ratas expuestas a ozono tratadas con GH puede deberse a una
modulacién de la respuesta inflamatoria del hipocampo inducida por el oxidante. Como
habiamos mencionado, existe una relacion muy importante entre la expresion de COX-2 y de
iNOS, ambas enzimas son inducibles tanto por estrés oxidativo como por inflamacién, ademas
de que se inducen mutuamente al generar especies reactivas y sefiales inflamatorias. Por esto
decidimos observar el efecto de la exposicion a O; y el tratamiento con GH sobre la expresion
de iNOS en el hipocampo (Figura 17). Dicha enzima se expresa de forma muy sensible a los
cambios en el equilibrio oxido reduccidn y observamos una expresion creciente de iNOS a
partir de los siete dias de exposicién a ozono en las capas CAl y CA3, que ademds se
relacionan con cambios morfologicos celulares como la presencia de edema, que ya habia sido
observada previamente en los cerebros de ratas expuestas a O3 (Rivas-Arancibia y col., 2003).
En este caso no observamos una disminucién de la expresion de iNOS en ratas tratadas con
GH, esto puede deberse a que la iNOS es mas sensible al estrés oxidativo que la COX-2, o
puede deberse a que la GH no afecta directamente su expresién mediante su sistema de
transduccion de seflales.

Para corroborar el efecto de la exposicidn a ozono y del tratamiento con GH,
realizamos un conteo especifico de neuronas utilizando la técnica de Kluver-Barrera (que
marca exclusivamente neuronas (Kluver y Barrera, 1953)) ya que las células que expresan
COX-2 en el hipocampo, son exclusivamente neuronas (Figura 14). Con este método
observamos que los animales expuestos a 0zono presentan en la capa CA3 una disminucion
gradual de neuronas que se muestra significativa a los quince y a los treinta dias. Por el
contrario los grupos tratados con GH tanto a los quince como a los treinta dias no mostraron
disminucidn significativa respecto al control (Figura 16 A). En la capa CAl, observamos una
disminucién significativa de neuronas en todos los grupos, menos en el grupo tratado con GH
durante treinta dias (16 B). Estos resultados muestran que el tratamiento con 0zono provoca
una disminucién en ¢l mimero de neuronas, que puede deberse a una muerte celular. En CA3,
la GH parece estar previniendo la muerte neuronal, esto puede deberse a sus efectos
anabolicos, antiapoptSticos (Frago y col., 2002) y probablemente antioxidantes (Donahue y
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col., 2005) como se observa en este trabajo a los 15 dias de exposicién a ozono. En la capa
CAl, la recuperacidn observada tinicamente a los treinta dias, puede deberse a algiin efecto
migratorio. Especialmente en la capa CA3, se observa una correlacion con el efecto
inflamatorio y apoptdtico de las prostaglandinas. La proteccidn del mimero de neuronas, puede
correlacionarse con la disminucién de COX-2 en las ratas expuestas a ozono y tratadas con

GH. A los treinta dias, la proteccidn sobre las neuronas ejercida por GH, se encuentra
relacionada con el mantenimiento de la adquisicidén de memoria, observada en ese mismo
tratamiento (Figura 11).

En los experimentos descritos, se puede observar a los quince dias, un efecto
antioxidante de la GH. Sin embargo, no es claro cual puede ser el mecanismo. Por esa razon
utilizamos un sistema in vitro con el fin de descartar que la propia molécula, pudiera ser
antioxidante intrinsecamente. Los resultados muestran que la molécula no es antioxidante in
vitro, por lo cual su efecto antioxidante debe ser considerado sélo a partir de su actividad
endéerina (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 0zono, y su posible relacion con la
COX-2. Los resultados obtenidos indican que la GH puede ser un agente protector del dafio
oxidativo, lo que no sblo se observa en problemas de exposicién a agentes oxidantes
exdgenos, sino también al estado de oxidacién que se expresa en los animales con el
incremento de la edad. Sin embargo, la GH es una hormona cuyo receptor puede actuar
mediante distintas vias de transduccion y en cada tejido pueden tener diferentes respuestas.

La COX-2, por el contrario, es conocida por responder al dafio oxidativo generando
especies reactivas y provocando inflamacion. Esto se observa claramente en las enfermedades
neurodegenerativas, donde Ia COX-2 parece tener un importante papel oxidante, inflamatorio
y apoptdtico. Sin embargo, la COX-2 en un estado de desbalance redox, tiene funciones en la
facilitacion de la memoria, en la modulacion del suefio y probables funciones
neuroprotectivas.

La meta de este trabajo fue buscar las posibles relaciones entre ambos sistemas durante
el estrés oxidativo inducido por O; y nuestros resultados apuntan a que si existe una relacion, a
pesar de que su mecanismo molecular y fisiolégico 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
dilucidacién especifica de los mecanismos finos de esta relacion.
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Conclusiones

Aungue se observo un efecto antioxidante de la GH en el hipocampo a 0.08U a los
quince dias de exposicién a ozono.

La COX-2 es una enzima que se expresa en el hipocampo como resultado de la
exposicion a estrés oxidativo por ozono. Dicha expresion, se observa en todos los
grupos expuestos a ozono y en todas las areas del hipocampo, principalmente en
CA3 y CAIl, que a su vez son las 4reas que s¢ ven miés afectadas en las
enfermedades neurodegenerativas.

La GH disminuye la expresién de COX-2 en el hipocampo de ratas expuestas a
ozono a los quince dias de tratamiento, indicando un efecto protector sobre dicha
zona del cerebro.

Los animales expuestos a O; presentan una alteracién en la memoria espacial
mediada por el hipocampo. El tratamiento con GH es capaz de prevenir este dafio a
los treinta dias de exposicion a Os.
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Apéndice I, indice de abreviaturas

bFGF- Factor de crecimiento de fibroblastos b
CAl,2,3- Cuerno de Amdn 1,2,3

c¢GMP- Guanidil monofosfato ciclico

COX-1- Ciclooxigenasa 1,

COX-2- Ciclooxigenasa 2

CREB - Proteina de unién al sitio responsivo cAMP/Ca™

DP- Receptor de PGD,

eNOS- Oxido nitrico sintasa endotelial

EP- Receptor de PGE

FP- Receptor de PGF

GD- Giro dentado

GDCG- Capa granular del giro dentado
GDCP- Capa polimérfica del giro dentado
GH- Hormona de Crecimiento

GH-R — Receptor de hormona de crecimiento
GFAP- Proteina Fibrilar Acidica

GPx- Ghitation peroxidasa

IGF-1 - Factor de crecimiento tipo insulina 1
IGF-2 - Factor de crecimiento tipo insulina 2
IgG- Inmunoglobulina G

IL-1 —Interleucina 1

IL-2 - Interleucina 2

iNOS- Oxido nitrico sintasa inducible

IP- Receptor de PGI,

IxB, ~ Proteina inhibidora del NFxB .

JAK- Cinasa Activada tipo Jano (Just Another kinase)

LPS- Lipopolisacaridos

MAPK- Proteinas Cinasas, activadas por mitégenos



MPTP- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-trerahidropiridina
NADH- Nicotin adenin reducido

NFxB- Factor Nuclear « de células B

NMDA- Receptores tipo N-metil-D-Aspartato

nNOS- Oxido nitrico sintasa neuronal

NO- Oxido Nitrico

NSAID Anti inflamatorios no esteroideos

02"~ Anién superdxido

ONOO™- Anidén peroxinitrito

PGE;- Prostaglandina E derivada del 4cido araquidénico
PGG;- Prostaglandina G, derivada del 4cido araquid6nico
PGH;- Prostaglandina H, derivada del 4cido araquid6nico
PGJ;- Prostaglandina J, derivada del 4cido araquidénico
PKC- Proteina cinasa dependiente de Calkio

PPAR- Receptor proliferador acoplado a peroxisomas
RNS- Especies reactivas de nitrégeno

ROS- Especies reactivas de oxigeno

SOD-1 Superdxido dismutasa de cobre y zinc

SOD-2 Superoxido dismutasa de manganeso

STAT- Transductor de sefiales y activador de la transcripcién

TGFa- Factor de crecimiento de transformacién alfa
TNF- Factor de necrosis tumoral

TP- Receptor de tromboxanos

TNF- Factor de necrosis tumoral

TXA,- Tromboxano A, derivado del 4cido araquiddnico
TXA;R- Receptor de TXA

BAPP — Proteina precursora del péptido B amiloide

89




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Hipótesis     Objetivos Generales
	Estrategia Experimental
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

