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RESUMEN

La toxicidad del ozono se debe a la formación de radicales libres En pacientes con

enfermedades neurodegenerativas en las cuales está presente un estado de estrés oxidativo se ha

reportado disfunción olfatoria El objetivo del presente trabajo filé realizar un análisis morfológico

de la mucosa y bulbo olfatorio de ratas expuestas a un modelo de estrés oxidativo producido por

ozono. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 200-250 g. y libre acceso a

comida y agua, en un cuarto limpio de contaminantes, expuestas a 1-1.5 ppm de ozono durante 4

horas en una sola ocasión Los animales control fueron expuestos a un flujo de aire bajo las mismas

condiciones que los animales experimentales El grupo experimental se dividió en 5 subgrupos

(n=5), sacrificándose a las 2 h, 24 h, 5, 10 y 15 días postexposición. El grupo control (n=5) se

sacrificó en los mismos tiempos Ambos grupos se perfundieron por vía aórtica con solución salina

al 0 9 %, seguida del fijador (2% de paraformaldehído y 2% de glutaraldehído en amortiguador de

fosfatos 0.1M). Posteriormente se extrajeron los bulbos olfatorios para ser procesados con la

técnica de Golgi rápido y microscopía electrónica Las mucosas olfatorias se mantuvieron 18 h en la

solución fijadora y se procesaron con la técnica convencional de microscopía electrónica para realizar

cortes semifinos Las mucosas olfatorias de los animales expuestos a ozono mostraron daños

citotóxicos evidentes como; vacuolización de las glándulas de Bówman, pérdida parcial de cilios del

epitelio, células picnóticas en el estrato basal del epitelio, disminución y aumento del espesor del

epitelio a las 24 hrs. y 5 días respectivamente El análisis citológico de los bulbos olfatorios consistió

en cuantifícar el número de espinas en 20um de 495 dendritas secundarias de 165 neuronas

granulosas de los grupos control y expuestos a ozono. Los resultados mostraron decremento del

número de espinas dendríticas en los animales sacrificados a las 2 y 24 hrs., 5 y 10 días

postexposición a ozono, sin embargo a los 15 días postexposición, el número de espinas rué similar

al grupo control

Por otra parte se realizó un análisis ultraestructural de 100 células granulosas provenientes

de los bulbos olfatorios de cada rata de los subgrupos para determinar el porcentaje de alteraciones

tales como: vacuolización del citoplasma y de las dendritas, presencia de granulos de lipofucsina,

edema mitocondrial y daño endotelial Se observó que los subgrupos de 2 hrs. y 5 días presentaron

mayor porcentaje de células granulosas con vacuolas en el pericarión y alteraciones mitocondriales,

mientras que el mayor porcentaje de daño endoteiial y presencia de granulos de iipofucsina se observó

a los 5 días.

Los resultados sugieren que el estrés inducido por inhalación aguda de ozono, se debe al daño

oxidativo producido por dicho gas sobre la citología y ultraestructura del bulbo olfatorio Este daño

es temporal, debido probablemente a la tendencia al equilibrio entre los radicales libres y los

antioxidantes endógenos y a la posible regeneración de los receptores olfatorios que están en

estrecha relación con las neuronas del bulbo olfatorio.



ABSTRACT

Ozone toxicity is related with the induction of free radicáis. In patients with neurodegenerative

diseases in which oxidative stress has been detected, olfactory disfiinction has been reported. The

objective of this report was to analyze the changes in the respiratory and in the olfactory epitheltum

modifications of rats by the induction of oxidative stress state after inhalation ozone. Male Wistar

rats were exposed to a single inhalation during four hours to 1 -1.5 ppm. Control animáis were

exposed only to flowing air in the same experimental conditions. The experimental group was

subdivided in groups of five animáis sacrifíced at 2h, 24h, and 5,10 and 15 days after the single

exposure Five animáis were used as controls and sacrificed in the same conditions. All animáis were

peifiised via aorta with saíine 0,9% folíowed by 2% paraformaldehyde and 2% glutaraldehyde in

0.1M phosphatebuffet The olfactory bulbs were processed for Golgi technique and ultrastructural

analysis. The olfactoiy mucosa showed cytotoxic changes such as Bowman's glands vacuolation,

partial cilia lost, pycnotic changes in the basal stratum and decrease in the thickness at 24h and an

increase at 5 days. The number of spínes in the olfactory bulbs decreased at 2 and 24 h, 5 and 10 days

postexposure, but at 15 days the number of spines increased to valúes similar to those found in

controls,

The ultrastructural findings, was that granule cells exhibited cytoplasmic and dendrites

vacuolation, íipofacsin granules, rnitochondriaí swollen and endoíheliaí changes. In animáis sacrificed

after 2h and 5 days vacuolation and mitochondrial changes were prominent while endothelial damage

and lipofucsin granules were more often seen at 5 days

The results suggest that the oxidative state induced after ozone exposure are related to the

cytological and ultrastructural alterations in the olfactoiy bulb. The changes seemed to be transient,

maybe as a consequence of reaching an equilibríum between oxidant and endogenous antioxidants,

and the possible regeneration of the olfactory receptors which are in very cióse relation with the

olfactory bulb neurons
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INTRODUCCIÓN

La contaminación atmosférica fotoquímica, conocida comúnmente como smog, es una mezcla

de varios compuestos químicos entre los cuales se encuentran; óxidos de nitrógeno, hidrocarburos

reactivos y ozono (O3). La formación de O3 depende de la radiación solar en presencia de precursores

como el dióxido de nitrógeno y los hidrocarburos, absorben eficientemente la energía ultravioleta

solar que llega a la superficie de la Tierra, generándose una reacción fotolítica en donde la molécula

de dióxido de nitrógeno se rompe en dos y se inicia el mecanismo de formación de ozono (Devlin y

cois 1997).

Los efectos nocivos del O3 se han explicado por la formación de radicales libres, que se

derivan de la reacción de dicho gas con los ácidos grasos insaturados de las membranas celulares

provocando peroxidación. En la actividad metabólica celular los radicales libres endógenos son

producidos en pequeñas cantidades en el retículo endoplásmico, los microsomas, los peroxisomas y

en las mitocondrias durante la cadena respiratoria a través del transporte de electrones. Los radicales

libres son inactivados por sistemas enzimáticos como la superóxido dismutasa, las catalasas y la

glutatión peroxidasa, así como por los sistemas no enzimáticos como las vitaminas A, C y E.

El estrés oxidativo está en función del desbalance entre la cantidad de radicales libres y de

los antioxidantes, y cuando existe una producción excesiva de substancias oxidantes o bien una

disminución de antioxidantes se produce daño oxidativo (Olanow, 1993)

El Sistema Nervioso Central (SNC) es altamente susceptible al estrés oxidativo, debido que

las neuronas poseen un alto contenido de ácidos grasos insaturados, un alto consumo de oxígeno, un

bajo nivel de sustancias antioxidantes tales como el glutatión, peroxidasa y catalasas, así como un

elevado metabolismo celular que lleva a la producción endógena de radicales libres (Olanow y

Arendash, 1994).

En las enfermedades neurodegenerativas, en las cuales existe un estado de estrés oxidativo,

uno de los primeros síntomas antes de que aparezcan transtomos de memoria y conductuales es la

pérdida del olfato (Burns, 2000), por ío que se supone que el bulbo olfatorio es una estructura

vulnerable a los cambios bioquímicos ocasionados por el aumento de los radicales libres

Considerando que la exposición al ozono aumenta la producción de radicales libres, los cuales llegan

a todo el organismo, incluyendo el SNC, y que las células del epitelio olfatorio se alteran por la

exposición de O3 además de que están en estrecha relación con las dendritas de los receptores

olfatorios, y que estos últimos realizan contactos sinápticos con las dendritas de las células del bulbo

olfatorio, reviste especial importancia el que esta estructura cerebral puede ser alterada en su citología

y ultraestTuctura.



I ANTECEDENTES

La situación geográfica de la Ciudad de México y las emisiones de

contaminantes atmosféricos, conforman los elementos de un gran contenedor natural, en

el que ocurren complejas reacciones fotoquímicas que dan lugar la formación de

compuestos oxidantes como el ozono (O3) (Oehme y cois. 1996).

1.1 OZONO

El ozono se genera a través de la disociación del bióxido de nitrógeno mediante

fotolisis por las radiaciones solares para producir óxido nítrico y un átomo de oxígeno,

éste último se combina con el oxígeno molecular (O2) del aire para producir ozono

(Fig 1), que es un oxidante secundario muy potente, que puede interaccionar con

distintas moléculas orgánicas y generar radicales libres. (Oehme y cois. 1996)

Radiación Solar

Hidrocarburos

\

Bióxido de Nitrógeno
(NO2) v

Oxido Nítrico
(NO)

Oxígeno Atómico + Oxígeno
(O) (O2)

Ozono
(O3)

Fig. 1 Formación de ozono en la troposfera a partir del oxido nítrico, en
presencia de radiaciones solares (Modificado de Sánchez 1992).



3

El ozono es uno de los gases contaminantes más importantes en las atmósferas urbanas y la

toxicología del O3 depende de la concentración, duración de la exposición y la especie animal

analizada El ozono es un potente oxidante capaz de reaccionar con biomoleculas como grupos tioles,

aminos o puentes de carbón, y con compuestos bioorgánicos en fluidos, células y tejidos (Devlin y

cois., 1997).

Poblaciones expuestas crónicamente a O3 pueden manifestar fatiga, cefalea, alteraciones del

sueño, irritación de los ojos y alteraciones del tracto respiratorio (Wanner, 1993; Huitrón y cois.,

1994; Paz C , 1997).

Dicho gas es altamente tóxico en diferentes sistemas y aparatos En el aparato respiratorio se

produce citotoxicidad epitelial, incremento de la permeabilidad celular (Koren y cois , 1989; Menzel

y Meacher, 1999), respuesta inflamatoria pulmonar aguda con extravasación y activación de

eosinofilos y neutrófilos en sujetos asmáticos (Newson y cois., 2000), así como activación de

mastocitos e infiltración por polimorfonucleares del parénquima pulmonar (Noviski y cois , 1999)

Está descrito ampliamente el efecto del ozono sobre la función pulmonar en humanos, ya que

se ha demostrado que concentraciones de ozono ambientales producen disminución de la función

respiratoria en voluntarios no fumadores, en niños (Sandstróm, 1995, Spector y cok, 1988) y

brococonstriccíón en deportistas (McDonnell y cois., 1991). Folinsbee y cois. (1984) realizaron un

estudio en 10 voluntarios que fueron expuestos a 0 12 ppm de ozono durante 6.6 h incluyendo 5 h

de ejercicio y observaron decremento progresivo de la función pulmonar. Este decremento también

se ha observado en exposiciones agudas a 0.2 ppm de ozono durante 2 h (Blomberg A y cois, 1999)

También cuando se llevan a cabo exposiciones diarias a O3 se han observado alteraciones en

el tracto respiratorio de animales experimentales Ratas expuestas a 0.35 ppm, 0 5 ppm ó 1 0 ppm

de O3 por 2 5 h durante 5 días , mostraron disminución en la función respiratoria con 0.35 y 0 50

ppm en los primeros días, pero al 5 día de exposición con 0 35 ppm la fiinción respiratoria ftié

normal, sin embargo todos los animales tuvieron cambios patológicos en los pulmones (Lippmann,

1989) Por otro lado, se ha sugerido que la inflamación inducida por ozono de las vías aéreas de

ratón está modulada por células cebadas localizadas en el epitelio respiratorio (Longphre y cois ,

1996), y está acompañada por cambios en la estructura y función del surfactante pulmonar (Su y

Gordon, 1996; Putman y cois., 1997).



Además, la exposición a ozono produce efectos inflamatorios en pulmón debido

probablemente a la inactivación de las endopeptidasas, resultando un aumento de la actividad de la

substancia P (Hazbun y cois, 1993). En dicho proceso inflamatorio se presenta neutrofilia en el

lavado broncoalveolar y en la mucosa bronquial, aumento de inmunoglobulina G, fibronectina y

elastasa (Koren y cois., 1989- Rusznak y cois., 1996, Krishna y cois., 1998), acompañado por

aumento del número de macrófagos alveolares inmaduros, de la permeabilidad alveolar, y en los

niveles de prostaglandinas E2 (PGEJ y F^ (PGFjJ, de citocinas como las interleucinas (IL) IL-1, IL-

6, IL-8 y del factor de necrosis tumoral-ct (TNFa),(McGee y cois., 1990, Kehrl y cois., 1987;

Scheíegleycok, 1989, Pendimoy cois., 1994, Arsalane y cois., 1995; Jaspersy cois. 1997;Devlín

y cois , 1997, Broeckaert y cois., 1999).

Estudios morfológicos revelaron necrosis epitelial pulmonar de bronquiolos terminales, como

consecuencia de la exposición a 1.0 ppm de ozono durante 4 h (Pino y cois., 1992) y proliferación

del epitelio de los bronquios y alveolos (Salmón y cois., 1998) A concentraciones de 0 1-0.5 ppm

el O3 produce cambios morfológicos en las células ciliadas del tracto respiratorio de ciertas especies

animales, como los daños observados en la mucosa nasal de monos expuestos a 0 15 y 0.3 ppm de

O3 durante 6 días, y metaplasia de células mucosas del epitelio nasal de ratas expuestas 8 h en la

tráquea de ratas expuestas a 0.5 ppm de O3 durante 7 días (Harkema y cois., 1987, Schwartz y cois.,

1976). Hotchkiss y cois., (1991) reportaron hiperplasia y metaplasia en el epitelio respiratorio de

ratas expuestas a 0.8 ppm de ozono durante 6 h Es de notarse que se observó displasia en la mucosa

nasal de humanos originarios de ciudades no contaminadas que fueron expuestos durante 60 días a

los niveles de ozono en la ciudad de México (Calderón y Ocotla, 1993)

Por otra parte, se ha propuesto que el daño en el aparato respiratorio producido por la acción

de los radicales libres generados por ozono, se disemina hacia el torrente sanguíneo y a otros sistemas

como el sistema nervioso, produciéndose alteraciones neurológicas como fatiga, letargía y dolor de

cabeza en sujetos expuestos a ozono (Hackney y cois, 1975) Asimismo la exposición a ozono

produce disminución de la actividad motora, alteración de la memoria a corto y largo plazo, aumento

en el metabolismo proteico, en la peroxidación de lípidos y en la concentración de serotonina en el

puente de ratas expuestas a ozono (Rivas y cois., 1998; Benuck y cois ? 1993; Paz y Huitrón, 1996)

y alteraciones citológicas y ultraestructurales en el SNC (Colín y cois ,1999, Avila y cois, 1999)



La toxicidad del ozono se debe a sus propiedades oxidativas generando radicales hidroxilo y

superóxido como consecuencia de la exposición del epitelio respiratorio en cultivo a ozono (Chen y

Qu, 1997) Estos radicales libres se generan a través de la peroxidación de los ácidos grasos

insaturados y colesterol, así como de la oxidación de tioles, aminas, aídhehídos, alcoholes y proteínas

(Halliwell y Gutteridge, 1984, Pryor 1976). El ozono reacciona preferentemente con los grupos

sulfhidrilo de las proteínas membranales; y con los enlaces dobles de carbón de los ácidos grasos

insaturados, dando como resultado la formación de aldehido e hidroxihidroperóxido. Este último al

reaccionar con agua en el citoplasma forma otra molécula de aldehido y peróxido de hidrógeno

(H2O2) (Leikauf y cois., 1995) (Fig. 2). El H202es un agente oxidante que contribuye de manera

importante a la generación de radicales libres, debido a su gran afinidad con las moléculas de fierro

al cual se une y se forma radicales hidroxilo altamente reactivos (reacción de Fenton) que pueden

iniciar el proceso de peroxidación de lípidos.
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Fig. 2 Acción del ozono sobre los grupos sulfhidrilo y enlaces disulfuro de las proteínas

y en los enlaces de carbón de los ácidos grasos insaturados membranales (Leikauf y cois. 1995).



Los radicales libres son moléculas que contienen un electrón no apareado en una órbita

externa En este estado el radical es altamente reactivo, y reacciona con moléculas inorgánicas u

orgánicas como proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos y son capaces de iniciar

reacciones autocatalíticas, generando radicales libres a partir de las moléculas con las que

reaccionaron y así propagar la formación de radicales

Los radicales libres se generan de forma exógena en el ambiente como consecuencia de la

contaminación ambiental producida por radiaciones, herbicidas, plaguicidas, humo de cigarro,

emisiones de automóviles, fabricas etc. y de foima endógena en el organismo durante el metabolismo

celular, en las células del sistema inmune como neutrófiíos, monocitos, macrófagos y eosinófilos y

en la microglía del tejido nervioso, durante su activación por ía invasión de microorganismos ó por

lesión (Rice-Evans C.A., 1994; Halliwell B , 1989). Además son producto del metabolismo aeróbico

celular generados durante el transporte de electrones en la cadena respiratoria que se lleva a cabo en

la membrana interna de las mitocondrias, en el retículo endoplásmico, el citoplasma, la membrana

plasmática y los peroxisomas Cuando los sistemas antioxidantes como la superóxido dismutasa,

caialasa y seíenio glutatión peroxidasa no son capaces de compensar la cantidad de prooxidantes

producidos, los radicales libres formados producen alteración en diferentes componentes celulares

como:

1) Peroxidación de lípidos de las membranas plasmáticas y de los organelos Los dobles

enlaces de los átomos de carbón de los ácidos grasos insaturados de la membrana son vulnerables al

ataque de radicales libres derivados del oxígeno, en particular del hidroxílo. Las interacciones lípido-

radical dan lugar a peróxidos, que constituyen especies reactivas, iniciando ía subsiguiente reducción

de otro ácido graso, produciéndose reacciones en cadena para formar radicales hidroxilo, peróxido

de hidrógeno y radicales peroxil, los radicales hidroxilo y peroxil son altamente tóxicos e inician

procesos autocatalíticos con la resultante lesión de las membranas

2) La respiración aeróbica que afecta la fosforilación oxidativa y a la producción de ATP en

las membranas mitocondriales internas.

3) Modificación oxidativa de las proteínas Los radicales libres promueven la formación de

enlaces cruzados mediada por los grupos sulfhidrilo de aminoácidos como la metionina, cistina,

histidina y Usina, además de causar una fragmentación de las cadenas poüpeptídicas La modificación
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oxidativa promueve la degradación enziraática produciéndose lesión en toda la célula

4) Lesión en el ácido desoxirribonucleico (ADN). Las reacciones con timina en el ADN

producen roturas de la hebra simple de ADN Como resultado de estas alteraciones se manifiesta

muerte celular como necrosis ó apoptosis. (Richards y cois., 1988; Diplock A., 1994; Simonian y

Coyle, 1996; Janssen y cois., 1993; Kruman y cois., 1997)

L2 LESIÓN Y MUERTE CELULAR

Las causas de lesión celular reversible y de muerte celular, pueden ser endógenas como

transtornos genéticos, reacciones inmunológicas y desequilibrios nutricionales y exógenas como

agentes infecciosos, físicos y químicos que deterioran la estructura y función metabólica celular.

La lesión celular potencialmente reversible se caracteriza por pérdida de la homeostasis con

el consecuente edema celular, como manifestación de la alteración del transporte activo, acumulación

de sodio intracelular y este aumento de soluto se acompaña por una ganancia isosmótica de agua

Este tipo de lesión se denomina degeneración vacuolar reversible y los cambios ultraestructurales

consisten en 1) alteraciones de la membrana plasmática como vesiculación y formación de figuras

de mielina, 2) edema mitocondrial de poca amplitud y aparición de densidades amorfas pequeñas ricas

en fosfolípidos, 3) dilatación del retículo endoplásmico con desprendimiento y disgregación de los

polisomas y 4) alteraciones nucleolares con disgregación de los elementos granulares y fibrilares, con

o sin cambios en la cromatina (Buja y cok, 1993)

En cuanto a ia muerte celular ésta se manifiesta como, un proceso fisiológico durante la

organogénesis embrionaria, en la renovación celular en el adulto, ó como proceso patológico que

es el resultado final de la lesión celular aguda que conduce a la necrosis y/ o a la apoptosis

En el SNC, durante el desarrollo, existe un exceso en el número de neuronas que se reduce

mediante la acción de factores tróficos que permiten el establecimiento de sinapsís y la formación de

vías, y aquellas células que no forman sinapsis son eliminadas fisiológicamente por medio de

apoptosis. Sin embargo, en ei adulto el aumento patológico en la apoptosis está asociada a desordenes

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

cois., 1993).

La necrosis es una de las expresiones morfológicas de muerte celular, que va acompañada

generalmente por una respuesta inflamatoria aguda con participación de la microglia, neutrófilos y

monocitos y se caracteriza por una serie de cambios morfológicos irreversibles, derivados en gran

parte a la acción enzimática progresiva y a la desnaturalización de las proteínas, que dependiendo

de cual predomine se desarrollará necrosis licuefactiva o coagulativa.



La evolución de la necrosis involucra cambios metabólicos progresivos, principalmente en el

metabolismo del fosfato y en la reducción progresiva del contenido celular de ATP y cambios

morfológicos notables (Fig.4) como: 1) edema celular, atribuido a la pérdida selectiva de la

permeabilidad, 2) ruptura de la membrana celular y de los organelos, 3) edema mitocondrial de gran

amplitud con matriz amorfa y densidades osmofílicas de lípidos y proteínas y depósitos de calcio y

de fosfatos, 4) dilatación de retículo endoplásmico (Fig.4), 5) liberación de hidrolasas en la matriz

extraceíular 6) ruptura lisosomal, 7) cambios en la cromatina que incluyen, degradación de histonas,

RNA y DNA (Schwartzman y Cidlowski, 1993, Buja y cois, 1993)

Por otra parte, la apoptosis se presenta en numerosos procesos fisiológicos como la

organogénesis, diferenciación, control en el número de las poblaciones celulares; y en procesos

patológicos, como infecciones virales, tumores, muerte celular inducida por agentes tóxicos exógenos,

deficiencias inmunológícas, enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes (Granville y cois,

1998)

A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un tipo de muerte celular activa en el que se

requiere gasto de energía, se presenta en células aisladas, no se desarrolla inflamación y se caracteriza

por cambios morfológicos que se manifiestan inicialmente en el núcleo como 1) condensación de la

cromatina en la periferia por debajo de ia envoltura nuclear, en agregados bien delimitados de diversas

formas y tamaños, asociado a ia fragmentación de! ADN mediada por la activación de endonucleasas

dependientes de calcio, aunados a cambios citoplásmicos como, 2) constricción celular, asociada a

ía reducción del volumen con citoplasma denso y los organelos agrupados, por la activación de la

transglutaminasa la cual forma enlaces cruzados entre las proteínas citoplásmaticas 3)

desprendimiento de los ribosomas del retículo endoplásmico rugoso, 4) vesiculación superficial y

fragmentación celular en numerosos cuerpos apoptóticos unidos a la membrana, compuestos de

citoplasma y organelos agrupados (Fig. 4), y 5) fagocitosis de los cuerpos apoptóticos por células

adyacentes tales como parenquimatosas, macrofagos, microgiía etc (Granville y cois., 1998)

Dichos procesos de muerte celular (Necrosis y Apoptosis) se manifiestan, según el grado de

exposición a ciertos agentes exógenos generadores de radicales libres asociados a un estado de

estrés oxidativo, debido a que las señales oxidativas generadas intr acelularmente incluyen oxidación

mitocondríaí del citocromo P450 y laNAPH oxidasa Por ejemplo el estrés oxidativo producido por
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altas dosis de t-butilhidroperóxido que induce fragmentación del DNA y necrosis Por el contrario,

al aplicar bajas dosis, se presenta apoptosis, acompañada con activación de endonucleasas y

desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones.

Fig 4. Diagrama que ilustra ia secuencia de ¡os cambios uíiraestruttui'aies de muerte

celular. Necrosis (izquierda) con la evidente alteración de los organelos, edema celular y

vaeuolizaeión. Apoptosis a la derecha, con la evidente alteración nuclear en los estadios

tempranos, constricción celular y formación de cuerpos apoptóticos en estadios tardíos. (Kerr

y Harmon, 1991).
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L 3 ESTRÉS OXIDA TIVO

El estrés oxidativo es el producto del desequilibrio entre la producción de radicales libres y

su eliminación por los sistemas antioxidantes, el cual puede iniciarse por numerosos factores como

alteraciones nutricionales, carencia de minerales y vitaminas, lesiones, transtornos hereditarios,

acidosis, exposición a agentes físicos y químicos ambientales, péptido p amiloide, neurotransmisores

como la dopamina y el glutamato (Wilson J.X., 1997, Olanow, 1993)

En el estado de estrés oxidativo se presenta un incremento en la producción de radicales libres,

incorporándose moléculas de oxígeno a los ácidos grasos insaturados de las membranas (Hsiang y

cois, 1997) iniciándose reacciones en cadena para formar radicales libres. La per oxidación de lípidos

produce pérdida progresiva de la fluidez membranal, reducción del potencial de membrana, y aumento

en la permeabilidad a iones Ca2+ (Blanc y cois., 1998, Urano y cois., 1997; Oyama y cois ,1996;

Simonian y Coyle, 1996). Por otra parte, los radicales libres pueden dañar a proteínas estructurales

activándolas ó inhibiéndolas, a proteínas enzimáticas promoviendo la proteólisis, sobre el ADN,

modificando nucleótidos que reaccionan con fosfatos (Janssen y cois, 1993, Kruman y cois, 1997),

y como resultado puede manifestarse muerte celular por necrosis ó apoptosis dependiendo del grado

oxidativo (Fig.5) (Wylie y cois., 1980, Simonian y Coyle, 1996)

Por otra parte, el 8NC es altamente vulnerable al estrés oxidativo provocado por radicales

libres, debido a su gran actividad metabólica oxidativa, a su alto contenido de ácidos grasos

poliinsaturados, a sus bajos niveles de enzimas antioxidantes especialmente catalasas y glutatión

peroxidasas y por la producción endógena de radicales libres durante el catabolismo de la dopamina

En el SNC se generan radicales libres como en el caso de la oxidación de catecolaminas, en el

metabolismo de las prostaglandinas, en la reacción de Fenton, en los astrocitos, en la activación de

la microglía, en la generación de óxido nítrico en neuronas y en el endotelio de los vasos sanguíneos

Los efectos tóxicos de los radicales libres generados sobre la función neuronal son: incremento en la

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, alteración en la formación de tubulina, inhibición de

la respiración mitocondrial y alteración en el transporte iónico y en la transmisión sináptica (Evans,

1993)
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de Farber y cois., 1990).
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1.4 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

La degeneración neuronal progresiva es una de las características de las enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer y se ha propuesto que uno

de los factores patogénicos responsables de dicha muerte neuronal es el estrés oxidatívo producido

por la generación de radicales ubres (Practico y Delanty, 2000, Smith y cois.,1996); aunque aún no

se ha determinado si el estrés oxidativo es parte de un proceso degenerativo primario o si es

secundario a la degeneración celular producida por otros mecanismos (Rivas y cois 2001)

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza clínicamente por un deterioro gradual de las

funciones intelectuales, que se correlaciona por la degeneración de neuronas piramidales de

hipocampo, corteza entorrinal y neuronas colinérgicas del cerebro anterior, con la formación de

placas seniles o neuríticas extracelulares constituidas por péptidos p-amiloides y marañas

neurofibrilares formadas por acumulaciones anormales de filamentos helicoidales, en los somas de

neuronas piramidales de hipocampo (Mena y Rivera 1993) Además se ha demostrado que el estrés

oxidativo contribuye a la polimerización de la proteína tau, la cual es el componente principal de las

marañas neurofibrilares, alteración en la mitocondrias con déficit de ATP (Hirai, y cois. 2001) y la

agregación de péptidos p-amiioides solubles (Smith y cois 2000) que son tóxicos en neuronas en

cultivo de hipocampo y son los responsables de la degeneración neuronal (Yankner y cois., 1989),

y esta agregación es inhibida por efecto de antioxidantes (Dryrks y cois ,1992)

En cuanto a los pacientes con enfermedad de Parkinson (EP) presentan pérdida de neuronas

dopaminérgicas de la substancia nigra pare compacta Estas neuronas son vulnerables al estrés

oxidativo debido a la formación de radicales libres generados en el metabolismo normal de la

dopamina (Olanow y Arendash, 1994) El peróxido de hidrógeno se produce durante la síntesis de

la dopamina, en su catabolismo por la monoamino oxidasa y por autooxidación no enzimática Por

otra parte la neuromelanina presente en las neuronas nigrales se une al fierro y promueve la reacción

del peróxido de hidrógeno con metales reducidos para formar los radicales hidroxilo por la reacción

de Fenton, produciendo un incremento de fierro en la substancia nigra en EP y el consecuente

aumento en el estrés oxidativo (Simonian y Coyle, 1996). Así ía producción anormal de radicales



libres da como resultado alteración del complejo I mitocondrial (Schapira, 1994), déficit de energía,

peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas, DNA y muerte por apoptosis de neuronas

dopaminéigicas de la substancia nigra de pacientes con esta enfermedad (Anglade, y cois. 1995;

Dexter, y cois. 1989; Floor y Wetzel, 1998).

Además, pacientes con enfermedad de Parkinson y Alzheimer presentan disfunción olfatoria

(Corwinycok, 1985;Wardycols., 1983,Dotyycols., 1987,1991, Bums, 2000) caracterizada por

disminución en la identificación y detección de olores (Doty y Snow, 1988), y severo daño en el

bulbo olfatorio y en !a corteza olfatoria de pacientes con enfermedad de Alzheimer en zonas como

el núcleo olfatorio anterior y uncus los cuales reciben aferencias del bulbo olfatorio, en contraste con

pequeñas alteraciones en áreas corticales sensorimotoras y visuales, por lo que se ha sugerido que

el daño inicial en dicha enfermedad es en la vía olfatoria (Kovacsy cois., 1998; Struble y Clark,

1992; Pearson y cois., 1985)

Ahora bien, considerando que las células de la mucosa nasal se alteran por ía exposición a

O3 consideramos que es probable que en un modelo de estrés oxidativo inducido por la exposición

aguda a ozono existan alteraciones en la morfología de la mucosa olfatoria y del bulbo olfatorio

debido a la estrecha relación que existe entre los axones de los receptores olfatorios y las dendritas

de las células del bulbo olfatorio, que son las que reciben junto con ia mucosa nasal, las

concentraciones más altas de este gas

7.5 MUCOSA OLFATORIA

La mucosa olfatoria es una placa de tejido especializado que se encuentra en la parte

posterosuperior de la cavidad nasal, está formada por un epitelio seudoestratifícado y una lámina

propia El epitelio está formado por tres tipos de células 1) de sustentación, 2) olfatorias ó sensoriales

y 3) básales (Shipley y cois.,, 1995).

Las células de sustentación son células cilindricas, proporcionan sostén físico a las células

olfatorias y están dispuestas perpendiculares a la superficie. En la porción basa! son más estrechas que

en las partes superficiales las cuales se encuentran formando complejos de unión con las regiones en

que se ubican las vesículas olfatorias y su superficie está cubierta de cilios, presentan núcleos ovales
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y están inmediatamente por encima de la mitad de la membrana epitelial dispuestos paralelamente a

la superficie Profundamente a los núcleos, el citoplasma se estrecha y se extiende hasta la membrana

basal, y en la porción apical presenta granulos de secreción con un pigmento característico de la

mucosa olfatoria. (Shipley y cois , 1995, Gaitner e Hiatt, 1997)

Las células básales son de forma triangular, basófílas y están dispuestas irregularmente a lo

largo de la capa más profunda del epitelio, su porción apical no alcanza la superficie del epitelio Sus

núcleos son más obscuros que los de las células sustentaculares, de ubicación central. Estas células

tienen gran capacidad de proliferación,

Las células sensoriales ó receptores olfatorios, se encuentran perpendiculares a la superficie,

con los somas dispuestos entre las células de sustentación, sus núcleos son esféricos y se encuentran

por debajo de la zona de núcleos de las células de sustentación formando una zona de núcleos

esféricos (Shipley y cois,, 199.5 )

Los receptores olfatorios son neuronas bipolares, por lo tanto tienen dos prolongaciones , una

periférica y gruesa que pasa a la superficie (dendrita), se modifica para formar la vesícula olfatoria,

que se proyecta entre las células de sustentación En la porción basal ios receptores olfatorios

proyectan la otra prolongación delgada que corresponde a su axón amielínico, el cual se proyecta a

través de la lámina propia, esta protogacion converge para formar pequeños fascículos y forman el

nervio olfatorio, dichas fibras pasan desde la cavidad nasal a través de los orificios de la lámina cribosa

del etmoides y penetran en la cara ventral de! bulbo olfatorio (Shipley y cois., 1995 )(Fig 6).

La lámina propia esta formada por tejido conectivo laxo irregular muy vascularizado y está

adherido al periostio, presenta elementos linfoides axones de los receptores olfatorios y las glándulas

de Bowman las cuales producen un material seroso (Fig ó)
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L6 BULBO OLFATORIO

Los bulbos olfatorios son los núcleos terminales del nervio olfatorio Estos tienen una

organización laminar la cual esta constituida por las siguientes capas: 1) nerviosa superficial, 2)

glomerular, 3) plexiforme externa, 4) capa de células nútrales, 5) plexiforme interna y 6) granular

(Shepherd, 1995)

/. 6.1 Capa Nerviosa Superficial

Es la capa más superficial del bulbo olfatorio y contiene axones amielínicos extremadamente

delgados (0.1-0.3 um de diámetro) de las neuronas olfatorias primarias, que establecen sinapsis con

las terminales en cepillo de las dendritas de las células nútrales que descienden verticalrnente para

formar los glomérulos olfatorios

1.6.2 Capa Glomerular

Está constituida por los glomérulos, estructuras generalmente ovoides de 80-160 ^m de

diámetro, la parte interna de los glómerulos esta compuesta de neuropilo formado por axones

olfatorios, dendritas de las células nútrales y neuritas de las neuronas yuxtaglomerulares, rodeados

de una delgada lámina glial Las neuronas yuxtaglomerulares se han clasificado en: células

periglomerulares, células en penacho y células de áxon corto

Las células perigíomeruiares son pequeñas (5-8 um) se localizan en la periferia de los

glomérulos y proyectan sus dendritas espinosas y su axón hacia el interior de los glomérulos Los

somas de las células de axón corto miden de 8-12 um y sus dendritas cursan a lo largo de las células

periglomerulares, y las células en penacho miden 10-15 um; proyectan una dendrita apical que se

ramifica a un glomerulo y dos o tres dendritas apicales se ramifican hacia varios glomérulos

Estudios previos revelan que las dendritas primarias de las células nútrales y de las células en

penacho realizan contactos asimétricos con las células receptoras olfatorias en el glomérulo y con

las células periglomerulares y con las células granulosas (Pinching y cois., 1971).

/. 6,3 Capa Plexiforme Externa

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

de penacho externas, medias y profundas las cuales presentan incremento de tamaño a mayor

profundidad, y presentan dos ó tres dendritas apicales que proyectan a diferentes glomérulos, las
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dendritas secundarias se disponen tangencialmente a la capa plexiforme externa y realizan sinápsis

recíprocas con las dendritas apicales de las neuronas granulosas.

Los axones de las células de penacho externas proyectan a diversos sitios del bulbo olfatorio,

y las células en penacho de las capas media y profunda envían colaterales locales en el bulbo

ipsilateral y algunos proyectan al bulbo olfatorio anterior Las colaterales intrabulbares de las células

en penacho superficiales están altamente organizadas formando el sistema de asociación intrabulbar,

estos axones proyectan através de la capa plexiforme externa, capa de las células nútrales y capa

plexiforme interna formando un denso tracto que viaja por esta última capa hacia en lado opuesto

del bulbo ipsilateral

1.6.4 Capa de Células Mitróles

Por debajo de la capa plexiforme externa se encuentra la monocapa de células nútrales de 25-

3 5 jim de diámetro, son las principales neuronas eferentes del bulbo olfatorio, presentan una dendrita

apical que proyecta a un glomerulo donde se ramifica y realiza contacto sináptico con los axones del

nervio olfatorio, las dendritas secundarias son paralelas a la superficie del bulbo olfatorio y realizan

sinápsis dendrodendríticas con dendritas de las células granulares (Fig 7).

Célula mitral
Célula granulosa interna

Glomerulo olfatorio

Neurona olfatoria Membrana mucosa nasal
Estría olfatoria lateral

Fig. 7 Dibujo que muestra la relación de los receptores olfatorios con las neuronas

del bulbo olfatorio (Modificado de Carpenter y Sutin, 1990)
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/. 6.5 Capa Plexiforme Interna

Como la capa plexiforme externa, esta capa se caracteriza por presentar poca densidad celular

y gran cantidad de axones y dendritas Estudios realizados con la técnica de Golgi indican que la capa

plexiforme interna presenta axones de células nútrales, en penacho y dendritas de células granulares,

algunos axones se originan en el núcleo del rafe y del íocus coeruleus (McLean y cois., 1989).

1.6.6 Capa de Células Granulosas

Esta capa es la más profunda del bulbo olfatorio, las células granulares se encuentran en todo

el bulbo olfatorio, pero adquieren una mayor densidad en la parte central, donde forman la capa

granular Estas células son pequeñas (8-10 mm de diámetro) las cuales pueden formar agregados

celulares acoplados por uniones estrechas No tienen axones y sus dendritas poseen espinas que

establecen sinapsis dendrodendríticas con las células nútrales El soma es esférico, con núcleo ovoide

obscuro y puede tener pequeñas indentaciones y presenta cúmulos de cromatina en la periferia. El

citoplasma escaso contiene ribosomas libres que forman rosetas, mitocondrias, aparato de Golgi,

neurotubulos y retículo endoplásmico rugoso escaso Las dendritas básales se ramifican en la capa

granulosa y las dendritas apicales se ramifican y se proyectan a la capa plexiforme externa.

En cuanto a la organización sináptica las dendritas de las células granulosas realizan contactos

inhibitorios con las dendritas secundarias de las células mili ales y con las células en penacho, a su vez

estas últimas realizan contacto excitatorio con las células granulosas Por otra parte, se ha descrito

ampliamente un mecanismo de inhibición lateral recurrente dendrodendrítica, entre las células nútrales

y las células granulosas (Shepherd G M , 1995) (Fig 8), se ha reportado la participación de estos

circuitos de retroalimentación local, en la generación de ondas lentas durante la estimulación

olfatoria, además estas ondas pueden sincronizarse por la estimulación del tracto olfatorio lateral

(Scott y Aaron, 1977), lo cual indica que el grado de activación de dichos circuitos se incrementa

cuando el estímulo olfatorio es mayor
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Fig. 8 A) Esquema de las capas del bulbo olfatorio: Capa- nervio olfatorio, glomerular,

capa plexiforme externa, capa de células ¡nitrales y capa granulosa. B Organización sináptica

de las principales neuronas del bulbo olfatorio. Cél. perigromerular, Cél mitra! y Cél granulosa.

(Kandel y cois, 1995).

Con base en esta información y tomando en cuenta que la mucosa nasal es el primer sitio

expuesto al ozono del cual se han reportado importantes cambios morfológicos en las células

epiteliales de la mucosa respiratoria, como hiperplasia y metaplasia con un alto nivel de replicación

de DNA (Hotchkiss y cois. ,1991; Johnson y cois., 1990), nuestro interés radicó en estudiar el efecto

de la exposición a dicho gas sobre la mucosa olfatoria y sobre las neuronas granulosas las cuales

presentan una organización sináptica importante debido a los circuitos de retroalimentación local

y a los contactos realizados con diferentes células del bulbo olfatorio, principlamente con las células

mitrales que reciben aferencias directas del nervio olfatorio lo cual implica una zona importante de

integración olfatoria.
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JUSTIFICACIÓN

Con los antecedentes de estudios previos sobre las enfermedades neurodegenerativas que

cursan con un estado de estrés oxidativo así como en modelos experimentales, en los cuales se

presentan alteraciones funcionales y morfológicas en el sistema olfatorio, surge la necesidad de

plantear si el estrés oxidativo generado por la exposición aguda a ozono se producen alteraciones

en la mucosa y bulbo olfatorios de rata, afectados directamente por la vía directa en el proceso de

inhalación de dicho gas, e indirectamente por los radicales libres que no fueron compensados por el

pulmón y llegan por el torrente sanguíneo.

Con lo anteriormente expuesto se plantean la siguiente hipótesis y los objetivos

HIPÓTESIS

Si el estado de estrés oxidativo generado por la exposición aguda a O3 produce alteraciones

en el SNC, en la mucosa respiratoria y en la vías aéreas superiores, la exposición a dicho gas podría

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

OBJETIVO GENERAL

Estudiar ei efecto del estrés oxidaíivo como consecuencia de la exposición aguda a ozono

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

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1 - Analizar las alteraciones morfológicas de la mucosa olfatoria y de las neuronas granulosas

de bulbo olfatorio de ratas expuestas a ozono.

2 - Cuantifícar la densidad espinosa de las dendritas de las células granulosas de bulbo

olfatorio de ratas después de la exposición a ozono

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

olfatorio de ratas expuestas a ozono
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MÉTODO

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250 g con libre acceso a agua y

comida en un cuarto limpio de contaminantes.

Exposición a ozono Las ratas fueron expuestas a 1-1.5 ppm de O3 durante 4 horas, (n=5 por

cada grupo), en una cámara de aciíiico con dimensiones de 56 cm. de ancho x 60 cm de largo y 35

cm. de alto herméticamente cerrada, conectada a un generador de ozono, el cual consistió de un tubo

de vidrio con trozos de aluminio y dos electrodos a los que se les paso una corriente de oxígeno a

un alto voltaje, y el oxígeno que circulo a través del tubo fue convertido a ozono. Los niveles de la

producción de ozono fueron proporcionales a la intensidad de corriente y al flujo de aire. Durante la

exposición se cuantificó la concentración de ozono en un monitor PCI & Control System Ozone

Monitor aprobado por la EPA

SISTEMA DE EXPOSICIÓN A OZONO

GENERADOR

• OZONO



Diseño Experimental: Los animales para su estudio se dividieron en 2 grupos: 1) grupo

expuesto a ozono, 2) grupo control expuesto a aire filtrado

El grupo experimental se dividió en 5 subgrupos y fueron sacrificados a 2 h, 24 h, 5 días, 10

días y 15 días después de la exposición a ozono y el grupo control se sacrificó a las 2 h.

Para la obtención de los bulbos olfatorios, los animales se anestesiaron (dosis letal) con

pentobarbital sódico y se perfundieron por vía aórtica con solución salina al 0.9 %, seguida del fijador

(2% de paraformaldehído y 2% de glutaraldehído en solución amortiguadora de fosfatos 0 1M pH

7,4). Posteriormente se obtuvieron los bulbos olfatorios derecho e izquierdo alternadamente, y se

procesaron con la técnica de Golgi y con la técnica de microscopía electrónica de transmisión

Después de la extracción de los bulbos olfatorios, las muestras de la mucosa olfatoria

adyacente a la placa cribosa se mantuvieron 12 h a 4° C en la solución fijadora, posteriormente se

procedió a disecar las mucosas olfatorias desprendiéndolas de la superficie de la placa cribosa con

una microespátula de madera, y se procesaron con la técnica de microscopía electrónica de

transmisión, para realizar cortes semifinos.

Técnica de Golgi

La técnica de Golgi consistió en mantener los bulbos olfatorios durante 7 días postfíjación,

en la solución ósmico dicrómica (lg de tetraóxido de osmio y 8 g de dicromato de potasio disueltos

en 300 mi de agua destilada), posteriormente los fragmentos se lavaron con agua destilada y se

mantuvieron 24 h en una solución acuosa de nitrato de plata al 0 75 % y se realizaron cortes de 90

mm de espesor, los cuales se deshidrataron, aclararon con eugenol y xilol para finalmente montarlos

con resina sintética para su observación

El estudio citológjco se realizó directamente en un microscopio óptico, utilizando una reglüla

montada en el lente ocular, El análisis consistió en caracterizar la morfología de la población

neuronal granulosa de los bulbos olfatorios de todos los grupos, se realizaron mediciones del eje

menor y mayor del cuerpo neuronal y se cuantificó el número de espinas dendriticas en 20 mm de

longitud, a partir de la bifurcación de las dendritas secundarias.



24

Técnica de Microscopía Electrónica de Transmisión

Las muestras de bulbo y mucosa olfatoria después de la fijación se lavaron con una solución

amortiguadora de fosfatos 0 1M pH 7.4, y fueron postfijadas durante 1.30 h con tetraóxido de osmio

al 1% preparado con cacodilato de sodio; posteriormente los fragmentos se lavaron con una solución

amortiguadora de fosfatos en tres cambios de 10 minutos cada uno Posteriotnente se deshidrató el

tejido con alcoholes en concentraciones crecientes (del 50% al 96%) durantelO minutos cada uno y

finalmente tres cambios de alcohol al 100% durante 10 minutos. Posteriormente el tejido filé colocado

en tolueno durante dos períodos de 10 minutos cada uno Los fragmentos se infiltraron en una mezcla

de resina 1:1 araldita-tolueno a 60°C Se mantuvieron por 12 horas en una mezcla 3:1 de araldita-

tolueno a temperatura ambiente. Los fragmentos ya infiltrados se incluyeron en araldita pura a 60°C

durante 24 horas

Se realizaron los cortes semifinos de 300 nm de las mucosas y de los bulbos olfatorios, en un

ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de vidrio. Los cortes se montaron en portaobjetos

y se tiñieron con una solución acuosa de azul de toluidina al 1 %.

Los cortes se observaron en un microscopio Zeiss y se llevó a cabo el análisis morfológico

de las mucosas, el cual consistió por una parte, en medir el espesor del epitelio de la mucosa olfatoria

y por otra, evaluar el daño del epitelio y de la porción glandular, realizando un análisis

semicuantitativo tomando mayor daño con eí valor de 3, regular 2, menor como 1 y 0 sin daño (n=

10 por rata) en las mucosas y bulbos olfatorios

Para el estudio ultraestructural los cortes finos de 90 nm de los bulbos olfatorios, se

realizaron en un ultramicrotomo Reichert-Jung, montándolos en rejillas de cobre y fueron

contrastados con acetato de uranilo al 5 % durante 20 min y con citrato de plomo al 0.4 % por 5 min.

El estudio ultraestructural se realizó en un microscopio Zeiss EM 10 directamente en la

pantalla del microscopio, el cual consistió en determinar el porcentaje de daño neuronal de una

población de 100 neuronas granulosas de los bulbos olfatorios de cada rata (control y experimental)

Los parámetros de daño neuronal, que se tomaron en cuenta fueron: la presencia de vacuolas,

alteración mitocondrial (edema y/o pérdida de crestas) y/o presencia de granulos de lipofucsína

Para el análisis estadístico del estudio citológico se utilizó la prueba de t de Student para

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

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

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

Mucosa Olfatoria

El análisis citológico de las mucosas de los animales control mostró características normales

como lo descrito anteriormente, epitelio olfatorio pseudoestratificado con cilios, lámina propia de

tejido conectivo fibroelástico con las porciones secretoras de las glándulas de Bowman.

En contraste con el grupo control, las mucosas de los grupos expuestos a ozono, mostraron

evidentes daños citotóxicos, como vacuolización de las glándulas de Bowman, pérdida parcial de

cilios del epitelio y células picnóticas en el estrato basal del epitelio olfatorio, alteraciones que se

evaluaron realizando un análisis semicuantitativo tomando mayor daño con el valor de 3, regular 2,

menor como 1 y 0 sin daño (n= 10 por rata).

En cuanto a la presencia de cilios se observó que el grupo control (Fig 9 A) y el expuesto a

ozono y sacrificado después de 2h presentaron valores similares que el grupo control, mientras que

los grupos de 24 h, 5, 10 y 15 días mostraron significativa pérdida de cilios comparada con los

controles p<0.05 (Gráfica 1).

El epitelio pseudoestratificado de las mucosas del grupo control se observó normal (Fig 9 A),

mientras que los grupos de 2 h y 5 días mostraron mayor daño significativo (presencia de células

picnóticas) comparado con los grupos de 24 h, 10 y 15 días (Fig 9 B), estos últimos grupos

presentaron un daño menor, pero significativo comparado con el grupo control p< 0.05 (Gráfica 2).

Las glándulas de Bowman del grupo control (Fig 9 C) y de los grupos expuestos y

sacrificados a los 10 y 15 días no mostraron alteraciones, en contraste con los grupos de 2 h (Fig9D)

y 5 días los cuales presentaron daño significativo comparado con los controles p< 0.05 (Gráfica 3).
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Gráfica 1 Pérdida de cilios del epitelio olfatorio de ratas control, expuestas a ozono y
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Gráfica 2 Daño del epitelio olfatorio de ratas expuestas a ozono y sacrificadas a diferentes tiempos
* = p < 0.05,. Los valores corresponden a las medias ± error est al grado de daño epitelial.
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Gráfica 3. Daño en las glándulas de Bowman de ratas expuestas a ozono sacrificadas a diferentes
tiempos y comparados con eí grupo control (medias ± error est del grado de daño glandular).

* = p < 0,05.

Por otra parte se realizaron 10 mediciones del espesor del epitelio mencionado de cada rata de

los grupos control y expuestos a ozono Los grupos expuestos a ozono y sacrificados a las 2 h y 24 h

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

mientras que el grupo de 5 días mostró aumento estadísticamente significativo comparado con el grupo

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

después, se apreció también daño citotóxico como el descrito anteriormente, pero en menor grado y el

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

Tabla 1. Media del espesor del epitelio olfatorio (ijm) ± error est.

CONTROL

54.44 ±1.8

O3 2h

48.14 ±2.8

O324h

43.68 ±1.3

O3 5d

64.33 ±2.2

O3 10 d

56.8 ±2.4

O3 15 d

55.6 ±2.0
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Bulbo Olfatorio

Estudio Citológico

El análisis citológico del bulbo olfatorio consistió en realizar mediciones del eje menor y mayor

de 165 neuronas granulosas de la capa interna del bulbo olfatorio por cada subgrupo (Fig.lOy 11), como

se puede observar en la Tabla 2 y Gráfica 5, los valores de las dimensiones de dicha población neuronal

son similares en los grupos control y experimentales (Fig 12 y 13) a excepción del subgrupo expuesto

a ozono y sacrificado 5 días después de la exposición, el cual mostró aumento significativo del eje menor

de las células granulosas

Tabla 2. Medias de las dimensiones del soma (p.m) de las neuronas granulosas (± error est.)

Soma

Eje
mayor

Eje menor

Control

10.4 ±0.15

8.4 ±0.15

O 3 2 h

10.6 ±0.12

8.4 ±0.11

O3 24 h

10.2 ±0.12

7.9 ±0.13

O3 5 d

10.4 ±0.10

9.1 ±0.11

O 3 10d

10.2 ±.08

8.5 ±.09

O 3 15d

10.6 ±0.14

8.4 ±0.12

Por otra parte se cuantificó el número de espinas dendríticas en 20 um de 495 dendritas

secundarias de 165 neuronas granulosas de los bulbos olfatorios, de 5 ratas de cada subgrupo. Se

observó en ios 5 subgrupos de animales expuestos a ozono un decremento en la densidad espinosa siendo

más notable a los 5 días (Fig 14), sin embargo el subgrupo sacrificado a los 10 días (Fig. 15) presentó

mayor número de espinas dendríticas que los subgrupos de 2h, 24h y 5 días, y el subgrupo de 15 días

mostró valores muy similares al del grupo control, aunque significamente diferentes (p<0 01) (Tabla

3 y Gráfica 6 ).

Tabla 3. Medias del número de espinas en 20 \xm de dendritas secundarias ( ± error est.)

CONTROL

12.36 ± 0.13

o3

7.53

2h

±0.11

o3

7.15

24h

±0. 10

o3

5.09

5 d

±0.12

o3

7.78

10 d

±0.14

o3

11.51

15

±0

d

.16
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Gráfica 5 Dimensiones del soma de las neuronas granulosas del bulbo olfatorio de ratas control,
expuestas a ozono y sacrificadas a diferentes tiempos, los valores están representados por las medias

de los ejes mayor y menor (\im) ± error est * = p < 0.001.
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Gráfica 6 Efecto de la exposición aguda a ozono sobre la densidad espinosa en dendritas secundarias,
de neuronas granulosas de ratas expuestas a ozono comparadas con íos controles Los valores
corresponden a la media ± error est. del número de espinas en 20 um*=p<0.05

Estudio Ultraestructural

La ultraestmctura de las células granulosas de los bulbos olfatorios de los animales control,

(Fig. 16) mostraron características como presencia de un gran núcleo con cromatina densa, el

citoplasma escaso presentó mitocondrias, retículo endoplásmico escaso, aparato de Golgi y ribosomas

libres o dispuestos en rosetas.

A diferencia del grupo control, los animales expuestos a ozono de todos los subgrupos

mostraron cambios ultraestructurales de la capa granulosa (Fig. 17), como discontinuidad de las vainas

de mielina, presencia de vacuolas en el axoplasma de algunos axones y dendritas, presencia de

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

Con respecto a las células granulosas, en todos los animales expuestos a ozono mostraron

alteraciones como evidente vacuolización del citoplasma y de las dendritas (Fig.18), presencia de

granulos de lipofucsina (Fig.19), aparato de Golgi dilatado (Fig. 20), edema mitocondrial, cisternas

de retículo endoplásmico Uso dilatado y ribosomas libres y en roseta

Se determinó el porcentaje de daño neuronal de 100 células granulosas de cada tata expuesta

a ozono de los cinco subgrupos. Considerándose indicadores de daño neuronal a las neuronas que

presentaron: vacuolas, y/ó granulos de lipofucsina, y/o edema mitocndrial y/o pérdida de crestas de

las mitocondrias El mayor daño neuronal se presentó en ios subgrupos expuestos y sacrificados 2 h

y 5 días, después de la exposición a ozono, los grupos de 24 h, 10 y 15 días presentaron valores muy

similares (Tabla 4 y Gráfica 7)

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

olfatorio.

CONTROL

5.5

O3 2h

61.4

O3 24 h

32.6

O 3 5 d

56.6

O310d

33.8

O 315d

33.7
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Gráfica 7. Efecto de la exposición aguda de ozono sobre las neuronas granuíosas.Los resultados
(media ± error est.) están representados como porcentaje de daño neuronal * = p < 0.00001.

Por otra parte se realizó un análisis de las neuronas granulosas de todos los subgrupos para

determinar el porcentaje de las alteraciones ultraestructurales como: presencia de vacuolas en las

dendritas y en el pericarión, edema y pérdida de las crestas de las mitocondrías, presencia de granulos

de lipofucsina y daño del endotelio. También se analizó el grupo control para compararlo con los

animales expuestos a ozono.

Del análisis del pericarión de las neuronas granulosas de los animales expuestos a ozono, los

subgrupos de 2 h y 5 días mostraron mayor porcentaje de neuronas con vacuolas, el subgrupo de 24

h presentó valores menores que los subgrupos mencionados pero mayores que los subgrupos de 10

y 15 días (Gráfica 8 y Fig. 21).
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Gráfica 8 Efecto de la exposición aguda a ozono sobre las neuronas granulosas Los resultados
(media ± error est ) están representados como porcentaje de neuronas con vacuolas en el

peiicarion * - p < 0 0001

Para determinar las condiciones morfológicas de las mitocondrias en las neuronas granulosas

se determinó el porcentaje de neuronas que mostraban mitocondrias con edema y/o pérdida de las

crestas, como se puede observar en la Gráfica 9 la tendencia en ambas características es muy similar,

los subgrupos de 2 h y 5 d presentaron mayor número de neuronas granulosas con daño mitocondrial
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Gráfica 9. Efecto de la exposición aguda a ozono sobre las mitocondrias de las neuronas
granulosas. Los valores (media±error est.) están representados como porcentaje de neuronas que

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



Como se mencionó anteriormente el ozono produce peroxidación de lípidos por lo que se

determinó el porcentaje de neuronas granulosas con granulos de liporucsina (Fig 22), como se puede

observar el la Gráfica 10 el grupo sacrificado a los 5 días después de la exposición a ozono mostró

mayor porcentaje que los subgrupos de 2, 24 h, de 10 y 15 d, que comparados con el grupo control

mostraron diferencias significativas p< 0.001
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Gráfica 10 Efecto de la exposición aguda a ozono sobre las neuronas granulosas Los resultados
(media ± error est.) están representados como porcentaje de neuronas con granulos de lipofucsina

en el pericarion * = p < 0.015.
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Como se ha reportado previamente, ratas expuestas a 3 ppm de ozono durante 4 h presentan

alteración del endotelio pulmonar (Hiroshima y cois 1987), en el presente modelo, también se

observó vacuolización de las células endoteliales de algunos capilares de la capa granulosa de los

animales expuestos a ozono (Fig 23) y sacrificados a 2 y 24 h, 5 y 10 días, observándose mayor

alteración a los 5 días (Gráfica 11).
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Gráfica 11 Efecto de la exposición aguda a ozono sobre el daño endotelial en la capa granulosa
Los resultados (media ± error est ) están representados como porcentaje de capilares con daño del

endotelio * = p < 0 02.
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Fig. 9 Fotomicrografías de mucosa olfatoria de rata. (A) epitelio olfatorio de una rata control,
(B) epitelio olfatorio de una rata expuesta a ozono y sacrificada a las 2 h después de la
exposición, note la presencia de células básales picnéticas ( I ), (€) lámina propia con
glándulas de Bowraan normales, y (D) lámina propia con glándulas de Bowman vacuoladas
("••) de una rata expuesta a ozono y sacrificada a los 5 días después de la exposición. 400 X
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Fig. 10 Neurona granulosa esférica de bulbo olfatorio de una raía control. Note 1
presencia de espinas en el soma y en las dendritas primarias y secundarias. 400 X

neuronas granulosas de bulbo olfatorio
de un animal expuesto a ozono y sacrificado a los 10 días después de la
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* < *

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

... -fiwHnr- fi t

13 Neurona granulosa de una rata expuesta a ozono y sacrificada a los 10 días
después de la exposición. Nótese que las dimensiones de ambas neuronas son similares,en

contraste con la diferencia en la densidad espinosa en el soma (fc) y en las



41

Fig. 14 Dendrita secundaria de una neurona granulosa de bulbo olfatorio, con notable
pérdida de espinas dendríticas, de una rata expuesta a ozono y sacrificada a los 5 días

después de la exposición 1000 X.

expuesta a ozonos y sacrificada a 10 días después de la exposición. Note la gran densidad
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Fíg. 16 Micrograíía de cuatro neuronas granulosas de bulbo olfatorio de una
rata control, con su escaso citoplasma característico, prominentes núcleos con
cromad na condensada y mitocondrias normales ( ^ ).16 000 X, Barra = 0.5

TESIS GON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 17 Micrografía de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata
expuesta a ozono, sacrificada a 10 días después de la exposición. Se puede
observar una neurona granulosa y axones con la ni ie lina alterada y uno de
ellos con axoplasma evidentemente vacuolado ^ y la presencia de granulos de
lipofucsina en el neuropilo ^ . 12 800 X, Barra = 1 uní.
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Fig. 18 Neuropilo de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata sacrificada a los
15 días después de la exposición a ozono. Note en la porción central una gran dendrita
con grandes vacuolas ^ .6400 X, Barra = 1.5 um .
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Fig. 19 Microgra0a de la capa granulosa de una rata expuesta a ozono y sacrificada a
los 10 d. después de la exposición. Se puede observar axones mielinizados. Note la
presencia de granulos de lipofucsina en el neuropilo t} 16 000 X, Barra = 0.5 una .

LA DE OKI
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Fig. 20 Neurona granulosa de un animal expuesto a ozono, sacrificado 15 días
después de la exposición a ozono, con el aparato de Golgi dilatado # , el citoplasma
presenta gran cantidad de ribosomas libres y dispuestos en rosetas rt característico,
íó 000 X, Barra = 0.5 ¿un .
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Fig. 21 Micrografía de bulbo olfatorio de un animal expuesto a ozono y sacrificado a
los 15 d. después de la exposición a ozono. Se puede observar el neiiropilo y una
neurona granulosa con el pe rica rio n vacuolados ^ 16 000 X, Barra = 0.5 finí.
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Fig. 22 Micrografía del citoplasma de una neurona granulosa de una rata expuesta a
ozono y sacrificada a las 2 hrs. Note la presencia de granulos de lipofucsina ^ y la
gran cantidad de mitocondrias electro densas ^ 17000 X, Barra = 0.5
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Fig. 23 Capilar de la capa granulosa de bulbo olfatorio de una rata expuesta a ozono
y sacrificada a 10 días después de la exposición, se puede observar el endotelio
notablemente vacuolado •) y con citoplasma denso. Note la presencia de granulos de
lipofucsina •=> 11 970 X, Barra = 1 pm .
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DISCUSIÓN

Estudios previos sugieren que el primer sitio de reacción del ozono es sobre el fluido

superficial epitelial presente en las vías respiratorias altas y bajas (Langford y cois., 1995). Este gas

interactúa con biomolécuías como aminoácidos, grupos ammo y ácidos grasos insaturados

produciendo productos de oxidación secundarios (Mudway y Kelly 2000) Los productos de la

peroxidación de lípidos son aldehidos, peróxido de hidrógeno y radicales libres que originan una

cascada de cambios patológicos locales como el daño observado en la mucosa olfatoria en el presente

estudio, debido probablemente a la-alteración en la permeabilidad epitelial, asociada al incremento

en el número de leucocitos polimorfonucleares del lavado broncoalveolar, y parénquima pulmonar

(Bhalla, 1999, Postlethwait y cois,, 1998, Miller y cois. 2001).

Cuando los sistemas antioxidantes no pueden contrarestar los radicales libres del fluido

superficial epitelial de pulmón (Langford y cols.r 1995), estos pasan al torrente sanguíneo y se

distribuyen por todo el organismo incluyendo al cerebro, como se sugiere en este trabajo en el se

evidenciaron alteraciones morfológicas de las neuronas granulosas deí bulbo olfatorio debido

probablemente al efecto parcial de las ROS secundarias formadas por la exposición aguda a ozono

Mucosa Olfatoria

La mucosa olfatoria es un blanco importante de la acción de drogas o compuestos que

inducen toxicidad tanto en el neuroepitelio olfatorio, como en las glándulas de Bowman en la lámina

propia del epitelio respiratorio del ratón (Bahrami y cois., 2000). También se ha reportado que el

neuroepitelio de la mucosa olfatoria y las vías olfatorias de pacientes con enfermedad de Alzheimer

presentan neuritas distróficas inmunoreactivas a tau, neuroülamentos y presencia de depósitos de p-

amiloide asociado con disfunción olfatoria (Arnold y cois., 1998). Los resultados del presente

estudio mostraron, daños citotóxicos en el epitelio olfatorio provocados por la exposición a ozono,

lo que se puede correlacionar a un aumento en la permeabilidad epitelial como lo reportan Kerl y cois

(1987), y a cambios histopatológicos como metaplasia y necrosis como se ha reportado en el epitelio



51

respiratorio (Harkema y cols,1987, Fanucchi M. y cois, 1998, Calderón y cols,1993) Además se

observaron células epiteliales básales picnóticas en todos los grupos expuestos a ozono, esto podría

corresponder a una respuesta degenerativa del epitelio olfatorio (Carr y Farbman, 1993)

En el presente estudio también se observó pérdida de cilios en el epitelio olfatorio en todos

los grupos estudiados, consecuencia probablente al efecto directo del ozono sobre la superficie

epitelial Sin embargo, en la lámina propia se observó, alteración de las glándulas de Bowman

solamente en los grupos sacrificados a las 2 h y 5 días después de la exposición a ozono

Se ha evidenciado que la exposición a ozono produce aumento en la liberación de

interleucinas IL-4, IL-6, IL-8 y el TNFa presente en la mucosa nasal humana en cultivo y en epitelio

de las vías respiratorias de mono correlacionado con infiltración de neutrófilos ( Schierhorn y

cois ,1999, Chang y cok, 1998, Suzuki y Farbman, 2000), esto indica que el daño producido está

asociado a un proceso inflamatorio (Rusznak y cois 1996), que se presenta en el tracto respiratorio

de animales expuestos a ozono (Harkema y cois. 1987) También se ha reportado pérdida de cilios,

necrosis de las células ciliadas y secretoras e hiperplasia de estás últimas, en el epitelio nasal de

monos, después de 6 días de exposición a 0 15 ppm de ozono durante 8 h diarias (Harkema y

cois.,1987), y en raías expuestas a 0.8 ppm a dicho gas, presentan hiperplasia del epitelio nasal y

metaplasia de las células secretoras (Hotchkiss y cois.., 1991; 1997, Fanucchi y cois , 1998, Harkema

J.R. y cois., 1999), situación que observamos en este estudio

Por otra parte, el grupo sacrificado 5 días después de la exposición a ozono mostró aumento

significativo en el espesor del epitelio olfatorio comparado con el grupo control, lo cual podría

explicarse como una respuesta proliferativa de dicho epitelio, (Salmón y cois., 1998; Longphre y

cois., 1996) como fue observado en el epitelio bronquial y alveolar de ratones expuestos a ozono,

probablemente como efecto del daño oxidativo secundario sobre el tejido inducido por las ROS

producidas por el propio tejido afectado, como parte del proceso de deterioro celular Otros autores

reportaron aumento en la síntesis de DNA asociado con hiperplasia del epitelio respiratorio de ratas

expuestas a 0 8 ppm de ozono (Johnson y cois., 1990, Salmón y cois , 1998) Sin embargo, la
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alteración en el espesor del epitelio olfatorio, tiende a recuperarse, debido a que animales expuestos

a ozono y estudiados a los 10 y 15 días después de la exposición, mostraron valores del espesor de

la mucosa olfatoria muy similares al de los sujetos control. Este hallazgo podría deberse a la

capacidad regenerativa del epitelio olfatorio, mediante la diferenciación de las células epiteliales

progenituras como lo han reportado Goldstein y Schwob (1996).

Ishii, y cois. (1998) mencionaron, que las alteraciones inducidas por estrés oxidativo, también

pueden ser reversibles, estos autores encontraron que la exposición a 2 ppm de ozono produce

inflamación pulmonar que es reversible a los 7 días

Además se podría sugerir que a los 10 y 15 días, se presenta una compensación de los

sistemas antioxidantes endógenos, manifiesta como un proceso de reparación de la mucosa olfatoria

que podría reflejar un restablecimiento sináptico entre los receptores olfatorios con las células del

bulbo olfatorio

Bulbo Olfatorio

El estudio citológico de bulbo olfatorio reveló, que el tamaño de las neuronas granulosas de

los animales expuestos a ozono y sacrificados a las 2 h y 24 h, 10 y 15 días después de finalizar la

exposición, íué similar al tamaño de las células granulosas de los animales control. Sin embargo los

estudios realizados en el subgrupo expuesto a ozono y sacrificado después de 5 días, mostró aumento

del eje menor estadísticamente significativo comparado con el grupo control. Esta alteración puede

explicarse; 1) por el daño oxidativo que afecta tanto al epitelio olfatorio cuyas neuronas proyectan

al bulbo olfatorio (vía directa), 2) así como al efecto del aumento en las ROS secundarias a la

exposición a ozono que llegan al bulbo olfatorio por vía sanguínea (vía indirecta) afectando a las

neuronas granulosas. El aumento del eje menor puede explicarse por edema de dichas neuronas por

la alteración de la homeostasis y deterioro en la regulación del flujo iónico por la membrana

plasmática (Evans, 1993; Menzel yMeacher, 1999).

En el presente modelo de estrés oxidativo generado por ozono, se observó, pérdida de las

espinas dendríticas de las neuronas granulosas de todos los grupos expuestos a ozono, debido

probablemente al incremento en la producción de radicales libres que llegaron a esta estructura
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mediante las dos vías descritas previamente y las cuales podrían inducir cambios en la morfología y

distribución de las espinas dendríticas, como lo propone la teoría de óxido-reducción (Park XS.,

1996; Smythies, 1999), en la cual indica que señales oxidativas producen cambios en la organización

sináptica y modificación en la expresión de espinas dendrítícas.

Las espinas dendríticas, son sitios de contacto sináptico, unidades aferentes locales (como en

las sínapsis dendrodendríticas del bulbo olfatorio) que modifican el potencial sináptico pasivo, donde

se realiza síntesis de proteínas locales y compartimentalización dinámica de Ca2+ que al alterarse su

cinética se produce retracción o elongación del cuello de las espinas (Shepherd G.M., 1996;

Pongráscz F., 1985, Müüer y Connor, 1991 Majewska, y cois. 2000). Además son estructuras

postsinápticas dinámicas no permanentes (Quartz y Sejnowski, 1998), con capacidad de sufrir

cambios en condiciones favorables ó adversas (Majewska y cois., 2000 Yuste y Bonhoeffer 2001),

que aumentan en número durante los procesos de aprendizaje y memoria ó disminuyen en el

alcoholismo crónico, en procesos como el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas que

cursan con un estado de estrés oxidativo como la EP y Alzheimer (Ferrer y cois, 1986, Jacobs B y

cois, 1997, Mosery cois, 1994; Cataláy cois.., 1988), estos cambios producidos por estrés oxidativo

son evidencias para explicar la pérdida de plasticidad que se presentan en las enfermedades

neurodegenerativas

Por otra parte, la mayor pérdida de las espinas dendríticas del grupo expuesto a ozono y

sacrificado a los 5 días, podría ser una respuesta tardía inducida por la posible alteración de los

receptores olfatorios (vía directa), que se manifestó como mayor daño del epitelio olfatorio a los 5

días por un posible aumento de los ROS producidos por los tejidos dañados; esto coincide con

estudios previos en los cuales se presenta disminución en la densidad espinosa cuando se produce

experimentalmente deprivación de estimulación olfatoria (Rehn y cois , 1988)

Además, la pérdida de espinas dendríticas podría deberse al aumento en la permeabilidad

de la barrera hemato-encefálica inducida por los radicales libres y ROS (vía indirecta), y podrían dañar

a las neuronas de diferentes regiones cerebrales como el bulbo olfatorio, manifestándose una

alteración en el citoesqueleto de las espinas dendríticas, (por desestabilización producida por el



54

aumento de Ca 2+ intracelular) constituido de microtubulos de actina, los cuales determinan la

morfología de las espinas de las neuronas granulosas (Colín y cois., 1999; Avila y cois., 1999; Evans,

1993, Rossum y Hanisch, 1999, Matus A. 2000).

Sin embargo, la disminución en el número de espinas esta en función del tiempo, debido a

que las neuronas granulosas de los grupos expuestos a ozono y sacrificados a los 10 y 15 días después

de la exposición, mostraron un mayor número de espinas dendríticas que las neuronas de los grupos

expuestos a ozono y sacrificados a las 2h, 24h y 5 días. Se podría sugerir que el aumento en la

densidad espinosa se manifiesta como un restablecimiento de la integridad neuronal, como cuando

se interumpe el consumo crónico de alcohol en ratones (Lescuadron y cois., 1989), debido

posiblemente a la capacidad plástica que presentan ciertas neuronas cuando el estrés oxidativo es

compensado y se inducen señales antioxidantes endógenas, involucrando formación y plasticidad de

las espinas dendríticas para aumentar el campo receptivo, como indicadores de recuperación celular,

como se observa en condiciones fisiológicas como respuesta a hormonas, interacción microambiental,

actividad neuronal etc. (Burgess y Coss, 1983, Sunanda y cois., 1995, Ramón, 1999, Harris, 1999,

Yuste y BonhoerTer, 2001)

En cuanto al análisis ultraestructural, las neuronas granulosas de los animales expuestos a

ozono mostraron cambios que corresponden a alteraciones citoplásmicas que tienden a ser

reversibles en los grupos sacrificados a los 10 y 15 días, como: vacuolización dendrítica y

citoplásmica, aparato de Golgi y retículo endoplásmico rugoso dilatado, aumento de los granulos

de lipofucsina y edema mitocondrial, el neuropilo también presentó vacuolización dendrítica y

axoplásmica.

En los grupos expuestos a ozono de 2 h y 5 d se observó mayor daño neuronal, los cuales

mostraron frecuentes neuronas granulosas con citoplasma vacuolado que corresponden a las

evidencias morfológicas que el estrés oxidativo produce daño celular secundario a la exposición

aguda a ozono Esto puede explicarse porque los radicales Ubres producen peroxidación de lípidos,

oxidación de proteínas estructurales y enzimáticas que pueden incrementar la proteólisis, aumentar

la permeabilidad del calcio y la pérdida del control electrolítico debido al bloqueo del transporte
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activo (Simonian y Coyle, 1996). Todos estos factores llevan a una pérdida de las de las funciones

de membrana y estimulación de citocinas, lo que explica el edema (Mudway y Kelly, 2000)

En los grupos mencionados también se presentó un mayor porcentaje de neuronas con edema

mitocondrial y pérdida de membrana interna, que podría asociarse a la alta suceptibilidad de las

mitocondrias a las especies reactivas de oxígeno en condiciones de estrés oxidativo que se manifesta

como disfunción mitocondrial, generada por el aumento de Ca++ intracelular e intramitocondrial,

reducción de la producción de ATP, alteración en los complejos de la cadena respiratoria, generación

de radicales libres intramitocondriales, edema mitocondrial y alteración de la integridad de la

membrana interna de las mitocondrias similar a lo reportado en la EP y Alzheimer (Dykens, 1999,

Kowaltowski y Vercesi, 1998, Fernandez-Checa, 1998, Lenaz, 1998; Schapira, 1994, Donato, 2000,

Hirat, y cois. 2001) Sin embargo a diferencia de los grupos de 2 h y 5 d, las neuronas granulosas de

animales expuestos a ozono y sacrificados a las 24 h después de la exposición, no mostraron

alteración mitocondrial significativa, esto podría deberse a la estimulación del sistema antioxidante

endógeno por el aumento de ROS a las 24 h

Con respecto a la presencia de granulos de lipofiicsina en las neuronas granulosas, se observó

que todos los grupos expuestos a ozono mostraron, aumento significativo en el número de neuronas

con lipofucsina Este aumento podría deberse a las reacciones de peroxidación y autooxidación de

lípidos insaturados y oxidación de proteínas, generando una mayor producción de radicales libres, con

el consecuente aumento en la concentración de peróxido de hidrógeno, incremento en la difusión de

este hacia el aparato acídico vacuolar, para la formación de granulos de lipofucsina y producción de

lipofucsina en los Hsosomas de neuronas que cursan en un estado de estrés oxidativo, proceso que

se ha descrito en neuronas del núcleo olfatorio anterior de pacientes con EP (Yin y Brunk, 1998;

Hawkesycols, 1998)

El grupo expuesto a ozono y sacrificado a los 5 días después de la exposición, mostró mayor

porcentaje de neuronas granulosas con lipofucsina y mayor daño endotelial que los grupos

sacrificados a las 2h, 24h, lOd y 15 d después de la exposición, hallazgo que podría explicarse como

una consecuencia de el aumento en la cantidad de ROS secundarios al daño endotelial, lo que lleva
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a una alta producción de H2O2 dando como resultado el incremento en el número de neuronas con

granulos de lipofucsina; al ser compensado dicho daño por mecanismos reparadores del daño

oxidativo a los 10 y 15 días el porcentaje de neuronas con lipofucsina disminuye.

En el presente modelo de estrés oxidativo se observó daño endotelial, y se ha sugerido que

los pequeños capilares son el principal blanco de acción del ozono (Bils, 1970; P'an y cois., 1972)

Bils, (1970); P'an y cois., 1972), este daño tiende a ser reversible a los 15 días postexposición

posiblemente por la estimulación del sistema antioxidante endógeno. En otros modelos se ha

reportado daño endotelial en las regiones centro acinar de pulmón y en cultivo de células endoteliales

de cerebro porcino bajo condiciones de hipoxia en ratas expuestas a 3ppm de ozono durante 4 h

(Hiroshima y cois., 1987; Blasig y cois., 1994).

De los resultados del presente trabajo, podría sugerirse que la exposición aguda a ozono

produce efectos a corto plazo a las 2 h, lo que se manifiesta por las alteraciones en el epitelio

olfatorio, la pérdida de las espinas dendriticas y la presencia de variolización y alteración

mitocondriai de las neuronas granulosas (Fig.24) Estos daños podrían explicarse por la producción

de ROS secundarios inducidos por el ozono. Sin embargo, en el grupo de 24 h mostró menos

alteraciones del epitelio olfatorio y de las neuronas granulosas (Fig.24), debido a que los ROS

inducen una respuesta de los antioxidantes endógenos.

A diferencia de los grupos mencionados, el grupo de 5 días mostró mayor daño del epitelio

olfatorio y en las glándulas de Bowman, aumento en las dimensiones de las neuronas granulosas con

gran pérdida de espinas dendríticas, aumento en porcentaje de neuronas con granulos de lipofucsina,

y daño endotelial (Fig.24) que podrían corresponder a efectos a largo plazo de los ROS secundarios

formados como consecuencia del daño celular observado a los 5 días y como respuesta al influjo de

células inflamatorias en la mucosa nasal, como lo reportado previamente por Harkema y cois (1987).

Las ROS probablemente generan aumento en peroxinitritos (Torreilles, y cois. 1999) que se

formarían como producto de la reacción del óxido nítrico y superóxido por acción de la óxido nítrico

sintasa tipo-IÜ expresada en el endotelio dañado como también se observa en EP (Torreiíles, y cois.

1999). Dicho aumento en ROS podría inducir una activación tardía del sistema antioxidante que
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explicaría la recuperación parcial a los 10 y 15 días del daño citológico de la mucosa olfatoria y

ultraestructural de bulbo olfatorio (Fig. 24)

Finalmente, en el modelo utilizado de estrés oxidativo no invasivo, se observaron diferentes

grados de daño celular del epitelio olfatorio y del bulbo olfatorio, durante los diferentes tiempos de

estudio, que pueden interpretarse como un desequilibrio dinámico entre especies reactivas a oxígeno

secundarias al daño tisular versus estimulación de antioxidantes endógenos que podrían

correlacionarse con estadios iniciales de daño neuronal descrito en pacientes con enfermedades

neurodegenerativas.
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CONCLUSIÓN

De los resultados del presente estudio se concluye lo siguiente:

Que la exposición aguda a ozono produce alteraciones citológicas en la mucosa y el bulbo

olfatorio inducidas probablemente por el estado de estrés oxidativo generado por la exposición

aguda a dicho gas

Por otra parte, las alteraciones citológicas y ultraestructurales podrían ser una

manifestación del daño oxidativo generado directamente a través del neuroepitelio de la mucosa

olfatoria e indirectamente por el paso de radicales libres hacia el torrente sanguíneo; además los

cambios ultraestructurales se manifestan a corto plazo como vacuolización del pericarión a las

2 h y a largo plazo por el aumento en el número de neuronas con granulos de lipoflicsina que se

hace más notorio a los 5 días.

De lo anterior se puede concluir que en el modelo de estrés oxidativo producido por la

exposición aguda a ozono produce cambios citológicos y ultraestructurales en las neuronas

granulosas del bulbo olfatorio, cambio que se ha encontrado previamente en enfermedades

neurodegenerativas que cursan con un estado de estrés oxidativo., y que éstas alteraciones

disminuyen con el tiempo tendiendo a la normalidad cuando los sistemas antioxidantes son

eficaces, posiblemente por un proceso de plasticidad neuronal, por una posible compensación del

daño oxidativo, generado por los sistemas antioxidantes endógenos
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