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7
NI: 7�nitroindasol 

AA: ácido araquidónico 

Ac: anticuerpo 

ACTH: hormona adrenocorticotrópica 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADP: adenosín difosfato 

Ag: antígeno 

ANOVA: análisis de la varianza 

APC: célula presentadora de antígeno 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

AVP: arginina vasopresina 

BCIP: 5�bromo�4�cloro�3�indol�fosfato 

BCR: receptor de linfocitos B 

BDNF: factor neurotrófico derivado de 

cerebro 

BH4: tetrahidroxibiopterina 

BLBP: proteína de unión a lípidos del 

cerebro  

BrdU: 5�bromo�2’�deoxiuridina 

CA: área celular 

CaMK: quinasa dependiente de 

calmodulina 

cAMP: adenosina�3’,5’�monofosfato 

cíclico 

CAPON: proteína adaptadora específica 

de cerebro 

CAT: catalasa 

CMS: estrés crónico moderado 

CO
3.: anión radical carbonato  

Con A: concanavalina A 

COP: Copaxone® 

CQs: citoquinas 

 

 

 

CRH: hormana liberadora de 

corticotropina 

D.O.: densidad óptica 

DAG: diacilglicerol 

DAPI: 4’�6�diamidino�2�fenilindol 

DCF: diclorofluoresceína  

DCFH: diclorodihidrofluoresceína  

DG: giro dentado 

DTH: respuesta de hipersensibilidad 

retardada 

DTNB: ácido 5,5’�ditiobis�2�nitrobenzoico 

DTT: ditiotreitol 

EC: corteza entorrinal 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

EGTA: ácido etilenglicoltetraacético 

ELISA: enzimo inmuno ensayo  

eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial 

FITC: fluoresceína  

GABA: ácido γ�aminobutírico 

GCR: receptor de glucocorticoides  

GCs: glucocorticoides 

GFAP: proteína ácida fibrilar glial 

GMPc: guanosín monofosfato cíclico 

GPX: glutatión peroxidasa  

GRc: glóbulo rojo de carnero 
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El sistema nervioso de los mamíferos consta de dos partes fundamentales: el 

sistema nervioso central (SNC), que se aloja en el cráneo y el canal vertebral, y el 

sistema nervioso periférico (SNP), que está fuera de estas cavidades e integrado por 

numerosos nervios (los nervios espinales y craneales), los ganglios periféricos y los 

receptores sensoriales. Los nervios del SNP que llevan los impulsos hacia el SNC se 

llaman aferentes o sensitivos, y los que llevan impulsos del cerebro al SNP se llaman 

eferentes o motores. 

El SNC está formado por el encéfalo y la médula espinal, que son centros de 

integración nerviosa. Surge, embriológicamente, de la placa ectodérmica central. Ya 

en las etapas tempranas el tubo neural muestra tres cámaras, que son las que darán 

origen a las estructuras cerebrales del adulto: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el 

rombencéfalo. Las neuronas inician su ciclo vital en los ventrículos y luego emigran a 

su localización final, dirigidas por procesos genéticos.  

En el encéfalo se distinguen dos sustancias, una sustancia  gris (debido al 

predominio de cuerpos celulares, que son de color grisáceo) y la otra blanca (a 

causa de la gran concentración de mielina blanquecina, que cubre los axones). La 

sustancia gris está en la parte externa del encéfalo y se denomina corteza. 

La corteza se divide en seis lóbulos, cuatro primarios: occipital, temporal, parietal y 

frontal y dos secundarios: la ínsula y el sistema límbico. 

La corteza occipital es el área sensorial primaria para la entrada de datos visuales. 

Las funciones principales del lóbulo temporal son el lenguaje, la memoria y la 

emoción. La corteza parietal se caracteriza por encontrarse en ella la llamada 

corteza de asociación de las vías de entrada sensoriales. Además, el lóbulo parietal 

izquierdo ejerce un papel preferente en el proceso verbal. El lóbulo frontal es el área 

del cerebro que más ha evolucionado y es la sede de las conductas específicas de 

cada especie; son la base de la conducta compleja, de la autoconciencia y de la 

personalidad. La parte más posterior es el área o corteza motora frontal, implicada 

en el aprendizaje motor. La parte anterior, o corteza prefrontal, es la implicada en 

funciones cognitivas complejas, en la voluntad y la conciencia de sí, en la 
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organización de la conducta social, en la anticipación y planificación de tareas y 

acciones (figura 1 A).  

El sistema límbico fue considerado inicialmente como sede de las emociones, pero 

después se ha visto que era importante para otras funciones, como la memoria y el 

aprendizaje. Los componentes de este sistema son la amígdala, el tálamo, el 

hipotálamo, la hipófisis, el hipocampo, el área septal (compuesta por el fórnix, cuerpo 

calloso y fibras de asociación), la corteza órbitofrontal y la circunvolución del cíngulo. 

Los estímulos emocionales son registrados por la amígdala, que es el sistema de 

alarma del cerebro y el generador de respuestas emocionales. Existe una serie de 

emociones básicas, primarias, como el miedo, la sorpresa, la cólera, entre otras, 

pero muchas de las emociones son secundarias, es decir, que la información 

generada ha sido reenviada a la corteza y elaborada por el córtex de asociación. 

Todo cuanto capta el cerebro consciente lo envía al sistema límbico donde se 

elabora una respuesta básica. Ésta se envía nuevamente a los hemisferios 

cerebrales y allí se transforma en las complejas sensaciones específicas para cada 

contexto particular. 

 El hipocampo está situado en el lóbulo temporal medio. Por su forma plegada, que 

recuerda a un caballito de mar, recibió el nombre de hipocampo (figura 1 B y C). Su 

principal función es la consolidación de la memoria y el aprendizaje. Una lesión en 

esta zona produce amnesia anterógrada, es decir, de los acontecimientos ocurridos 

después de la lesión, afectando los recuerdos de hechos específicos, pero no al 

aprendizaje de nuevas capacidades o habilidades. Esto es así debido a que existen 

múltiples memorias y no todas son codificadas por el hipocampo. Éste almacena las 

memorias recientes conscientes, la memoria explícita o declarativa. Las memorias 

inconscientes emocionales son mediadas por la amígdala y las memorias 

procedimentales, por los ganglios basales y la corteza motora. El hipocampo no 

madura hasta los dos años, lo que explica por qué no tenemos recuerdos (memoria 

episódica) anteriores a los tres años.  

El diencéfalo está situado en la parte interna central del cerebro, entre los 

hemisferios y el tronco del encéfalo, y por él pasa la mayoría de fibras que se dirigen 

hacia la corteza cerebral. Las partes más importantes del diencéfalo son el tálamo y 

el hipotálamo. El tálamo es una estructura bilobulada de gran tamaño en la parte 

superior del tronco6encéfalo. El tercer ventrículo separa entre sí ambos tálamos, 

aunque éstos permanecen unidos gracias a un puente de tejido talámico 
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denominado masa intermedia. Los tálamos son masas de sustancia gris, por lo que 

contienen cuerpos neuronales y numerosas conexiones sinápticas. El tálamo es 

funcionalmente muy complejo: algunas de sus estructuras hacen función de relevo 

sináptico, pero también tiene funciones de integración y en la expresión de 

emociones. El hipotálamo está situado debajo del tálamo, como su nombre indica. 

Controla el sistema nervioso autónomo y el sistema endócrino, y está implicado en 

conductas básicas de huida, lucha, apareamiento, ingesta, temperatura corporal y 

estado de vigilia.  

El mesencéfalo está constituido por el tectum y el tegmentum. El primero tiene como 

principales estructuras los colículos superiores, que forman parte del sistema visual, 

y los colículos inferiores, que lo son del sistema auditivo. El segundo incluye 

estructuras como el núcleo rojo y la sustancia negra, que forman parte del sistema 

de control motor. La formación reticular es una compleja estructura formada por 

numerosos núcleos; es grande y se extiende desde el bulbo a través del puente y 

cerebro medio al tálamo y otras zonas diencefálicas. Interviene en funciones como el 

sueño, la atención, el tono muscular y el movimiento y en varios reflejos vitales.  

Los dos hemisferios están separados medialmente por el cuerpo calloso, que es un 

conglomerado de fibras nerviosas blancas que los conectan y transfieren cantidades 

enormes de información de un lado a otro; de esta forma realizan una mutua 

regulación (Barbado Alonso y col., 2002). 
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����
���� (�) Esquema representativo de un corte transversal del cerebro de un ratón. (�) 

Esquema representativo de un corte coronal de cerebro de ratón en donde se observan los 

lóbulos del hipocampo. (�) Corte coronal del cerebro de un ratón teñido con 

acetilcolinesterasa. En violeta más obscuro se observa el hipocampo (Paxinos y Franklin, 

2001).  
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El hipocampo es una estructura altamente relacionada con los procesos de 

aprendizaje y memoria (Florian y Roullet, 2004), que junto con la amígdala forman el 

eje central del sistema límbico.��

El hipocampo está formado por dos láminas de corteza y en corte transversal tiene 

una estructura laminar muy definida con capas visibles donde están organizadas 

filas de células piramidales. Las conexiones dentro del hipocampo generalmente 

siguen este formato laminar y son unidireccionales. Ellos forman ����� cerrados bien 

caracterizados que se originan principalmente en la corteza entorrinal (EC)�

adyacente. De esta manera hay rutas definidas para el flujo de la información 

haciendo que el hipocampo sea el blanco más frecuente para el estudio de la 

función sináptica. Las diferentes capas de células y secciones están definidas por 

una serie de conexiones. Las principales capas de células piramidales están en las 

regiones CA164 (área celular 164), principalmente CA1 y CA3 y en el giro dentado 

(DG). �

La vía perforante es la principal entrada al hipocampo. Los axones de la vía 

perforante se originan principalmente en las capas II y III de la corteza entorrinal, con 

una contribución menor desde las capas profundas IV y V. Los axones de las capas 

II/IV se proyectan a las células granulares del giro dentado y a las células 

piramidales de la región CA3, mientras que aquellos de las capas III/V proyectan con 

las células piramidales de la CA1 y el subiculum (Sb). La vía perforante puede ser 

separada en caminos lateral y medio (LPP y MPP, respectivamente), dependiendo si 

las fibras se originan desde la corteza entorrinal� lateral o media (LEC y MEC, 

respectivamente). �

Las ������ �	
��� (MF) son los axones de las células granulares del giro dentado. 

Estas se extienden desde el giro dentado a las células piramidales de CA3, 

formando su entrada principal. Las �������	
���, que conectan con las neuronas CA, 

son grandes agregaciones de terminales con múltiples sitios de liberación de 

transmisores y densidades postsinápticas. Varias células granulares pueden hacer 

sinapsis en una célula piramidal simple de la CA3, la cual está involucrada 

especialmente en la memoria espacial de trabajo (Florian y Roullet, 2004). 
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La vía colateral de Schaffer es derivada de los axones que se proyectan desde la 

región CA3 a la región CA1 del hipocampo. Cualquiera de los axones que vienen 

desde las neuronas CA3 (ipsilateral) o de una estructura equivalente en el hemisferio 

opuesto (contralateral) son llamadas más tarde fibras comisurales, por atravesar de 

un hemisferio a otro del cerebro. Esta vía es intensamente utilizada para estudiar los 

receptores NMDA LTP (potenciación a largo término) y LTD (depresión a largo 

término) dependientes. 

La vía desde el CA1 al subiculum y entrando a la corteza entorrinal forman la salida 

principal del hipocampo. Sin embargo, esta no es una vía directa unidireccional. La 

conexión CA16Sb sigue un diseño anatómico estricto. El extremo distal de la región 

CA1 proyecta con el extremo proximal del Sb. Las proyecciones a la EC siguen un 

patrón similar, con CA1 distal/Sb proximal proyectando hacia la EC lateral, mientras 

que CA1 proximal/Sb distal proyectan a la EC media.  También podría notarse que la 

entrada de estas células desde la EC siguen el mismo patrón, por ejemplo, CA1 

distal/Sb proximal reciben información desde la EC lateral, mientras que CA1 

proximal/Sb distal reciben información desde la EC media. De esta manera, dos 

redes de ����� cerrados están presentes dentro del conjunto de la red hipocampal. 

Estos ����� además se extienden a la corteza perirrinal y postrrinal. La corteza 

perirrinal proyecta a la EC lateral y recibe proyecciones de retorno mientras la 

corteza postrrinal proyecta y recibe información de la EC media. En la figura 2 se 

muestra una representación gráfica de las conexiones presentes en el hipocampo. 
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����
���� La red hipocampal: el hipocampo forma una red principalmente unidireccional, con 

entrada desde la corteza entorrinal (EC); esta forma conexiones con el giro dentado (DG) y 

las neuronas piramidales CA3 por la vía perforante (PP). Las neuronas CA3 también reciben 

información del giro dentado por la ������ �	
��� (MF). Ellos envían axones a las células 

piramidales CA1 por la vía colateral de Schaffer, como también a las células CA1 en el 

hipocampo contralateral por la vía comisural de asociación (AC). Las neuronas CA1 también 

reciben información directamente de la vía perforante y envían axones al subiculum (Sb). 

Estas neuronas a su vez envían de regreso a la EC la información hipocampal principal, 

formando un ����. 

 

��������	�
����	�����

�

Se denomina neurogénesis al proceso de diferenciación celular que, a partir de 

células neuroepiteliales, se generan neuronas muy activamente durante el desarrollo 

embrionario, y de forma restringida durante la vida adulta. La neurogénesis 

hipocampal ha sido observada en animales adultos desde pájaros hasta humanos 

(Altman y Das, 1965; Kaplan y Hinds, 1977; Kuhn y col., 1996; Kornack y Rakic, 

1999; Eriksson, 1998; Barnea y Nottebohm, 1994).  

En el cerebro de ratones adultos las dos zonas mejor conocidas y donde está 

ampliamente confirmada la producción de nuevas neuronas en la vida adulta son: la 

zona subventricular (SVZ) de las paredes del tercer ventrículo y la capa subgranular 

(SGL) del giro dentado del hipocampo. En la SVZ los neuroblastos migran al bulbo 

olfatorio para luego reemplazar a las interneuronas locales (Gross, 2000; Lledo y 

col., 2008).  

En el giro dentado de mamíferos adultos (Abrous y col., 2005) se estimó que cientos 

de células nuevas son generadas a diario (Cameron y McKay, 2001; Rao y Shetty, 
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2004). En esta zona, la neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas 

etapas, como la proliferación de las células pluripotenciales, la migración, la 

diferenciación, la sobrevivencia de las neuronas nuevas, así como la integración de 

éstas en los circuitos neuronales existentes (figura 3). En la zona subgranular del 

giro dentado, las células pluripotenciales expresan nestina, la proteína de unión a 

lípidos del cerebro (BLBP) y GFAP. Esta población celular se caracteriza por tener 

una baja tasa de división celular. Una vez que estas células se dividen, dan lugar a 

una población que se amplifica rápidamente, de la cual se generan por división 

simétrica las células progenitoras de tipo 2 y 3. Las células progenitoras tipo 2a y 2b 

presentan procesos neuríticos cortos paralelos a la zona granular del giro dentado; 

en cambio, las de tipo 3 presentan procesos largos integrados en la capa granular. 

Durante esta etapa se inician los eventos de migración y de diferenciación temprana, 

y las células expresan la proteína asociada a microtúbulos doblecortina, el factor de 

transcripción Prox1 y la proteína nuclear neuronal específica NeuN. Concluida esta 

fase, se generan las neuronas inmaduras caracterizadas por procesos dendríticos 

largos que cruzan la capa granular del giro dentado. Estas neuronas inmaduras van 

a diferenciarse en su totalidad para integrarse en los circuitos neuronales. En este 

estadio final, las nuevas neuronas expresan marcadores específicos, como la 

proteína de unión a calcio llamada calbindina. Además, reciben 	
���� (señal de 

entrada) sinápticos, extienden los axones a lo largo del tracto de las ������ �	
�� y 

muestran propiedades electrofisiológicas muy similares a la de las neuronas 

maduras ya existentes en el giro dentado (Hastings y Gould, 1999; Stanfield y Trice, 

1988; van Praag y col., 2002; Zhao y col., 2006; Kempermann y col., 2003). 
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����
�� �. Neurogénesis en el hipocampo.  ��
��� ��� ���	
�� 	���	����� vista frontal de un 

cerebro de ratón mostrando los sitios de neurogénesis en el giro dentado (DG) de la 

formación hipocampal.���
���������	
���������� esquema de células proliferando en la capa 

subgranular (SGL) localizada en la interface entre el hilus y la capa granular (GL), donde 

migran y se diferencian en neuronas maduras. ��
�������
���� secuencia de tipos celulares 

involucrados en el desarrollo neuronal (Kempermann y col., 2004). 

 

����������
	���	�
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Los factores neurotróficos son péptidos que promueven el desarrollo y la 

diferenciación neuronal (Vega  y col., 2003), y son expresados en una región y 

período particular (Korsching, 1993). El tejido nervioso depende de ellos para su 

supervivencia y funcionamiento dado que participan en los procesos de 

remodelación, adaptación y plasticidad neuronal. 

Los factores neurotróficos actúan de manera autócrina o parácrina, pudiendo ser 

secretados por neuronas, tejidos blanco que ellas inervan o células gliales 

(Korsching, 1993).  

Al ser secretados por el tejido blanco, actúan de forma retrógrada favoreciendo su 

inervación por la neurona que es estimulada. Este mecanismo implica la secreción 

de factores neurotróficos al espacio extracelular, su captura por una neurona vía un 

receptor específico y la internalización del complejo receptor6péptido que es 

transportado por el axón hacia el soma (Korsching, 1993).  
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Los factores neurotróficos también pueden actuar de forma anterógrada, siendo 

secretados desde los axones. De hecho, algunos factores neurotróficos pueden 

actuar como neurotransmisores y, recíprocamente, algunos neurotransmisores 

pueden ejercer una función trófica (Korsching, 1993). 

Un factor neurotrófico puede ejercer distintos efectos sobre una célula y puede 

influenciar diversos tipos neuronales y no neuronales, lo cual implica la competencia 

entre células por los factores (Korsching, 1993). Distintos factores neurotróficos 

cumplen diferentes funciones, pero se pueden superponer por la convergencia de 

caminos de transducción de señales (Korsching, 1993). Sin embargo, esto no 

siempre supone redundancia, ya que una neurona puede necesitar más de un factor 

para sobrevivir. 

 

��������	�
��
�!������

 

La familia más conocida de factores neurotróficos es la de las neurotrofinas. A esta 

familia pertenecen el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4). Las 

neurotrofinas son sintetizadas como pro6hormonas que luego son clivadas dando 

lugar a la forma madura de 14 kDa. Finalmente, dos de éstas se unen para formar 

un homo dímero mediante uniones no covalentes (Blum y Konnerth, 2005). El NGF, 

la NT3 y el BDNF actúan de manera retrógrada, mientras que la NT3 y el BDNF, 

también actúan de manera anterógrada (Korsching, 1993). Todas son expresadas 

en el hipocampo (Skup, 1994) pero el BDNF es particularmente abundante (Binder y 

Scharfman, 2004). 

 

�������"	�	���
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Existen dos tipos de receptores de neurotrofinas: los Trk de alta afinidad y el p75 de 

baja afinidad, ambos, receptores de membrana. Los Trk, ubicados en neuronas y 

astrocitos, transmiten señales que aumentan la supervivencia y promueven el 

crecimiento celular (Klein, 1994). Son receptores del tipo troponina quinasa, o sea 

que poseen actividad quinasa. El TrkA reconoce principalmente al NGF y también a 

la NT3 y la NT4, el TrkB reconoce el BDNF y  la NT4, y con menos afinidad  la NT3, 

y el TrkC reconoce la NT3 (Tessarollo, 1998). El receptor p75 pertenece a la 
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superfamilia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) y de Fas (quinasa de 

adhesión focal), por lo que posee actividad tirosina quinasa (Reinés y col., 2003). 

Tiene una afinidad similar por todas las neurotrofinas. A este receptor se le adjudican 

tanto funciones positivas para la supervivencia neuronal, como, en ciertas 

condiciones, la inducción de la muerte celular. Todos los receptores de neurotrofinas 

se expresan en el hipocampo (Klein, 1994). Los receptores Trk se distribuyen por el 

soma y las neuritas. La unión de la neurotrofina al receptor induce cambios 

conformacionales que llevan a la dimerización y activación del receptor (Blum y 

Konnerth, 2005). Éste puede desencadenar cascadas de señales desde la 

membrana pero también puede ser endocitado  y activar cascadas de señales desde 

la vesícula que es transportada de forma retrógrada hacia el soma. 

Las cascadas que pueden activarse son (Reinés y col., 2003, Huang y Reichardt, 

2001):  

�� La cascada de las MAPK, la cual es responsable de un alto porcentaje de la 

supervivencia celular inducida por la neurotrofinas y es vital para proteger a las 

neuronas del estrés oxidativo y del daño por citoquinas. Mediante esta cascada 

pueden activarse factores de crecimiento o factores de transcripción, y también 

puede intervenir en los procesos de LTP. 

�� La vía de señalización que involucra a la fosfolipasa C (PLCγ). Ésta lleva a la 

salida del Ca2+ de los reservorios y a la subsecuente activación de quinasas. Esta 

vía también podría intervenir en el proceso de LTP. 

�� La vía de la fosfatidil inositol63’6quinasa (PI3K), la cual es la mayormente 

responsable de la supervivencia inducida por NGF. Esta cascada participa en 

fenómenos antiapoptóticos, inhibiendo a la procaspasa69 y estimulando la 

síntesis del factor anti6apoptótico Bcl62, entre otros. 

La respuesta resultante de la interacción neurotrofina6receptor dependerá de que vía 

sea activada, lo cual puede depender de la duración y potencia de la activación de 

diversos receptores y la coexpresión de éstos. 

 

��������������	���	������	�
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En general, todas las neurotrofinas cumplen una función en la supervivencia, 

desarrollo y diferenciación de las neuronas, y en el crecimiento de neuritas, e 
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influyen en la expresión de proteínas esenciales para el funcionamiento normal de 

las neuronas.  

El NGF, por ejemplo, estimula la supervivencia y la iniciación neurítica (Levi6

Montalcini y Angeletti, 1963), la síntesis de diversos neuropéptidos (Heumann, 1987) 

y tiene un papel importante en el mantenimiento de un estado diferenciado de las 

neuronas sinápticas y sensoriales (Misko y col., 1987).  

El BDNF promueve la supervivencia y el crecimiento en una variedad de neuronas. 

Por ejemplo, el BDNF contribuye al desarrollo dependiente de actividad de la corteza 

visual (Binder y Scharfman, 2004), lo cual sugiere un papel en el cableado de 

axones en el desarrollo. El BDNF también tiene importantes efectos en la morfología 

dendrítica (Murphy y col., 1998) y favorece la neurogénesis (Katoh6Semba y col., 

2002). 

Entre las funciones de la NT3 se encontraría la facilitación del desarrollo y la 

supervivencia  de neuronas (Huang y Reichardt, 2001), del desarrollo de precursores 

neuronales hipocampales (Vicario6Abejón y col., 1995), y de la supervivencia y 

desarrollo de oligodendrocitos (Barres y col., 1994). 

Tanto el BDNF como la NT3 cumplen un papel en las sinapsis. Ésta es una función 

muy importante del BDNF, dado que es promotor de la LTP. Cortes hipocampales 

tratados con BDNF o NT3 y no con NGF mostraron un aumento persistente en la 

amplitud del potencial postsináptico, similar a lo que ocurre con la inducción de LTP 

(Kang y Schuman, 1995). Recíprocamente, en ratones �
������ para BDNF no se 

pudo inducir LTP con la estimulación tetánica y esto fue revertido con la aplicación 

de BDNF exógeno (Korte y col., 1995; Patterson y col., 1996). Además, estímulos 

eléctricos que inducen LTP aumentan la expresión de BDNF y NGF (Patterson y col., 

1992). 

Algunos experimentos demuestran que el efecto del BDNF en el LTP sería a nivel de 

la presinapsis, en la liberación de neurotransmisores, pero también se presentan 

fuertes evidencias de efectos en la postsinapsis (McKay y col., 1999; Binder y 

Scharfman, 2004). En la postsinapsis, el BDNF modula a los canales tipo NMDA y 

GABA y además activa canales de sodio voltaje6dependientes que llevan a la 

liberación de neurotransmisores desde las dendritas (Blum y Konnerth, 2005). 

Por otro lado, puede observarse el papel del BDNF en el aprendizaje (figura 4). Se 

ha demostrado que durante el aprendizaje contextual se induce la expresión de 
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BDNF en el hipocampo y que el bloqueo de la función del BDNF impide el 

aprendizaje espacial (Binder y Scharfman, 2004). 

La desregulación de neurotrofinas está asociada con diversas patologías del sistema 

nervioso. En las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, el 

BDNF se encuentra disminuido en hipocampo y neocorteza (Schindowski y col., 

2008) y en la sustancia negra, respectivamente (Binder y Scharfman, 2004). En el 

Alzheimer, en algunas zonas del cerebro se encuentra aumentada la pro6NGF y 

disminuido el TrkA. Además, el NGF estimula la transcripción del péptido APP 

(Schindowski y col., 2008).  

Distintas investigaciones relacionan un aumento del BDNF en los cambios 

electrofisiológicos y comportamentales de la epilepsia (Binder y Scharfman, 2004). 

La expresión hipocampal del BDNF se vio aumentada en pacientes epilépticos 

(Mathern y col., 1997). Además, las convulsiones aumentan los niveles de 

mensajero de NGF (Gall y Isackson, 1989). Por otro lado, la expresión de BDNF 

hipocampal aumenta luego de un daño cerebral.  
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����
�� '� Vías de señalización por la activación del BDNF/TrkB en el aprendizaje y la 

memoria. La actividad aumenta la expresión de BDNF y liberación en sitios pre y 

postsinápticos. El BDNF se une a los receptores TrkB localizados sobre los axones 

presinápticos, llevando a éstos a autofosforilación y activación de la vía de transducción de 

señales de las MAPK, facilitando la liberación del neurotransmisor. El BDNF también de une 

a los receptos TrkB postsinápticos, conduciendo a la activación de los receptores AMPA y 

NMDA a través de la activación de las vías MAPK y PLC que llevan a la subsecuente 

fosforilación de PKA, CAMK y CREB (Yamada y col., 2002). 
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El óxido nítrico (NO) es una molécula pequeña, no cargada, con un electrón 

desapareado, que posee un carácter fuertemente hidrofóbico y alto coeficiente de 

difusión (3300 Nm2/s) (Ledo y col., 2004). Las enzimas de la familia de la óxido 

nítrico sintasa (NOS) catalizan la oxidación del grupo guanidino del aminoácido L6

arginina para generar NO y L6citrulina (Moncada y col., 1991). Esta reacción 

involucra dos pasos de mono6oxigenación. La N6hidroxiarginina es una especie 

intermediaria formada a partir de una reacción que requiere un O2 y un NADPH y la 

presencia de tetrahidroxibiopterina (BH4). El segundo paso de la reacción de síntesis 

del NO resulta de la oxidación de la N6hidroxiarginina para dar citrulina y NO 

(Knowles y Moncada, 1994). La reacción oxidativa implica 5 electrones y esta 

estequiometría impar de la transferencia de electrones permite la generación de un 

radical libre (Forstermann y col., 1994). (Ver figura 5). 

Se han identificado tres isoformas de la NOS que son producto, de al menos, tres 

genes distintos, ubicados en diferentes cromosomas (Forstermann y col., 1994). 

Inicialmente estas isoformas se clonaron de cerebro de rata (nNOS o NOS6I), de 

macrófagos (iNOS o NOS6II) y de células endoteliales bovinas y humanas (eNOS o 

NOS6III). Trabajos posteriores han demostrado su expresión en otras células y 

tejidos: la nNOS, además de las células nerviosas, se localiza en ciertas áreas de la 

médula espinal, ganglios simpáticos, glándula adrenal, células epiteliales de pulmón, 

útero y estómago, músculo esquelético, islotes pancreáticos y en la mácula densa 

del riñón (Forstermann y col., 1994); la eNOS se expresa también en determinadas 

poblaciones neuronales (Nelson y col., 1997); y la iNOS puede expresarse en 

distintos tipos de células como hepatocitos, células endoteliales, condrocitos, células 

gliales y neuronas (Ledo y col., 2004). Las tres son homodímeros en su forma activa, 

con monómeros de peso molecular alrededor de 160 kDa para la nNOS y 130 kDa 

para iNOS y eNOS. Todas tienen FAD, FMN y hemo como grupos prostéticos y 

requieren tetrahidrobiopterina (Knowles y Moncada, 1994; Forstermann y col., 1994; 

Nelson y col., 1997). 
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����
��*� Esquema de la reacción catalizada por la NOS. 

 

Las isoformas de la NOS se pueden distinguir por la dependencia de calcio6

calmodulina y por la inducibilidad. La nNOS y la eNOS se expresan 

constitutivamente y son dependientes de Ca2+/calmodulina. A las concentraciones 

intracelulares de Ca2+ en células en reposo (≅100 nM), estas isoformas no unen 

calmodulina y por lo tanto, están inactivas, mientras que concentraciones mayores a 

500 nM provocan la unión del complejo Ca2+/calmodulina y la consecuente 

activación de la enzima. Normalmente, generan niveles moderados de NO (del orden 

de picomoles) que modulan procesos rápidos como la neurotransmisión y la 

dilatación de los vasos sanguíneos respectivamente. Por el contrario, la isoforma 

iNOS prácticamente no se expresa en células no estimuladas, y es inducida a nivel 

transcripcional por endotoxinas como lipopolisacáridos (LPS) bacterianos o por 

citoquinas proinflamatorias (Forstermann y col., 1994), y aunque se une a 

calmodulina su actividad no es regulada por calcio (Knowles y Moncada, 1994). Esta 

isoforma puede generar cantidades importantes de NO (del orden de nanomoles) 

durante largos períodos de tiempo, que pueden causar efectos citotóxicos 

(Forstermann y col�, 1994). 

Las isoformas de NOS también difieren en su localización subcelular. Aunque la 

nNOS es una enzima soluble, puede aparecer parcialmente asociada a membrana. 
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Se ha  identificado un dominio PDZ en el extremo N6terminal que sugiere su 

capacidad de interactuar con otras proteínas como la PSD695 en células neurales. A 

su vez esta proteína  (PSD695) se une a los receptores de glutamato de tipo N6metil6

D6aspartato (NMDA) también por un dominio PDZ. Estas interacciones permitirían 

una localización de la nNOS próxima a los receptores de NMDA, principales 

activadores de esta isoforma en neuronas, favoreciendo así una rápida activación 

(Ledo y col., 2004). A diferencia de la nNOS, la eNOS es una proteína particulada, 

asociada a la membrana por residuos de miristato (Knowles y Moncada, 1994) y la 

iNOs es una proteína citosólica (Forstermann y col., 1994). 

Estudios 	
� �	��� indican que la actividad de la isoforma nNOS puede ser regulada 

mediante fosforilación también por otras proteínas quinasas como la proteína 

quinasa C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CaMK) (Nakane y col., 

1991; Knowles y Moncada, 1994). Además la nNOS también puede ser regulada por 

interacción con una proteína adaptadora específica de cerebro llamada CAPON, la 

cual compite por el dominio PDZ separando a la nNOS de los receptotes de NMDA 

(Ledo y col., 2004) (figura 6). Otro mecanismo de regulación de la actividad es la 

inhibición directa de la actividad enzimática por el propio NO, probablemente por 

unión al grupo hemo (Colasanti y col., 1995). Además, el NO posee un efecto 

inhibitorio sobre la transcripción de la iNOS por dos mecanismos, ya sea 

suprimiendo la activación del factor nuclear κB (NF6κB) por inducción y estabilización 

del inhibidor de NF6κB, el factor inhibitorio IκB; o por interferir directamente en la 

unión de NF6κB a los elementos de respuesta presentes en la región promotora de 

los genes que codifican la iNOS (Colasanti y Susuki, 2000). Existen algunos factores 

que aumentan la actividad de la NOS constitutiva e inhiben la inducción de la iNOS. 

Por ejemplo pretratamientos de astrocitos con glutamato que aumentan la actividad 

de nNOS por activación de los receptores NMDA, suprimen la expresión de iNOS 

inducida por citoquinas; la dexametosona, un inhibidor de la expresión de iNOS, 

incrementa la actividad de nNOS en astrocitos (Colasanti y Susuki, 2000). Estos 

mecanismos son puntos de control importantes para la producción de NO. 

La nNOS se ha detectado en numerosas regiones del SNC como el cerebelo, el 

bulbo olfatorio accesorio y principal, los colículos inferiores y superiores, el núcleo 

supraóptico, la corteza cerebral, el caudado putamen (Nelson y col., 1997) y las 

regiones CA1, CA2 y CA3 y el giro dentado de la formación hipocampal, entre otros 

(Nelson y col., 1997; de Oliveira y col., 2000). Esta amplia distribución indica que el 
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NO es un importante mensajero biológico de una gran cantidad de procesos que se 

llevan a cabo dentro del sistema nervioso. En cuanto a su localización celular, en 

cortes de cerebro la nNOS ha sido localizada tanto en astrocitos (Colasanti y Susuki, 

2000) como en poblaciones neuronales (Ledo y col., 2004). Hay estudios que 

demuestran que la localización y expresión de nNOS en neuronas del hipocampo 

difiere fuertemente entre rata y ratón. En ratón se ha encontrado una importante 

expresión de nNOS en el citoplasma de células piramidales tanto en CA1 como en 

CA3, mientras que en rata la mayoría de los estudios revelan que la expresión de 

nNOS está confinada a interneuronas de CA1 o es limitada en células piramidales de 

esta subregión. Además se encontró que la expresión de nNOS en ratón es mucho 

mayor que en rata. Es llamativo que esta diferencia sólo se observa en hipocampo y 

no en otras áreas del cerebro (Blackshaw y col., 2003). La eNOS se expresa en 

determinadas poblaciones neuronales de diferentes regiones cerebrales como 

células piramidales del hipocampo, neuronas de la capa granular interna del bulbo 

olfatorio y cerebelo (Nelson y col., 1997), mientras que la iNOS puede ser activada 

en microglía y astrositos (Ledo y col., 2004). 

El NO es un importante regulador de la función neuronal. Así se ha descripto que el 

NO es un mensajero intracelular sintetizado endógenamente después de la 

activación de receptores NMDA. En el cerebro, el NO es una molécula de 

señalización retrógrada que transfiere información de las terminales nerviosas post a 

presinápticas. También actúa como segundo mensajero en la terminal postsináptica. 

El NO juega un rol importante en el LTP en el hipocampo y en el LTD en cerebelo y 

estaría involucrado en procesos de aprendizaje y memoria conservados a lo largo de 

la evolución (Bredt y Snyder, 1992). 

La principal señal intracelular que desencadena el NO, es el aumento de los niveles 

de GMPc, que activaría la proteína quinasa dependiente de GMPc y la 

correspondiente cascada intracelular (Feil y Kleppisch, 2008). Existen evidencias de 

mecanismos independientes de GMPc, por ejemplo la ADP ribosilación de proteínas 

que regularían la transmisión sináptica (Sullivan y col., 1997). Asimismo, se ha 

descripto que el NO puede aumentar la liberación basal de neurotransmisores como 

la dopamina, glutamato y acetilcolina (Lonart y Johanson, 1992). 

La producción de NO puede conducir a neuroprotección o neurotoxicidad 

dependiendo de su concentración, del lugar de producción y del entorno celular 

(Colasanti y Susuki, 2000). Miranda y col. (2000) sugieren que el NO a bajas 
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concentraciones, en el orden nanomolar, actúa directamente como un antioxidante. 

Se ha demostrado que el NO protege contra la injuria celular causada por peróxido 

de hidrógeno (H2O2), xantina oxidasa, y alquilhidroxiperóxidos. Ha sido propuesto 

que una controlada producción de NO podría constituir parte de la respuesta 

fisiopatológica de los tejidos a la noxa y la inhibición de esta respuesta podría 

interferir con los procesos normales de reparación (Khaldi y col., 2002). Sin 

embargo, altas concentraciones de NO, en el orden nanomolar, puede participar en 

eventos neurodestructivos. Entre los mecanismos propuestos, se incluyen la 

reacción del NO con el ión superóxido y la producción de peroxinitrito, un conocido 

compuesto tóxico (Przedborski y col., 2000).  
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����
�� +, Señalización de nNOS en las sinapsis neuronales. La estimulación de los 

receptores de NMDA (NMDAR) por glutamato, proveniente de las neuronas presinápticas, 

produce entrada de calcio en las neuronas postsinápticas. Los NMDAR produce la 

activación de la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS), produciendo óxido nítrico (NO) y 

citrulina a partir de arginina. La nNOS está regulada por la proteína quinasa C (PKC) y por la 

proteína adaptadora específica de cerebro (CAPON), la cual compite por el dominio PDZ 

separando a la nNOS de los NMDAR. El NO actúa como un mensajero retrógrado y 

dependiendo de su concentración puede conducir a señales de sobrevida (cascada MAPK) 

o toxicidad neuronal. 
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La PKC es una familia de 12 isoformas, nueve de las cuales están presentes en el 

cerebro (Hrabetova y Sacktor, 2001), que han sido clasificadas en 3 grupos: PKC 

convencionales (α, βI, βII, γ), son calcio dependientes y activadas por fosfatidilserina 

(PtdSer) y diacilglicerol (DAG); PKC nóveles (δ,ε,η,θ), son activadas por PtdSer, 

DAG pero no por calcio y PKC atípicas (ι/λ,ζ,�), las cuales requieren sólo PtdSer 

para su activación (Newton y Johnson, 1998). Cada isoforma presenta un dominio 

regulatorio amino6terminal, conteniendo una secuencia autoinhibitoria para un 

pseudosustrato y un sitio de unión a segundos mensajeros; y un dominio catalítico 

carboxilo6terminal. PKC está normalmente en un estado basal inactivo por 

interacciones entre estos dos dominios. Los segundos mensajeros activan 

transcientemente a PKC por unión al dominio regulatorio, translocando la enzima 

desde el citosol a membrana, y causando un cambio conformacional que 

temporariamente aumenta la autoinhibición (Hrabetova y Sacktor, 2001). 

La activación de PKC por segundos mensajeros (por ejemplo DAG) o por ésteres de 

forbol (potente activador de PKC) involucra la translocación de la enzima a la 

membrana. Las diversas isoenzimas, las cuales muestran una distribución regional 

diferente, localización subcelular y perfiles de activación distintos, podrían tener 

especificidad por diferentes sustratos y participar en diversas funciones fisiológicas 

(Newton y Johnson, 1998). 

Las distintas isoformas de PKC están involucradas en una extensa variedad de 

procesos fisiológicos y patofisiológicos en el cerebro y en el organismo entero (Oster 

y col., 2004). Su actividad es elevada en los sistemas en desarrollo como también en 

procesos de crecimiento, diferenciación y plasticidad neuronal (Hirono y col., 2001). 

En particular, regulan la conductancia de canales iónicos (Paubraj y Behari, 2004), la 

liberación de neurotransmisores y la dinámica de los receptores, eventos a largo 

término como expresión de genes y estarían implicadas en la LTP y LTD (Hrabetova 

y Sacktor, 2001), por lo que podrían jugar un papel importante en los procesos de 

aprendizaje y la memoria (Noguès y col., 1996). 

Desde que se describió que PKC está involucrada en la plasticidad sináptica, se ha 

estudiado en el hipocampo la influencia de diferentes tipos de situaciones 

comportamentales sobre la actividad de PKC, qué isoformas están implicadas en 
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determinados procesos y cúal es su distribución celular. Así se demostró que la 

exposición a un ambiente enriquecido o a una actividad física crónica incrementa la 

actividad de PKC citosólica y decrece la actividad de PKC unida a membrana, 

respectivamente, mejorando el aprendizaje espacial (Noguès y col., 1996). También 

se demostró que PKC está críticamente involucrada en procesos que desencadenan 

desórdenes como la enfermedad de Alzheimer (Xu y col., 2005), a través de la 

excitotoxicidad por glutamato, cuyas dosis citotóxicas conducen a la redistribución de 

la PKC (Buchner y col., 1999). Estudios acerca del rol de las isoformas de PKC en 

hipocampos de ratas adultas son contradictorios. Colombo sostiene que en ratas de 

6 meses de edad existe una correlación entre las altas concentraciones de PKCγ en 

la fracción particulada y PKCβII en la fracción soluble con una mejor memoria 

espacial. En ratas de 24 meses de edad el deterioro de la memoria fue 

correlacionado con altas concentraciones de PKCγ en la fracción soluble (Colombo y 

col., 1997). Otros autores sostienen que no hay diferencias entre las fracciones 

citosólica, particulada y nuclear de hipocampo de ratas jóvenes y adultas para las 

isoformas α, β, γ, δ, ε y ζ de PKC (La Porta y Comolli, 1999).  

Estudios recientes sobre la función de PKMζ indican un rol importante de esta forma 

activa de la isoforma atípica PKCζ en la potenciación y/o depresión a largo término. 

Se cree que ambas constituyen los mecanismos principales de la formación del 

aprendizaje y la memoria. Es importante mencionar que estos autores no han 

detectado PKCζ en el hipocampo, pero si han encontrado altos niveles de ARNm de 

PKCλ y PKMζ. La expresión de PKCλ está ausente o altamente disminuida en la 

angosta región CA2 del giro hipocampal, separando las áreas CA1 de CA3. El giro 

dentado contiene altos niveles de transcriptos de PKCλ y PKMζ mientras que el 

subiculum solamente expresa PKMζ, indicando un rol específico de ambas 

isoformas en la adquisición de la memoria por el sistema límbico (Oster y col., 2004). 

En la LTD, inducida en la región CA1 del hipocampo, se observó que las isoformas 

convencionales de PKC (α, βI, βII, γ) se incrementaron en la fracción de membrana a 

los 45 segundos de ser estimulado; mientras que PKMζ decreció en el citosol recién 

a los 15 minutos y luego a los 30 minutos lo hicieron PKCγ y PKCε. Este 

decrecimiento fue persistente. Por lo tanto distintas isoformas de PKC participan en 

la inducción y el mantenimiento del LTD (Hrabetova y Sacktor, 2001). 



Introducción 

38 
 

El estudio acerca de la implicancia de las isoformas de PKC y su distribución celular 

en distintos procesos, tanto fisiológicos como patológicos, todavía no está claro y se 

desconocen muchos de los mecanismos involucrados. 
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Los receptores de N6metil6D6aspartato (NMDA), un subtipo de receptores de 

glutamato, actúan como detectores de coincidencia porque requieren tanto la 

actividad presináptica (glutamato liberado por el axón terminal) como postsináptica 

(despolarización que libera el Mg2+, condición necesaria para la apertura del canal). 

Los canales de los receptores NMDA activos permiten el influjo de calcio hacia el 

interior de la célula postsináptica, la cual dispara una cascada de eventos 

bioquímicos resultando en un cambio sináptico (Tsien y col., 1996). En la figura 7 se 

muestra un esquema representando un receptor NMDA. La potenciación a largo 

término (LTP), un modelo de plasticidad neuronal implicado en el aprendizaje y la 

memoria, es fácilmente inducido en el hipocampo, y requiere la activación de estos 

receptores NMDA (Cain y col�, 1997). 

En el área CA1 del hipocampo, la inducción de la LTP más comúnmente estudiada 

es la dependiente de la activación del receptor NMDA. La excesiva estimulación de 

estos receptores provoca una elevada cantidad de Ca2+ libre en el citosol de la 

neurona postsináptica. Estos niveles de calcio provocan la activación de la 

fosfolipasa A2 (PLA2), llevando a la subsecuente liberación de ácido araquidónico 

(AA). El metabolismo del AA puede producir ROS libres y peroxidación lipídica 

conduciendo a la muerte celular. A estos mecanismos de muerte neuronal como 

consecuencia de la hiperestimulación del receptor de glutamato se lo denomina 

excitotoxicidad.  
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��2��Esquema de un receptor de NMDA. 
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En la bioquímica celular ocurren reacciones de óxido6reducción que determinan el 

estado redox de la célula. Este estado puede encontrarse o no en equilibrio, 

dependiendo de cuántos compuestos biológicos se encuentren reducidos y cuántos 

oxidados, lo cual a su vez depende del balance entre prooxidantes y antioxidantes. 

Un aumento de prooxidantes o una disminución de antioxidantes podrían llevar a un 

desbalance y por ende a un estado de estrés oxidativo. En un estado de estrés 

oxidativo el DNA, los lípidos y las proteínas pueden ser oxidados, lo que puede 

contribuir al desarrollo de patologías como el cáncer (Cerutti y col., 1994) o 

enfermedades neurodegenerativas (Bishop y Anderson, 2005).   

Diversas reacciones fisiológicas generan componentes proooxidantes, 

encontrándose entre ellos el oxígeno molecular (O2) y sus sustancias reactivas 

derivadas, las especies reactivas de oxígeno (ROS), así como el óxido nítrico (NO) y 

sus sustancias reactivas derivadas, las especies reactivas de nitrógeno (RNS) (figura 

8). Las más reactivas de estas especies son las de naturaleza de radicales libres ya 

que poseen uno o más electrones desapareados y, además, generan reacciones en 

cadena irreversibles (Reinés y col., 2003).  

Los radicales libres se producen continuamente a altas velocidades como 

subproducto del metabolismo aeróbico. Por ejemplo, un importante proceso 

involucrado en la producción de radicales libres es la cadena respiratoria acoplada a 
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la fosforilación oxidativa (Reinés y col., 2003). Otro ejemplo son las reacciones 

llevadas a cabo por el complejo enzimático citocromo P450 (Gregus, 2008).  

 

 

 

����
�� 4�� Esquema de las reacciones que generan componentes prooxidantes. En 

situaciones normales, la producción de prooxidantes se ve contrarrestada por diversos 

mecanismos celulares, tales como enzimas antioxidantes o vías metabólicas que mantienen 

un entorno reducido. Sin embargo, cuando la generación de prooxidantes supera a las 

defensas antioxidantes, se produce un estado de estrés oxidativo en el que el DNA, los 

lípidos y las proteínas son oxidados y por ende su estructura y funcionamiento son 

alterados, pudiéndose alcanzar, inclusive, la muerte celular (Schulz y col., 2000). Además, 

varios factores de transcripción están regulados por el estado REDOX, con lo cual una 

alteración en el balance de agentes reductores y oxidantes podría llevar a una expresión de 

genes alterada (Miao y St Clair, 2009). El estado de estrés oxidativo puede ser generado por 

diversos factores tales como la presencia de ciertos tóxicos (Gregus, 2008), la exposición a 

radiaciones, la presencia de metales de transición, la inflamación (Reinés y col., 2003), y el 

estrés (Chalmers y col., 2003; Epel, 2009). Además, el estrés oxidativo fue asociado a 

numerosas enfermedades neurodegenerativas y psiquiátricas, tales como el Parkinson, el 

Alzheimer (Bishop y Anderson, 2005) y la esquizofrenia (Smythies, 1999). 
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Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son un grupo de moléculas que derivan 

del oxígeno molecular (Thiels y Klann, 2002) y pueden inducir daño oxidativo en 

lípidos, proteínas y ADN, e incluso muerte neuronal, en ausencia de adecuada 

protección antioxidante. Las ROS cumplen varias funciones normales en las células 

actuando como segundos mensajeros regulando la expresión de genes en diversos 

campos como apoptosis, crecimiento celular y quimiotaxis. Las ROS también 

podrían actuar modulando la actividad de proteínas kinasas y fosfatasas durante la 

LTP. Así, niveles fisiológicos de peróxido de hidrógeno y superóxido son necesarios 

para la inducción y expresión de la LTP, mientras que altas concentraciones de 

estas ROS suprimen la expresión completa de LTP, posiblemente por ser tóxicas e 

inhibir la actividad de PKC (Klann y Thiels, 1999). Sólo cuando estas son producidas 

en exceso, o si las defensas antioxidantes están bajas, resulta en una patología 

(Smythies, 1999). En tal sentido, el hipocampo es una de las estructuras más 

vulnerables al daño por estrés oxidativo (Dubey y col., 1996). 

Las principales especies reactivas de oxígeno son el anión superóxido (O2
.6), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical oxhidrilo (OH.), y el oxígeno singulete (O2
1). 

En reacciones como las que ocurren en la cadena respiratoria, el O2 recibe un 

electrón formándose así O2
.6. El O2

.6 puede oxidar varias moléculas biológicas, como 

las catecolaminas y grupos prostéticos con hierro (Fe) de diversas enzimas, 

contribuyendo a la formación de OH. por la liberación del Fe2+ (Fridovich, 1997). El 

O2
.6 puede recibir otro electrón, o el O2 puede recibir 2 electrones,  formándose así 

H2O2, que no es un radical pero es oxidante y contribuye a la formación de OH. . El 

H2O2 es producto de diversas reacciones enzimáticas, entre ellas la dismutación del 

O2
.6 llevada a cabo por la enzima antioxidante superóxido dismutasa (SOD) (McCord 

y Fridovich, 1969), y la beta peroxidación de ácidos grasos en peroxisomas (Reinés 

y col., 2003). Por su lado, el OH. es muy reactivo y puede originarse mediante dos 

reacciones sucesivas que dependen de la presencia de metales divalentes como el 

hierro (Graf y col., 1984): 
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1. O2
.6     +   Fe 3+             O2     +     Fe 2+ 

 

2. Fe 2+   +  H2O2            Fe 3+   +  OH.  + OH6  (Reacción de Fenton)  

 
 

El radical OH. resulta altamente tóxico debido a que reacciona tan rápidamente que 

la célula no posee defensas antioxidantes frente a él (Gregus, 2008). Al mismo 

tiempo, dado que las ROS pueden oxidar macromoléculas biológicas, se generan 

también radicales libres orgánicos (Harman, 1972).  

El Ca2+ puede estar involucrado en la generación de ROS. Un aumento anormal de 

Ca2+ intracelular puede desacoplar la cadena respiratoria e inducir la apertura de 

poros mitocondriales (Reinés y col., 2003). Recíprocamente, las ROS pueden 

aumentar el Ca2+ libre y la excitotoxicidad. Como ya se mencionó anteriormente, un 

aumento del Ca2+ intracelular puede ser producto de la acumulación de glutamato en 

el espacio sináptico actuando vía los receptores tipo NMDA, lo cual gatilla una 

cascada de señalización que lleva al aumento de las ROS (Lafon6Cazal y col., 1993). 

Esto ha sido involucrado en distintas enfermedades neurodegenerativas (Sheehan y 

col., 1997).  
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Como se mencionó anteriormente, el NO es un gas radical libre producido por las 

óxido nítrico sintasas (NOS) que puede resultar benéfico o dañino, según en qué 

concentración y entorno se encuentre. Bajas concentraciones de NO en un ambiente 

libre de estrés oxidativo corresponderían al funcionamiento fisiológico normal 

(Marletta y Spiering, 2003). De hecho, a bajas concentraciones resulta protector 

contra el daño oxidativo (Wink y col., 1995). Sin embargo, altas concentraciones 

resultan oxidantes. Bajo estas condiciones se gatillan señales diferentes que llevan a 

caminos como la inhibición del BDNF (Canossa y col., 2002) y de proteínas 

reparadoras del ADN (Liu y col., 2002), e inducción la apoptosis (Bonfoco y col., 

1995). El rol dañino del NO se debe a su propia acción oxidante y a la de las RNS 

que de él derivan. En condiciones de estrés oxidativo, al encontrarse con O2
.6 puede 

reaccionar formando peroxinitrito (ONOO6), oxidante muy potente (Marletta y 

Spiering,  2003, Beckman y  Koppenol, 1996). El peroxinitrito reacciona fácilmente 
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con el CO2 dando un compuesto intermediario que se hidroliza espontáneamente en 

dos radicales: dióxido de nitrógeno (NO2
.) y anión radical carbonato (CO63.) (Gregus, 

2008). Por otro lado, a partir del NO se forman iones nitroxilo (NO6) y N2O3 como 

intermediario en la reacción del NO con el O2 (Miranda y col., 2000, Marletta y 

Spiering, 2003).  

El NO es oxidante de sustratos tales como los grupos hemo (Miranda y col., 2000). 

Esto provoca la liberación de metales que podrían aumentar la producción de 

radicales hidroxilo. El ONOO6, el NO2
., el CO63. y el NO6 son oxidantes de proteínas, 

lípidos y DNA (Miranda y col., 2000; Gregus, 2008; Bishop y Anderson, 2005). Un 

ejemplo es la nitración irreversible de residuos de tirosina frente al peroxinitrito 

(Guelman, 2003). Por otro lado, el NO2
.  y el N2O3 son donantes de NO+ que son 

transferidos a moléculas biológicas (Miranda y col., 2000).  

La neurotoxicidad a partir de la estimulación del receptor de NMDA también estaría 

mediada por el NO producido por la nNOS (Culcasi y col., 1994; Dawson y Dawson, 

1996). Al igual que para las ROS, la entrada de Ca2+ a la célula a través de los 

canales NMDA provoca un aumento del NO, debido a que el ión activa las NOS. Al 

aumentar los niveles de ROS y NO conjuntamente, aumentan los niveles de 

peroxinitritos lo cual puede exacerbar el daño y llevar a la muerte celular (Reinés y 

col., 2003; Dawson y Dawson, 1996).  
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Como se mencionó, continuamente se producen especies reactivas con carácter 

oxidante. Sin ningún mecanismo de defensa frente a esto la supervivencia de un 

organismo aerobio no sería posible. Las defensas antioxidantes de una célula 

reducen la capacidad pro6oxidante. Estos mecanismos incluyen: la transformación 

de los compuestos pro6oxidantes a compuestos menos reactivos mediada por 

enzimas, la reducción de los compuestos mediada por moléculas atrapantes no 

enzimáticas, el secuestro de metales catalizadores de las reacciones de formación 

de radicales libres y el mantenimiento de un entorno reducido (Reinés y col., 2003). 

Entre los antioxidantes cerebrales se encuentran el ácido ascórbico, las enzimas 

superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) y el glutatión (GSH) (figura 9). 
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��5��Esquema de las reacciones catalizadas por las principales enzimas antioxidantes. 

Enzimas superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).  
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Las SOD forman una familia de enzimas de la que se han caracterizado en 

eucariotas: la Mn6SOD mitocondrial, la Cu/Zn6SOD mayormente citosólica y la EC6

SOD mayormente extracelular, esta última menos presente en tejido nervioso 

(Fridovich, 1997).  

Como su nombre lo indica la SOD dismuta al superóxido en O2 y H2O2 (McCord y 

Fridovich, 1969): 

 

O2
.6 +  O2

.6 +  2H+               O2 + H2O2                        

 

Por lo tanto las SOD cumplen un rol importante eliminando el O2
.6 del medio y 

evitando, de esta manera, que se formen nuevas especies reactivas, como el 

peroxinitrito. 

Cada SOD depende de ciertos iones metálicos divalentes. La tabla 1 muestra cuáles 

son los iones para cada una de las isoformas y, qué proteínas cumplen un rol 

importante en la donación de dichos iones, y por lo tanto en la actividad de las SOD 

(Miao y St Clair, 2009). Las SOD se expresan constitutivamente, pero pueden ser 

reguladas transcripcionalmente. Se cree que la Cu/Zn6SOD se expresa 

fundamentalmente de modo basal y muy poco de manera inducida (Miao y St Clair, 

2009). En cambio la expresión de la Mn6SOD está altamente regulada, y en esto 
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cumple un papel importante la inducción de su transcripción por un estado de estrés 

oxidativo. Las SOD pueden ser reguladas, además, epigenéticamente o post6

transcripcionalmente (Miao y St Clair, 2009)��

�

�

6�7����� Isoformas de la enzima superóxido dismutasa (Miao y St Clair, 2009). 

 

 

 

Varios experimentos demuestran que las SOD cumplen un importante papel 

protector frente al estrés oxidativo, daño o neurotoxinas en el sistema nervioso 

central (Ischiropoulos y Beckman, 2003). Además, las SOD resultan protectoras 

frente a la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA (Dawson y Dawson, 1996). 

En distintos organismos se han reportado diversas anomalías provocadas por la falta 

de alguna de estas enzimas (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 2003). 

Además las SOD parecerían estar altamente relacionadas con la esclerosis 

amiotrófica lateral familiar (FALS), en la cual lo individuos presentarían una forma de 

la Zn/Cu6SOD mutada con función tóxica (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 

2003; Schulz y col., 2000). 
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La catalasa (CAT) es una hemo6proteína asociada a NADPH con función peroxidasa 

(Chelikani y col., 2004). Se encuentra principalmente en los peroxisomas de las 

células de todos los órganos, especialmente en hígado y eritrocitos.  
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La CAT transforma el H2O2 en agua y O2: 

 

2 H2O2                    2 H2O + O2                                           

 

Es una enzima ubicua, muy resistente a la proteólisis y desnaturalización, y su 

expresión está modulada por el H2O2 y especies reactivas del oxígeno (Chelikani y 

col., 2004). 
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El glutatión (GSH) es el mayor antioxidante en el cerebro (Dringen, 2000). Es el 

principal antioxidante en los terminales presinápticos de las neuronas (Smythies, 

1999). Sin embargo, la mayoría se encuentra en las células gliales (Philbert y col., 

1991). Además se encuentra en el espacio extracelular porque es secretado por 

ambos tipos celulares. 

El GSH es un tripéptido de glutamato, cisteína y glicina, mayormente citoplasmático 

(en menor medida mitocondrial), con alto número de tioles (Aoyama y col., 2008a), 

por lo tanto tiene un alto poder reductor. Actúa como secuestrador de radicales libres 

tales como el superóxido, el óxido nítrico, el radical hidroxilo y el peroxinitrito. 

Además, resulta cofactor de reacciones de reducción de peróxidos (como el H2O2), 

calalizada por la glutatión peroxidasa (GPx) (Chance y col., 1979). Al reaccionar, el 

glutatión reducido (GSH) pasa a su forma oxidada, glutatión disulfuro (GSSG) (figura 

10). 
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���9��Vías de oxidación y reducción del glutatión en su acción antioxidante. 

Glutatión peroxidasa (GPx) y la glutatión reductasa (GR) (Dringen, 2000). 
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Normalmente, la mayoría del glutatión está en su forma reducida, por ello el sistema 

funciona como un buffer REDOX. La enzima glutatión reductasa (GR) dependiente 

de NADPH es la encargada de revertir el GSSG a GSH (Aoyama y col., 2008b).  

Por otro lado, el glutatión forma conjugados con sustancias tóxicas, reacción 

catalizada por la glutatión6s6transferasa, y es liberado por las células e hidrolizado 

por la γ6glutamil transpeptidasa (Dringen, 2000). Ambos fenómenos disminuyen la 

cantidad de glutatión, pero los valores son normalizados gracias a su síntesis de 


���. 

El GSH es formado a partir de la unión de glutamato y cisteína catalizada por la 

enzima γ6glutamilcisteína sintasa, formándose un dipéptido que luego se une a una 

glicina, reacción catalizada por la enzima GSH sintasa (Aoyama y col., 2008b). El 

GSH producido ejerce una retroalimentación negativa sobre su síntesis inhibiendo a 

la γ6glutamilcisteina sintasa. El sustrato limitante es la cisteína, la cual ingresa a las 

células gliales a través de los transportadores EAAT1 y EAAT2, y a las neuronas 

hipocampales a través del transportador EAAC1 (Aoyama y col., 2008a). Además, el 

dipéptido, producto de la hidrólisis de GSH puede ser reutilizado como sustrato para 

la síntesis de 
����(Dringen, 2000). 

Además de su importancia como antioxidante, se le han adjudicado otras funciones, 

tales como un papel esencial en la proliferación celular, almacenamiento no tóxico 

de cisteína,  neuromodulación sináptica y neurotransmisión (Cruz y col., 2003; 

Dringen, 2000). 

Se ha documentado que una disminución de GSH puede desencadenar apoptosis, 

llevar a un aumento del influjo de Ca2+ a la célula, aumentar las ROS (figura 11), o 

conducir a la disfunción mitocondrial (Schulz y col., 2000). Se ha encontrado una 

disminución de GSH en el sistema nervioso de pacientes esquizofrénicos y en 

individuos con enfermedad de Parkinson (Schulz y col., 2000).  
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����
�� ���� Protección dependiente del glutatión contra el estrés oxidativo.� El glutatión 

reacciona con el superóxido, el óxido nítrico, el radical hidroxilo, y el peroxinitrito (flecha 

punteada). El glutatión también reacciona con el H2O2 catalizados por la GPx/CAT. 

Abreviaturas: O2
−: superóxido, H2O2: peróxido de hidrógeno, GPx: glutatión peroxidasa, CAT: 

catalasa, NO: óxido nítrico, ONOO−: peroxinitrito, HO⋅: radical hidroxilo.  
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Los seres superiores defienden constantemente su integridad biológica frente a 

agresiones, procedentes del exterior así como del propio organismo. De no ser así, 

morirían como consecuencia de tumores e infecciones por bacterias, virus, hongos, 

etc. Para que estos fenómenos de defensa se lleven a cabo, los organismos 

disponen de un conjunto de elementos especiales, conocido como sistema inmune� 

La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se madura y consolida en los 

primeros años de la vida fuera del seno materno.  

El sistema inmune (SI) está conformado por una serie de órganos, tejidos y células 

que se encuentran distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo. 

Estructuralmente el SI está formado por órganos macizos como el timo, el bazo y los 

ganglios linfáticos y estructuras tubulares como los vasos linfáticos que se 

encuentran intercomunicando algunos de los órganos mencionados anteriormente. 

Teniendo en cuenta las funciones que realizan estos órganos se pueden clasificar en 

primarios y secundarios. En los órganos primarios, el timo y la médula ósea, se 

generan las células que conforman al sistema inmune (linfopoyesis) y además en 

éstos los linfocitos adquieren su repertorio de receptores específicos para cada tipo 

de antígeno. Los órganos secundarios hospedan a las células capacitadas en un 

entorno adecuado para que las mismas interactúen con los agentes extraños al 

organismo y eventualmente los eliminen. Los órganos linfoides secundarios incluyen 

el bazo, los ganglios linfáticos y el tejido linfoide asociado a las mucosas, como las 

amígdalas y las placas de Peyer del intestino. 

El rol primario del SI es entonces proteger al organismo de agentes perjudiciales 

externos. Juega además un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 

antigénica del organismo eliminando clones autoreactivos, es decir que reconozcan 

antígenos propios (Fainboim y Geffner, 2005; Delves y Roitt, 2000a). 
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Existen dos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida o adaptativa. La inmunidad 

innata  es la primera línea de defensa  ante una infección o un agente tóxico 

(Medzhitov y Janeway, 2000). Forman parte de ésta la piel y el epitelio de los tractos 

digestivo, respiratorio y genitourinario, así como también diversos tipos de células, 

como mastocitos, macrófagos, neutrófilos entre otras. Además involucra el sistema 

del complemento y proteínas de fase aguda. La respuesta inmune inespecífica es la 

primera barrera defensiva del organismo y no requiere sensibilización previa. Este 

tipo de respuesta es mediada por células con capacidad fagocítica y células 

asesinas naturales (NK).  

El sistema inmune adaptativo evolucionó en los vertebrados primitivos y permite una 

respuesta inmunitaria mayor y específica, así como el establecimiento de la 

denominada memoria inmunológica que  proporciona una respuesta mejorada a 

encuentros secundarios con ese mismo patógeno específico. La inmunidad 

adaptativa puede clasificarse en dos tipos: la inmunidad celular, mediada por 

linfocitos T (LT) y la inmunidad humoral mediada por linfocitos B (LB). Los LB y LT  

reconocen motivos particulares presentes en los patógenos. El linfocito B o T que 

reconoce su antígeno se activa y sufre un proceso de expansión clonal generando 

así una progenie de idéntica especificidad antigénica compuesta por miles de células 

(Delves y Roitt, 2000a). 
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Los linfocitos B cumplen  la función de generar anticuerpos (Ac), función que llevan a 

cabo una vez diferenciados. Los LB responden a dos tipos distintos de antígenos 

(Ag), los Ag timo6independientes (T6independientes), como por ejemplo las 

estructuras poliméricas presentes en la pared de las bacterias Gram6negativas 

(lipopolisacárido de membrana, LPS), que inducen una respuesta sin necesidad de 

la colaboración de los LT y los Ag timo6dependientes (T6dependientes), como los 

glóbulos rojos de carnero (GRc) que necesitan de las células T para producir una 

óptima producción de Ac (Delves y Roitt, 2000b). La interacción de los Ag con sus 

receptores produce la activación del LB que prolifera y se diferencia en célula 
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plasmática, que es la célula efectora, y secreta activamente Ac específicos contra el 

Ag que las activó. 

Los LB reconocen a su Ag a través de receptores de membrana. Para los Ag T6

dependientes los receptores son inmunoglobulinas (Ig) de membrana de tipo IgD e 

IgM (BCR). El procesamiento y presentación de Ags T6dependientes a células T 

efectoras estimula la producción de citoquinas y la expresión en superficie de CD40, 

que actúa sobre las células B para inducir la progresión del ciclo celular y 

diferenciación celular. Existen dos tipos de Ag T6independientes, los Ag TI61 que  no 

estimulan las células B a través del BCR sino a través de receptores del tipo Toll 

(TLRs), como por ejemplo el LPS que estimula al LB a través del TLR64 (Medzhitov, 

2001); y los Ags TI62  que reaccionan de forma cruzada con BCR (Fainboim y 

Geffner, 2005). 
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La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante función como 

mecanismo inmunológico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y 

virus, así como evitando la aparición y desarrollo de células tumorales. Los LT 

reconocen el Ag mediante un receptor de membrana (TCR), pero a diferencia de los 

LB, que reconocen antígenos nativos, los LT lo hacen sólo cuando el Ag es 

degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de antígeno 

(APC) o de células infectadas y sus determinantes antigénicos son expuestos en la 

superficie de estas células en el contexto de una molécula del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC). 

Existen diversos tipos de linfocitos T. En función de la expresión de moléculas de 

superficies CD4 y CD8 se clasifican en dos grupos. Las células T CD4+ y células T 

CD8+. Las células  CD4+ a su vez se dividen en T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2),  T 

helper 17 y T reguladores (TReg) de acuerdo con su perfil funcional, determinado 

fundamentalmente por el patrón de citoquinas producido.  

Los linfocitos T CD4+ reconocen Ag procesados proteolíticamente y expuestos en el 

contexto de moléculas del MHC de clase II de las APC. Por otra parte, los linfocitos 

citotóxicos CD8+ reconocen a los Ag que han sido procesados endógenamente en el 



Introducción 

52 
 

citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de 

clase I (Fainboim y Geffner, 2005). 

La diferenciación de células T tanto en células efectoras Th1 como Th2 determina la 

naturaleza de la respuesta inmune adaptativa que se activa subsecuentemente. 
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Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular biológicamente activas que 

modulan la actividad del sistema inmune, secretadas por varios tipos celulares 

pertenecientes o no al sistema inmune. Sus acciones suelen ser pleiotrópicas y 

redundantes. En este sentido suelen observarse efectos sinérgicos o antagónicos. 

Algunas citoquinas se consideran anti6inflamatorias y otras pro6inflamatorias 

(Fainbom y Gefner, 2005). 

Las células Th1 cuando son estimuladas secretan IFN6γ, IL62 y TNF. Las células Th1 

están involucradas en la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) que es la 

responsable del reclutamiento de otras células inflamatorias en los tejidos periféricos 

infectados y la diferenciación de células CD8+ en células citotóxicas maduras. Un 

ejemplo de respuesta DTH mediada por células Th1 es la prueba de tuberculina  

cutánea. Además fueron implicadas como efectores de las enfermedades 

autoinmunes en general (Liblau y col., 1995; Romagnani, 1995), y en enfermedades 

del sistema nervioso central como por ejemplo la esclerosis múltiple (Olsson, 1995 a 

y b). 

Las células Th2 secretan IL64, IL66, IL610, IL5, IL613 y TGF6β. Cumplen un papel 

principal en la inmunidad frente a bacterias y parásitos extracelulares (Faimbon y 

Gefner, 2005). Estas células y sus citoquinas son necesarias para la estimulación  y 

diferenciación de LB en células plasmáticas maduras secretoras de anticuerpos. 

También están implicadas en reacciones alérgicas: la IL64 activa la producción de 

IgE y la IL65 activa los eosinófilos (Elenkov, 2004). 

La generación de respuesta Th1 y Th2 suele ser mutuamente excluyente. Existe una 

regulación cruzada entre Th1 y Th2. El IFN6γ secretado por las Th1 inhibe la 

proliferación de las Th2. Por su lado, la IL610 y la IL64 secretadas por las Th2 inhiben 

la secreción de IL62 e IFN6γ por parte de las Th1. La inhibición ejercida por la IL610 

no es directa, la IL610  reduce el número de moléculas de MHC6II de las APC por  lo 
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cual ésta disminuyen su capacidad de activar a las Th1. El predominio de una u otra 

de las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del microambiente de 

citoquinas en que ocurre la activación y maduración inicial a partir de linfocitos en 

reposo (Faimbon y Geffner, 2005). 

En la figura 12 puede verse un esquema general de la respuesta inmune.  
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����
����,�Esquema general de la respuesta de los linfocitos frente a una infección viral. Las células 

T se caracterizan por poseer receptores de células T (TCRs) que reconocen antígenos procesados 

presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), como se muestra en el 

lado izquierdo de la figura. La mayoría de la células T citotóxicas son CD8+, reconocen un antígeno 

procesado presentado por las moléculas MHC de clase I, matan a la celula infectada, previniendo la 

replicación viral. Las células T citotóxicas activadas secretan interferón6γ, que junto con el interferón6α 

y β producido por las células infectadas, crea un estado de resistencia celular a la infección viral. 

Como se muestra en el lado derecho de la figura, las células T colaboradoras (T ������) son 

generalmente CD4+, reconociendo al antígeno procesado presentado por moléculas MHC de clase II, 

y puede ser dividido en dos poblaciones principales. Células T ������ tipo 1 (Th1) que secretan 

interferon6γ e interleuquina62, las cuales activan macrófagos y células T citotóxicas para matar 

organismos intracelulares; células T ������ tipo 2 (Th2) que secretan interleuquina 4, 5 y 6, las cuales 

ayudan a las células B a secretar anticuerpos. Las células B reconocen al antígeno directamente o en 

forma de complejo inmune sobre las células dendríticas foliculares en centros germinales (Delves y 

Roitt, 2000b). 
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Cuando un linfocito reconoce a su antígeno se activa y se produce una expansión 

clonal del mismo. Algunos de esos clones actuaran como células efectoras en la 

defensa contra el patógeno que despertó la respuesta, otras se diferenciaran en 

células de memoria que perdurarán en el organismo y podrán actuar frente a una 

reexposición al mismo patógeno, garantizando una respuesta más rápida y eficiente. 

Los LT CD4+ generan células de memoria que se pueden dividir en dos 

subpoblaciones los linfocitos T de memoria efectores (TME) y los linfocitos T de 

memoria centrales (TMC). Las TME  expresan determinadas moléculas de adhesión y 

receptores para quimiocinas que les permiten ingresar a los tejidos periféricos, al ser 

activados secretan rápidamente las citoquinas efectoras. Los TMC  expresan 

moléculas de adhesión que les permiten entrar a los órganos linfáticos secundarios. 

Poseen mayor capacidad de proliferación frente a la reestimulación antigénica en 

relación con los TME (Fainboim y Geffner, 2005). Los linfocitos T CD8+ también 

poseen la capacidad de generar células de memoria. 

En la inmunidad humoral deben distinguirse la respuesta inmune primaria de la 

secundaria. La respuesta inmune  primaria se produce cuando el organismo se pone 

en contacto con un antígeno por primera vez. Es lenta, alcanza los niveles máximos 

de Ig tras un largo período de latencia (fase lag o de retardo) que es el tiempo 

requerido para la selección de un clon específico de células B y en la producción de 

células plasmáticas secretoras de anticuerpos y de células B de memoria. Luego se 

produce un aumento exponencial (hasta alcanzar un pico máximo) seguido de una 

meseta y un posterior declive. En total la respuesta puede durar desde unos días a 

varias semanas, dependiendo de la persistencia del antígeno. Para Ags T6

dependientes, se produce primero IgM, y luego IgG, siendo la contribución global de 

la IgM más importante en el primer contacto con el antígeno. Para este tipo de 

antígeno, la respuesta secundaria posee diferencias importantes respecto a la 

respuesta primaria. Se inicia más rápidamente (menor fase lag), alcanza más 

intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura más tiempo y  se produce 

preferentemente IgG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (figura 13 A). Para 

Ags T6independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac 

producido es de tipo IgM (figura 13 B).  
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Por último cabe destacar que la memoria inmunitaria de los LB suele ser de mayor 

duración que la generada por LT (Fainboim y Geffner, 2005). 
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�� ��� Respuesta primaria y secundaria. (�) Respuesta inmune inducida por un 

antígeno T6dependiente. (�) Respuesta inmune inducida por un antígeno T6

indedependiente. 
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Durante los últimos veinte años se han realizado numerosos estudios para identificar 

los mecanismos responsables de la comunicación bidireccional entre los sistemas 

neuroendocrino e inmune. Una gran cantidad de estudios realizados 	
��	����e�	
��	��,  

indican que comparten ligandos y receptores que son usados como un lenguaje 

químico común dentro y entre el sistema inmune y neuroendocrino (Blalock, 1994). 

En la figura 14 se esquematiza la interacción entre ambos sistemas los cuales 

comparten ligandos y receptores. 

 

 

 

�
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���', Circuito de comunicación molecular dentro y entre el sistema inmune y el sistema 

neuroendocrino, compartiendo ligandos y sus receptores. 
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Existe una estrecha relación entre el SI y el Sistema Nervioso (SN), estos dos 

sistemas junto al sistema endocrino (SE) mantienen la homeostasis del individuo y 

representan un mecanismo integral que contribuye a la adaptación del individuo y de 

las especies (Ader y Cohen, 1993). Entre estos sistemas existe una relación 

funcional para la adaptación fisiológica al estrés y es necesario un nivel óptimo de 

funcionamiento de los mismos para lograr una existencia duradera. 

El sistema nervioso simpático (SNS), el cual inerva extensamente los órganos 

linfoides estableciendo conexiones anatómicas entre los sistemas nervioso e inmune 

(Felten y col., 1987; Felten y Felten, 1988), regula la función del SI principalmente 

por la vía de neurotransmisores adrenérgicos liberados a través de circuitos 

neuronales (Dantzer y Wollman, 2003 ; Webster y col., 2002). 

Las células del SI poseen receptores de membrana para la mayoría de los 

neuropéptidos y neurotransmisores por lo que poseen la capacidad de responder a 

estos factores. Estos receptores son funcionales y su activación induce cambios en 

las funciones inmunes como la proliferación celular, y las respuestas inmunes 

específicas (Eskandari y col., 2003). 

 La noradrenalina (NA) liberada por las terminales nerviosas ejerce su función a 

través de receptores adrenérgicos presentes tanto en LT como en LB. El principal 

subtipo de receptor adrenérgico descripto en los linfocitos es el β2 (β2AR) (Bylund y 

col., 1994). �

Las células T, las cuales expresan varios receptores para catecolaminas, pueden 

cambiar su fenotipo en respuesta a las señales recibidas. La noradrenalina, llevada 

a los órganos linfáticos vía inervación simpática, puede cambiar el perfil de 

producción de citoquinas y la respuesta proliferativa de las células T (Lyte y col., 

1991), y movilizar las células madres hematopoyéticas de la médula ósea a la 

circulación de sangre periférica (Katayama y col., 2006). Diamond y col. (2001) 

publicaron un trabajo donde reportan que la estimulación mental en humanos 

aumenta el número de células T circulando en sangre. Otros resultados sugieren que 

las células T son movilizadas desde los nódulos linfáticos a la sangre periférica bajo 

condiciones fisiológicas en la cual la neurogénesis es aumentada por ambiente 

enriquecido y/o actividad física (Ziv y col., 2006). 
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La principal vía hormonal por la cual el SNC regula al SI es el eje hipotálamo6

pituitaria6adrenal (HPA) a través de las hormonas de la respuesta neuroendocrina al 

estrés. A su vez las células del sistema inmune producen citoquinas que pueden 

alteran la función del eje HPA. 

Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides (GCs), los receptores de 

glucocorticoides (GCR) y los receptores mineralocorticoides (MR) (Webster y col., 

2002). La corticosterona tiene mayor afinidad por los MR que por los GCR (Sorrells y 

Sapolsky, 2007), por lo que a bajas concentraciones la hormona circulante se une 

preferentemente a MR. Sólo a altos niveles circulantes o altas concentraciones en el 

tejido los GCR son ocupados (DeRijk y col., 2002; Funder, 1997). 

El principal receptor para GCs en células inmunes, como macrófagos y LT es el 

GCR por lo que la influencia de estas hormonas sobre la función inmune es mediada 

a través de este receptor (Marchetti y col., 2001). 

Los GCs pueden regular al SI de muchas formas. Por ejemplo pueden modular la 

expresión de citoquinas, moléculas de adhesión, quimioatractantes y otros factores 

inflamatorios (Adcock e Ito, 2000; Atsuta y col., 1999; Nakagawa y col., 1999), 

bloquear la maduración linfocitaria (Wisniewska y col., 2004) e inducir apoptosis 

(Bishop y col., 2000). 

Durante muchos años se pensó que los GCs eran inmunosupresores, sin embargo 

los estudios que llevan a estas conclusiones se realizaron utilizando dosis 

farmacológicas de éstos y moléculas sintéticas (Boumpas y col., 1993). 

Recientemente se postuló que a concentraciones fisiológicas, los GCs serían 

inmunomodulatorios, ya que causan una supresión selectiva de la inmunidad celular 

Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, más que una inmunosupresión 

generalizada (Elenkov, 2004). De hecho los GCs  a nivel fisiológico estimularían 

varios aspectos de la función inmune. Por ejemplo, varios procesos relacionados a la 

función de células T son facilitados (Wilckens y De Rijk, 1997). También estimulan 

agudamente las reacciones de  hipersensibilidad de tipo retardara, mientras que a 

concentraciones farmacológicas la suprimen (Dhabhar y McEwen,  1999). 
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Se conoce que las citoquinas producen una serie de efectos sobre el 

comportamiento luego de su administración central o periférica (Dantzer y col., 1996; 

De Sarro y col., 1990). El animal que sufre una infección presenta una disminución 

en su alimentación, actividad locomotora y exploratoria, interacción social y actividad 

sexual, entre otras. El estado de somnolencia aumenta y las funciones cognitivas 

están disminuidas. Este comportamiento denominado "�	��
���� 
����	��" ha sido 

asociado a la activación del sistema inmune y a la liberación de citoquinas (Dantzer, 

2001). Las citoquinas proinflamatorias, el TNF6α, la IL61α/β y la IL66 son las 

candidatas más firmes para mediar estos efectos. Se demostró experimentalmente 

que la administración central o periférica de IL61 produce efectos sobre las funciones 

cognitivas (Bluthé y col., 1997). La administración de IL66 o TNF6α no ejercen por si 

solas un efecto tan potente como el observado para la IL61 aunque existen 

evidencias de su participación en la conducta denominada "�	��
����
����	��" 

(Bluthé y col., 2000). Asimismo, la IL62 es capaz de inducir un efecto soporífero al 

ser inyectada en el locus coeruleus en ratones (Nistico y De Sarro, 1991). Por otro 

lado, se ha observado un aumento en la actividad locomotora y exploratoria luego de 

la administración de IL62 en el hipocampo e hipotálamo (De Sarro y col, 1990; Nistico 

y De Sarro, 1991) y también luego de su administración periférica (De Sarro y col, 

1990). Tanto la IL62 como la IL66 fueron asociadas con estados psicopatológicos 

como por ejemplo una serie de manifestaciones psiquiátricas, que incluyen el delirio, 

la paranoia, las alucinaciones y el estado de letargia, las cuales fueron observadas 

en pacientes que recibieron tratamiento inmunológico con IL62 (Caraceni y col, 

1993). Respecto al Alzheimer, se ha observado un aumento de las interleuquinas 1 y 

6, que a su vez se han correlacionado con incrementos en la síntesis de proteínas 

amiloides, por lo que pueden considerarse uno de los factores determinantes de esta 

enfermedad.  

Originalmente se pensó que las hormonas producidas en la periferia podían 

atravesar directamente la barrera hematoencefálica, ya que varias hormonas 

inmunoregulatorias, incluyendo IL61, IL62, IL66 y TNF produjeron efectos sobre las 

funciones neuroendocrinas. Sin embargo como el tamaño de las hormonas era muy 

grande como para penetrar la barrera hematoencefálica, se sugirió la producción 



Introducción 

61 
 

local de las citoquinas en el tejido neuroendocrino (Vankelecom y col., 1989;  Koenig 

y col., 1990).  

Aún no queda claro cómo las interleuquinas alcanzan el SNC (Banks y col., 1995). 

Uno de los mecanismos propuestos sostiene que las citoquinas actúan a nivel de un 

órgano circunventricular, vagal u otro nervio aferente, liberando sustancias que 

estimulan la liberación de citoquinas dentro del SNC; las células de la microglía 

serían las principales productoras de las mismas. Otros mecanismos postulan la 

existencia de transportadores específicos de tal manera que las citoquinas ingresan 

a través de los mismos desde la sangre al SNC. Muchos de estos transportadores 

han sido identificados, aunque aún no está claro si la actividad de estos 

transportadores alcanza para obtener los niveles de citoquinas adecuados dentro del 

SNC para producir los efectos encontrados. 
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Numerosos estudios se han hecho para dilucidar la función de las neurotrofinas 

(NTs) en otros sistemas, además del SN, incluyendo el SI (Otten y Gadient, 1995; 

Tessarollo, 1998; Aloe y col., 1999; Aloe, 2001; Sariola, 2001). 

Los linfocitos  pueden secretar factores neurotróficos, factores que tienen la 

capacidad de aumentar la supervivencia neuronal. Como por ejemplo BDNF, NGF y 

la NT3 (Bronzetti y col., 2006). Los linfocitos además poseen receptores para estas 

NTs. Dean y col. (1987) fueron los primeros en demostrar que las neurotrofinas 

podían actuar sobre linfocitos, vieron que NGF  puede incrementar la respuesta 

blastogénica en células esplénicas de ratón.  

Además se vio que la expresión de neurotrofinas y sus receptores es dependiente 

de la activación celular  (Kerschensteiner y col., 1999; Moalem y col., 2000). 

Los niveles de BDNF en el giro dentado, los cuales son afectados por la actividad de 

las células inmunes (Ziv y col., 2006), podrían no sólo afectar la neurogénesis 

(Sairanen y col., 2005) sino también otras formas de plasticidad hipocampal como el 

LTD (Pang y col., 2004). 
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En la última década, el área de la psiconeuroinmunología se ha desarrollado como 

una significativa disciplina biomédica. Es ahora posible ver al sistema nervioso, al 

sistema endócrino y al sistema inmune como parte de un sistema integrado de 

respuesta. El impacto de esta red psiconeuroimmunológica para la investigación en 

psiquiatría es obvio. Especialmente cuando la historia muestra la relevancia de 

infecciones e inmunidad en la práctica psiquiátrica, cerca del 30% de los pacientes 

con desórdenes psiquiátricos sufrieron de neurosífilis antes que una terapia para 

esta enfermedad fuera desarrollada hacia fines del siglo XIX. Más actual, es la 

aparición de trastornos neuropsiquiátricos en enfermos de SIDA. La  

inmunopsiquiatría es una incipiente rama de la medicina cuyo fin es el estudio de los 

mecanismos inmunológicos involucrados en la fisiopatología de los desórdenes 

psiquiátricos. 

Sin embargo, a la hora de evaluar esta interacción las respuestas inmunológicas en 

el sistema nervioso central (SNC), especialmente aquellas con un importante 

componente inflamatorio, son consideradas como neurotóxicas. Esto es lógico si 

tomamos en cuenta que por años los inmunólogos han considerado la tolerancia 

hacia antígenos propios como la óptima condición para la salud del individuo y que 

además, las células inmunes tienen limitado acceso al SNC. Sin embargo, 

investigaciones recientes han demostrado que células T reactivas para 

autoantígenos del SNC son necesarias para la reparación post6injuria del tejido 

neural (Yoles y col., 2001; Kipnis y col., 2002; Schwartz y Kipnis, 2001) liberando 

neurotrofinas que estimulan la neurogénesis (Ziv y col., 2007). Asimismo, se ha 

sugerido que tendrían un papel en el aprendizaje espacial y la memoria (Ziv y col., 

2006).  

El grupo de Michael Schwartz introdujo el concepto de ‘‘autoinmunidad protectora” 

(�������	�������	���
	��). Lo definió como una respuesta fisiológica producida ante 

una situación amenazante en el SNC. La respuesta es beneficiosa pero, si su 

funcionamiento es afectado, esta puede llevar a una enfermedad autoinmune 

(Schwartz y col., 2003). Ellos demostraron en numerosos trabajos experimentales 

que la respuesta fisiológica de las células T autoreactivas juegan un papel crucial en 
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la neuroprotección después de una lesión en el SNC (Hauben y col., 2000b; Yoles y 

col., 2001). Uno de estos estudios fue realizado en ratas a las que se les lesionó 

parcialmente el nervio óptico donde mostraron que inyecciones sistémicas de células 

T que fueron específicas para péptidos asociados a mielina redujeron la pérdida de 

fibras y neuronas post6lesión. Así que, la supervivencia de las células ganglionares 

de retina lesionadas fue mayor para las ratas tratadas con células T específicas para 

mielina que para ratas tratadas con células T específicas para un antígeno 

irrelevante o ratas no tratadas (Moalem y col., 1999a). Resultados similares fueron 

obtenidos por recuperación de la actividad motora después de una lesión de la 

médula espinal (Moalem y col., 1999b; Hauben y col., 2000a; 2000b).    

Existen discrepancias entre los modelos estudiados acerca de que las células T 

pueden conferir neuroprotección o exacerbar el daño causado previamente en el 

SNC. Esto refleja la complejidad de la respuesta inflamatoria, así como también la 

naturaleza del tejido dañado, la especie, la cepa, el sexo, la genética y el estado 

fisiológico de un determinado órgano o animal en el momento de estudio (Kipnis y 

col., 2001; Hauben y col., 2002; Hauben y Schwartz, 2003). Los resultados de Kipnis 

y col. (2000) sugieren que los mismos tipos de células T (Th1) pueden ser 

potencialmente destructivos o potencialmente protectores. La regulación de estas 

células autoinmunes evitando el riesgo de la aparición de una condición patológica 

de autoinmunidad, sería llevada a cabo por células T regulatorias CD4+CD25+ 

(Kipnis y col., 2002). 

Los resultados de los diversos estudios realizados por el grupo de Schwartz sugieren 

que estas células autoreactivas, presentes en los individuos sanos,  podrían tener un 

papel fisiológico importante para mantener  la integridad del SNC (Ziv y col., 2006).  

El acetato de glatiramer (GA; Copaxone®, copolímero 1) consiste de sales de acetato 

de polipéptidos sintéticos que contienen cuatro aminoácidos: L6alanina, L6glutamato, 

L6lisina y L6tirosina (Teitelbaum y col., 1971). Fue aprobado por la Food and Drugs 

Administration (FDA) de U.S.A. para el tratamiento de la esclerosis múltiple (Schori y 

col., 2001; Kipnis y col., 2000). El GA puede tener una débil reacción cruzada con 

autoantígenos residentes en el SNC (Kipnis y col., 2000) y puede estimular los 

efectos protectores o de reparación de las células T autoreactivas (Kipnis y col., 

2000; Angelov y col., 2003; Benner y col., 2004; Avidan y col., 2004). En tal sentido 

el grupo de Schwartz ha demostrado que una sola inyección de GA es protectora en 

un modelo agudo de injuria en el SNC (Angelov y col. 2003). 
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El estrés es definido como aquella condición que perturba severamente la 

homeostasis fisiológica y psicológica de un organismo (Levine y Ursin, 1991; Weiner, 

1992). Mientras que el estrés es un mecanismo de supervivencia necesario, el estrés 

prolongado puede tener varios efectos deletéreos, incluyendo desde deterioro en el 

aprendizaje y la memoria hasta aumento de muerte de células neuronales.  

La clásica respuesta fisiológica al estrés incluye la activación del sistema nervioso 

autónomo y el eje hipotálamo6pituitaria6adrenal (HPA), con el consecuente aumento 

de los niveles de glucocorticoides (GC) y catecolaminas en sangre y tejidos. En lo 

que conforma el eje HPA, las neuronas del núcleo paraventricular (PVN) del 

hipotálamo secretan CRH (hormona liberadora de corticotropina) y AVP (arginina 

vasopresina), que estimulan en la glándula pituitaria la secreción de ACTH (hormona 

adrenocorticotrópica) hacia el torrente sanguíneo. La ACTH estimula la síntesis y 

secreción de GC (cortisol en primates y corticosterona en roedores) en la corteza de 

la glándula adrenal. Además, el PVN modula al sistema autónomo mediante 

proyecciones hacia neuronas preganglionares simpáticas y parasimpáticas. A través 

de la vía simpática se estimula en la médula adrenal la secreción de adrenalina.  

El hipocampo y la amígdala tienen un rol clave en la regulación de la respuesta al 

estrés. Estas regiones forman parte de un sistema integrador involucrado en el 

control neuroendocrino. Ambos, de manera indirecta o directa proyectan hacia el 

hipotálamo (Watts, 2007). El hipocampo está involucrado en el mecanismo de 

retroalimentación negativo sobre el eje HPA (Furay, 2008;�Sapolsky y col., 1984). 

Esto ocurriría principalmente vía la estimulación por GC, aunque además existen 

evidencias de un tono inhibitorio sobre el eje, independientemente de los GC 

(Buckingham, 2007). Contrariamente, la amígdala tendría un papel excitatorio del eje 

HPA (Kollack6Walker y col., 2007). 

Como ya fuera mencionado, las células del sistema inmune tienen receptores tanto 

para los glucocorticoides como para las catecolaminas, constituyéndose en 

mediadores de los efectos del estrés sobre el sistema inmune (figura 15). 
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����
�� �*� Interacción entre el SN y el SI. Abreviaturas:� ��6<, hormona 

adrenocorticotrópica, (��: sistema nervioso central,�(�(: sistema nervioso simpático, (�P: 

sistema nervioso parasimpático,  Modificado de Wesbter y col. (2002). 

 

 



Introducción 

66 
 

Se ha demostrado que el estrés afecta la plasticidad sináptica, la morfología 

dendrítica, la neurotoxicidad y la neurogénesis dentro del hipocampo (Kim y Yoon, 

1998; McEwen, 1999). El hipocampo es particularmente sensible a los efectos del 

estrés como se esquematiza en la figura 16. Se ha documentado que estas 

alteraciones, que incluyen la atrofia dendrítica de las neuronas piramidales de la 

región CA3, la supresión de la proliferación celular en el giro dentado, la 

reorganización de las vesículas sinápticas en las terminales de las fibras musgosas y 

la inhibición de la potenciación a largo plazo (LTP) en la zona CA3 y el giro dentado, 

con el consecuente deterioro cognitivo evidenciado por menores desempeños en 

pruebas de aprendizaje y memoria, se producen luego de la exposición crónica a la 

situación de estrés, pero no en el corto plazo. Los glucocorticoides han sido los 

mediadores principalmente involucrados en estos efectos deletéreos del estrés 

(McEwen, 2001). 

�

�

����
�� �+�� Efectos fisiológicos comportamentales asociados con el estrés. Con un nivel 

medio de estrés, ocurren alteraciones como corta duración en los sistemas motivacional, 

emocional y del despertar que pueden tener influencia en los procesos de aprendizaje y 

memoria. Cuando el nivel de estrés se incrementa (en duración, intensidad o ambos), varios 

cambios transientes y permanentes son observados en el hipocampo, incluyendo 

modificaciones en la plasticidad sináptica, cambios morfológicos y muerte neuronal. Estos 

cambios inducidos por el estrés en el hipocampo pueden potencialmente contribuir a 

perjudicar el aprendizaje asociado con el estrés (Kim y Yoon, 1998). 
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Más recientemente, las citoquinas se han perfilado como importantes mediadores de 

la respuesta al estrés produciendo importantes cambios conductuales. Es importante 

tener en cuenta que estas interleuquinas tienen la capacidad de actuar a nivel del 

SNC produciendo cambios en el comportamiento y que además han sido implicados 

en procesos de inflamación y degeneración neuronal. Se ha demostrado que 

enfermedades relacionadas al estrés como la depresión mayor y el Alzheimer cursan 

con desbalances en la relación de citoquinas de tipo Th1/Th2 (Schwarz y col., 2001; 

Sperner6Unterweger, 2005). 
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Existen diversas formas de inducir estrés en animales, el cual, dependiendo de la 

duración, puede clasificarse en agudo o crónico. Los esquemas de estrés por lo 

general involucran la exposición a diferentes agentes estresantes como 

inmovilización, shock eléctrico, frío, ejercicio y restricción de comida, entre otros. La 

aplicación de éstos por un período de tiempo prolongado (más de una semana) 

(Joëls y Baram, 2009), es considerado estrés crónico. Varios paradigmas de estrés 

crónico han sido utilizados en estudios preclínicos para evaluar la acción de 

fármacos antidepresivos, como el modelo de estrés psicosocial en el primate 

primitivo Tupaia belangeri (Fuchs y Flugge, 2002) y el estrés físico, social e 

impredecible en roedores (Alfonso y col., 2006; McEwen, 2001). Cuando se utiliza un 

solo tipo de estresor, por ejemplo inmovilización, el modelo se denomina de estrés 

crónico homotrópico. Cuando se utilizan una combinación de diferentes estresores, 

se denomina heterotrópico.  

Un modelo de estrés heterotrópico es el modelo de estrés crónico moderado (CMS). 

El mismo consiste en someter a los animales a una serie de estresores considerados 

moderados que se aplican de manera crónica, secuencial y alternada para no 

producir acostumbramiento por parte del animal (Willner y col., 1992; Moreau, 1997). 

Este modelo implica un bajo grado de estrés ofreciendo una aproximación razonable 

a diversos estresores de la vida diaria. En este sentido, el modelo de estrés crónico 

moderado ofrece una simulación realista de los efectos biológicos del estrés crónico. 

Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar de 

acuerdo a la cepa utilizada, el sexo, la edad e inclusive al proveedor de los animales. 
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Por otra parte, los cambios conductuales que se manifiestan en los animales 

sometidos al modelo pueden diferir entre laboratorios debido a diferencias mínimas 

en la implementación del modelo (Willner, 1997). Asimismo es importante tener en 

cuenta que se han utilizado cepas de ratones que por sus alteraciones conductuales 

y neuroquímicas han sido denominadas “reactivas” y “relativamente resistentes” al 

estrés, a saber: BALB/c y C57BL6 (Tannenbaum y Anisman, 2003; Lepicard y col., 

2000). Interesantemente estas cepas frente a un desafío antigénico dan respuesta 

con un perfil diferente de citoquinas, los ratones BALB/c dan respuesta con 

predominio Th2 y los C57BL6 con predominio Th1. Esto determina diferencias tanto 

en su inmunidad innata (Watanabe y col., 2004) como adquirida (Guiñazú y col., 

2004). 
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El sistema nervioso de los mamíferos consta de dos partes fundamentales: el 

sistema nervioso central (SNC), que se aloja en el cráneo y el canal vertebral, y el 

sistema nervioso periférico (SNP), que está fuera de estas cavidades e integrado por 

numerosos nervios (los nervios espinales y craneales), los ganglios periféricos y los 

receptores sensoriales. Los nervios del SNP que llevan los impulsos hacia el SNC se 

llaman aferentes o sensitivos, y los que llevan impulsos del cerebro al SNP se llaman 

eferentes o motores. 

El SNC está formado por el encéfalo y la médula espinal, que son centros de 

integración nerviosa. Surge, embriológicamente, de la placa ectodérmica central. Ya 

en las etapas tempranas el tubo neural muestra tres cámaras, que son las que darán 

origen a las estructuras cerebrales del adulto: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el 

rombencéfalo. Las neuronas inician su ciclo vital en los ventrículos y luego emigran a 

su localización final, dirigidas por procesos genéticos.  

En el encéfalo se distinguen dos sustancias, una sustancia  gris (debido al 

predominio de cuerpos celulares, que son de color grisáceo) y la otra blanca (a 

causa de la gran concentración de mielina blanquecina, que cubre los axones). La 

sustancia gris está en la parte externa del encéfalo y se denomina corteza. 

La corteza se divide en seis lóbulos, cuatro primarios: occipital, temporal, parietal y 

frontal y dos secundarios: la ínsula y el sistema límbico. 

La corteza occipital es el área sensorial primaria para la entrada de datos visuales. 

Las funciones principales del lóbulo temporal son el lenguaje, la memoria y la 

emoción. La corteza parietal se caracteriza por encontrarse en ella la llamada 

corteza de asociación de las vías de entrada sensoriales. Además, el lóbulo parietal 

izquierdo ejerce un papel preferente en el proceso verbal. El lóbulo frontal es el área 

del cerebro que más ha evolucionado y es la sede de las conductas específicas de 

cada especie; son la base de la conducta compleja, de la autoconciencia y de la 

personalidad. La parte más posterior es el área o corteza motora frontal, implicada 

en el aprendizaje motor. La parte anterior, o corteza prefrontal, es la implicada en 

funciones cognitivas complejas, en la voluntad y la conciencia de sí, en la 
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denominado masa intermedia. Los tálamos son masas de sustancia gris, por lo que 

contienen cuerpos neuronales y numerosas conexiones sinápticas. El tálamo es 

funcionalmente muy complejo: algunas de sus estructuras hacen función de relevo 

sináptico, pero también tiene funciones de integración y en la expresión de 

emociones. El hipotálamo está situado debajo del tálamo, como su nombre indica. 

Controla el sistema nervioso autónomo y el sistema endócrino, y está implicado en 

conductas básicas de huida, lucha, apareamiento, ingesta, temperatura corporal y 

estado de vigilia.  

El mesencéfalo está constituido por el tectum y el tegmentum. El primero tiene como 

principales estructuras los colículos superiores, que forman parte del sistema visual, 

y los colículos inferiores, que lo son del sistema auditivo. El segundo incluye 

estructuras como el núcleo rojo y la sustancia negra, que forman parte del sistema 

de control motor. La formación reticular es una compleja estructura formada por 

numerosos núcleos; es grande y se extiende desde el bulbo a través del puente y 

cerebro medio al tálamo y otras zonas diencefálicas. Interviene en funciones como el 

sueño, la atención, el tono muscular y el movimiento y en varios reflejos vitales.  

Los dos hemisferios están separados medialmente por el cuerpo calloso, que es un 

conglomerado de fibras nerviosas blancas que los conectan y transfieren cantidades 

enormes de información de un lado a otro; de esta forma realizan una mutua 

regulación (Barbado Alonso y col., 2002). 
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organización de la conducta social, en la anticipación y planificación de tareas y 

acciones (figura 1 A).  

El sistema límbico fue considerado inicialmente como sede de las emociones, pero 

después se ha visto que era importante para otras funciones, como la memoria y el 

aprendizaje. Los componentes de este sistema son la amígdala, el tálamo, el 

hipotálamo, la hipófisis, el hipocampo, el área septal (compuesta por el fórnix, cuerpo 

calloso y fibras de asociación), la corteza órbitofrontal y la circunvolución del cíngulo. 

Los estímulos emocionales son registrados por la amígdala, que es el sistema de 

alarma del cerebro y el generador de respuestas emocionales. Existe una serie de 

emociones básicas, primarias, como el miedo, la sorpresa, la cólera, entre otras, 

pero muchas de las emociones son secundarias, es decir, que la información 

generada ha sido reenviada a la corteza y elaborada por el córtex de asociación. 

Todo cuanto capta el cerebro consciente lo envía al sistema límbico donde se 

elabora una respuesta básica. Ésta se envía nuevamente a los hemisferios 

cerebrales y allí se transforma en las complejas sensaciones específicas para cada 

contexto particular. 

 El hipocampo está situado en el lóbulo temporal medio. Por su forma plegada, que 

recuerda a un caballito de mar, recibió el nombre de hipocampo (figura 1 B y C). Su 

principal función es la consolidación de la memoria y el aprendizaje. Una lesión en 

esta zona produce amnesia anterógrada, es decir, de los acontecimientos ocurridos 

después de la lesión, afectando los recuerdos de hechos específicos, pero no al 

aprendizaje de nuevas capacidades o habilidades. Esto es así debido a que existen 

múltiples memorias y no todas son codificadas por el hipocampo. Éste almacena las 

memorias recientes conscientes, la memoria explícita o declarativa. Las memorias 

inconscientes emocionales son mediadas por la amígdala y las memorias 

procedimentales, por los ganglios basales y la corteza motora. El hipocampo no 

madura hasta los dos años, lo que explica por qué no tenemos recuerdos (memoria 

episódica) anteriores a los tres años.  

El diencéfalo está situado en la parte interna central del cerebro, entre los 

hemisferios y el tronco del encéfalo, y por él pasa la mayoría de fibras que se dirigen 

hacia la corteza cerebral. Las partes más importantes del diencéfalo son el tálamo y 

el hipotálamo. El tálamo es una estructura bilobulada de gran tamaño en la parte 

superior del tronco6encéfalo. El tercer ventrículo separa entre sí ambos tálamos, 

aunque éstos permanecen unidos gracias a un puente de tejido talámico 
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����
���� (�) Esquema representativo de un corte transversal del cerebro de un ratón. (�) 

Esquema representativo de un corte coronal de cerebro de ratón en donde se observan los 

lóbulos del hipocampo. (�) Corte coronal del cerebro de un ratón teñido con 

acetilcolinesterasa. En violeta más obscuro se observa el hipocampo (Paxinos y Franklin, 

2001).  
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El hipocampo es una estructura altamente relacionada con los procesos de 

aprendizaje y memoria (Florian y Roullet, 2004), que junto con la amígdala forman el 

eje central del sistema límbico.��

El hipocampo está formado por dos láminas de corteza y en corte transversal tiene 

una estructura laminar muy definida con capas visibles donde están organizadas 

filas de células piramidales. Las conexiones dentro del hipocampo generalmente 

siguen este formato laminar y son unidireccionales. Ellos forman ����� cerrados bien 

caracterizados que se originan principalmente en la corteza entorrinal (EC)�

adyacente. De esta manera hay rutas definidas para el flujo de la información 

haciendo que el hipocampo sea el blanco más frecuente para el estudio de la 

función sináptica. Las diferentes capas de células y secciones están definidas por 

una serie de conexiones. Las principales capas de células piramidales están en las 

regiones CA164 (área celular 164), principalmente CA1 y CA3 y en el giro dentado 

(DG). �

La vía perforante es la principal entrada al hipocampo. Los axones de la vía 

perforante se originan principalmente en las capas II y III de la corteza entorrinal, con 

una contribución menor desde las capas profundas IV y V. Los axones de las capas 

II/IV se proyectan a las células granulares del giro dentado y a las células 

piramidales de la región CA3, mientras que aquellos de las capas III/V proyectan con 

las células piramidales de la CA1 y el subiculum (Sb). La vía perforante puede ser 

separada en caminos lateral y medio (LPP y MPP, respectivamente), dependiendo si 

las fibras se originan desde la corteza entorrinal� lateral o media (LEC y MEC, 

respectivamente). �

Las ������ �	
��� (MF) son los axones de las células granulares del giro dentado. 

Estas se extienden desde el giro dentado a las células piramidales de CA3, 

formando su entrada principal. Las �������	
���, que conectan con las neuronas CA, 

son grandes agregaciones de terminales con múltiples sitios de liberación de 

transmisores y densidades postsinápticas. Varias células granulares pueden hacer 

sinapsis en una célula piramidal simple de la CA3, la cual está involucrada 

especialmente en la memoria espacial de trabajo (Florian y Roullet, 2004). 
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La vía colateral de Schaffer es derivada de los axones que se proyectan desde la 

región CA3 a la región CA1 del hipocampo. Cualquiera de los axones que vienen 

desde las neuronas CA3 (ipsilateral) o de una estructura equivalente en el hemisferio 

opuesto (contralateral) son llamadas más tarde fibras comisurales, por atravesar de 

un hemisferio a otro del cerebro. Esta vía es intensamente utilizada para estudiar los 

receptores NMDA LTP (potenciación a largo término) y LTD (depresión a largo 

término) dependientes. 

La vía desde el CA1 al subiculum y entrando a la corteza entorrinal forman la salida 

principal del hipocampo. Sin embargo, esta no es una vía directa unidireccional. La 

conexión CA16Sb sigue un diseño anatómico estricto. El extremo distal de la región 

CA1 proyecta con el extremo proximal del Sb. Las proyecciones a la EC siguen un 

patrón similar, con CA1 distal/Sb proximal proyectando hacia la EC lateral, mientras 

que CA1 proximal/Sb distal proyectan a la EC media.  También podría notarse que la 

entrada de estas células desde la EC siguen el mismo patrón, por ejemplo, CA1 

distal/Sb proximal reciben información desde la EC lateral, mientras que CA1 

proximal/Sb distal reciben información desde la EC media. De esta manera, dos 

redes de ����� cerrados están presentes dentro del conjunto de la red hipocampal. 

Estos ����� además se extienden a la corteza perirrinal y postrrinal. La corteza 

perirrinal proyecta a la EC lateral y recibe proyecciones de retorno mientras la 

corteza postrrinal proyecta y recibe información de la EC media. En la figura 2 se 

muestra una representación gráfica de las conexiones presentes en el hipocampo. 
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����
���� La red hipocampal: el hipocampo forma una red principalmente unidireccional, con 

entrada desde la corteza entorrinal (EC); esta forma conexiones con el giro dentado (DG) y 

las neuronas piramidales CA3 por la vía perforante (PP). Las neuronas CA3 también reciben 

información del giro dentado por la ������ �	
��� (MF). Ellos envían axones a las células 

piramidales CA1 por la vía colateral de Schaffer, como también a las células CA1 en el 

hipocampo contralateral por la vía comisural de asociación (AC). Las neuronas CA1 también 

reciben información directamente de la vía perforante y envían axones al subiculum (Sb). 

Estas neuronas a su vez envían de regreso a la EC la información hipocampal principal, 

formando un ����. 

 

��������	�
����	�����

�

Se denomina neurogénesis al proceso de diferenciación celular que, a partir de 

células neuroepiteliales, se generan neuronas muy activamente durante el desarrollo 

embrionario, y de forma restringida durante la vida adulta. La neurogénesis 

hipocampal ha sido observada en animales adultos desde pájaros hasta humanos 

(Altman y Das, 1965; Kaplan y Hinds, 1977; Kuhn y col., 1996; Kornack y Rakic, 

1999; Eriksson, 1998; Barnea y Nottebohm, 1994).  

En el cerebro de ratones adultos las dos zonas mejor conocidas y donde está 

ampliamente confirmada la producción de nuevas neuronas en la vida adulta son: la 

zona subventricular (SVZ) de las paredes del tercer ventrículo y la capa subgranular 

(SGL) del giro dentado del hipocampo. En la SVZ los neuroblastos migran al bulbo 

olfatorio para luego reemplazar a las interneuronas locales (Gross, 2000; Lledo y 

col., 2008).  

En el giro dentado de mamíferos adultos (Abrous y col., 2005) se estimó que cientos 

de células nuevas son generadas a diario (Cameron y McKay, 2001; Rao y Shetty, 
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2004). En esta zona, la neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas 

etapas, como la proliferación de las células pluripotenciales, la migración, la 

diferenciación, la sobrevivencia de las neuronas nuevas, así como la integración de 

éstas en los circuitos neuronales existentes (figura 3). En la zona subgranular del 

giro dentado, las células pluripotenciales expresan nestina, la proteína de unión a 

lípidos del cerebro (BLBP) y GFAP. Esta población celular se caracteriza por tener 

una baja tasa de división celular. Una vez que estas células se dividen, dan lugar a 

una población que se amplifica rápidamente, de la cual se generan por división 

simétrica las células progenitoras de tipo 2 y 3. Las células progenitoras tipo 2a y 2b 

presentan procesos neuríticos cortos paralelos a la zona granular del giro dentado; 

en cambio, las de tipo 3 presentan procesos largos integrados en la capa granular. 

Durante esta etapa se inician los eventos de migración y de diferenciación temprana, 

y las células expresan la proteína asociada a microtúbulos doblecortina, el factor de 

transcripción Prox1 y la proteína nuclear neuronal específica NeuN. Concluida esta 

fase, se generan las neuronas inmaduras caracterizadas por procesos dendríticos 

largos que cruzan la capa granular del giro dentado. Estas neuronas inmaduras van 

a diferenciarse en su totalidad para integrarse en los circuitos neuronales. En este 

estadio final, las nuevas neuronas expresan marcadores específicos, como la 

proteína de unión a calcio llamada calbindina. Además, reciben 	
���� (señal de 

entrada) sinápticos, extienden los axones a lo largo del tracto de las ������ �	
�� y 

muestran propiedades electrofisiológicas muy similares a la de las neuronas 

maduras ya existentes en el giro dentado (Hastings y Gould, 1999; Stanfield y Trice, 

1988; van Praag y col., 2002; Zhao y col., 2006; Kempermann y col., 2003). 
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����
�� �. Neurogénesis en el hipocampo.  ��
��� ��� ���	
�� 	���	����� vista frontal de un 

cerebro de ratón mostrando los sitios de neurogénesis en el giro dentado (DG) de la 

formación hipocampal.���
���������	
���������� esquema de células proliferando en la capa 

subgranular (SGL) localizada en la interface entre el hilus y la capa granular (GL), donde 

migran y se diferencian en neuronas maduras. ��
�������
���� secuencia de tipos celulares 

involucrados en el desarrollo neuronal (Kempermann y col., 2004). 
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Los factores neurotróficos son péptidos que promueven el desarrollo y la 

diferenciación neuronal (Vega  y col., 2003), y son expresados en una región y 

período particular (Korsching, 1993). El tejido nervioso depende de ellos para su 

supervivencia y funcionamiento dado que participan en los procesos de 

remodelación, adaptación y plasticidad neuronal. 

Los factores neurotróficos actúan de manera autócrina o parácrina, pudiendo ser 

secretados por neuronas, tejidos blanco que ellas inervan o células gliales 

(Korsching, 1993).  

Al ser secretados por el tejido blanco, actúan de forma retrógrada favoreciendo su 

inervación por la neurona que es estimulada. Este mecanismo implica la secreción 

de factores neurotróficos al espacio extracelular, su captura por una neurona vía un 

receptor específico y la internalización del complejo receptor6péptido que es 

transportado por el axón hacia el soma (Korsching, 1993).  
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Los factores neurotróficos también pueden actuar de forma anterógrada, siendo 

secretados desde los axones. De hecho, algunos factores neurotróficos pueden 

actuar como neurotransmisores y, recíprocamente, algunos neurotransmisores 

pueden ejercer una función trófica (Korsching, 1993). 

Un factor neurotrófico puede ejercer distintos efectos sobre una célula y puede 

influenciar diversos tipos neuronales y no neuronales, lo cual implica la competencia 

entre células por los factores (Korsching, 1993). Distintos factores neurotróficos 

cumplen diferentes funciones, pero se pueden superponer por la convergencia de 

caminos de transducción de señales (Korsching, 1993). Sin embargo, esto no 

siempre supone redundancia, ya que una neurona puede necesitar más de un factor 

para sobrevivir. 

 

��������	�
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La familia más conocida de factores neurotróficos es la de las neurotrofinas. A esta 

familia pertenecen el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4). Las 

neurotrofinas son sintetizadas como pro6hormonas que luego son clivadas dando 

lugar a la forma madura de 14 kDa. Finalmente, dos de éstas se unen para formar 

un homo dímero mediante uniones no covalentes (Blum y Konnerth, 2005). El NGF, 

la NT3 y el BDNF actúan de manera retrógrada, mientras que la NT3 y el BDNF, 

también actúan de manera anterógrada (Korsching, 1993). Todas son expresadas 

en el hipocampo (Skup, 1994) pero el BDNF es particularmente abundante (Binder y 

Scharfman, 2004). 
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Existen dos tipos de receptores de neurotrofinas: los Trk de alta afinidad y el p75 de 

baja afinidad, ambos, receptores de membrana. Los Trk, ubicados en neuronas y 

astrocitos, transmiten señales que aumentan la supervivencia y promueven el 

crecimiento celular (Klein, 1994). Son receptores del tipo troponina quinasa, o sea 

que poseen actividad quinasa. El TrkA reconoce principalmente al NGF y también a 

la NT3 y la NT4, el TrkB reconoce el BDNF y  la NT4, y con menos afinidad  la NT3, 

y el TrkC reconoce la NT3 (Tessarollo, 1998). El receptor p75 pertenece a la 
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superfamilia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) y de Fas (quinasa de 

adhesión focal), por lo que posee actividad tirosina quinasa (Reinés y col., 2003). 

Tiene una afinidad similar por todas las neurotrofinas. A este receptor se le adjudican 

tanto funciones positivas para la supervivencia neuronal, como, en ciertas 

condiciones, la inducción de la muerte celular. Todos los receptores de neurotrofinas 

se expresan en el hipocampo (Klein, 1994). Los receptores Trk se distribuyen por el 

soma y las neuritas. La unión de la neurotrofina al receptor induce cambios 

conformacionales que llevan a la dimerización y activación del receptor (Blum y 

Konnerth, 2005). Éste puede desencadenar cascadas de señales desde la 

membrana pero también puede ser endocitado  y activar cascadas de señales desde 

la vesícula que es transportada de forma retrógrada hacia el soma. 

Las cascadas que pueden activarse son (Reinés y col., 2003, Huang y Reichardt, 

2001):  

�� La cascada de las MAPK, la cual es responsable de un alto porcentaje de la 

supervivencia celular inducida por la neurotrofinas y es vital para proteger a las 

neuronas del estrés oxidativo y del daño por citoquinas. Mediante esta cascada 

pueden activarse factores de crecimiento o factores de transcripción, y también 

puede intervenir en los procesos de LTP. 

�� La vía de señalización que involucra a la fosfolipasa C (PLCγ). Ésta lleva a la 

salida del Ca2+ de los reservorios y a la subsecuente activación de quinasas. Esta 

vía también podría intervenir en el proceso de LTP. 

�� La vía de la fosfatidil inositol63’6quinasa (PI3K), la cual es la mayormente 

responsable de la supervivencia inducida por NGF. Esta cascada participa en 

fenómenos antiapoptóticos, inhibiendo a la procaspasa69 y estimulando la 

síntesis del factor anti6apoptótico Bcl62, entre otros. 

La respuesta resultante de la interacción neurotrofina6receptor dependerá de que vía 

sea activada, lo cual puede depender de la duración y potencia de la activación de 

diversos receptores y la coexpresión de éstos. 
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En general, todas las neurotrofinas cumplen una función en la supervivencia, 

desarrollo y diferenciación de las neuronas, y en el crecimiento de neuritas, e 
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influyen en la expresión de proteínas esenciales para el funcionamiento normal de 

las neuronas.  

El NGF, por ejemplo, estimula la supervivencia y la iniciación neurítica (Levi6

Montalcini y Angeletti, 1963), la síntesis de diversos neuropéptidos (Heumann, 1987) 

y tiene un papel importante en el mantenimiento de un estado diferenciado de las 

neuronas sinápticas y sensoriales (Misko y col., 1987).  

El BDNF promueve la supervivencia y el crecimiento en una variedad de neuronas. 

Por ejemplo, el BDNF contribuye al desarrollo dependiente de actividad de la corteza 

visual (Binder y Scharfman, 2004), lo cual sugiere un papel en el cableado de 

axones en el desarrollo. El BDNF también tiene importantes efectos en la morfología 

dendrítica (Murphy y col., 1998) y favorece la neurogénesis (Katoh6Semba y col., 

2002). 

Entre las funciones de la NT3 se encontraría la facilitación del desarrollo y la 

supervivencia  de neuronas (Huang y Reichardt, 2001), del desarrollo de precursores 

neuronales hipocampales (Vicario6Abejón y col., 1995), y de la supervivencia y 

desarrollo de oligodendrocitos (Barres y col., 1994). 

Tanto el BDNF como la NT3 cumplen un papel en las sinapsis. Ésta es una función 

muy importante del BDNF, dado que es promotor de la LTP. Cortes hipocampales 

tratados con BDNF o NT3 y no con NGF mostraron un aumento persistente en la 

amplitud del potencial postsináptico, similar a lo que ocurre con la inducción de LTP 

(Kang y Schuman, 1995). Recíprocamente, en ratones �
������ para BDNF no se 

pudo inducir LTP con la estimulación tetánica y esto fue revertido con la aplicación 

de BDNF exógeno (Korte y col., 1995; Patterson y col., 1996). Además, estímulos 

eléctricos que inducen LTP aumentan la expresión de BDNF y NGF (Patterson y col., 

1992). 

Algunos experimentos demuestran que el efecto del BDNF en el LTP sería a nivel de 

la presinapsis, en la liberación de neurotransmisores, pero también se presentan 

fuertes evidencias de efectos en la postsinapsis (McKay y col., 1999; Binder y 

Scharfman, 2004). En la postsinapsis, el BDNF modula a los canales tipo NMDA y 

GABA y además activa canales de sodio voltaje6dependientes que llevan a la 

liberación de neurotransmisores desde las dendritas (Blum y Konnerth, 2005). 

Por otro lado, puede observarse el papel del BDNF en el aprendizaje (figura 4). Se 

ha demostrado que durante el aprendizaje contextual se induce la expresión de 
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BDNF en el hipocampo y que el bloqueo de la función del BDNF impide el 

aprendizaje espacial (Binder y Scharfman, 2004). 

La desregulación de neurotrofinas está asociada con diversas patologías del sistema 

nervioso. En las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, el 

BDNF se encuentra disminuido en hipocampo y neocorteza (Schindowski y col., 

2008) y en la sustancia negra, respectivamente (Binder y Scharfman, 2004). En el 

Alzheimer, en algunas zonas del cerebro se encuentra aumentada la pro6NGF y 

disminuido el TrkA. Además, el NGF estimula la transcripción del péptido APP 

(Schindowski y col., 2008).  

Distintas investigaciones relacionan un aumento del BDNF en los cambios 

electrofisiológicos y comportamentales de la epilepsia (Binder y Scharfman, 2004). 

La expresión hipocampal del BDNF se vio aumentada en pacientes epilépticos 

(Mathern y col., 1997). Además, las convulsiones aumentan los niveles de 

mensajero de NGF (Gall y Isackson, 1989). Por otro lado, la expresión de BDNF 

hipocampal aumenta luego de un daño cerebral.  
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����
�� '� Vías de señalización por la activación del BDNF/TrkB en el aprendizaje y la 

memoria. La actividad aumenta la expresión de BDNF y liberación en sitios pre y 

postsinápticos. El BDNF se une a los receptores TrkB localizados sobre los axones 

presinápticos, llevando a éstos a autofosforilación y activación de la vía de transducción de 

señales de las MAPK, facilitando la liberación del neurotransmisor. El BDNF también de une 

a los receptos TrkB postsinápticos, conduciendo a la activación de los receptores AMPA y 

NMDA a través de la activación de las vías MAPK y PLC que llevan a la subsecuente 

fosforilación de PKA, CAMK y CREB (Yamada y col., 2002). 
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El óxido nítrico (NO) es una molécula pequeña, no cargada, con un electrón 

desapareado, que posee un carácter fuertemente hidrofóbico y alto coeficiente de 

difusión (3300 Nm2/s) (Ledo y col., 2004). Las enzimas de la familia de la óxido 

nítrico sintasa (NOS) catalizan la oxidación del grupo guanidino del aminoácido L6

arginina para generar NO y L6citrulina (Moncada y col., 1991). Esta reacción 

involucra dos pasos de mono6oxigenación. La N6hidroxiarginina es una especie 

intermediaria formada a partir de una reacción que requiere un O2 y un NADPH y la 

presencia de tetrahidroxibiopterina (BH4). El segundo paso de la reacción de síntesis 

del NO resulta de la oxidación de la N6hidroxiarginina para dar citrulina y NO 

(Knowles y Moncada, 1994). La reacción oxidativa implica 5 electrones y esta 

estequiometría impar de la transferencia de electrones permite la generación de un 

radical libre (Forstermann y col., 1994). (Ver figura 5). 

Se han identificado tres isoformas de la NOS que son producto, de al menos, tres 

genes distintos, ubicados en diferentes cromosomas (Forstermann y col., 1994). 

Inicialmente estas isoformas se clonaron de cerebro de rata (nNOS o NOS6I), de 

macrófagos (iNOS o NOS6II) y de células endoteliales bovinas y humanas (eNOS o 

NOS6III). Trabajos posteriores han demostrado su expresión en otras células y 

tejidos: la nNOS, además de las células nerviosas, se localiza en ciertas áreas de la 

médula espinal, ganglios simpáticos, glándula adrenal, células epiteliales de pulmón, 

útero y estómago, músculo esquelético, islotes pancreáticos y en la mácula densa 

del riñón (Forstermann y col., 1994); la eNOS se expresa también en determinadas 

poblaciones neuronales (Nelson y col., 1997); y la iNOS puede expresarse en 

distintos tipos de células como hepatocitos, células endoteliales, condrocitos, células 

gliales y neuronas (Ledo y col., 2004). Las tres son homodímeros en su forma activa, 

con monómeros de peso molecular alrededor de 160 kDa para la nNOS y 130 kDa 

para iNOS y eNOS. Todas tienen FAD, FMN y hemo como grupos prostéticos y 

requieren tetrahidrobiopterina (Knowles y Moncada, 1994; Forstermann y col., 1994; 

Nelson y col., 1997). 
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��*� Esquema de la reacción catalizada por la NOS. 

 

Las isoformas de la NOS se pueden distinguir por la dependencia de calcio6

calmodulina y por la inducibilidad. La nNOS y la eNOS se expresan 

constitutivamente y son dependientes de Ca2+/calmodulina. A las concentraciones 

intracelulares de Ca2+ en células en reposo (≅100 nM), estas isoformas no unen 

calmodulina y por lo tanto, están inactivas, mientras que concentraciones mayores a 

500 nM provocan la unión del complejo Ca2+/calmodulina y la consecuente 

activación de la enzima. Normalmente, generan niveles moderados de NO (del orden 

de picomoles) que modulan procesos rápidos como la neurotransmisión y la 

dilatación de los vasos sanguíneos respectivamente. Por el contrario, la isoforma 

iNOS prácticamente no se expresa en células no estimuladas, y es inducida a nivel 

transcripcional por endotoxinas como lipopolisacáridos (LPS) bacterianos o por 

citoquinas proinflamatorias (Forstermann y col., 1994), y aunque se une a 

calmodulina su actividad no es regulada por calcio (Knowles y Moncada, 1994). Esta 

isoforma puede generar cantidades importantes de NO (del orden de nanomoles) 

durante largos períodos de tiempo, que pueden causar efectos citotóxicos 

(Forstermann y col�, 1994). 

Las isoformas de NOS también difieren en su localización subcelular. Aunque la 

nNOS es una enzima soluble, puede aparecer parcialmente asociada a membrana. 
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Se ha  identificado un dominio PDZ en el extremo N6terminal que sugiere su 

capacidad de interactuar con otras proteínas como la PSD695 en células neurales. A 

su vez esta proteína  (PSD695) se une a los receptores de glutamato de tipo N6metil6

D6aspartato (NMDA) también por un dominio PDZ. Estas interacciones permitirían 

una localización de la nNOS próxima a los receptores de NMDA, principales 

activadores de esta isoforma en neuronas, favoreciendo así una rápida activación 

(Ledo y col., 2004). A diferencia de la nNOS, la eNOS es una proteína particulada, 

asociada a la membrana por residuos de miristato (Knowles y Moncada, 1994) y la 

iNOs es una proteína citosólica (Forstermann y col., 1994). 

Estudios 	
� �	��� indican que la actividad de la isoforma nNOS puede ser regulada 

mediante fosforilación también por otras proteínas quinasas como la proteína 

quinasa C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CaMK) (Nakane y col., 

1991; Knowles y Moncada, 1994). Además la nNOS también puede ser regulada por 

interacción con una proteína adaptadora específica de cerebro llamada CAPON, la 

cual compite por el dominio PDZ separando a la nNOS de los receptotes de NMDA 

(Ledo y col., 2004) (figura 6). Otro mecanismo de regulación de la actividad es la 

inhibición directa de la actividad enzimática por el propio NO, probablemente por 

unión al grupo hemo (Colasanti y col., 1995). Además, el NO posee un efecto 

inhibitorio sobre la transcripción de la iNOS por dos mecanismos, ya sea 

suprimiendo la activación del factor nuclear κB (NF6κB) por inducción y estabilización 

del inhibidor de NF6κB, el factor inhibitorio IκB; o por interferir directamente en la 

unión de NF6κB a los elementos de respuesta presentes en la región promotora de 

los genes que codifican la iNOS (Colasanti y Susuki, 2000). Existen algunos factores 

que aumentan la actividad de la NOS constitutiva e inhiben la inducción de la iNOS. 

Por ejemplo pretratamientos de astrocitos con glutamato que aumentan la actividad 

de nNOS por activación de los receptores NMDA, suprimen la expresión de iNOS 

inducida por citoquinas; la dexametosona, un inhibidor de la expresión de iNOS, 

incrementa la actividad de nNOS en astrocitos (Colasanti y Susuki, 2000). Estos 

mecanismos son puntos de control importantes para la producción de NO. 

La nNOS se ha detectado en numerosas regiones del SNC como el cerebelo, el 

bulbo olfatorio accesorio y principal, los colículos inferiores y superiores, el núcleo 

supraóptico, la corteza cerebral, el caudado putamen (Nelson y col., 1997) y las 

regiones CA1, CA2 y CA3 y el giro dentado de la formación hipocampal, entre otros 

(Nelson y col., 1997; de Oliveira y col., 2000). Esta amplia distribución indica que el 
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NO es un importante mensajero biológico de una gran cantidad de procesos que se 

llevan a cabo dentro del sistema nervioso. En cuanto a su localización celular, en 

cortes de cerebro la nNOS ha sido localizada tanto en astrocitos (Colasanti y Susuki, 

2000) como en poblaciones neuronales (Ledo y col., 2004). Hay estudios que 

demuestran que la localización y expresión de nNOS en neuronas del hipocampo 

difiere fuertemente entre rata y ratón. En ratón se ha encontrado una importante 

expresión de nNOS en el citoplasma de células piramidales tanto en CA1 como en 

CA3, mientras que en rata la mayoría de los estudios revelan que la expresión de 

nNOS está confinada a interneuronas de CA1 o es limitada en células piramidales de 

esta subregión. Además se encontró que la expresión de nNOS en ratón es mucho 

mayor que en rata. Es llamativo que esta diferencia sólo se observa en hipocampo y 

no en otras áreas del cerebro (Blackshaw y col., 2003). La eNOS se expresa en 

determinadas poblaciones neuronales de diferentes regiones cerebrales como 

células piramidales del hipocampo, neuronas de la capa granular interna del bulbo 

olfatorio y cerebelo (Nelson y col., 1997), mientras que la iNOS puede ser activada 

en microglía y astrositos (Ledo y col., 2004). 

El NO es un importante regulador de la función neuronal. Así se ha descripto que el 

NO es un mensajero intracelular sintetizado endógenamente después de la 

activación de receptores NMDA. En el cerebro, el NO es una molécula de 

señalización retrógrada que transfiere información de las terminales nerviosas post a 

presinápticas. También actúa como segundo mensajero en la terminal postsináptica. 

El NO juega un rol importante en el LTP en el hipocampo y en el LTD en cerebelo y 

estaría involucrado en procesos de aprendizaje y memoria conservados a lo largo de 

la evolución (Bredt y Snyder, 1992). 

La principal señal intracelular que desencadena el NO, es el aumento de los niveles 

de GMPc, que activaría la proteína quinasa dependiente de GMPc y la 

correspondiente cascada intracelular (Feil y Kleppisch, 2008). Existen evidencias de 

mecanismos independientes de GMPc, por ejemplo la ADP ribosilación de proteínas 

que regularían la transmisión sináptica (Sullivan y col., 1997). Asimismo, se ha 

descripto que el NO puede aumentar la liberación basal de neurotransmisores como 

la dopamina, glutamato y acetilcolina (Lonart y Johanson, 1992). 

La producción de NO puede conducir a neuroprotección o neurotoxicidad 

dependiendo de su concentración, del lugar de producción y del entorno celular 

(Colasanti y Susuki, 2000). Miranda y col. (2000) sugieren que el NO a bajas 
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concentraciones, en el orden nanomolar, actúa directamente como un antioxidante. 

Se ha demostrado que el NO protege contra la injuria celular causada por peróxido 

de hidrógeno (H2O2), xantina oxidasa, y alquilhidroxiperóxidos. Ha sido propuesto 

que una controlada producción de NO podría constituir parte de la respuesta 

fisiopatológica de los tejidos a la noxa y la inhibición de esta respuesta podría 

interferir con los procesos normales de reparación (Khaldi y col., 2002). Sin 

embargo, altas concentraciones de NO, en el orden nanomolar, puede participar en 

eventos neurodestructivos. Entre los mecanismos propuestos, se incluyen la 

reacción del NO con el ión superóxido y la producción de peroxinitrito, un conocido 

compuesto tóxico (Przedborski y col., 2000).  
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����
�� +, Señalización de nNOS en las sinapsis neuronales. La estimulación de los 

receptores de NMDA (NMDAR) por glutamato, proveniente de las neuronas presinápticas, 

produce entrada de calcio en las neuronas postsinápticas. Los NMDAR produce la 

activación de la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS), produciendo óxido nítrico (NO) y 

citrulina a partir de arginina. La nNOS está regulada por la proteína quinasa C (PKC) y por la 

proteína adaptadora específica de cerebro (CAPON), la cual compite por el dominio PDZ 

separando a la nNOS de los NMDAR. El NO actúa como un mensajero retrógrado y 

dependiendo de su concentración puede conducir a señales de sobrevida (cascada MAPK) 

o toxicidad neuronal. 

 

 

Dendrita 

Axón 
del SNC Célula glial 

Neurona 

glutamato 
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La PKC es una familia de 12 isoformas, nueve de las cuales están presentes en el 

cerebro (Hrabetova y Sacktor, 2001), que han sido clasificadas en 3 grupos: PKC 

convencionales (α, βI, βII, γ), son calcio dependientes y activadas por fosfatidilserina 

(PtdSer) y diacilglicerol (DAG); PKC nóveles (δ,ε,η,θ), son activadas por PtdSer, 

DAG pero no por calcio y PKC atípicas (ι/λ,ζ,�), las cuales requieren sólo PtdSer 

para su activación (Newton y Johnson, 1998). Cada isoforma presenta un dominio 

regulatorio amino6terminal, conteniendo una secuencia autoinhibitoria para un 

pseudosustrato y un sitio de unión a segundos mensajeros; y un dominio catalítico 

carboxilo6terminal. PKC está normalmente en un estado basal inactivo por 

interacciones entre estos dos dominios. Los segundos mensajeros activan 

transcientemente a PKC por unión al dominio regulatorio, translocando la enzima 

desde el citosol a membrana, y causando un cambio conformacional que 

temporariamente aumenta la autoinhibición (Hrabetova y Sacktor, 2001). 

La activación de PKC por segundos mensajeros (por ejemplo DAG) o por ésteres de 

forbol (potente activador de PKC) involucra la translocación de la enzima a la 

membrana. Las diversas isoenzimas, las cuales muestran una distribución regional 

diferente, localización subcelular y perfiles de activación distintos, podrían tener 

especificidad por diferentes sustratos y participar en diversas funciones fisiológicas 

(Newton y Johnson, 1998). 

Las distintas isoformas de PKC están involucradas en una extensa variedad de 

procesos fisiológicos y patofisiológicos en el cerebro y en el organismo entero (Oster 

y col., 2004). Su actividad es elevada en los sistemas en desarrollo como también en 

procesos de crecimiento, diferenciación y plasticidad neuronal (Hirono y col., 2001). 

En particular, regulan la conductancia de canales iónicos (Paubraj y Behari, 2004), la 

liberación de neurotransmisores y la dinámica de los receptores, eventos a largo 

término como expresión de genes y estarían implicadas en la LTP y LTD (Hrabetova 

y Sacktor, 2001), por lo que podrían jugar un papel importante en los procesos de 

aprendizaje y la memoria (Noguès y col., 1996). 

Desde que se describió que PKC está involucrada en la plasticidad sináptica, se ha 

estudiado en el hipocampo la influencia de diferentes tipos de situaciones 

comportamentales sobre la actividad de PKC, qué isoformas están implicadas en 
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determinados procesos y cúal es su distribución celular. Así se demostró que la 

exposición a un ambiente enriquecido o a una actividad física crónica incrementa la 

actividad de PKC citosólica y decrece la actividad de PKC unida a membrana, 

respectivamente, mejorando el aprendizaje espacial (Noguès y col., 1996). También 

se demostró que PKC está críticamente involucrada en procesos que desencadenan 

desórdenes como la enfermedad de Alzheimer (Xu y col., 2005), a través de la 

excitotoxicidad por glutamato, cuyas dosis citotóxicas conducen a la redistribución de 

la PKC (Buchner y col., 1999). Estudios acerca del rol de las isoformas de PKC en 

hipocampos de ratas adultas son contradictorios. Colombo sostiene que en ratas de 

6 meses de edad existe una correlación entre las altas concentraciones de PKCγ en 

la fracción particulada y PKCβII en la fracción soluble con una mejor memoria 

espacial. En ratas de 24 meses de edad el deterioro de la memoria fue 

correlacionado con altas concentraciones de PKCγ en la fracción soluble (Colombo y 

col., 1997). Otros autores sostienen que no hay diferencias entre las fracciones 

citosólica, particulada y nuclear de hipocampo de ratas jóvenes y adultas para las 

isoformas α, β, γ, δ, ε y ζ de PKC (La Porta y Comolli, 1999).  

Estudios recientes sobre la función de PKMζ indican un rol importante de esta forma 

activa de la isoforma atípica PKCζ en la potenciación y/o depresión a largo término. 

Se cree que ambas constituyen los mecanismos principales de la formación del 

aprendizaje y la memoria. Es importante mencionar que estos autores no han 

detectado PKCζ en el hipocampo, pero si han encontrado altos niveles de ARNm de 

PKCλ y PKMζ. La expresión de PKCλ está ausente o altamente disminuida en la 

angosta región CA2 del giro hipocampal, separando las áreas CA1 de CA3. El giro 

dentado contiene altos niveles de transcriptos de PKCλ y PKMζ mientras que el 

subiculum solamente expresa PKMζ, indicando un rol específico de ambas 

isoformas en la adquisición de la memoria por el sistema límbico (Oster y col., 2004). 

En la LTD, inducida en la región CA1 del hipocampo, se observó que las isoformas 

convencionales de PKC (α, βI, βII, γ) se incrementaron en la fracción de membrana a 

los 45 segundos de ser estimulado; mientras que PKMζ decreció en el citosol recién 

a los 15 minutos y luego a los 30 minutos lo hicieron PKCγ y PKCε. Este 

decrecimiento fue persistente. Por lo tanto distintas isoformas de PKC participan en 

la inducción y el mantenimiento del LTD (Hrabetova y Sacktor, 2001). 
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El estudio acerca de la implicancia de las isoformas de PKC y su distribución celular 

en distintos procesos, tanto fisiológicos como patológicos, todavía no está claro y se 

desconocen muchos de los mecanismos involucrados. 
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Los receptores de N6metil6D6aspartato (NMDA), un subtipo de receptores de 

glutamato, actúan como detectores de coincidencia porque requieren tanto la 

actividad presináptica (glutamato liberado por el axón terminal) como postsináptica 

(despolarización que libera el Mg2+, condición necesaria para la apertura del canal). 

Los canales de los receptores NMDA activos permiten el influjo de calcio hacia el 

interior de la célula postsináptica, la cual dispara una cascada de eventos 

bioquímicos resultando en un cambio sináptico (Tsien y col., 1996). En la figura 7 se 

muestra un esquema representando un receptor NMDA. La potenciación a largo 

término (LTP), un modelo de plasticidad neuronal implicado en el aprendizaje y la 

memoria, es fácilmente inducido en el hipocampo, y requiere la activación de estos 

receptores NMDA (Cain y col�, 1997). 

En el área CA1 del hipocampo, la inducción de la LTP más comúnmente estudiada 

es la dependiente de la activación del receptor NMDA. La excesiva estimulación de 

estos receptores provoca una elevada cantidad de Ca2+ libre en el citosol de la 

neurona postsináptica. Estos niveles de calcio provocan la activación de la 

fosfolipasa A2 (PLA2), llevando a la subsecuente liberación de ácido araquidónico 

(AA). El metabolismo del AA puede producir ROS libres y peroxidación lipídica 

conduciendo a la muerte celular. A estos mecanismos de muerte neuronal como 

consecuencia de la hiperestimulación del receptor de glutamato se lo denomina 

excitotoxicidad.  
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��2��Esquema de un receptor de NMDA. 
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En la bioquímica celular ocurren reacciones de óxido6reducción que determinan el 

estado redox de la célula. Este estado puede encontrarse o no en equilibrio, 

dependiendo de cuántos compuestos biológicos se encuentren reducidos y cuántos 

oxidados, lo cual a su vez depende del balance entre prooxidantes y antioxidantes. 

Un aumento de prooxidantes o una disminución de antioxidantes podrían llevar a un 

desbalance y por ende a un estado de estrés oxidativo. En un estado de estrés 

oxidativo el DNA, los lípidos y las proteínas pueden ser oxidados, lo que puede 

contribuir al desarrollo de patologías como el cáncer (Cerutti y col., 1994) o 

enfermedades neurodegenerativas (Bishop y Anderson, 2005).   

Diversas reacciones fisiológicas generan componentes proooxidantes, 

encontrándose entre ellos el oxígeno molecular (O2) y sus sustancias reactivas 

derivadas, las especies reactivas de oxígeno (ROS), así como el óxido nítrico (NO) y 

sus sustancias reactivas derivadas, las especies reactivas de nitrógeno (RNS) (figura 

8). Las más reactivas de estas especies son las de naturaleza de radicales libres ya 

que poseen uno o más electrones desapareados y, además, generan reacciones en 

cadena irreversibles (Reinés y col., 2003).  

Los radicales libres se producen continuamente a altas velocidades como 

subproducto del metabolismo aeróbico. Por ejemplo, un importante proceso 

involucrado en la producción de radicales libres es la cadena respiratoria acoplada a 
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la fosforilación oxidativa (Reinés y col., 2003). Otro ejemplo son las reacciones 

llevadas a cabo por el complejo enzimático citocromo P450 (Gregus, 2008).  

 

 

 

����
�� 4�� Esquema de las reacciones que generan componentes prooxidantes. En 

situaciones normales, la producción de prooxidantes se ve contrarrestada por diversos 

mecanismos celulares, tales como enzimas antioxidantes o vías metabólicas que mantienen 

un entorno reducido. Sin embargo, cuando la generación de prooxidantes supera a las 

defensas antioxidantes, se produce un estado de estrés oxidativo en el que el DNA, los 

lípidos y las proteínas son oxidados y por ende su estructura y funcionamiento son 

alterados, pudiéndose alcanzar, inclusive, la muerte celular (Schulz y col., 2000). Además, 

varios factores de transcripción están regulados por el estado REDOX, con lo cual una 

alteración en el balance de agentes reductores y oxidantes podría llevar a una expresión de 

genes alterada (Miao y St Clair, 2009). El estado de estrés oxidativo puede ser generado por 

diversos factores tales como la presencia de ciertos tóxicos (Gregus, 2008), la exposición a 

radiaciones, la presencia de metales de transición, la inflamación (Reinés y col., 2003), y el 

estrés (Chalmers y col., 2003; Epel, 2009). Además, el estrés oxidativo fue asociado a 

numerosas enfermedades neurodegenerativas y psiquiátricas, tales como el Parkinson, el 

Alzheimer (Bishop y Anderson, 2005) y la esquizofrenia (Smythies, 1999). 
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Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son un grupo de moléculas que derivan 

del oxígeno molecular (Thiels y Klann, 2002) y pueden inducir daño oxidativo en 

lípidos, proteínas y ADN, e incluso muerte neuronal, en ausencia de adecuada 

protección antioxidante. Las ROS cumplen varias funciones normales en las células 

actuando como segundos mensajeros regulando la expresión de genes en diversos 

campos como apoptosis, crecimiento celular y quimiotaxis. Las ROS también 

podrían actuar modulando la actividad de proteínas kinasas y fosfatasas durante la 

LTP. Así, niveles fisiológicos de peróxido de hidrógeno y superóxido son necesarios 

para la inducción y expresión de la LTP, mientras que altas concentraciones de 

estas ROS suprimen la expresión completa de LTP, posiblemente por ser tóxicas e 

inhibir la actividad de PKC (Klann y Thiels, 1999). Sólo cuando estas son producidas 

en exceso, o si las defensas antioxidantes están bajas, resulta en una patología 

(Smythies, 1999). En tal sentido, el hipocampo es una de las estructuras más 

vulnerables al daño por estrés oxidativo (Dubey y col., 1996). 

Las principales especies reactivas de oxígeno son el anión superóxido (O2
.6), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical oxhidrilo (OH.), y el oxígeno singulete (O2
1). 

En reacciones como las que ocurren en la cadena respiratoria, el O2 recibe un 

electrón formándose así O2
.6. El O2

.6 puede oxidar varias moléculas biológicas, como 

las catecolaminas y grupos prostéticos con hierro (Fe) de diversas enzimas, 

contribuyendo a la formación de OH. por la liberación del Fe2+ (Fridovich, 1997). El 

O2
.6 puede recibir otro electrón, o el O2 puede recibir 2 electrones,  formándose así 

H2O2, que no es un radical pero es oxidante y contribuye a la formación de OH. . El 

H2O2 es producto de diversas reacciones enzimáticas, entre ellas la dismutación del 

O2
.6 llevada a cabo por la enzima antioxidante superóxido dismutasa (SOD) (McCord 

y Fridovich, 1969), y la beta peroxidación de ácidos grasos en peroxisomas (Reinés 

y col., 2003). Por su lado, el OH. es muy reactivo y puede originarse mediante dos 

reacciones sucesivas que dependen de la presencia de metales divalentes como el 

hierro (Graf y col., 1984): 
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1. O2
.6     +   Fe 3+             O2     +     Fe 2+ 

 

2. Fe 2+   +  H2O2            Fe 3+   +  OH.  + OH6  (Reacción de Fenton)  

 
 

El radical OH. resulta altamente tóxico debido a que reacciona tan rápidamente que 

la célula no posee defensas antioxidantes frente a él (Gregus, 2008). Al mismo 

tiempo, dado que las ROS pueden oxidar macromoléculas biológicas, se generan 

también radicales libres orgánicos (Harman, 1972).  

El Ca2+ puede estar involucrado en la generación de ROS. Un aumento anormal de 

Ca2+ intracelular puede desacoplar la cadena respiratoria e inducir la apertura de 

poros mitocondriales (Reinés y col., 2003). Recíprocamente, las ROS pueden 

aumentar el Ca2+ libre y la excitotoxicidad. Como ya se mencionó anteriormente, un 

aumento del Ca2+ intracelular puede ser producto de la acumulación de glutamato en 

el espacio sináptico actuando vía los receptores tipo NMDA, lo cual gatilla una 

cascada de señalización que lleva al aumento de las ROS (Lafon6Cazal y col., 1993). 

Esto ha sido involucrado en distintas enfermedades neurodegenerativas (Sheehan y 

col., 1997).  
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Como se mencionó anteriormente, el NO es un gas radical libre producido por las 

óxido nítrico sintasas (NOS) que puede resultar benéfico o dañino, según en qué 

concentración y entorno se encuentre. Bajas concentraciones de NO en un ambiente 

libre de estrés oxidativo corresponderían al funcionamiento fisiológico normal 

(Marletta y Spiering, 2003). De hecho, a bajas concentraciones resulta protector 

contra el daño oxidativo (Wink y col., 1995). Sin embargo, altas concentraciones 

resultan oxidantes. Bajo estas condiciones se gatillan señales diferentes que llevan a 

caminos como la inhibición del BDNF (Canossa y col., 2002) y de proteínas 

reparadoras del ADN (Liu y col., 2002), e inducción la apoptosis (Bonfoco y col., 

1995). El rol dañino del NO se debe a su propia acción oxidante y a la de las RNS 

que de él derivan. En condiciones de estrés oxidativo, al encontrarse con O2
.6 puede 

reaccionar formando peroxinitrito (ONOO6), oxidante muy potente (Marletta y 

Spiering,  2003, Beckman y  Koppenol, 1996). El peroxinitrito reacciona fácilmente 
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con el CO2 dando un compuesto intermediario que se hidroliza espontáneamente en 

dos radicales: dióxido de nitrógeno (NO2
.) y anión radical carbonato (CO63.) (Gregus, 

2008). Por otro lado, a partir del NO se forman iones nitroxilo (NO6) y N2O3 como 

intermediario en la reacción del NO con el O2 (Miranda y col., 2000, Marletta y 

Spiering, 2003).  

El NO es oxidante de sustratos tales como los grupos hemo (Miranda y col., 2000). 

Esto provoca la liberación de metales que podrían aumentar la producción de 

radicales hidroxilo. El ONOO6, el NO2
., el CO63. y el NO6 son oxidantes de proteínas, 

lípidos y DNA (Miranda y col., 2000; Gregus, 2008; Bishop y Anderson, 2005). Un 

ejemplo es la nitración irreversible de residuos de tirosina frente al peroxinitrito 

(Guelman, 2003). Por otro lado, el NO2
.  y el N2O3 son donantes de NO+ que son 

transferidos a moléculas biológicas (Miranda y col., 2000).  

La neurotoxicidad a partir de la estimulación del receptor de NMDA también estaría 

mediada por el NO producido por la nNOS (Culcasi y col., 1994; Dawson y Dawson, 

1996). Al igual que para las ROS, la entrada de Ca2+ a la célula a través de los 

canales NMDA provoca un aumento del NO, debido a que el ión activa las NOS. Al 

aumentar los niveles de ROS y NO conjuntamente, aumentan los niveles de 

peroxinitritos lo cual puede exacerbar el daño y llevar a la muerte celular (Reinés y 

col., 2003; Dawson y Dawson, 1996).  
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Como se mencionó, continuamente se producen especies reactivas con carácter 

oxidante. Sin ningún mecanismo de defensa frente a esto la supervivencia de un 

organismo aerobio no sería posible. Las defensas antioxidantes de una célula 

reducen la capacidad pro6oxidante. Estos mecanismos incluyen: la transformación 

de los compuestos pro6oxidantes a compuestos menos reactivos mediada por 

enzimas, la reducción de los compuestos mediada por moléculas atrapantes no 

enzimáticas, el secuestro de metales catalizadores de las reacciones de formación 

de radicales libres y el mantenimiento de un entorno reducido (Reinés y col., 2003). 

Entre los antioxidantes cerebrales se encuentran el ácido ascórbico, las enzimas 

superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) y el glutatión (GSH) (figura 9). 
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��5��Esquema de las reacciones catalizadas por las principales enzimas antioxidantes. 

Enzimas superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).  
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Las SOD forman una familia de enzimas de la que se han caracterizado en 

eucariotas: la Mn6SOD mitocondrial, la Cu/Zn6SOD mayormente citosólica y la EC6

SOD mayormente extracelular, esta última menos presente en tejido nervioso 

(Fridovich, 1997).  

Como su nombre lo indica la SOD dismuta al superóxido en O2 y H2O2 (McCord y 

Fridovich, 1969): 

 

O2
.6 +  O2

.6 +  2H+               O2 + H2O2                        

 

Por lo tanto las SOD cumplen un rol importante eliminando el O2
.6 del medio y 

evitando, de esta manera, que se formen nuevas especies reactivas, como el 

peroxinitrito. 

Cada SOD depende de ciertos iones metálicos divalentes. La tabla 1 muestra cuáles 

son los iones para cada una de las isoformas y, qué proteínas cumplen un rol 

importante en la donación de dichos iones, y por lo tanto en la actividad de las SOD 

(Miao y St Clair, 2009). Las SOD se expresan constitutivamente, pero pueden ser 

reguladas transcripcionalmente. Se cree que la Cu/Zn6SOD se expresa 

fundamentalmente de modo basal y muy poco de manera inducida (Miao y St Clair, 

2009). En cambio la expresión de la Mn6SOD está altamente regulada, y en esto 
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cumple un papel importante la inducción de su transcripción por un estado de estrés 

oxidativo. Las SOD pueden ser reguladas, además, epigenéticamente o post6

transcripcionalmente (Miao y St Clair, 2009)��

�

�

6�7����� Isoformas de la enzima superóxido dismutasa (Miao y St Clair, 2009). 

 

 

 

Varios experimentos demuestran que las SOD cumplen un importante papel 

protector frente al estrés oxidativo, daño o neurotoxinas en el sistema nervioso 

central (Ischiropoulos y Beckman, 2003). Además, las SOD resultan protectoras 

frente a la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA (Dawson y Dawson, 1996). 

En distintos organismos se han reportado diversas anomalías provocadas por la falta 

de alguna de estas enzimas (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 2003). 

Además las SOD parecerían estar altamente relacionadas con la esclerosis 

amiotrófica lateral familiar (FALS), en la cual lo individuos presentarían una forma de 

la Zn/Cu6SOD mutada con función tóxica (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 

2003; Schulz y col., 2000). 
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La catalasa (CAT) es una hemo6proteína asociada a NADPH con función peroxidasa 

(Chelikani y col., 2004). Se encuentra principalmente en los peroxisomas de las 

células de todos los órganos, especialmente en hígado y eritrocitos.  
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La CAT transforma el H2O2 en agua y O2: 

 

2 H2O2                    2 H2O + O2                                           

 

Es una enzima ubicua, muy resistente a la proteólisis y desnaturalización, y su 

expresión está modulada por el H2O2 y especies reactivas del oxígeno (Chelikani y 

col., 2004). 
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El glutatión (GSH) es el mayor antioxidante en el cerebro (Dringen, 2000). Es el 

principal antioxidante en los terminales presinápticos de las neuronas (Smythies, 

1999). Sin embargo, la mayoría se encuentra en las células gliales (Philbert y col., 

1991). Además se encuentra en el espacio extracelular porque es secretado por 

ambos tipos celulares. 

El GSH es un tripéptido de glutamato, cisteína y glicina, mayormente citoplasmático 

(en menor medida mitocondrial), con alto número de tioles (Aoyama y col., 2008a), 

por lo tanto tiene un alto poder reductor. Actúa como secuestrador de radicales libres 

tales como el superóxido, el óxido nítrico, el radical hidroxilo y el peroxinitrito. 

Además, resulta cofactor de reacciones de reducción de peróxidos (como el H2O2), 

calalizada por la glutatión peroxidasa (GPx) (Chance y col., 1979). Al reaccionar, el 

glutatión reducido (GSH) pasa a su forma oxidada, glutatión disulfuro (GSSG) (figura 

10). 
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���9��Vías de oxidación y reducción del glutatión en su acción antioxidante. 

Glutatión peroxidasa (GPx) y la glutatión reductasa (GR) (Dringen, 2000). 
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Normalmente, la mayoría del glutatión está en su forma reducida, por ello el sistema 

funciona como un buffer REDOX. La enzima glutatión reductasa (GR) dependiente 

de NADPH es la encargada de revertir el GSSG a GSH (Aoyama y col., 2008b).  

Por otro lado, el glutatión forma conjugados con sustancias tóxicas, reacción 

catalizada por la glutatión6s6transferasa, y es liberado por las células e hidrolizado 

por la γ6glutamil transpeptidasa (Dringen, 2000). Ambos fenómenos disminuyen la 

cantidad de glutatión, pero los valores son normalizados gracias a su síntesis de 


���. 

El GSH es formado a partir de la unión de glutamato y cisteína catalizada por la 

enzima γ6glutamilcisteína sintasa, formándose un dipéptido que luego se une a una 

glicina, reacción catalizada por la enzima GSH sintasa (Aoyama y col., 2008b). El 

GSH producido ejerce una retroalimentación negativa sobre su síntesis inhibiendo a 

la γ6glutamilcisteina sintasa. El sustrato limitante es la cisteína, la cual ingresa a las 

células gliales a través de los transportadores EAAT1 y EAAT2, y a las neuronas 

hipocampales a través del transportador EAAC1 (Aoyama y col., 2008a). Además, el 

dipéptido, producto de la hidrólisis de GSH puede ser reutilizado como sustrato para 

la síntesis de 
����(Dringen, 2000). 

Además de su importancia como antioxidante, se le han adjudicado otras funciones, 

tales como un papel esencial en la proliferación celular, almacenamiento no tóxico 

de cisteína,  neuromodulación sináptica y neurotransmisión (Cruz y col., 2003; 

Dringen, 2000). 

Se ha documentado que una disminución de GSH puede desencadenar apoptosis, 

llevar a un aumento del influjo de Ca2+ a la célula, aumentar las ROS (figura 11), o 

conducir a la disfunción mitocondrial (Schulz y col., 2000). Se ha encontrado una 

disminución de GSH en el sistema nervioso de pacientes esquizofrénicos y en 

individuos con enfermedad de Parkinson (Schulz y col., 2000).  
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����
�� ���� Protección dependiente del glutatión contra el estrés oxidativo.� El glutatión 

reacciona con el superóxido, el óxido nítrico, el radical hidroxilo, y el peroxinitrito (flecha 

punteada). El glutatión también reacciona con el H2O2 catalizados por la GPx/CAT. 

Abreviaturas: O2
−: superóxido, H2O2: peróxido de hidrógeno, GPx: glutatión peroxidasa, CAT: 

catalasa, NO: óxido nítrico, ONOO−: peroxinitrito, HO⋅: radical hidroxilo.  
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Los seres superiores defienden constantemente su integridad biológica frente a 

agresiones, procedentes del exterior así como del propio organismo. De no ser así, 

morirían como consecuencia de tumores e infecciones por bacterias, virus, hongos, 

etc. Para que estos fenómenos de defensa se lleven a cabo, los organismos 

disponen de un conjunto de elementos especiales, conocido como sistema inmune� 

La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se madura y consolida en los 

primeros años de la vida fuera del seno materno.  

El sistema inmune (SI) está conformado por una serie de órganos, tejidos y células 

que se encuentran distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo. 

Estructuralmente el SI está formado por órganos macizos como el timo, el bazo y los 

ganglios linfáticos y estructuras tubulares como los vasos linfáticos que se 

encuentran intercomunicando algunos de los órganos mencionados anteriormente. 

Teniendo en cuenta las funciones que realizan estos órganos se pueden clasificar en 

primarios y secundarios. En los órganos primarios, el timo y la médula ósea, se 

generan las células que conforman al sistema inmune (linfopoyesis) y además en 

éstos los linfocitos adquieren su repertorio de receptores específicos para cada tipo 

de antígeno. Los órganos secundarios hospedan a las células capacitadas en un 

entorno adecuado para que las mismas interactúen con los agentes extraños al 

organismo y eventualmente los eliminen. Los órganos linfoides secundarios incluyen 

el bazo, los ganglios linfáticos y el tejido linfoide asociado a las mucosas, como las 

amígdalas y las placas de Peyer del intestino. 

El rol primario del SI es entonces proteger al organismo de agentes perjudiciales 

externos. Juega además un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 

antigénica del organismo eliminando clones autoreactivos, es decir que reconozcan 

antígenos propios (Fainboim y Geffner, 2005; Delves y Roitt, 2000a). 
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Existen dos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida o adaptativa. La inmunidad 

innata  es la primera línea de defensa  ante una infección o un agente tóxico 

(Medzhitov y Janeway, 2000). Forman parte de ésta la piel y el epitelio de los tractos 

digestivo, respiratorio y genitourinario, así como también diversos tipos de células, 

como mastocitos, macrófagos, neutrófilos entre otras. Además involucra el sistema 

del complemento y proteínas de fase aguda. La respuesta inmune inespecífica es la 

primera barrera defensiva del organismo y no requiere sensibilización previa. Este 

tipo de respuesta es mediada por células con capacidad fagocítica y células 

asesinas naturales (NK).  

El sistema inmune adaptativo evolucionó en los vertebrados primitivos y permite una 

respuesta inmunitaria mayor y específica, así como el establecimiento de la 

denominada memoria inmunológica que  proporciona una respuesta mejorada a 

encuentros secundarios con ese mismo patógeno específico. La inmunidad 

adaptativa puede clasificarse en dos tipos: la inmunidad celular, mediada por 

linfocitos T (LT) y la inmunidad humoral mediada por linfocitos B (LB). Los LB y LT  

reconocen motivos particulares presentes en los patógenos. El linfocito B o T que 

reconoce su antígeno se activa y sufre un proceso de expansión clonal generando 

así una progenie de idéntica especificidad antigénica compuesta por miles de células 

(Delves y Roitt, 2000a). 

 

�����%��!����������

�

Los linfocitos B cumplen  la función de generar anticuerpos (Ac), función que llevan a 

cabo una vez diferenciados. Los LB responden a dos tipos distintos de antígenos 

(Ag), los Ag timo6independientes (T6independientes), como por ejemplo las 

estructuras poliméricas presentes en la pared de las bacterias Gram6negativas 

(lipopolisacárido de membrana, LPS), que inducen una respuesta sin necesidad de 

la colaboración de los LT y los Ag timo6dependientes (T6dependientes), como los 

glóbulos rojos de carnero (GRc) que necesitan de las células T para producir una 

óptima producción de Ac (Delves y Roitt, 2000b). La interacción de los Ag con sus 

receptores produce la activación del LB que prolifera y se diferencia en célula 
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plasmática, que es la célula efectora, y secreta activamente Ac específicos contra el 

Ag que las activó. 

Los LB reconocen a su Ag a través de receptores de membrana. Para los Ag T6

dependientes los receptores son inmunoglobulinas (Ig) de membrana de tipo IgD e 

IgM (BCR). El procesamiento y presentación de Ags T6dependientes a células T 

efectoras estimula la producción de citoquinas y la expresión en superficie de CD40, 

que actúa sobre las células B para inducir la progresión del ciclo celular y 

diferenciación celular. Existen dos tipos de Ag T6independientes, los Ag TI61 que  no 

estimulan las células B a través del BCR sino a través de receptores del tipo Toll 

(TLRs), como por ejemplo el LPS que estimula al LB a través del TLR64 (Medzhitov, 

2001); y los Ags TI62  que reaccionan de forma cruzada con BCR (Fainboim y 

Geffner, 2005). 
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La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante función como 

mecanismo inmunológico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y 

virus, así como evitando la aparición y desarrollo de células tumorales. Los LT 

reconocen el Ag mediante un receptor de membrana (TCR), pero a diferencia de los 

LB, que reconocen antígenos nativos, los LT lo hacen sólo cuando el Ag es 

degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de antígeno 

(APC) o de células infectadas y sus determinantes antigénicos son expuestos en la 

superficie de estas células en el contexto de una molécula del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC). 

Existen diversos tipos de linfocitos T. En función de la expresión de moléculas de 

superficies CD4 y CD8 se clasifican en dos grupos. Las células T CD4+ y células T 

CD8+. Las células  CD4+ a su vez se dividen en T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2),  T 

helper 17 y T reguladores (TReg) de acuerdo con su perfil funcional, determinado 

fundamentalmente por el patrón de citoquinas producido.  

Los linfocitos T CD4+ reconocen Ag procesados proteolíticamente y expuestos en el 

contexto de moléculas del MHC de clase II de las APC. Por otra parte, los linfocitos 

citotóxicos CD8+ reconocen a los Ag que han sido procesados endógenamente en el 
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citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de 

clase I (Fainboim y Geffner, 2005). 

La diferenciación de células T tanto en células efectoras Th1 como Th2 determina la 

naturaleza de la respuesta inmune adaptativa que se activa subsecuentemente. 

 

��*������-�������

 

Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular biológicamente activas que 

modulan la actividad del sistema inmune, secretadas por varios tipos celulares 

pertenecientes o no al sistema inmune. Sus acciones suelen ser pleiotrópicas y 

redundantes. En este sentido suelen observarse efectos sinérgicos o antagónicos. 

Algunas citoquinas se consideran anti6inflamatorias y otras pro6inflamatorias 

(Fainbom y Gefner, 2005). 

Las células Th1 cuando son estimuladas secretan IFN6γ, IL62 y TNF. Las células Th1 

están involucradas en la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) que es la 

responsable del reclutamiento de otras células inflamatorias en los tejidos periféricos 

infectados y la diferenciación de células CD8+ en células citotóxicas maduras. Un 

ejemplo de respuesta DTH mediada por células Th1 es la prueba de tuberculina  

cutánea. Además fueron implicadas como efectores de las enfermedades 

autoinmunes en general (Liblau y col., 1995; Romagnani, 1995), y en enfermedades 

del sistema nervioso central como por ejemplo la esclerosis múltiple (Olsson, 1995 a 

y b). 

Las células Th2 secretan IL64, IL66, IL610, IL5, IL613 y TGF6β. Cumplen un papel 

principal en la inmunidad frente a bacterias y parásitos extracelulares (Faimbon y 

Gefner, 2005). Estas células y sus citoquinas son necesarias para la estimulación  y 

diferenciación de LB en células plasmáticas maduras secretoras de anticuerpos. 

También están implicadas en reacciones alérgicas: la IL64 activa la producción de 

IgE y la IL65 activa los eosinófilos (Elenkov, 2004). 

La generación de respuesta Th1 y Th2 suele ser mutuamente excluyente. Existe una 

regulación cruzada entre Th1 y Th2. El IFN6γ secretado por las Th1 inhibe la 

proliferación de las Th2. Por su lado, la IL610 y la IL64 secretadas por las Th2 inhiben 

la secreción de IL62 e IFN6γ por parte de las Th1. La inhibición ejercida por la IL610 

no es directa, la IL610  reduce el número de moléculas de MHC6II de las APC por  lo 
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cual ésta disminuyen su capacidad de activar a las Th1. El predominio de una u otra 

de las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del microambiente de 

citoquinas en que ocurre la activación y maduración inicial a partir de linfocitos en 

reposo (Faimbon y Geffner, 2005). 

En la figura 12 puede verse un esquema general de la respuesta inmune.  
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����
����,�Esquema general de la respuesta de los linfocitos frente a una infección viral. Las células 

T se caracterizan por poseer receptores de células T (TCRs) que reconocen antígenos procesados 

presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), como se muestra en el 

lado izquierdo de la figura. La mayoría de la células T citotóxicas son CD8+, reconocen un antígeno 

procesado presentado por las moléculas MHC de clase I, matan a la celula infectada, previniendo la 

replicación viral. Las células T citotóxicas activadas secretan interferón6γ, que junto con el interferón6α 

y β producido por las células infectadas, crea un estado de resistencia celular a la infección viral. 

Como se muestra en el lado derecho de la figura, las células T colaboradoras (T ������) son 

generalmente CD4+, reconociendo al antígeno procesado presentado por moléculas MHC de clase II, 

y puede ser dividido en dos poblaciones principales. Células T ������ tipo 1 (Th1) que secretan 

interferon6γ e interleuquina62, las cuales activan macrófagos y células T citotóxicas para matar 

organismos intracelulares; células T ������ tipo 2 (Th2) que secretan interleuquina 4, 5 y 6, las cuales 

ayudan a las células B a secretar anticuerpos. Las células B reconocen al antígeno directamente o en 

forma de complejo inmune sobre las células dendríticas foliculares en centros germinales (Delves y 

Roitt, 2000b). 
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Cuando un linfocito reconoce a su antígeno se activa y se produce una expansión 

clonal del mismo. Algunos de esos clones actuaran como células efectoras en la 

defensa contra el patógeno que despertó la respuesta, otras se diferenciaran en 

células de memoria que perdurarán en el organismo y podrán actuar frente a una 

reexposición al mismo patógeno, garantizando una respuesta más rápida y eficiente. 

Los LT CD4+ generan células de memoria que se pueden dividir en dos 

subpoblaciones los linfocitos T de memoria efectores (TME) y los linfocitos T de 

memoria centrales (TMC). Las TME  expresan determinadas moléculas de adhesión y 

receptores para quimiocinas que les permiten ingresar a los tejidos periféricos, al ser 

activados secretan rápidamente las citoquinas efectoras. Los TMC  expresan 

moléculas de adhesión que les permiten entrar a los órganos linfáticos secundarios. 

Poseen mayor capacidad de proliferación frente a la reestimulación antigénica en 

relación con los TME (Fainboim y Geffner, 2005). Los linfocitos T CD8+ también 

poseen la capacidad de generar células de memoria. 

En la inmunidad humoral deben distinguirse la respuesta inmune primaria de la 

secundaria. La respuesta inmune  primaria se produce cuando el organismo se pone 

en contacto con un antígeno por primera vez. Es lenta, alcanza los niveles máximos 

de Ig tras un largo período de latencia (fase lag o de retardo) que es el tiempo 

requerido para la selección de un clon específico de células B y en la producción de 

células plasmáticas secretoras de anticuerpos y de células B de memoria. Luego se 

produce un aumento exponencial (hasta alcanzar un pico máximo) seguido de una 

meseta y un posterior declive. En total la respuesta puede durar desde unos días a 

varias semanas, dependiendo de la persistencia del antígeno. Para Ags T6

dependientes, se produce primero IgM, y luego IgG, siendo la contribución global de 

la IgM más importante en el primer contacto con el antígeno. Para este tipo de 

antígeno, la respuesta secundaria posee diferencias importantes respecto a la 

respuesta primaria. Se inicia más rápidamente (menor fase lag), alcanza más 

intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura más tiempo y  se produce 

preferentemente IgG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (figura 13 A). Para 

Ags T6independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac 

producido es de tipo IgM (figura 13 B).  
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Por último cabe destacar que la memoria inmunitaria de los LB suele ser de mayor 

duración que la generada por LT (Fainboim y Geffner, 2005). 
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�� ��� Respuesta primaria y secundaria. (�) Respuesta inmune inducida por un 

antígeno T6dependiente. (�) Respuesta inmune inducida por un antígeno T6

indedependiente. 
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Durante los últimos veinte años se han realizado numerosos estudios para identificar 

los mecanismos responsables de la comunicación bidireccional entre los sistemas 

neuroendocrino e inmune. Una gran cantidad de estudios realizados 	
��	����e�	
��	��,  

indican que comparten ligandos y receptores que son usados como un lenguaje 

químico común dentro y entre el sistema inmune y neuroendocrino (Blalock, 1994). 

En la figura 14 se esquematiza la interacción entre ambos sistemas los cuales 

comparten ligandos y receptores. 

 

 

 

�

����
���', Circuito de comunicación molecular dentro y entre el sistema inmune y el sistema 

neuroendocrino, compartiendo ligandos y sus receptores. 
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Existe una estrecha relación entre el SI y el Sistema Nervioso (SN), estos dos 

sistemas junto al sistema endocrino (SE) mantienen la homeostasis del individuo y 

representan un mecanismo integral que contribuye a la adaptación del individuo y de 

las especies (Ader y Cohen, 1993). Entre estos sistemas existe una relación 

funcional para la adaptación fisiológica al estrés y es necesario un nivel óptimo de 

funcionamiento de los mismos para lograr una existencia duradera. 

El sistema nervioso simpático (SNS), el cual inerva extensamente los órganos 

linfoides estableciendo conexiones anatómicas entre los sistemas nervioso e inmune 

(Felten y col., 1987; Felten y Felten, 1988), regula la función del SI principalmente 

por la vía de neurotransmisores adrenérgicos liberados a través de circuitos 

neuronales (Dantzer y Wollman, 2003 ; Webster y col., 2002). 

Las células del SI poseen receptores de membrana para la mayoría de los 

neuropéptidos y neurotransmisores por lo que poseen la capacidad de responder a 

estos factores. Estos receptores son funcionales y su activación induce cambios en 

las funciones inmunes como la proliferación celular, y las respuestas inmunes 

específicas (Eskandari y col., 2003). 

 La noradrenalina (NA) liberada por las terminales nerviosas ejerce su función a 

través de receptores adrenérgicos presentes tanto en LT como en LB. El principal 

subtipo de receptor adrenérgico descripto en los linfocitos es el β2 (β2AR) (Bylund y 

col., 1994). �

Las células T, las cuales expresan varios receptores para catecolaminas, pueden 

cambiar su fenotipo en respuesta a las señales recibidas. La noradrenalina, llevada 

a los órganos linfáticos vía inervación simpática, puede cambiar el perfil de 

producción de citoquinas y la respuesta proliferativa de las células T (Lyte y col., 

1991), y movilizar las células madres hematopoyéticas de la médula ósea a la 

circulación de sangre periférica (Katayama y col., 2006). Diamond y col. (2001) 

publicaron un trabajo donde reportan que la estimulación mental en humanos 

aumenta el número de células T circulando en sangre. Otros resultados sugieren que 

las células T son movilizadas desde los nódulos linfáticos a la sangre periférica bajo 

condiciones fisiológicas en la cual la neurogénesis es aumentada por ambiente 

enriquecido y/o actividad física (Ziv y col., 2006). 
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La principal vía hormonal por la cual el SNC regula al SI es el eje hipotálamo6

pituitaria6adrenal (HPA) a través de las hormonas de la respuesta neuroendocrina al 

estrés. A su vez las células del sistema inmune producen citoquinas que pueden 

alteran la función del eje HPA. 

Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides (GCs), los receptores de 

glucocorticoides (GCR) y los receptores mineralocorticoides (MR) (Webster y col., 

2002). La corticosterona tiene mayor afinidad por los MR que por los GCR (Sorrells y 

Sapolsky, 2007), por lo que a bajas concentraciones la hormona circulante se une 

preferentemente a MR. Sólo a altos niveles circulantes o altas concentraciones en el 

tejido los GCR son ocupados (DeRijk y col., 2002; Funder, 1997). 

El principal receptor para GCs en células inmunes, como macrófagos y LT es el 

GCR por lo que la influencia de estas hormonas sobre la función inmune es mediada 

a través de este receptor (Marchetti y col., 2001). 

Los GCs pueden regular al SI de muchas formas. Por ejemplo pueden modular la 

expresión de citoquinas, moléculas de adhesión, quimioatractantes y otros factores 

inflamatorios (Adcock e Ito, 2000; Atsuta y col., 1999; Nakagawa y col., 1999), 

bloquear la maduración linfocitaria (Wisniewska y col., 2004) e inducir apoptosis 

(Bishop y col., 2000). 

Durante muchos años se pensó que los GCs eran inmunosupresores, sin embargo 

los estudios que llevan a estas conclusiones se realizaron utilizando dosis 

farmacológicas de éstos y moléculas sintéticas (Boumpas y col., 1993). 

Recientemente se postuló que a concentraciones fisiológicas, los GCs serían 

inmunomodulatorios, ya que causan una supresión selectiva de la inmunidad celular 

Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, más que una inmunosupresión 

generalizada (Elenkov, 2004). De hecho los GCs  a nivel fisiológico estimularían 

varios aspectos de la función inmune. Por ejemplo, varios procesos relacionados a la 

función de células T son facilitados (Wilckens y De Rijk, 1997). También estimulan 

agudamente las reacciones de  hipersensibilidad de tipo retardara, mientras que a 

concentraciones farmacológicas la suprimen (Dhabhar y McEwen,  1999). 
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Se conoce que las citoquinas producen una serie de efectos sobre el 

comportamiento luego de su administración central o periférica (Dantzer y col., 1996; 

De Sarro y col., 1990). El animal que sufre una infección presenta una disminución 

en su alimentación, actividad locomotora y exploratoria, interacción social y actividad 

sexual, entre otras. El estado de somnolencia aumenta y las funciones cognitivas 

están disminuidas. Este comportamiento denominado "�	��
���� 
����	��" ha sido 

asociado a la activación del sistema inmune y a la liberación de citoquinas (Dantzer, 

2001). Las citoquinas proinflamatorias, el TNF6α, la IL61α/β y la IL66 son las 

candidatas más firmes para mediar estos efectos. Se demostró experimentalmente 

que la administración central o periférica de IL61 produce efectos sobre las funciones 

cognitivas (Bluthé y col., 1997). La administración de IL66 o TNF6α no ejercen por si 

solas un efecto tan potente como el observado para la IL61 aunque existen 

evidencias de su participación en la conducta denominada "�	��
����
����	��" 

(Bluthé y col., 2000). Asimismo, la IL62 es capaz de inducir un efecto soporífero al 

ser inyectada en el locus coeruleus en ratones (Nistico y De Sarro, 1991). Por otro 

lado, se ha observado un aumento en la actividad locomotora y exploratoria luego de 

la administración de IL62 en el hipocampo e hipotálamo (De Sarro y col, 1990; Nistico 

y De Sarro, 1991) y también luego de su administración periférica (De Sarro y col, 

1990). Tanto la IL62 como la IL66 fueron asociadas con estados psicopatológicos 

como por ejemplo una serie de manifestaciones psiquiátricas, que incluyen el delirio, 

la paranoia, las alucinaciones y el estado de letargia, las cuales fueron observadas 

en pacientes que recibieron tratamiento inmunológico con IL62 (Caraceni y col, 

1993). Respecto al Alzheimer, se ha observado un aumento de las interleuquinas 1 y 

6, que a su vez se han correlacionado con incrementos en la síntesis de proteínas 

amiloides, por lo que pueden considerarse uno de los factores determinantes de esta 

enfermedad.  

Originalmente se pensó que las hormonas producidas en la periferia podían 

atravesar directamente la barrera hematoencefálica, ya que varias hormonas 

inmunoregulatorias, incluyendo IL61, IL62, IL66 y TNF produjeron efectos sobre las 

funciones neuroendocrinas. Sin embargo como el tamaño de las hormonas era muy 

grande como para penetrar la barrera hematoencefálica, se sugirió la producción 
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local de las citoquinas en el tejido neuroendocrino (Vankelecom y col., 1989;  Koenig 

y col., 1990).  

Aún no queda claro cómo las interleuquinas alcanzan el SNC (Banks y col., 1995). 

Uno de los mecanismos propuestos sostiene que las citoquinas actúan a nivel de un 

órgano circunventricular, vagal u otro nervio aferente, liberando sustancias que 

estimulan la liberación de citoquinas dentro del SNC; las células de la microglía 

serían las principales productoras de las mismas. Otros mecanismos postulan la 

existencia de transportadores específicos de tal manera que las citoquinas ingresan 

a través de los mismos desde la sangre al SNC. Muchos de estos transportadores 

han sido identificados, aunque aún no está claro si la actividad de estos 

transportadores alcanza para obtener los niveles de citoquinas adecuados dentro del 

SNC para producir los efectos encontrados. 
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Numerosos estudios se han hecho para dilucidar la función de las neurotrofinas 

(NTs) en otros sistemas, además del SN, incluyendo el SI (Otten y Gadient, 1995; 

Tessarollo, 1998; Aloe y col., 1999; Aloe, 2001; Sariola, 2001). 

Los linfocitos  pueden secretar factores neurotróficos, factores que tienen la 

capacidad de aumentar la supervivencia neuronal. Como por ejemplo BDNF, NGF y 

la NT3 (Bronzetti y col., 2006). Los linfocitos además poseen receptores para estas 

NTs. Dean y col. (1987) fueron los primeros en demostrar que las neurotrofinas 

podían actuar sobre linfocitos, vieron que NGF  puede incrementar la respuesta 

blastogénica en células esplénicas de ratón.  

Además se vio que la expresión de neurotrofinas y sus receptores es dependiente 

de la activación celular  (Kerschensteiner y col., 1999; Moalem y col., 2000). 

Los niveles de BDNF en el giro dentado, los cuales son afectados por la actividad de 

las células inmunes (Ziv y col., 2006), podrían no sólo afectar la neurogénesis 

(Sairanen y col., 2005) sino también otras formas de plasticidad hipocampal como el 

LTD (Pang y col., 2004). 
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En la última década, el área de la psiconeuroinmunología se ha desarrollado como 

una significativa disciplina biomédica. Es ahora posible ver al sistema nervioso, al 

sistema endócrino y al sistema inmune como parte de un sistema integrado de 

respuesta. El impacto de esta red psiconeuroimmunológica para la investigación en 

psiquiatría es obvio. Especialmente cuando la historia muestra la relevancia de 

infecciones e inmunidad en la práctica psiquiátrica, cerca del 30% de los pacientes 

con desórdenes psiquiátricos sufrieron de neurosífilis antes que una terapia para 

esta enfermedad fuera desarrollada hacia fines del siglo XIX. Más actual, es la 

aparición de trastornos neuropsiquiátricos en enfermos de SIDA. La  

inmunopsiquiatría es una incipiente rama de la medicina cuyo fin es el estudio de los 

mecanismos inmunológicos involucrados en la fisiopatología de los desórdenes 

psiquiátricos. 

Sin embargo, a la hora de evaluar esta interacción las respuestas inmunológicas en 

el sistema nervioso central (SNC), especialmente aquellas con un importante 

componente inflamatorio, son consideradas como neurotóxicas. Esto es lógico si 

tomamos en cuenta que por años los inmunólogos han considerado la tolerancia 

hacia antígenos propios como la óptima condición para la salud del individuo y que 

además, las células inmunes tienen limitado acceso al SNC. Sin embargo, 

investigaciones recientes han demostrado que células T reactivas para 

autoantígenos del SNC son necesarias para la reparación post6injuria del tejido 

neural (Yoles y col., 2001; Kipnis y col., 2002; Schwartz y Kipnis, 2001) liberando 

neurotrofinas que estimulan la neurogénesis (Ziv y col., 2007). Asimismo, se ha 

sugerido que tendrían un papel en el aprendizaje espacial y la memoria (Ziv y col., 

2006).  

El grupo de Michael Schwartz introdujo el concepto de ‘‘autoinmunidad protectora” 

(�������	�������	���
	��). Lo definió como una respuesta fisiológica producida ante 

una situación amenazante en el SNC. La respuesta es beneficiosa pero, si su 

funcionamiento es afectado, esta puede llevar a una enfermedad autoinmune 

(Schwartz y col., 2003). Ellos demostraron en numerosos trabajos experimentales 

que la respuesta fisiológica de las células T autoreactivas juegan un papel crucial en 
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la neuroprotección después de una lesión en el SNC (Hauben y col., 2000b; Yoles y 

col., 2001). Uno de estos estudios fue realizado en ratas a las que se les lesionó 

parcialmente el nervio óptico donde mostraron que inyecciones sistémicas de células 

T que fueron específicas para péptidos asociados a mielina redujeron la pérdida de 

fibras y neuronas post6lesión. Así que, la supervivencia de las células ganglionares 

de retina lesionadas fue mayor para las ratas tratadas con células T específicas para 

mielina que para ratas tratadas con células T específicas para un antígeno 

irrelevante o ratas no tratadas (Moalem y col., 1999a). Resultados similares fueron 

obtenidos por recuperación de la actividad motora después de una lesión de la 

médula espinal (Moalem y col., 1999b; Hauben y col., 2000a; 2000b).    

Existen discrepancias entre los modelos estudiados acerca de que las células T 

pueden conferir neuroprotección o exacerbar el daño causado previamente en el 

SNC. Esto refleja la complejidad de la respuesta inflamatoria, así como también la 

naturaleza del tejido dañado, la especie, la cepa, el sexo, la genética y el estado 

fisiológico de un determinado órgano o animal en el momento de estudio (Kipnis y 

col., 2001; Hauben y col., 2002; Hauben y Schwartz, 2003). Los resultados de Kipnis 

y col. (2000) sugieren que los mismos tipos de células T (Th1) pueden ser 

potencialmente destructivos o potencialmente protectores. La regulación de estas 

células autoinmunes evitando el riesgo de la aparición de una condición patológica 

de autoinmunidad, sería llevada a cabo por células T regulatorias CD4+CD25+ 

(Kipnis y col., 2002). 

Los resultados de los diversos estudios realizados por el grupo de Schwartz sugieren 

que estas células autoreactivas, presentes en los individuos sanos,  podrían tener un 

papel fisiológico importante para mantener  la integridad del SNC (Ziv y col., 2006).  

El acetato de glatiramer (GA; Copaxone®, copolímero 1) consiste de sales de acetato 

de polipéptidos sintéticos que contienen cuatro aminoácidos: L6alanina, L6glutamato, 

L6lisina y L6tirosina (Teitelbaum y col., 1971). Fue aprobado por la Food and Drugs 

Administration (FDA) de U.S.A. para el tratamiento de la esclerosis múltiple (Schori y 

col., 2001; Kipnis y col., 2000). El GA puede tener una débil reacción cruzada con 

autoantígenos residentes en el SNC (Kipnis y col., 2000) y puede estimular los 

efectos protectores o de reparación de las células T autoreactivas (Kipnis y col., 

2000; Angelov y col., 2003; Benner y col., 2004; Avidan y col., 2004). En tal sentido 

el grupo de Schwartz ha demostrado que una sola inyección de GA es protectora en 

un modelo agudo de injuria en el SNC (Angelov y col. 2003). 
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El estrés es definido como aquella condición que perturba severamente la 

homeostasis fisiológica y psicológica de un organismo (Levine y Ursin, 1991; Weiner, 

1992). Mientras que el estrés es un mecanismo de supervivencia necesario, el estrés 

prolongado puede tener varios efectos deletéreos, incluyendo desde deterioro en el 

aprendizaje y la memoria hasta aumento de muerte de células neuronales.  

La clásica respuesta fisiológica al estrés incluye la activación del sistema nervioso 

autónomo y el eje hipotálamo6pituitaria6adrenal (HPA), con el consecuente aumento 

de los niveles de glucocorticoides (GC) y catecolaminas en sangre y tejidos. En lo 

que conforma el eje HPA, las neuronas del núcleo paraventricular (PVN) del 

hipotálamo secretan CRH (hormona liberadora de corticotropina) y AVP (arginina 

vasopresina), que estimulan en la glándula pituitaria la secreción de ACTH (hormona 

adrenocorticotrópica) hacia el torrente sanguíneo. La ACTH estimula la síntesis y 

secreción de GC (cortisol en primates y corticosterona en roedores) en la corteza de 

la glándula adrenal. Además, el PVN modula al sistema autónomo mediante 

proyecciones hacia neuronas preganglionares simpáticas y parasimpáticas. A través 

de la vía simpática se estimula en la médula adrenal la secreción de adrenalina.  

El hipocampo y la amígdala tienen un rol clave en la regulación de la respuesta al 

estrés. Estas regiones forman parte de un sistema integrador involucrado en el 

control neuroendocrino. Ambos, de manera indirecta o directa proyectan hacia el 

hipotálamo (Watts, 2007). El hipocampo está involucrado en el mecanismo de 

retroalimentación negativo sobre el eje HPA (Furay, 2008;�Sapolsky y col., 1984). 

Esto ocurriría principalmente vía la estimulación por GC, aunque además existen 

evidencias de un tono inhibitorio sobre el eje, independientemente de los GC 

(Buckingham, 2007). Contrariamente, la amígdala tendría un papel excitatorio del eje 

HPA (Kollack6Walker y col., 2007). 

Como ya fuera mencionado, las células del sistema inmune tienen receptores tanto 

para los glucocorticoides como para las catecolaminas, constituyéndose en 

mediadores de los efectos del estrés sobre el sistema inmune (figura 15). 
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�

����
�� �*� Interacción entre el SN y el SI. Abreviaturas:� ��6<, hormona 

adrenocorticotrópica, (��: sistema nervioso central,�(�(: sistema nervioso simpático, (�P: 

sistema nervioso parasimpático,  Modificado de Wesbter y col. (2002). 
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Se ha demostrado que el estrés afecta la plasticidad sináptica, la morfología 

dendrítica, la neurotoxicidad y la neurogénesis dentro del hipocampo (Kim y Yoon, 

1998; McEwen, 1999). El hipocampo es particularmente sensible a los efectos del 

estrés como se esquematiza en la figura 16. Se ha documentado que estas 

alteraciones, que incluyen la atrofia dendrítica de las neuronas piramidales de la 

región CA3, la supresión de la proliferación celular en el giro dentado, la 

reorganización de las vesículas sinápticas en las terminales de las fibras musgosas y 

la inhibición de la potenciación a largo plazo (LTP) en la zona CA3 y el giro dentado, 

con el consecuente deterioro cognitivo evidenciado por menores desempeños en 

pruebas de aprendizaje y memoria, se producen luego de la exposición crónica a la 

situación de estrés, pero no en el corto plazo. Los glucocorticoides han sido los 

mediadores principalmente involucrados en estos efectos deletéreos del estrés 

(McEwen, 2001). 

�

�

����
�� �+�� Efectos fisiológicos comportamentales asociados con el estrés. Con un nivel 

medio de estrés, ocurren alteraciones como corta duración en los sistemas motivacional, 

emocional y del despertar que pueden tener influencia en los procesos de aprendizaje y 

memoria. Cuando el nivel de estrés se incrementa (en duración, intensidad o ambos), varios 

cambios transientes y permanentes son observados en el hipocampo, incluyendo 

modificaciones en la plasticidad sináptica, cambios morfológicos y muerte neuronal. Estos 

cambios inducidos por el estrés en el hipocampo pueden potencialmente contribuir a 

perjudicar el aprendizaje asociado con el estrés (Kim y Yoon, 1998). 
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Más recientemente, las citoquinas se han perfilado como importantes mediadores de 

la respuesta al estrés produciendo importantes cambios conductuales. Es importante 

tener en cuenta que estas interleuquinas tienen la capacidad de actuar a nivel del 

SNC produciendo cambios en el comportamiento y que además han sido implicados 

en procesos de inflamación y degeneración neuronal. Se ha demostrado que 

enfermedades relacionadas al estrés como la depresión mayor y el Alzheimer cursan 

con desbalances en la relación de citoquinas de tipo Th1/Th2 (Schwarz y col., 2001; 

Sperner6Unterweger, 2005). 
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Existen diversas formas de inducir estrés en animales, el cual, dependiendo de la 

duración, puede clasificarse en agudo o crónico. Los esquemas de estrés por lo 

general involucran la exposición a diferentes agentes estresantes como 

inmovilización, shock eléctrico, frío, ejercicio y restricción de comida, entre otros. La 

aplicación de éstos por un período de tiempo prolongado (más de una semana) 

(Joëls y Baram, 2009), es considerado estrés crónico. Varios paradigmas de estrés 

crónico han sido utilizados en estudios preclínicos para evaluar la acción de 

fármacos antidepresivos, como el modelo de estrés psicosocial en el primate 

primitivo Tupaia belangeri (Fuchs y Flugge, 2002) y el estrés físico, social e 

impredecible en roedores (Alfonso y col., 2006; McEwen, 2001). Cuando se utiliza un 

solo tipo de estresor, por ejemplo inmovilización, el modelo se denomina de estrés 

crónico homotrópico. Cuando se utilizan una combinación de diferentes estresores, 

se denomina heterotrópico.  

Un modelo de estrés heterotrópico es el modelo de estrés crónico moderado (CMS). 

El mismo consiste en someter a los animales a una serie de estresores considerados 

moderados que se aplican de manera crónica, secuencial y alternada para no 

producir acostumbramiento por parte del animal (Willner y col., 1992; Moreau, 1997). 

Este modelo implica un bajo grado de estrés ofreciendo una aproximación razonable 

a diversos estresores de la vida diaria. En este sentido, el modelo de estrés crónico 

moderado ofrece una simulación realista de los efectos biológicos del estrés crónico. 

Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar de 

acuerdo a la cepa utilizada, el sexo, la edad e inclusive al proveedor de los animales. 



Introducción 

68 
 

Por otra parte, los cambios conductuales que se manifiestan en los animales 

sometidos al modelo pueden diferir entre laboratorios debido a diferencias mínimas 

en la implementación del modelo (Willner, 1997). Asimismo es importante tener en 

cuenta que se han utilizado cepas de ratones que por sus alteraciones conductuales 

y neuroquímicas han sido denominadas “reactivas” y “relativamente resistentes” al 

estrés, a saber: BALB/c y C57BL6 (Tannenbaum y Anisman, 2003; Lepicard y col., 

2000). Interesantemente estas cepas frente a un desafío antigénico dan respuesta 

con un perfil diferente de citoquinas, los ratones BALB/c dan respuesta con 

predominio Th2 y los C57BL6 con predominio Th1. Esto determina diferencias tanto 

en su inmunidad innata (Watanabe y col., 2004) como adquirida (Guiñazú y col., 

2004). 
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Se utilizaron ratones hembra endocriados de las cepas BALB/c y C57BL/6 provistos 

por el Bioterio Central de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Buenos 

Aires. Todos los animales fueron usados  entre 60 y 100 días de edad, y  

mantenidos con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas  a temperatura controlada 

entre 18 y 22 ºC en el bioterio del CEFYBO. A excepción de cuando se indica, los 

ratones tuvieron libre acceso al agua y al alimento. Los animales fueron utilizados de 

acuerdo a los principios de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 

U.S. National Research Council, 1996. Cabe aclarar que todos los protocolos 

experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de 

los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Buenos Aires. 
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Los ratones fueron  divididos al azar en dos grupos. Un grupo de animales fue 

mantenido en las condiciones especificadas anteriormente (grupo control) y otro 

grupo fue sometido al esquema de estrés crónico moderado (grupo CMS). Se utilizó 

el modelo de estrés crónico moderado desarrollado por Willner y col. (1992) en rata y 

modificado por Monleón y col. (1995) para ratón. Los estresores usados fueron los  

siguientes: 

3 horas de privación de agua y comida; 

1 período adicional (17 horas) de privación de agua; 

2 períodos continuos de iluminación durante la noche; 

2 períodos (7 y 17 horas) de inclinación de la jaula a 45°;  

1 período de 17 horas con el aserrín de la jaula mojado con 100 ml de agua;  

1 período de 8 horas de privación de alimento; 

1 período de 17 horas compartiendo la jaula (se agrupa siempre el mismo par de 

animales alterando el orden de la jaula usada). 

Estos estresores han sido clasificados como de intensidad moderada según el 

“Animals (Scientific Procedures) Act of 1986 (UK legislation)” y  se aplican 
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alternadamente, sin seguir un orden determinado, de tal manera que el animal no se 

acostumbre a los mismos, es decir, son estresores impredecibles (figura 17). 

Esta exposición conlleva cambios tales como la disminución de la masa corporal y la 

preferencia por la bebida dulce (Anhedonia) a partir de la cuarta semana. Estos 

parámetros alcanzan sus valores máximos después de las seis semanas, y 

permanecen altos durante las semanas subsecuentes (Edgar y col., 2002). Por este 

motivo en el presente trabajo de tesis los animales fueron utilizados entre las 6 y 9 

semanas de exposición a este modelo de estrés.  
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��g�r�� ���� Esquema del modelo de estrés crónico moderado. El gráfico muestra cómo 

fueron usados los estresores. Los corchetes indican el tiempo en el cual fue aplicado el 

estresor a cada ratón. AI un período de 17 horas de privación de agua, BI dos períodos 

continuos de iluminación durante la noche, C1Iun período de 7 horas de inclinación de la 

jaula a 45°, C2I un período de 17 horas de inclinación de la jaula a 45°, DI un período de 17 

horas. con el aserrín de la jaula mojado con 100 ml de agua, EI un período de 8 horas de 

privación de alimento, FI un período de 17 horas. compartiendo la jaula. 

 

 

 



Materiales y Métodos 

76 
 

3��Tr�����
����������������

 

Para investigar si la inhibición de NOS modifica el comportamiento de ratones 

BALB/c y C57BL/6, se les administró a los animales LINAME (LINitro Metil Arginina) 

(500 mg/l) o 7INI (7Initroindasol) (80 mg/l) de forma oral en el agua de bebida como 

fue descripto previamente por Deckel y col. (2001) y Ollerstam y col. (1997). 
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El acetato de glatiramer (Copaxone®) es una mezcla de polímeros sintéticos de 4 

aminoácidos (Teitelbaum y col., 1971) que puede débilmente tener una reacción 

cruzada con autoantígenos residentes en el SNC y puede simular los efectos de 

protección y de reparación de las células T autoreactivas (Kipnis y col., 2000). A tal 

fin, los ratones recibieron 4 inyecciones subcutáneas conteniendo 100 �g de 

Copaxone® (323K253890604 Lotes Nº 538655, 538768 y 538825 importado por 

TevaITuteur Argentina) en 150 �l de buffer fosfato salino (PBS) cada una, según el 

esquema de la figura 18 (Butovsky y col., 2006). Los ratones controles de cada 

grupo fueron inyectados con PBS. 
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Comienzo

del estrés

�

��g���� �$��Esquema del procedimiento utilizado para la aplicación de las inyecciones de 

Copaxone®. Los números indican las semanas. Las flechas rosas indican las inyecciones de 

Copaxone®.  

 

 

 

 



Materiales y Métodos 

77 
 

5��Pr�
'���!����
(�	������!��������
��!�
���)�*
�+��
�������

 

Los ratones fueron evaluados por su capacidad de aprendizaje y memoria, utilizando 

distintas pruebas. Los ensayos conductuales fueron realizados por la tarde (entre las 

2 y 6 P.M.), en un cuarto destinado a ensayos de  comportamiento, con ruido blanco 

y baja intensidad lumínica. Una hora antes de cada prueba, las jaulas con animales 

fueron colocadas en el cuarto, permitiéndole a los animales habituarse al lugar.  

Durante los experimentos, los dispositivos fueron limpiados con alcohol 70% para 

remover rastros de olor y suciedad. 

La actividad fue registrada con una cámara de video ���� modelo DCBIDVD810. 
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La observación de la actividad exploratoria en un campo abierto permite conocer si 

un determinado tratamiento tiene algún efecto en la respuesta a un entorno 

novedoso evaluando la actividad motora. Si se repite el ensayo exponiendo al animal 

al mismo ambiente y en las mismas condiciones, se espera observar una 

disminución de la conducta exploratoria ya que el entorno deja de ser novedoso. 

Este mecanismo se denomina ,�'����������Este tipo de prueba evalúa la memoria 

no asociativa. 

 

Para ello se utiliza una caja acrílica rectangular (42 x 35 x 15 cm) dividida 

uniformemente en 30 cuadrados de 7 x 7 cm con sus paredes laterales opacas para 

evitar el contacto con el exterior (figura 19). En el primer día los ratones fueron 

colocados en el centro de la caja, observándose  los patrones de comportamiento de 

los animales durante 5 minutos.  Los parámetros considerados fueron la actividad 

locomotora horizontal  (número de líneas cruzadas), la actividad vertical (número de 

veces que explora en posición vertical sobre las patas traseras, denominado ������	) 

y  el tiempo que permanece quieto sin explorar.  

Para evaluar la habituación se repitió la prueba 24 horas después de la primera 

exposición bajo idénticas condiciones y se registraron los parámetros antes 

mencionados.  

!



Materiales y Métodos 

78 
 

 

��g�r���-� Dispositivo utilizado en la prueba de habituación. 
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El aparato utilizado en este estudio consiste en dos compartimentos de iguales 

dimensiones, uno iluminado por una lámpara de 60 W y otro oscuro, divididos por 

una abertura (80 x 80 mm). El piso está conformado por una grilla de varillas 

metálicas y las del compartimento oscuro están electrificadas. El aparato está 

conectado a una computadora que permite regular la duración e intensidad del 

shock eléctrico (figura 20).  

La conducta instintiva de los roedores, animales de hábitos nocturnos, hace que 

prefieran los ambientes oscuros o poco iluminados. Por lo tanto, si el animal es 

colocado en el compartimento iluminado tenderá a pasar a la zona oscura. Cuando 

el animal entra con sus 4 patas al compartimento oscuro recibe una descarga de 0,5 

mA durante 3 segundos. El estímulo aversivo produce una modificación en la 

conducta exploratoria y contribuye al aprendizaje, ya que si el animal es expuesto 

nuevamente a la situación, se espera que permanezca más tiempo en el área 

iluminada para evitar el shock eléctrico asociado con el área oscura. Esta prueba 

supone una situación de conflicto: ambos compartimentos tienen características 

aversivas. Sin embargo, el shock eléctrico es considerado un estímulo más aversivo 

que la luz por lo que se espera que, bajo condiciones normales, el animal tienda a 

inhibir su tendencia innata a permanecer en lugares oscuros. 

En la primera fase, los animales fueron colocados en el compartimiento iluminado y 

se registró el tiempo que transcurrió hasta que el animal ingresó con sus 4 patas al 

área oscura (latencia de entrada) donde se aplicó la descarga eléctrica. El animal 
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puede escapar del shock volviendo al compartimiento iluminado. Los animales 

permanecieron en sus jaulas hasta que se realizó el segundo ensayo.  

Luego de 24 horas, se repitió el procedimiento. El ratón fue colocado nuevamente en 

la zona iluminada del aparato y se registró el tiempo en que tardó en entrar en la 

zona oscura. La latencia del animal que no entró en el compartimiento oscuro por 

más de 10 minutos fue calculada como de 600 segundos. 

Este procedimiento evalúa la memoria asociativa y mide la capacidad de evocación 

de un aprendizaje o una memoria adquirida. Los pasos previos a dicha evocación 

son la adquisición y la consolidación. Cualquier fenómeno que interfiera en estos 

momentos del aprendizaje puede modificar la memoria evocada. 

 

 

�

��g�r��
/� Fotografía del dispositivo utilizado en la prueba 

de evitación condicionada por shock eléctrico plantal. 
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Los ratones presentan un comportamiento espontáneo de alternancia innato en un 

laberinto en forma de Y. Este tipo de prueba evalúa la memoria espacial. El aparato 

consiste de tres brazos rectangulares idénticos (28 x 10 x 20 cm) con paredes y piso 

de color negro y de un material de fácil limpieza. Este dispositivo se encuentra 

rodeado de claves espaciales, a fin de facilitar la ubicación espacial del animal 

(figura 21).  

Esta prueba consiste en una sesión, donde el ratón es colocado al final de uno de 

los brazos fijados del laberinto en Y y se le permite  explorar libremente durante 6 

minutos. Una alternancia se define como tres visitas consecutivas a tres brazos 
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distintos del laberinto. El porcentaje de alternancia fue calculado como el número de 

alternancias dividido por el número total de entradas a los brazos menos 2, 

multiplicado por 100 (Dillon y col., 2008; Kim y col., 2008). 

 

 

 

��g�r��
�� Laberinto en forma de Y utilizado para  

evaluar el comportamiento espontáneo de alternancia. 
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Esta prueba se realiza utilizando una caja de acrílico rectangular (42x35x15 cm) y 

tres objetos: dos idénticos y uno diferente. Previo al experimento los objetos fueron 

elegidos siendo evaluados en una prueba de preferencia, exponiendo los ratones a 

dos objetos diferentes en forma, tamaño y color, y buscando objetos para los cuales 

el índice de elección fuese el mismo. Los objetos elegidos fueron un rectángulo 

plástico rojo y una media esfera de metal (figura 22). 

 

 

��g����

� Fotografía de un ratón C57BL/6 explorando el objeto novedoso.  
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Esta prueba consta de 3 fases: 

I Una fase de habituación, en la cual se coloca al ratón en el campo abierto vacío y 

se lo deja explorar 5 min. durante dos días consecutivos, a la misma hora. 

I Una fase de entrenamiento, en la cual se coloca al ratón nuevamente en la caja de 

acrílico, que en esta fase, contiene dos objetos iguales, colocados equidistantes a 

las paredes y se lo deja explorar durante 10 minutos (figura 23). 

I Una fase de testeo, realizada 24 horas después del entrenamiento, donde  se 

coloca al ratón nuevamente en la caja con 2 objetos, uno igual al anterior  y otro 

diferente,  y se lo deja explorar durante 10 minutos (figura 23). 

 

�

�

Día 1

�

2

Día 2

24 hs

 

��g����
�� Esquema en el cual se representa la posición de los objetos en la caja en el día 1 

(fase de entrenamiento) y el día 2 (fase de testeo). Las letras A y B representan los objetos 

utilizados (B= objeto novedoso).  

 

Tanto en la fase de entrenamiento como la de testeo, se registra el tiempo que 

permanece olfateando cada objeto. Se calcula el porcentaje de tiempo que exploró 

cada objeto como: tiempo que exploró el objeto 1/ (tiempo que exploró el objeto 1 + 

tiempo que exploró el objeto 2) X 100 (Costa y col., 2008; Arqué y col., 2008).  
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La perfusión de los hipocampos se realizó según el método original de GonzálezI

Aguilar y De Robertis (1963). Brevemente, los animales se anestesiaron con hidrato 

de cloral al 25 %, se perfundieron con paraformaldehído (PFA) 4% intracardiaco (p/v) 

in 0,1 mol/L buffer fosfato, pH 7,4 y se extrajo el cerebro. Los cerebros son fijados en 

la misma solución durante 6 horas a 4 ºC. Luego fueron deshidratados en etanol, 

transferidos a una solución de etanolItolueno 1:1 (v/v), blanqueados en tolueno e 

incluidos en parafina (Fischer Scientific). Se realizaron cortes coronales de 10 Rm 

con micrótomo, se desparafinaron con tolueno, se hidrataron con concentraciones 

decrecientes de etanol y finalmente con agua destilada. Para la coloración se utilizó 

hematoxilinaIeosina y se decoloraron parcialmente con alcohol 50% y 70%. Los 

cortes se observaron y fueron fotografiados en un microscopio Axiphot Carl Zeiss 

usándose una máquina fotográfica digital Nikon de 4,5 megapixeles. Se evaluó el 

número de neuronas/área y el espesor de la zona CA3 y CA1 analizando campos al 

azar utilizando el software Image Pro versión 4.5. 
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La 5IbromoI2’Ideoxiuridina (BrdU) es un análogo de la timidina que se incorpora en 

el ADN durante la fase S del ciclo celular y permite marcar tanto las células 

proliferativas como su progenie. Las inyecciones de BrdU son un método 

ampliamente utilizado para estudiar la proliferación y la formación de nuevas células 

tanto durante el desarrollo como en la neurogénesis adulta. 

Los ratones recibieron un total de 10 inyecciones intraperitoneales de BrdU (SIGMAI

ALDRICH), administradas  a razón de dos veces al día cada 12 horas. Cada 

inyección contenía 50 Rg de BrdU por g de peso (aproximadamente 1mg de BrdU 

por ratón), en un volumen de 100 Rl de PBS. Las inyecciones de BrdU fueron 

suministradas durante 5 días consecutivos en la quinta semana de exposición al 

modelo de estrés crónico. Para estudiar el efecto del Copaxone®, se procedió al 
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tratamiento con Copaxone®, según el esquema especificado en el punto 4 una vez 

concluida la administración de BrdU (Figura 24).   
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���Representación esquemática de los momentos en los cuales fueron aplicadas las 

inyecciones de BrdU y Copaxone®. Los números indican las semanas. Las flechas verdes 

indican las inyecciones de BrdU que fueron administradas durante 5 días consecutivos, dos 

inyecciones por día, cada 12 horas. Las flechas rosas indican las inyecciones de 

Copaxone®.  
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Los ratones fueron anestesiados con 300 Rl de una solución de ketamina (10 

mg/ml)/xilacina (4 mg/ml) disueltas en PBS 1X. Se perfundió a cada ratón con 50 ml 

de solución fisiológica y luego con 100 ml de solución fisiológica conteniendo 4% de 

PFA. La perfusión fue realizada con una bomba (Master Flex L/S) con un flujo 

constante de 5ml/min. Luego se extrajeron los cerebros, los cuales fueron guardados 

a 4°C en PFA 4% durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, los cerebros fueron 

lavados dos veces con buffer fosfato (PB) (NaH2PO4: 5,52 g/l y NaHPO4: 21,9 g/l) 

0,1M. Luego fueron pasados a sacarosa 30% (preparada en PB 0,1M) y guardados 

a 4°C durante 2 días hasta el momento de ser cortados. Los cortes correspondientes 

a la zona del hipocampo (placas 38I64; Paxinos y Franklin, 2001) fueron de 40 Rm y 

realizados con un micrótomo (Leica SM2000R). Durante la obtención de los mismos, 

el tejido se mantuvo congelado con hielo seco. Las secciones correspondientes al 

hipocampo fueron guardadas en solución criopreservadora (glicerol: etilenglicol: PB 

0,2M; 3:3:4 (v/v)) a I20ºC. 
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Las secciones  criopreservadas fueron colocadas en placas de 12 pocillos 

contenidas en redes con buffer Tris salino (TBS) 0,1 M, para realizar 3 lavados de 5 

minutos cada uno. Luego se incubaron las secciones en 50% formamida a 65°C por 

2 horas. Luego se realizaron 2 lavados de 15 minutos con 2x SSC (NaCl: 0,3 M y 

citrato de Na: 30mM, pH 7) y se incubaron con  HCl 2N a 37°C por 30 minutos, para 

desactivar la formamida y exponer el epitope. Luego se realizó un lavado con buffer 

borato 0,1M por 10 minutos para llevar a pH neutro. Se realizaron 6 lavados con TBS 

por un total de 90 minutos. Se bloquearon las secciones de hipocampo con 3% de 

suero normal en TBS con 0,25% tritónIX (buffer de bloqueo) durante  60 minutos. Se 

incubaron con el anticuerpo primario antiIBrdU origen rata  (Abcam) diluído en buffer 

de bloqueo por 72 horas, en un cuarto frio (4°C).  

Luego se realizaron 2 lavados de 15 minutos cada uno con TBS y se incubaron 

durante 15 minutos con buffer de bloqueo. Se incubaron los cortes con un anticuerpo 

secundario antiIrataICy3 (Abcam) diluído en buffer de bloqueo por 2 horas. Se 

realizaron 3 lavados con TBS de 5 minutos cada uno y se incubaron con DAPI (4’I6I

diamidinoI2Ifenilindol, que se une preferentemente a regiones del ADN ricas en AT) 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Por último se realizaron 4 lavados con TBS 

de 5 minutos con uno. Todas las incubaciones y lavados se realizaron con agitación. 

Luego se montaron las secciones en portaobjetos y fueron observadas con un 

microscopio invertido de fluorescencia (Zeiss Axiovert 135M). Se tomaron fotografías 

con un aumento de 10X correspondientes al giro dentado del hipocampo, con una 

cámara (HAMAMATSU C474295) incorporada al microscopio. El ensamble de las 

fotos fue realizado con el programa Adobe Photoshop CS2. Finalmente, se contó el 

número de células BrdU positivas en el giro dentado del hipocampo. 

Para cuantificar la neurogenésis nos basamos en la marcación con el anticuerpo 

antiIBrdU, ya que después de un mes de haberse inyectado la BrdU 

aproximadamente el 90% de las células marcadas en el giro dentado son neuronas 

maduras (Eriksson y col., 1998; Pereira y col., 2007). 
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Se determinó la actividad de NOS por la formación en hipocampo de [14C] LIcitrulina  

a partir de [14C] LIarginina (300 mCi/mmol) (Amersham Biosciencies). Para tal fin se 

disecaron los hipocampos, se sonicaron en un medio conteniendo Hepes 200 mM 

(pH 7,4), DTT (ditiotreitol) 1 mM, leupeptina 1RM, PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro) 

0,2 mM y valina 25 mM. Finalmente se agregó 0,15 RCi de [14C] LIarginina y se 

incubaron solos o en presencia de EGTA (2 mM) 30 minutos a 37°C en 5% CO2. Se 

frenó la reacción por centrifugación a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Los 

sobrenadantes se pasaron por columnas de resina AG 50WIX8 (BioRad) y se 

determinó la radioactividad en el eluido. A fin de confirmar que la formación de 

citrulina fuera debida a la actividad de NOS se utilizó un inhibidor de la actividad de 

NOS, LINAME (SIGMAIALDRICH) (10
I3

M). La actividad de NOS calcio dependiente 

fue calculada por sustracción de la actividad en presencia de EGTA de la actividad 

total en ausencia de este quelante de calcio.  

A fin de determinar la actividad de eNOS y nNOS, se utilizaron inhibidores de ambas 

isoformas. En presencia del inhibidor de la eNOS (LINIO, Clorohidrato de LIN5III

IminoetilIornitina, 0,8 RM) (SIGMAIALDRICH) se estimó la actividad de nNOS. 

Asimismo, en presencia de 10 RM de 7INI se calculó la actividad de eNOS. Los 

resultados se expresan en pmoles de [14C] LIcitrulina formados en 30 minutos de 

reacción por gramo de tejido. A fin de investigar la influencia de la actividad de PKC 

sobre la actividad de NOS, se determinó la actividad de NOS dependiente de Ca2+ 

en presencia de un inhibidor de la actividad de PKC (GF 109203X, BisI

indolylmaleimida) (SIGMAIALDRICH). 
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El tejido fue homogeneizado a 4 °C en 0,5 ml de un medio conteniendo EDTA 2 mM, 

EGTA 4 mM, βImercaptoetanol 10 mM y Pipes 20 mM pH 6,6 suplementado con 

PMSF 1 mM y leupeptina 10 Rg/ml. Luego se centrifugó durante 30 minutos a 

25000g a 4 °C. Se separó el sobrenadante que contiene la actividad de PKC 

correspondiente a la fracción soluble (fracción citosólica). El sedimento se 

resuspendió en 0,25 ml del medio de homogeneización conteniendo 0,4% del 

detergente no iónico tritón, para extraer la enzima de las membranas. Esta fracción 

se mantuvo en hielo durante 30 minutos y después de añadir 0,25 ml del buffer sin 

detergente se centrifugó como se indicó anteriormente. Este sobrenadante contiene 

la PKC correspondiente a la fracción particulada. Ambas fracciones fueron 

purificadas parcialmente por columnas de DEAEIcelulosa (3,5 x 0,5 cm) (DE 52 

Watman). A tal fin se sembró la muestra y se lavó con 10 volúmenes de un buffer 

conteniendo βImercaptoetanol 10 mM, EGTA 0,5 mM y HEPES 10 mM, pH 7,4 para 

eliminar el detergente e inhibidores de la actividad enzimática.  La enzima fue eluída 

en un buffer conteniendo NaCl 120 mM, βImercaptoetanol 10 mM, EGTA 0,5 mM y 

HEPES 10 mM, pH 7,4.  Todo este procedimiento fue realizado a 4 °C. 
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Para medir la actividad de la enzima purificada de las fracciones subcelulares del 

hipocampo se determinó la capacidad de fosforilar la histona H1. Ambas fracciones, 

citosólica y particulada, fueron sometidas a un ensayo con 32PIATP a 37°C durante 

30 minutos y luego se detuvo la reacción con ácido tricloroacético (TCA) 5% con 

10mM de ácido fosfórico (H3P04). El precipitado macromolecular se retuvo en papel 

Whatman GF/A. El papel se colocó en un vial con solución centelladora (Optiphase 

“Hisafe” PerkinElmer) y se determinó la radioactividad por centelleo líquido. La 

actividad correspondiente a otras quinasas se determinó en ausencia de 

fosfatidilserina y Ca2+ y en presencia de EGTA (0,5 mM). La actividad de PKC fue 

calculada como la diferencia entre la actividad total y la actividad de otras quinasas.   
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A fin de determinar los niveles proteicos de isoenzimas de PKC y NOS se realizaron 

ensayos de 
������
����. Para ello se disecaron los hipocampos, se sonicaron y en 

los homogenatos se determinó la cantidad de proteínas según el método de 

Bradford (BioRad) (Bradford, 1976). Las muestras fueron suplementadas con buffer 

3X SDS (SDS 2%, glicerol 10% (v/v), TrisIHCl 62,5 mM, pH 6,8, azul de bromofenol 

0,2%, βImercaptoetanol 1% (v/v)) e iguales cantidades de proteínas fueron 

separadas por SDSIPAGE en geles de poliacrilamida al 10%. Luego se transfirieron 

las proteínas a una membrana de nitrocelulosa y los sitios de pegado inespecíficos 

fueron bloqueados con buffer de bloqueo (5% leche descremada, conteniendo 

TweenI20 0,1% en TrisIHCl 100 mM, pH 7.5 y NaCl 0,9%) por 1 hora. Para las 

isoformas de NOS, las proteínas se revelaron con un anticuerpo primario específico 

antiInNOS (1:1000), antiIeNOS (1:500) o antiIiNOS (1:500) (Santa Cruz 

Biotechnology Inc.), por 18 horas. Para PKC se utilizó un anticuerpo primario 

específico antiIPKC de las isoformas α, βI, βII, δ, ε, γ, o ζ (dil 1:500I1:2000) (Santa 

Cruz Biotechnology Inc.).  

La membrana fue después incubada con un segundo anticuerpo monoclonal antiI

IgG de conejo o ratón (1:5000) conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMAIALDRICH) 

durante 1 hora. Las bandas se visualizaron usando!azul nitroItetrazolio (NBT) y 5I

bromoI4IcloroI3IindolIfosfato (BCIP). Para distinguir la banda correspondiente a 

cada isoforma de NOS se la compararó con las bandas de los marcadores de peso 

molecular (BioRad) que se corrieron en otra calle. Se realizó una incubación con un 

anticuerpo antiIβIactina dil 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology Inc.), para comparar la 

cantidad de proteína sembrada. 
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Se determinó la producción de ROS en hipocampo por la producción de 2’I7’I

diclorofluoresceína (DCF) a partir de diclorodihidrofluoresceína (DCFH) (SIGMAI

ALDRICH). Dado que la DCFH puede ser oxidada por varios intermediarios 

reactivos, no puede ser utilizado para determinar la presencia de una especie 

específica. Para ello se disecaron los hipocampos, se pesaron y se homogeneizaron 

en buffer de Locke (NaCl 154 mM, KCl 5,6 mM, NaHCO3 3,6 mM, CaCl2 2,3 mM, 

glucosa 5,6 mM, Hepes 5mM). La homogeneización se realizó manualmente 

subiendo y bajando el émbolo del homogeneizador unas 15 veces y enjuagando el 

vástago del homogeneizador entre cada muestra con agua destilada. Se llevó el 

homogenato a una concentración de 0,5 mg de hipocampo/ ml de buffer de Locke. 

Se preparó una solución de DCFH de 0,97 mg/ml en metanol. Se tomaron 200 Rl de 

homogenato, se incubaron con 10 Rl de DCFH (de la solución antes mencionada) y 

se llevaron a 2 ml con buffer de Locke y se dejaron reaccionar durante 15 minutos. 

Luego se incubó 15 minutos en presencia o ausencia de NMDA (10I4 M). Finalmente 

se determinó la producción de DCF por lectura en un espectrofluorómetro a una λ de 

excitación de 488 nm y con una λ de emisión de 525 nm, a una sensibilidad de 1. Se 

realizó la interpolación de los datos con una curva standard que se realizó utilizando 

como patrón DCF de concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 nM.  

Para medir la producción de ROS en presencia de un inhibidor de nNOS, los 

homogenatos se preincubaron con 7INI durante 10 minutos y luego se agregó el 

DCFH. Las mediciones se realizaron a los 30 minutos, 2 horas y 24 horas después 

de haberse colocado el mismo. 
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Se siguió el procedimiento descripto en Beers (1952). El mismo se basa en la 

detección de la descomposición del peróxido de hidrógeno monitoreado 

espectrofotométricamente a 240 nm.  
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Para ello, los hipocampos fueron homogeneizados mecánicamente, según la 

relación 20 mg de tejido: 300 Rl de buffer fosfato de potasio (KH2PO4) 50 mM pH 7. 

Los homogenatos fueron sonicados y centrifugados a 14000 rpm durante 25 minutos 

a 4ºC.  

Se preparó una solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) 0,036% en buffer fosfato 

de potasio 50mM, pH 7 y se determinó la absorbancia de esta solución a 240 nm. Se 

comprobó que la absorbancia de la solución de H2O2 menos la absorbancia del 

buffer estuviera entre 0,550 y 0,520 unidades de absorbancia.  

Para cada muestra, se colocó una alícuota de sobrenadante en una solución 0,036 

% (w/w) de H2O2 en buffer y se registró el tiempo en el que la absorbancia disminuía 

en 0,05 unidades. A partir de este valor se calcularon las unidades enzimáticas de 

catalasa por mg de tejido.  

Se prepararon los siguientes tubos:  

 

 I tubo 1: 2 ml de buffer fosfato de potasio + muestra (tubo blanco)  

 I tubo 2: 2 ml de la solución de H2O2 + muestra  

 I tubo 3: 2 ml de la solución de H2O2 + muestra (duplicado del tubo 2)  

 

Se midió primero el tubo 1 (blanco) y se calcularon los límites superior (LS) e inferior 

(LI) como se describe a continuación:  

LS = absorbancia + 0,450  

LI = LS – 0,050  

Luego se midió la absorbancia en el tubo 2, en el cual se colocó la muestra 

inmediatamente antes del momento previo a la medición. Se observó que la 

absorbancia fue disminuyendo y se registró el tiempo entre el límite superior y el 

inferior. El mismo procedimiento se realizó para el tubo 3, duplicado.  
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Se siguió el procedimiento descripto en McCord (1969). La actividad de las SOD se 

mide como la inhibición de la tasa de reducción de citocromo c por el radical 

superóxido, el cual es producido enzimáticamente por la reacción de la xantina con 

el O2 catalizada por la enzima xantina oxidasa (XOD).  
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Brevemente, los hipocampos fueron sonicados en buffer KH2PO4 216 mM pH 7,8 y 

centrifugados a 4ºC 10 minutos a 3000 rpm. Se registró la tasa máxima de 

reducción de citocromo c monitoreando la absorbancia a 550 nm de la  mezcla de 

reacción (buffer KH2PO4 216 mM pH 7,8, EDTA 10,7 mM, citocromo c 1,1 mM 

(SIGMAIALDRICH) y xantina 0,108 mM (SIGMAIALDRICH) con xantina oxidasa 

1U/ml (SIGMAIALDRICH). De la misma manera, se registró la tasa de reducción de 

citocromo c para cada muestra agregando una alícuota de sobrenadante.  

Para cada muestra se calculó un porcentaje de inhibición de la reducción de 

citocromo, respecto a la reducción máxima, y a partir de éste se calcularon las 

unidades enzimáticas de SOD por mg de tejido.  
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Se siguió un procedimiento adaptado del previamente descripto por Tietze (1968). 

La técnica se basa en la cuantificación espectrofotométrica del ácido 5ItioI2I

nitrobenzoico (TNB) formado en presencia de GSH a partir del ácido 5,5’IditiobisI2I

nitrobenzoico (DTNB) (SIGMAIALDRICH).  

Los hipocampos fueron sonicados en buffer NaPO4 100 mM pH 7,5 con EDTA 1 

mM. Se colocó TCA 5% para precipitar proteínas y se centrifugó a 4ºC 10 minutos a 

3700 rpm. Con una alicuota del sobrenadante se cuantificó glutatión total y de otra 

fracción glutatión oxidado (GSSG), incubándola 1 hora con 3Ivinil piridina 1 M 

(SIGMAIALDRICH) para atrapar el GSH. Paralelamente, se realizaron 2 curvas con 

GSSG (SIGMAIALDRICH), una de las cuales fue incubada con 3Ivinil piridina 1 M.  

Las muestras y la curva fueron cargadas en una placa de ELISA donde luego se 

colocó la mezcla de reacción (DTNB 1 mM (SIGMAIALDRICH), GR 200 U/ml 

(SIGMAIALDRICH), NADPH 1 mM (Calbiochem) y el buffer NaPO4 100 mM pH 7,5 

con EDTA 1 mM).  

La absorbancia fue determinada con un lector de ELISA (BioRad) a 405 nm 

inmediatamente luego de agregar la mezcla de reacción (tiempo 0) y cada 2 minutos 

hasta los 10 minutos inclusive.  

Los valores de las muestras fueron interpolados en la curva y la cantidad de GSH 

fue calculada a partir de la diferencia entre glutatión total y GSSG.  
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Los nódulos linfáticos (axilares, inguinales y mesentéricos) y bazos fueron 

removidos, disgregados a través de una malla de metal de 1 mm. Los glóbulos rojos 

y las células muertas fueron eliminados de la suspensión por centrifugación con 

Ficoll/Hypaque (densidad 1,084; SIGMAIALDRICH). Luego de tres lavados con 

RPMI 1640, por centrifugación a 300 g, las células fueron resuspendidas en RPMI 

1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM glutamina, 100 U/ml de 

penicilina, 100 Rg/ml de estreptomicina y 50 RM de βImercaptoetanol (Edgar y col., 

2002). La viabilidad celular se estimó de acuerdo al criterio de exclusión de azul 

tripán.  
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La proliferación fue determinada cultivando 2 x 105 células por pocillo en un volumen 

final de 200 Rl por triplicado, en placas de 96 pocillos. A tal fin, se añadieron 100 Rl 

de células en concentración de 2 x 106 células por ml. Se añadieron 100 Rl de los 

mitógenos en medio RPMI. Las lectinas mitogénicas utilizadas fueron Concanavalina 

A (Con A; SIGMAIALDRICH) (0,5, 1 and 2 Rg/ml) como mitógeno selectivo de 

linfocitos T y lipopolisacárido (LPS; SIGMAIALDRICH) (30 Rg/ml) como mitógeno 

selectivo de linfocitos B. Debido al bien conocido perfil linfoideo, las suspensiones 

celulares provenientes de los nódulos linfáticos fueron utilizadas para evaluar la 

proliferación de células T y las provenientes de bazo para estudiar la respuesta de 

células B. En cultivos controles los mitógenos fueron reemplazados por 100 Rl de 

medio de cultivo. Luego las células fueron cultivadas a 37ºC en una atmósfera con 

5% de CO2. Transcurrido un período de 18 horas, se le agregó a cada pocillo 1 RCi 

de 3HItimidina (PerkinElmer) para determinar la proliferación celular. Luego de 48 

horas, a 37ºC en una atmósfera 5% de CO2, la fase macromolecular insoluble en 

ácido fue retenida en papeles de filtro de fibra de vidrio (GF/C, Whatman). Los 

mismos fueron colocados en solución centelladora (Optiphase “Hisafe” PerkinElmer) 

y la actividad fue calculada en desintegraciones por minuto (dpm) en un contador de 

centelleo líquido (TriICarb 2800 TR). La media de los triplicados fue determinada 

para cada concentración de mitógeno. Las células que fueron estimuladas 
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mitogénicamente mostraron una cinética de proliferación con un pico al tercer día de 

cultivo. 
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El porcentaje de  linfocitos T CD4+ y CD8+ fueron determinados en suspensiones 

celulares de nódulos linfáticos por citometría de flujo. A tal fin, alícuotas de las 

suspensiones celulares fueron incubadas con anticuerpos monoclonales antiICD4I

de ratón conjugado con fluoresceína (FITC) o con antiICD8Ide ratón conjugado con 

ficoeritrina (PE). Las diferentes subpoblaciones de linfocitos fueron identificadas 

utilizando un citómetro de flujo (Becton Dickinson) con amplificación logarítmica y 

mediante el análisis con el software WinMDI 2.8. De esta manera se determinó el 

porcentaje de linfocitos que expresaron los marcadores CD4 y CD8, las células 

doble positivas y las doble negativas. Se realizaron controles de isotipo (IgG1I

FITC/IgG2aIPE) en cada ensayo para determinar la marcación no específica. 
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Células linfoides (1×106/ml) fueron estimuladas con Con A (1 Rg/ml) por 24 horas a 

37ºC en una atmósfera 5% de CO2 en placas de 24 pocillos en un volumen final de 1 

ml. Después de la incubación, los sobrenadantes del cultivo celular fueron 

recolectados y guardados a I80ºC.  

Mediante la técnica de enzimo inmuno ensayo (ELISA kits, Amersham Biosciences) 

fueron determinadas las concentraciones de las siguientes citoquinas: IFNIγ, ILI2 

(citoquinas tipo Th1),  ILI4, ILI10 e ILI6 (citoquinas tipo Th2). 
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Se utilizaron glóbulos rojos de carnero (GRc) como inmunógenos para evaluar la 

respuesta humoral TIdependiente y lipopolisacáridos bacterianos (LPS) para 

determinar la respuesta humoral TIindependiente. Los animales fueron inmunizados 

con 200 Rl de una solución de glóbulos rojos de carnero (GRc) al 4% v/v en PBS. A 

tal fin se tomó un volumen de una solución de sangre estabilizada de carnero 

(Laboratorio Alfredo C. Gutierrez), se lavó tres veces con PBS por centrifugación 

durante 10 minutos a 300g y luego se tomó el volumen necesario del residuo (pellet) 

y se llevó a la concentración deseada. El esquema utilizado fue el siguiente (figura 

25 A y B):  

 

Día 0 : primera inyección intraperitoneal (i.p.).  

Día 10: toma de muestra de sangre, por punción retroIorbital con capilar.  

Día 11: segunda inyección intraperitoneal (refuerzo).   

Día 18: toma de muestra de sangre.  

 

Además ratones BALB/c y C57BL/6, controles y CMS fueron inmunizados con 200 Rl 

de una solución de LPS (10Rg por ratón) (figura 25 C). 

 

Día 0 : inyección intraperitoneal.  

Día 10: toma de muestra de sangre. 

 

Ratones inyectados con vehículo fueron usados como control. 
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��g�r��
%� Esquema de inmunización para evaluar respuesta primaria (� y  ) y secundaria 

(2). 
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Se obtuvo suero a partir de sangre extraída por punción retroorbital y se mantuvo a I

20°C hasta el momento del ensayo. Se realizó un ELISA para determinar Ac 

específicos contra GRc y contra LPS.  

Para la realización del ensayo, placas de ELISA (Greiner BiIone) de 96 pocillos 

fueron sensibilizadas con 7,5 �g de proteínas de GRc o con 1�g de LPS por pocillo, 

disueltos en 50 �l de buffer bicarbonato de sodio (CO3NA2) 100 mM, pH 11I12. A fin 

de obtener membranas de GRc se tomó un volumen de sangre estabilizada de 

carnero (Laboratorio Alfredo C. Gutiérrez) y se lavaron tres veces con solución 

fisiológica, por centrifugación  durante 10 minutos a 300g y se congelaron a I70ºC 

para romper las células. Posteriormente se descongelaron y se resuspendieron en 

agua destilada, se centrifugaron durante 30 minutos a 12000 rpm a 4ºC. Luego se 

realizaron tres lavados con buffer CO3NA2 100 mM, pH 11I12 y se centrifugaron 
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durante 30 minutos a 12000 rpm a 4ºC. Las proteínas se cuantificaron mediante el 

método de Bradford (Bradford, 1976) y se guardaron a I80ºC hasta el momento de 

ser utilizadas. 

Las placas se incubaron toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se realizaron tres 

lavados con PBS y se incubaron con PBSIalbúmina al 2,5% a 37ºC durante 1 hora, 

para bloquear sitios inespecíficos. Luego se realizaron tres lavados con PBS y se 

incubaron con 50 �l de suero antiIGRc o antiILPS diluídos en PBSIalbúmina al 1% 

durante 2 horas a 37ºC. Posteriormente se realizaron cuatro lavados con PBSI

Tween 0,05%, se incubaron durante 1 hora a 37ºC con un anticuerpo de cabra 

conjugado con fosfatasa alcalina antiIIgG de ratón (SIGMAIALDRICH) o antiIIgM de 

ratón (SIGMAIALDRICH). Se lavaron cuatro veces con PBSITween 0,05%, se 

incubaron con paranitrofenilfosfato (PNPP, SIGMAIALDRICH) 1 mg/ml en 100 �l de 

buffer CO3NA2 100 mM, pH 11I12 durante 30 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad. La reacción fue detenida con 100 �l de NaOH 3N. La lectura se realizó a 

405 nm en un lector para placas de ELISA (BioRad 3550). 

El título del anticuerpo se estimó como la máxima dilución del suero capaz de dar 

una reacción positiva que es estadísticamente diferente del valor control (promedio 

de sueros provenientes de animales sin inmunizar). 
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Para evitar variaciones en los niveles plasmáticos de corticosterona debido a los 

ritmos circadianos, los animales fueron sangrados siempre a las 12 PM del día del 

sacrificio. La sangre fue recolectada en un tubo que contenía 0,25M EDTA a 4°C. El 

plasma fue separado en una centrífuga refrigerada y guardado a I80ºC hasta el 

momento del ensayo. Los niveles de corticosterona fueron determinados por 

cromatografía líquida de alta presión (HPLC) con un protocolo ligeramente 

modificado del usado previamente en ratas por Sargent (1985).  
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Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo por el método fluorimétrico de 

Laverty y Taylor (1968). Se homogeneizaron los bazos en una solución de sulfito 

alcalino 12,5 %, EDTA 10% y ácido perclórico 0,4N. Se incubaron 24 horas a 4ºC y  

se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes fueron 

llevados a pH 8,2 y colocados en columnas de alúmina preIlavadas. Se eluyeron con 

ácido perclórico. El eluato fue oxidado con iodo en medio alcalino. Se determinó la 

fluorescencia a 375 nm en un espectrofluorómetro (JAZCO FP 770), con una 

longitud de excitación de 325 nm. 
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Los hipocampos fueron sonicados en 0,5 ml de Trizol Reagent (Invitrogen) de 

acuerdo con instrucciones del fabricante para la extracción de ARN. Se agregaron 

0,1 ml de cloroformo, se agitó por 15 s y se incubó 5 min a temperatura ambiente. 

Luego, se centrifugó a 4ºC 15 minutos a 12000 g obteniéndose una fase orgánica, 

una interfase y una fase acuosa. 

La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo, dónde se la incubó por 10 minutos con 

0,25 ml de isopropanol y se centrifugó a 4ºC 10 minutos a 12000 g, obteniéndose un 

pellet de ARN que se lavó y guardó a I70ºC con 1 ml de etanol 75% hasta su 

utilización.  
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El pellet de ARN en etanol se centrifugó a 4ºC 5 minutos a 7500 g. Se descartó el 

sobrenadante y se dejó secar 10 minutos. El ARN se resuspendió en 15 �l de agua 

estéril y se incubó en un baño a 60ºC durante 10 minutos. Se cuantificó el ARN por 

absorbancia a 260 nm con un Nano Drop (Eppendorf). Para descartar contaminación 

con ADN, la muestra de ARN fue tratada con DNAsa (Kit de Invitrogen). A cada tubo 

se le agregó agua estéril, 4�l de buffer 10X, la muestra de ARN y la DNAsa (1�g de 
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ARN por cada 1�g de DNAsa); en un volumen final de 40�l. Esta mezcla se realizó 

en hielo. Luego se incubó a 37°C durante 30 minutos y se agregó 4�l de ����


��������. Se incubó a 65°C durante 10 minutos y el ARN fue cuantificado 

nuevamente en el Nano Drop. Se tomaron alícuotas con 4 �g de ARN y se llevaron a 

10,2 �l con agua estéril. 

Para la obtención del cDNA se utilizó el kit MMLIV (Invitrogen). A cada tubo se 

agregaron ������
������� (Invitrogen) y dNTPs (Invitrogen). Se incubó a 65°C por 5 

minutos. Luego se agregó buffer �����
������ (Invitrogen), DTT (Invitrogen) y RNAsaI

OUT (Invitrogen). Se incubó 2 minutos a 37ºC en un termoIciclador (Biometra, TI

Personal) y se agregó 1�l de MMLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Finalmente 

se incubó en el ciclador 10 minutos a 25ºC, 50 minutos a 37ºC y 15 minutos a 70ºC, 

obteniéndose el cDNA. 

Se realizó la amplificación del cDNA con GoTaq mix (Promega) utilizando �������


específicos para  NT3, NGF, BDNF o βIactina realizando ciclos de 45 segundos a 

94ºC, 30 segundos a 60ºC y 30 segundos a 72ºC en el ciclador. El producto fue 

corrido electroforéticamente junto con marcadores de peso molecular de cDNA 

(Invitrogen) en geles de agarosa con bromuro de etidio (SIGMAIALDRICH). Las 

bandas se revelaron con luz UV (UVP), y su fotografía fue analizada con el software 

Image J 1.42.  

Los valores de densidad óptica obtenidos para BDNF, NT3 y NGF mediante este 

programa fueron relativizados con los valores de βIactina. 

A continuación se muestra la secuencia de los ������� utilizados y el número de 

ciclos realizados:  
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GGTTCGAGAGGTCTGACGAC 

 
GCTCCAAAGGCAACTTGACTG 

 
34 

�
����
�

 
GATCCAGGCGGATATCTTGA 

 
AGCGTCTCTGTTGCCGTAGT 

 
40 

�
�C��
�

 
CATGGGGGAGTTCTCAGTGT 

  
 GCACCCACTCTCAAGAGGAT 

 
38 

�

ββββ��������
�

 
CAACTTGATGTATGAAGGCTTGGT 

 
ACTTTTATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAG 

 
30 

�
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Para realizar las pruebas estadísticas que se mencionan a continuación se utilizaron 

los   siguientes programas estadísticos: Instat, InfoStat y GraphPad Prims 5.00. 

Para verificar la distribución normal de los datos se utilizó la prueba de ShapiroIWilks 

(modificado). En algunos casos se procedió a la transformación matemática de los 

datos para ajustarlos a una distribución normal. 

Para determinar el nivel de significación entre dos grupos de datos con distribución 

normal se utilizó la prueba � de Student para valores no apareados (�). 

Las diferencias entre tres o más grupos de datos fueron evaluadas por análisis de 

varianza (ANOVA) de un factor seguido por el método de Bonferroni (�) o de dos 

factores, seguido de una comparación múltiple utilizando el análisis de efectos 

simples (�) o el método de Bonferroni (�) dependiendo si hay o no interacción entre 

los factores, respectivamente. 

Los resultados de la prueba de habituación fueron analizados por ANOVA de dos 

factores con mediciones repetidas.  

En aquellos casos en que no fue posible ajustar los datos a una distribución normal, 

se utilizaron las pruebas no paramétricas de Friedman (��) para comparar 3 o más 

grupos y  de  MannI Whitney (�) para comparar dos grupos. 

Los datos fueron expresados como los valores medios ± error estándar de la media 

(X ± ES). Las diferencias entre las medias se consideraron significativas cuando 

p<0,05.  

Para evaluar la correlación entre dos variables se utilizó la prueba de Pearson (�). 
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En ratones BALB/c la exposición a estrés crónico moderado indujo: 

 

� una menor capacidad de aprendizaje y memoria; 

� cambios estructurales en las zonas CA1 y CA3 del hipocampo; 

� disminución de la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo; 

� alteraciones en la actividad y niveles proteicos de nNOS; 

� un aumento en la expresión de las isoformas de PKCζ y γ; 

� un incremento en la producción de ROS, sin cambios en las defensas 

antioxidantes; 

� una alteración en la respuesta inmune. Particularmente, disminuye la 

respuesta mediada por linfocitos T y aumenta la reactividad de linfocitos B; 

� un aumento temprano en los niveles de corticosterona y catecolaminas; 

� un desbalance de citoquinas hacia Th2, evidenciado por una disminución de 

IFN4γ y aumento de IL44, IL46 e IL410. 

� La administración de Copaxone® restablece el balance Th1/Th2, revirtiendo 

los cambios neuroquímicos y cognitivos. 

 

En ratones C57BL/6 la exposición a estrés crónico moderado: 

 

� no provocó cambios en el aprendizaje y la memoria; 

� no indujo cambios estructurales en las zonas CA1 y CA3 del hipocampo; 

� no alteró la neurogénesis en el hipocampo; 

� no alteró la actividad ni los niveles proteicos de NOS; 

� disminuyó la actividad de PKC y provocó cambios en los niveles proteicos de 

las isoformas de PKC. Puntualmente aumentó la PKCδ y disminuyó la PKCβI; 

� no provocó cambios en los niveles de ROS ni en las defensas antioxidantes; 

� aumentó la reactividad de los linfocitos T sin cambios en la respuesta B; 

� un aumento tardío en los niveles de corticosterona y catecolaminas; 

� indujo un desbalance de citoquinas hacia Th1. 
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Finalmente, podemos concluir que los ratones BALB/c son más vulnerables a los 

efectos del estrés crónico que los ratones C57BL/6. Estas diferencias estarían 

relacionadas al perfil inmunológico propio de cada cepa. El restablecimiento de los 

parámetros inmunológicos, específicamente el balance Th1/Th2 mejora el déficit 

cognitivo que se observa en los ratones BALB/c. A continuación se muestra un 

esquema que resume estos resultados y los posibles mecanismos participantes 

luego de la exposición a estrés crónico en cada una de estas cepas.   

 

 

BALB/c: 

Estrés

crónico

Hipotálamo

Adenohipófisis

CRH

ACTH

Glándula adrenal

MédulaCorteza

Glucocorticoides Catecolaminas

Th2

Th1

↓ INF$γγγγ

= IL$2

↑IL$4

↑ IL$10
↑ IL$6

↓NOS

Arg NO

↑ROS

↑PKC ζ y γ

↓ aprendizaje y memoria

↓neurogenésis

↓espesor CA1 y CA3

↓número de neuronas CA3

= ARNm neurotrofinas

= defensas antioxidantes

↓ proliferacion de linfocitos T

↑ proliferacion de linfocitos B

↓↓ anticuerpos IgG

= anticuerpos IgM

↑ balance de citoquinas haciaTh2

COP ↑NOS ↓ROS

↑ aprendizaje y memoria

↑ neurogenésis

= defensas antioxidantes

Hipocampo

Th2 Th1

Referencias:

Efecto del estrés

Efecto del copaxone

Mecanismos propuestos
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�,-BL/6: 

 

 

Hipotálamo

Adenohipófisis

CRH

ACTH

Glándula adrenal

MédulaCorteza

↑ INF$γγγγ

↑ IL$2

↓IL$4

↓ IL$10
= IL$6

=NOS

Arg NO

=ROS

↑PKC δ
↓ PKC βI

↑ proliferacion de linfocitos T

= proliferacion de linfocitos B

↓ anticuerpos IgG

= anticuerpos IgM

↑ balance de citoquinas haciaTh1

Hipocampo

Glucocorticoides Catecolaminas

Th2

Th1

Referencias:

Efecto del estrés

Mecanismos propuestos

Estrés

crónico

= aprendizaje y memoria

= neurogenésis

↑ espesor CA3 

= número de neuronas CA1 y CA3

= ARNm neurotrofinas

= defensas antioxidantes
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