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ARTICULO DE INVESTIGACION

El cobre en la neurofisiologia del hipocampo
Copper and hippocampus neurophysiology

Juan Leiva R.! y Mario Palestini Q.2

Copper is an oligoelement essential for various enzymatic processes both in pathology and in
human physiology. Its excessive accumulation in the liver and brain, particularly in the basal
ganglia drives to the pathological syndrome known as Wilson’s disease, on the other hand, this
metal absence in the newborn provokes brain and cerebellar degeneration, pathology recognized
as Menkes’ disease. Currently its role in Parkinson, Alzheimer and lateral amyotrophic sclerosis
is discussed. Our studies in rats about the copper effects in the hippocampus excitability, long
term potentiation (LTP) and learning have shown a suppressor action on LTP, without memory
alteration nor on the animal learning in the Morris’ aquatic maze, a physiological paradoxical

result and in its clinical inference also.
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Introducciéon

1 cobre, a lo largo de la historia de la huma-

nidad, no sélo ha sido un factor central en
el desarrollo social y evolutivo del hombre, sino
también un elemento imprescindible en el mante-
nimiento y balance orgdnico de muchas estructuras
y procesos en nuestro ambiente, de alli su amplia
presencia en diversas formas y concentraciones en
océanos, suelos y plantas.

El cobre es parte integral de varias proteinas
y es también un co-factor necesario para el fun-
cionamiento de diversas reacciones enzimaticas.
Se acepta comunmente que el cobre puede reac-
cionar dvidamente con proteinas y unirse a thio-
latos, aminas y grupos carboxilicos presentes en
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macromoléculas'. Las acciones de este metal son
extremadamente utiles para el funcionamiento de
la citocromo oxidasea C, metallothioneina, super
6xido dismutasa, dopamina beta hidroxilasa, tiro-
sinasa, lisil oxidasa, factor de coagulacién V y fac-
tor VIII. En este mismo sentido, se ha establecido
que el cobre estd comprometido en los mecanis-
mos de defensa, fortalecimiento éseo, maduracion
de los glébulos rojos y leucocitos, en el transporte
del fierro, en el metabolismo del colesterol, con-
tractibilidad cardiaca, metabolismo de la glucosa y
desarrollo cerebral**.

En 1912 Kinnier Wilson describié en su mo-
nografia “Progressive lenticular degeneration”
un cuadro degenerativo hereditario recesivo que
comprometia primariamente el higado, el sistema
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nervioso y que, invariablemente, llevaba a la muer-
te. Fue solamente en 1984 que el cobre fue identi-
ficado como el elemento téxico de la enfermedad
de Wilson, cuando una falla en la secrecién biliar
del elemento conducia a la acumulacién del metal
en higado y cerebro, particularmente en el nicleo
lenticular de los ganglios basales’.

En el afio 1962, Menkes describid en dos nifios
una patologia hereditaria recesiva ligada al sexo ca-
racterizada por un retardo fisico, degeneracién ce-
rebral y cerebelosa que rdpidamente evolucionaba
a una decerebracion y muerte®. Mdas recientemente,
la enfermedad de Menkes fue asociada al cobre,
debida en este caso a una alteracion en la absorcién
del metal. De este modo, la excesiva acumulacién
de cobre del Wilson, como la ausencia del metal
en el recién nacido impactaran preferentemente el
sistema nervioso generando cuadros neuroldgico
y psiquidtricos.

En el presente, se discute el papel del cobre en
patologias tales como el Alzheimer, Parkinson y
esclerosis lateral amiotréfica®*’.

Estos antecedentes, mds una acusacidén que se
hizo en el Organismo Mundial de la Salud por
parte de organizaciones médicas alemanas sobre
intoxicaciones hepaticas en nifios, causadas, segiin
ellos, por cobre en el agua potable, nos motivé a
iniciar estudios sobre el efecto de este elemento
en el sistema nervioso, mas especificamente en el
hipocampo.

Material y Método

Elegimos el hipocampo por ser un érgano muy
sensible a las injurias téxicas, por su importancia
en los mecanismos de la memoria, por ser una de
las primeras estructuras que se alteran en el Alzhe-
imer y por que el hipocampo, junto con el striatum
son las estructuras cerebrales que concentran la
mayor densidad de cobre, 34,0 ug/g en tejido seco®.
Por otra parte, existen antecedentes experimentales
que demuestran que el cobre puede ser liberado
durante la actividad sindptica’ alcanzando niveles
de 100 uM en la hendidura sindptica®'?.

Desde el punto de vista técnico, el hipocampo
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por su ubicacion en el cerebro de la rata y por su
morfologia, suele ser el elegido para los estudios de
rebanadas de cerebro. En estas preparaciones, las
rebanadas de hipocampo son de 400 p y se colocan
en un bano con Ringer-Krebs burbujeante con
95% de 0,, 5% de CO,, a temperatura de 36° C.

Esta técnica tiene la ventaja y posibilidad de
mantener por muchas horas las respuestas sindp-
ticas y se puede introducir en el bafo diversas
sustancias neuroactivas, como neurotransmisores
o soluciones metdlicas como el cobre como en
nuestro estudio. Estos experimentos tienen limi-
taciones obvias, donde no es posible estudiar los
efectos provenientes de las distintas estructuras que
proyectan al hipocampo.

Estudio de la accion directa del cobre

En la primera etapa, nuestra investigacion se
orient6 al estudio de la acciéon del metal en la ac-
tividad sindptica de rebanadas de la zona CA1 del
hipocampo’. Los registros con microelectrodos
extracelulares de los potenciales de campo (PC) de
esa zona, fueron notoriamente disminuidos de am-
plitud de modo semejante al efecto GABA sobre los
PC en igual zona hipocampica®'. La conclusién nos
pareci6 obvia: el cobre ejerce una accién inhibidora
sobre las sinapsis de CAl, ya sea por intermedio
de un efecto GABA o por accién directa del cobre
sobre esta sinapsis. Esta conclusion, como veremos
mas adelante, no era tan obvia; habia otras inter-
pretaciones (Figura 1).

Respuesta a la estimulacion repetitiva

La LTP se define operacionalmente como un
aumento de larga duracién de la eficacia sindptica
como consecuencia de la estimulacién eléctrica de
alta frecuencia (estimulacién tetdnica) de fibras
aferentes'™!.

La evidencia de la accién del cobre en la activi-
dad sindptica del hipocampo y la participacién de
esta estructura en la memoria y el aprendizaje, nos
indujo a estudiar una respuesta electrofisioldgica
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Figura 1. Efecto del cobre sobre el potencial sindptico de
campo promedio PC (n = 60) en rebanadas de hipocampo
de rata. Registros A, B y C muestran los promedios de
registros controles. Los registros intermedios muestran
los efectos depresores del GABA, y cobre 10 min, luego
de iniciada la perfusion del cobre y neurotransmisor por
separado. La flecha sefiala el artefacto de estimulo que
genera el PC. Note que el PC retorn a la respuesta control
de inicio. Todos los registrados mostrados provienen de la
misma rebanada de hipocampo.
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que diera cuenta de la capacidad pléstica de esta
region cerebral. Este mecanismo electrofisiolégico
es la potenciacion de larga duracién LTP del inglés
long-term potentiation.

Las rebanadas de hipocampo fueron sometidas
a la estimulacion tetdnica de las fibras colaterales
de Schaffer, mientras que las respuestas eran regis-
tradas en las neuronas piramidales de CA1, donde
las fibras aferentes de Schaffer hacen sinapsis.

Con esta técnica obteniamos una constante y
reproducible LTP. Después de haber logrado una
sostenida LTP, agregdbamos al bafio una solucién
de 10 uM de cobre, en estas condiciones, la LTP
practicamente desaparecia. Como cabia la posibili-
dad que el metal hubiese danado definitivamente la
sinapsis, procediamos a lavar el bafio con Ringer-
Krebs durante 40 min, obteniendo la certeza de eli-
minar cualquier residuo de cobre. Después de este
procedimiento, la respuesta de campo reaparecia,
incluso de mayor amplitud que la respuesta previa
de control. Concluimos que esta depresion era fun-
cional y apuntaba una vez mds a un efecto GABA.
Sin embargo, son numerosos los trabajos que atri-
buyen la LTP a la accién de los neurotransmisores
glutamatérgicos como NMDA y AMPA'""", por lo
tanto, cabe pensar que el metal pudiera tener una
accion doble’® (Figura 2).

Efectos del cobre sobre el aprendizaje
y la memoria

En estos experimentos la solucién de cobre,
como se dijo, era colocada directamente al bano
donde estaba la rebanada de hipocampo. Nos
parecié entonces interesante estudiar la LTP hi-
pocdmpica en ratas que hubiesen recibido cobre al
menos durante un mes.

En una serie experimental en ratas, se dejo que
los animales bebieran ad libitum agua que contenia
sulfato de cobre. Cada rata bebi6 entre 8 y 12 mg/
dia. Terminado este periodo, los hipocampos de
estos animales fueron sometidos al estudio de la
LTP, siguiendo las técnicas senaladas mds arriba.
Los resultados no difirieron de aquellos obtenidos
en los experimentos agudos. En otras palabras, los
hipocampos de estos animales no desarrollaron
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Figura 2. Efecto depresor del cobre sobre la
respuesta sindptica, Potenciaciéon de Larga
Duracién (LTP), obtenida desde neuronas de CA1
en rebanadas de hipocampo de rata. Registros
en B.(1,2,3 y 4), muestran respuestas sindpticas
de campo promedio (n = 20), obtenidas por
estimulos umbrales sefialados por la flecha gruesa.
Note que el PC (2) aumenta en voltaje después de
la Estimulacion tetdnica (ET) tinica, dada a tiempo
0, vale decir se expresa potenciacién (LTP). El
registro(3) exhibe una marcada reduccién de
la LTP por accién de 10 uM de cobre, 120 min
luego de la ET. El Registro(4) presenta la LTP,
luego de 40 min de iniciado el lavado del cobre.
Note en este caso, el marcado incremento de la
respuesta LTP en voltaje, duracion, y nimero de
n=20 inflexiones. El grafico en A, exhibe la evolucion
del voltaje del PC, antes y después la ET.

una respuesta LTP. Este efecto del oligoelemento
podria representar la interferencia del cobre en los
receptores NMDA”" y si este era el caso, el cobre
deberia alterar el aprendizaje y la memoria.

Para poner a prueba esta hipétesis, nos propu-
simos estudiar el efecto del cobre en un modelo de
aprendizaje en el laberinto acuatico de Morris por
cuanto existe abundante literatura acerca de este
test en estudios sobre aprendizaje visuo-espacial,
hipocampo y LTP'*".

El laberinto de Morris consiste en una piscina
redonda de 200 cm de didmetro y una profundidad
de 50 cm. El bano era llenado con agua temperada
a 25 £ 1°C y virtualmente dividido por dos ejes
perpendiculares en cuatro areas o cuadrantes de-
nominados norte-sur-este-oeste. En uno de estos
cuadrantes se colocaba una “isla” de 11 cm de did-
metro semi sumergida 2 cm bajo la superficie del
agua. Los ensayos consistian en liberar la rata desde
el borde del bano en uno de los puntos cardinales
y debia nadar hasta alcanzar la plataforma semi
sumergida. Si en 2 min el animal no alcanzaba la
plataforma se la tomaba y se la colocaba en la pla-
taforma. De lunes a viernes se hacia diariamente 5
ensayos consecutivos. Todos los animales normales
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terminaban la semana empleando 3 ¢ 4 segundos
en alcanzar la plataforma.

En estos experimentos, el sulfato de cobre di-
suelto en suero fisioldgico fue administrado a las
ratas en una dosis de 1 mg/kg durante 30 dias por
via intraperitoneal (ip). Todos los animales some-
tidos a este régimen y ensayados en el laberinto
de Morris aprendieron en tiempos similares a los
animales controles sin cobre (Figura 3).

Al terminar este periodo los hipocampos de
estos animales fueron sometidos al estudio de LTP
in vitro. Ninguna de las rebanadas de hipocampo
de estos animales desarrollé LTP (Figura 4).

Con la colaboracion del profesor Goldschmidt
del Departamento de Geologia de la Universidad
de Chile, se determind, utilizando un “micropro-
be,” la concentracién de cobre en el hipocampo
y corteza cerebral de estas ratas. Los andlisis de-
mostraron que la concentracién del metal en las
rebanadas de hipocampo de las ratas con cobre era
14,2 veces mayor que el encontrado en las ratas
normales de control, y que en la corteza cerebral
visual la concentracidon de cobre en las ratas experi-
mentales era 16,7 veces mayor que en los animales
normales de control*>*.
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Figura 3. Andlisis comparativo de las conductas de aprendizaje mediante el test acudtico de Morris en ratas adultas Wistar. E1
gréfico superior (A) muestra en el eje de las ordenadas el tiempo promedio en s que demoraron 14 ratas controles en alcanzar
la isla sumergida. Este grupo recibié un ml de suero fisioldgico intra-peritoneal (ip), por 30 dias consecutivos. Por otra parte,
se muestra también el desempefio de 11 ratas que recibieron 1 mg/kg, de cobre disuelto en 1 ml de suero fisioldgico ip, por 30
dias consecutivos, previos al test de Morris. Cada rata de cada grupo fue impulsada a realizar el test, cinco veces consecutivas,
por 5 dias seguidos (eje de las abscisas). Note que, no existen diferencias significativas en el desempefio frente al aprendizaje
entre el grupo control y el grupo con cobre. Ambos grupos aprenden de modo similar reduciendo los tiempos y mejorando
el desemperio cada dia. El cobre no muestra efectos sobre las conductas de aprendizaje. El gréfico inferior (B) muestra en el
eje de las ordenadas el tiempo promedio en s, que demoraron 13 ratas controles en alcanzar la isla sumergida. Cada rata de
éste grupo recibi6 por 30 dias consecutivos un ml de suero fisiolégico ip. Entonces, cada ejemplar fue impulsado a realizar el
test de Morris, cinco veces consecutivas por 5 dias seguidos (eje de las abscisas). Note que las 13 ratas mostraron reducciones
significativas del tiempo promedio en el encuentro de la isla sumergida. Vale decir, el aprendizaje se ha instalado. El grupo
de las 13 ratas con aprendizaje cimentado fue divido en dos grupos. El Primer grupo (n=7), sigui6 recibiendo en forma
consecutiva 1 ml de suero fisioldgico ip, por 30 dias mds. El segundo grupo recibié 1 mg/kg, de sulfato de cobre disuelto en
un ml de suero fisiolégico ip, por 30 dias adicionales. Entonces, cada rata de cada grupo fue impulsada a realizar el test de
Morris. Ambos grupos de ratas mostraron tiempos de desempeno muy similares a los observados durante el tltimo dia del
primer aprendizaje. Vale decir, el cobre no alter6 la memoria cimentada en la primera secuencia de aprendizaje, tampoco
el tiempo transcurrido desde el primer aprendizaje (30 dias) alterd los tiempos de recorrido. Incluso, el segundo dia de la
segunda secuencia de aprendizaje, los ejemplares del grupo con cobre mostraron un significativo mejor desempefio que los
ejemplares sin cobre.
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Figura 4. Accién del cobre croénico, sobre la LTP, en neuronas de CA1, procedentes de rebanadas de hipocampo de ratas
adultas Wistar (recibieron 1 mg/kg de cobre por 30 dias consecutivos, ip), comparado con la LTP, obtenida de neuronas
de CA1 en rebanadas procedentes de ratas controles que recibieron un ml de suero fisiolégico ip por 30 dias consecutivos.
El gréfico muestra en el eje de las ordenadas el desempeno del PC llevado a porcentaje, el cual, promedia cinco rebanadas
(n =5), procedentes del grupo que recibi6 suero fisiolégico, comparado en la misma variable que promedia diez rebanadas
(n=10), procedente del grupo que recibid cobre. En el eje de la abscisa (x) se muestra el tiempo (min x 10). Por cada rebanada
tomamos 10 muestras en cada punto desde el min, -50, previo a la ET (min, 0) Tiempo control, y posterior a la ET, Tiempo
LTP. Los trazos ubicados en la zona superior del grafico seiialan, Tiempo control (a). Tiempo ET (0). Tiempo LTP (b). Note
que las respuestas de ambos grupos se mantienen estables y similares durante el periodo control. A partir del momento de la
ET, las rebanadas sin cobre desarrollaron el fenémeno de LTP, por el contrario, el grupo de rebanadas que recibi6 cobre no
desarrollaron LTP, curiosamente el trafico sindptico fue mantenido.

el Alzheimer'”?°. Contrariamente otros estudios
no ven en el cobre un factor causal de esta en-
fermedad y el aumento del metal seria mds bien
una consecuencia derivada de la enfermedad?'-%.

Conclusion

Nuestros resultados parecen contradictorios,
por una parte el cobre suprime la LTP en reba-

nadas de hipocampo, por otra parte, no altera la
memoria ni el aprendizaje de las ratas. Relacio-
nado con lo anterior, existen numerosas publi-
caciones que identifican altas concentraciones de
cobre en patologias neurodegenerativas, como en

REV CHIL NEURO-PSIQUIAT 2012; 50 (3): 158-165

Nuestros resultados apuntarian que el aumento
de cobre en el tejido nervioso puede cambiar
ciertas respuestas electrofisiolégicas experimen-
tales, sin modificar las funciones de aprendizaje
y memoria.
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Resumen

El cobre es un elemento esencial en diversos procesos fisioldgicos y patolégicos. Su acumulacion
excesiva en higado, cerebro y particularmente en los ganglios basales, conduce al cuadro patolégico
conocido como la enfermedad de Wilson. Por otra parte, la ausencia de este metal en el recién
nacido provoca degeneracion cerebral y cerebelosa patologia reconocida como enfermedad de
Menkes. Actualmente se discute su papel en el Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica.
Nuestros estudios en ratas han mostrado los efectos del cobre en la excitabilidad del hipocampo;
su accion supresora de la LTP hipocdmpica, sin alterar el aprendizaje y la memoria estudiados en
el laberinto acudtico de Morris, resultados paradéjicos tanto desde la perspectiva neurofisioldgica

como en su inferencia clinica.

Palabras clave: Cobre, hipocampo, neurofisiologia.
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