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Resumen

La contaminacién del aire es uno de los mas importantes riesgos ambientales para la
salud, en el que las particulas suspendidas (PM) juegan un papel importante debido a su
asociacion con contaminantes tales como el vanadio (V). El V es un metal de transicion
ampliamente distribuido en la naturaleza, su toxicidad en el SNC ha sido atribuida
principalmente a la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres
como el hidroxilo. Se ha observado que el V produce desorganizacién celular, picnosis y
muerte celular en el epitelio olfatorio (EQ). La L-carnosina tiene propiedades
antioxidantes, quelantes y de neurotransmisor/neuromodulador del olfato, ademas en
nuestro modelo por inhalacién de vanadio, se ha observado un efecto neuroprotector en
las células granulosas del BO. Por otra parte, un factor de riesgo en el desarrollo de las
enfermedades neurodegenerativas (EN) se ha atribuido a las ERO, donde la disfuncion
olfatoria se presenta como sintoma temprano. Como el EO es el primer sitio de contacto
con los contaminantes ambientales, se estudian las subpoblaciones celulares del EO,
determinando el efecto neuroprotector de la carnosina en un modelo murino expuesto a
la inhalacién de vanadio.

Se utilizaron 20 ratones macho de la cepa CD-1 y se formaron 4 grupos: 1) control
expuesto a solucion salina, 2) vanadio, 3) expuesto a vanadio y tratado con carnosina y 4)
carnosina. Los ratones del grupo expuesto a vanadio inhalaron V,0s (0.02M-1.43 mg/m?3),
una hora dos veces por semana. A los grupos tratados con carnosina se les suministrd
1mg/kg diariamente por via oral. Después de 4 semanas los ratones fueron anestesiados
con pentobarbital sédico 35 mg/kg., perfundidos con solucién salina y con PFA al 4%,
después se extrajeron los meatos olfatorios y se descalcificaron con EDTA 7%. Se
procesaron con la técnica histolégica ordinaria y se realizé inmunofluorescencia con los
anticuerpos primarios OMP para marcar neuronas maduras y GAP-43 para las neuronas
inmaduras y los anticuerpos secundarios ALEXA 647 y 488 respectivamente, para el
marcaje nuclear se utilizé DAPI.

En los grupos expuestos a vanadio se observo en el EO disminuciéon de marca OMP y GAP-
43 en ambas subpoblaciones neuronales asi como disminucién de la marca nuclear DAPI,
posiblemente estos resultados estén relacionados con la desorganizacion y muerte celular
provocados por el V, ademas de la generacién de estrés oxidante provocada por este
metal como ya se ha reportado. En contraste con el grupo expuesto a vanadio y tratado
con carnosina, el cual presentd mayor marca de nucleos y de ambas subpoblaciones del
EO, debido posiblemente al papel que tiene la carnosina como antioxidante y quelante,
sin embargo, en el caso de la marca OMP se observé aumento significativo semejante al
del grupo control, posiblemente por la capacidad de sintesis de carnosina que poseen las
5



neuronas receptoras olfatorias (NRO) y que la carnosina funge como
neurotransmisor/modulador del olfato. El grupo tratado con carnosina no tuvo diferencia
significativa respecto del grupo control, por lo que funciona como un buen control
positivo.

Se puede concluir que el vanadio provocd disminucién del nimero de células y de
proteinas que expresan las neuronas maduras e inmaduras del EO (OMP y GAP-43
respectivamente). Sin embargo, la carnosina presenté efecto neuroprotector en el EO en
el modelo por inhalacién de vanadio, manteniendo las subpoblaciones de neuronas
maduras e inmaduras.
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Tabla de abreviaturas

0" Radical superodxido

*OH Radical hidroxilo

AGE’s Productos finales de la glicacion
ALE’s Productos finales de la lipoxidacion
ApoE Apoliproteina E

BHE Barrera hematoencefilica

BO Bulbo olfatorio

CBG Células basales globosas

CBH Células basales horizontales

cd Cadmio

CGO Células gliales olfatorias

Cu Cobre

EA Enfermedad de Alzheimer

EN Enfermedades neurodegenerativas
EO Epitelio olfatorio

EP Enfermedad de Parkinson

ERO Especies Reactivas de oxigeno
GAP-43 Proteina asociada al crecimiento
GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

LP Lamina propia

MDA Malondialdehido

MMP Metaloproteinasas

Mn Manganeso

NRO Neurona receptora olfatoria
omp Marcador de la proteina olfatoria
PEPT2 Transportador de oligpéptidos 2
PM Particulas suspendidas

RO Receptores olfatorios

SNC Sistema nervioso central

SNPC Sustancia nigra pars compacta
SOZMCM Suroeste de la zona metropolitana de la Ciudad de México
TH Tirosina hidroxilasa

TRM Tracto rostral migratorio

UE Uniones estrechas

Vv Vanadio

V,0; Pentoxido de vanadio

Zn Zinc

sV Zona subventricular




. Introduccidn

1.1 Contaminacion ambiental

Globalmente la contaminacion del aire es el mas importante riesgo ambiental para la salud, los
niveles de particulas suspendidas (PM) y otros contaminantes que dafian la salud son mayores en
zonas urbanas que en las rurales debido a la mayor concentracién de fuentes de emisién
(Krzyzanowski et al., 2014).

El drea metropolitana de la ciudad de México es una megaciudad con incremento significante de
su poblaciéon y areas urbanizadas, su rapida expansién incontrolada ha provocado aumento en la
demanda de energia y transporte, resultando en el incremento de emisiones de gases y PM que
tiene un impacto en la calidad del aire y del clima (Calderdn-Garciduefias et al., 2015).

I.1.1Particulas suspendidas y contaminacion por metales pesados

Los contaminantes directamente emitidos hacia la atmosfera son conocidos como contaminantes
primarios, mientras que los contaminantes que son el resultado de reacciones quimicas con otros
contaminantes o con los gases atmosféricos son conocidos como contaminantes secundarios.
(Bernstein, 2004)

Las propiedades fisicas, de composicidon, morfologia y termodindamicas de las PM varian respecto al
tiempo, la localizacion e incluso la variabilidad estacional. (Colbek & Lazaridis, 2010)

Las PM se categorizan de acuerdo a su tamafio basado en su modo de distribucidn, su didmetro o
variables dosimétricas relacionadas con la exposicion humana, la clasificacién mas comun se basa
en el tamafio; particulas gruesas o PM10 con didmetro aerodindmico de 2.5-10um derivadas de la
erosion del suelo, polvo de caminos y agregacion de pequeiias particulas de combustion, en
cuanto a las particulas finas o PM2.5 con didmetro aerodindmico <2.5um y utrafinas o PM1 con
diametro aerodinamico <1um son formadas durante la quema de combustible fésil (Colbek &
Lazaridis, 2010; Bernstein, 2004). En México la concentracion limite anual permitida de PM 2.5 o
menores es en promedio: 10 pm/m? (DOF, 2014), sin embargo, en el 2011 se reporté un promedio
anual de 25 pm/m? (WHO, 2014), por lo que en México se estan excediendo los limites de PM2.5

Las PM consisten de materia emitida ya sea sélida, liquida o de vapor que estan ““suspendidas’ en
el aire (Radian International, 1997), estas particulas estdn compuestas por un nucleo de carbdn
asociado a metales de transicién y otros contaminantes (Katsouyanni, 2003), que al ser inhaladas
pueden ingresar al bulbo olfatorio (BO) a través de la mucosa olfatoria en personas expuestas y
animales experimentales (Calderén-Garciduefias et al., 2010)
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En la regidn urbana suroeste de la zona metropolitana de la ciudad de México (SOZMCM), que
presenta altos niveles de PM, se realizaron biopsias de la mucosa olfatoria de personas adultas
quienes estuvieron expuestas en esta zona <30 dias y >60 dias, en ambos tiempos de exposicién
observaron displasia en el EQ, disminucién de células globosas y aumento de linfocitos de Ia
submucosa, en el caso de las personas expuestas a <30 dias presentaron pérdida de cilios y menor
proliferaciéon celular en el EO; en la mucosa olfatoria de las personas expuestas >60 dias
observaron adelgazamiento de la membrana basal y proliferacidon de delgados canales vasculares,
sin embargo, en ambos grupos se observé decremento de células globosas. De acuerdo con lo
anterior, en el caso de biopsias en nifos de la misma zona, se encontraron también cambios en las
poblaciones de células globosas y ciliadas e hiperplasia de células basales, deficiencia
ultraestructural de la integridad de uniones del epitelio nasal, presencia de PM en citoplasma y
cuerpos heterolisosomales de células epiteliales y en espacios intracelulares. Sin embargo en
adolescentes se encontré presencia de particulas ultrafinas en el citoplasma de células
endoteliales del BO y membranas basales, disminucion de la capa glomerular, hiperplasia
endotelial en arteriolas y capilares y presencia de B-amiloide (Calderdn-Garciduefias et al., 1992,
2001, 2002, 2010).

Calderén-Garciduefias y cols. (2002) realizaron necropsias en perros callejeros residentes de la
misma area de estudio (SOZMCM), de las cuales se obtuvieron muestras de mucosa olfatoria,
donde observé hiperplasia de células globosas, pérdida focal entre las neuronas receptoras y
células sustentaculares sin evidencia de regeneracién, asi como la pérdida de estas poblaciones
celulares provocando una disminucién en el grosor del EO, nucleos picnéticos, engrosamiento de
la membrana basal, pérdida de tejido conectivo y de fibras nerviosas en la lamina propia,
presencia de células inflamatorias en la submucosa, desorganizacién y disminucién de las
glandulas de Bowman. En el BO se observaron apoptosis de las células gliales y astrocitosis en la
capa plexiforme interna y externa, en la capa de células mitrales y en el glomérulo olfatorio,
también se observé que los procesos de los astrocitos fueron focalmente ausentes provocando un
espacio perivascular de los capilares del BO.

Estudios en animales y humanos sugieren que la contaminacién por PM y metales de transicion
posiblemente causen incremento de la expresiéon de marcadores asociados a enfermedades
neurodegenerativas (EN), por lo que la contaminacién se considera como un factor de riesgo a
desarrollar EN. En la ciudad de Meéxico, niflos expuestos a contaminantes ambientales
demostraron tener una acumulacién neuronal de proteinas no plegadas similares a las que se
observan anatdmicamente en los estadios tempranos de la enfermedad de Alzheimer y Parkinson
(Yegambaram et al., 2015).

En SOZMCM hay contaminantes ambientales tales como: compuestos orgdnicos volatiles,
formaldehido, acetaldehido y varios metales téxicos como el cadmio (Cd), plomo (Pb), manganeso
(Mn), mercurio (Hg), cobalto (Co), zinc (Zn), niquel (Ni), vanadio (V) entre otros, que estan
asociados a las PM finas (PM2.5) (Schroeder et al. 1987, Calderén-Garciduefias et al., 2003). Los
metales que mejor representan una zona urbana son el niquel y el vanadio, que son considerados
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como marcadores de uso de combustible en los transportes de largo alcance. (Calderdn-
Garciduefias et al., 2015)

1.2 Vanadio

El vanadio (V) es un metal de transicion ampliamente distribuido en la naturaleza, se encuentra en
el ambiente y ejerce potentes efectos téxicos en una gran variedad de sistemas bioldgicos, una
exposicion aguda ambiental u ocupacional de este metal provoca riesgo a la salud de los humanos
y animales (Avila-Costa et al., 2005). Los mecanismos de toxicidad de este metal incluyen: el efecto
mimético con el grupo fosfato (EPA, 2011) y a la insulina, inhibe o estimula la actividad de enzimas
de DNA y RNA provocando efectos mutagénicos y genotoxicos (Mukherjee et al., 2004), también
es inhibidor de fosfatasas y de la bomba sodio-potasio (ATPasa-Na‘K') de membranas celulares
(EPA, 2011), induce la sefializacién y activacién de vias dependientes de Ca* (Mukherjee et al.,
2004), participa en la activacion de la via de sefializacién JAK/STAT (Gonzalez-Villalva et al. 2014),
en la produccién de citocininas proinflamatorias (EPA, 2011) y en el incremento de MMP
(metaloproteinasas) (Colin-Barenque et al., 2008), asi como estrés oxidante, causado por la
generacién de radicales libres, teniendo efectos tdxicos en los sistemas bioldgicos (Fortoul et al.,
2014; Evangelou, 2002; Todorich et al., 2011).

I.2.1Generalidades del vanadio

El vanadio constituye 0.015% de la corteza terrestre (Rehder, 2003), tiene diferentes estados de
oxidacion que van de -1 a +5, y generalmente pasa de un estado a otro por la transferencia de un
electron a través de procesos de dxido-reduccidn. Sin embargo, sdélo los tres estados mas altos,
VAl Vau y V>*, tienen funciones biolégicas reconocidas. El vanadio con estado de oxidacion +5,
participa en procesos bioldgicos en forma de catién o de anidn. El vanadio entra a la célula por el
mecanismo del transporte de aniones y después es reducido, la mayoria de las veces por el
glutatién intracelular, a vanadil (4+) (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006; Evangelou,
2002).

Para procesos industriales, el vanadio se obtiene de los minerales como la vanadita, carnotita,
fernandinita, entre otros, que generalmente contienen sales y dxidos de este metal en estados de
oxidacion +5, +4 y +3. El pentdxido de vanadio (V,0s) es el compuesto mds comercial, es una sal
de color amarillo-rojizo y su limite de exposicién ocupacional a polvos y humos es de 0.05 mg/m”.
Podemos encontrar vanadio en el gas natural (en baja proporcion) y también en el petrdleo,
donde varia la concentracién de este metal dependiendo del lugar de origen; el petrdleo de los
paises con mayor concentracion de vanadio son Venezuela, Kuwait y México, en México la
variedad de petréleo maya tiene mayor concentracion de este metal (243ug/g), el vanadio
también se encuentra en las cenizas u hollin y en las emisiones generadas por incendios forestales
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y combustién de petréleo, carbdn y aceites pesados. El vanadio se utiliza en la industria de la
metalurgia, preparaciones de vidrio, pinturas, colorantes para fotografia, fungicidas e insecticidas
(Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006).

1.2.2Fuentes de exposicion

La liberacién del vanadio a la atmdsfera es por actividad industrial y humana, por medio de Ia
combustidn de petréleo, carbén y de aceites pesados mientras que su liberacién por procesos
naturales incluyen la erosidn del suelo, emisiones volcanicas, incendios forestales y otros procesos
biogénicos (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006).

La liberacidon de este metal a la atmdsfera en ciudades contaminadas es ocasionada
principalmente por actividad humana, por lo que es considerado un contaminante ambiental, en
la ciudad de México se ha reportado valores que alcanzan 0.114 pg/m? en aeroparticulas de 10 um
y 0.093 pg/m? en particulas de 2.5 pm. (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006) estas
ultimas particulas son inhaladas, llegando hasta los alvéolos, los capilares pulmonares, al sistema
circulatorio y hacia todos los sistemas y érganos produciendo diferentes efectos en el organismo
(Fortoul et al., 2014).

1.2.3Toxicocinética del vanadio

La entrada del vanadio al organismo ocurre principalmente a través del tracto gastrointestinal y
por el sistema respiratorio, el vanadio es absorbido y transportado a varios tejidos del cuerpo por
el torrente sanguineo (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006). Se conoce que la vida
media del vanadio es alrededor de 48 horas (CICADs, 2001). Una de las fuentes mas importantes
de exposicion es por via a aérea, una vez absorbido por el cuerpo, el V** es reducido a V* por el
glutatién de los eritrocitos o por el acido ascérbico, las catecolaminas y otras substancias
reductoras. El vanadio es transportado por la albumina y preferentemente por la transferrina. El
V" entra a la célula por mecanismos de transporte anidnico principalmente en los canales de
fosfato (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006).

Estudios de farmacocinética en eritrocitos demuestran que la entrada de vanadio a la célula se da
en dos etapas; en la etapa inicial el V** cruza la membrana celular a través del sistema de
intercambio anidnico, en la segunda etapa el cruce es mucho mas lento e involucra el producto
reducido (V**) y un mecanismo de paso semejante al de cationes divalentes (Rodriguez-Mercado &
Altamirano-Lozano, 2006).

En la célula el vanadio tiene preferencia por los grupos fosfato, carboxilo y amino de las
biomoléculas; se calcula que del 61% del total de V** se une a los fosfatos, el 29% a las proteinas y
el 1% queda libre (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006).
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La principal ruta de eliminacién del vanadio absorbido es a través de los rifiones ya que en las
primeras 20 horas se excreta la mayor cantidad y de 40 a 50 dias el resto de vanadio, mientras que
<10% es excretado por las heces (Barceloux, 1999; Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano,
2006).

1.2.4Toxicodinamia del vanadio

La toxicidad del vanadio incrementa con valencias mas grandes y los compuestos pentavalentes
son usualmente los mas téxicos (Barceloux, 1999). Los oxidos de vanadio son mas toxicos que las
sales de vanadio, ya que se ha reportado que el V,0s5 causa dafio genotéxico en diferentes érganos
como higado, bazo, corazén y medula ésea (Evangelou, 2002; Altamirano-Lozano et al., 1999).

El V tiene la habilidad de formar oligdmeros de vanadato para formar por ejemplo el
decavanadato. Se ha visto que el decavanadato inhibe la cinasa adenilato, hexocinasa,
fosfofructocinasa y el fosfato inositol, el decavanadato altera la homeostasis de calcio, también
provoca la inhibicidn de la polimerizacidon de actina alterando el citoesqueleto de las células y
miosina bloqueando el ciclo contractil e induciendo la oxidacién de cisteina, por lo que podria
estar alterando la contraccidn y regulacién muscular (Aureliano, 2011).

Uno de los blancos del V es la mitocondria ya que se ha visto que hay acumulaciéon de vanadio
alterando la funcién de este organelo, otros blancos son las bombas, canales y receptores
metabotrdpicos (Aureliano, 2011; 2009). El vanadio inhibe la fosforilacion oxidativa de la
mitocondria, afectando el metabolismo de drganos como el corazdn, rifién, higado y cerebro. Se
ha reportado que el decavanadato inhibe la respiracién mitocondrial e induce la despolarizaciéon
de la membrana mitocondrial en el higado de ratas, (Barceloux, 1999; Aureliano, 2009)

El V puede formar complejos con moléculas de interés biolégico como son la bomba ATP-Na/K, la
ATPasa-Ca, el glutatién y aminoacidos a través de atomos como el oxigeno, nitrégeno y azufre,
también tiene la habilidad de formar configuraciones geométricas que mimetizan la transicion de
sustratos enzimaticos e interfiere con la enzimas que contienen fosfato como las ATP
fosfohidrolasas, cinasa adenilato, gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa y ribunocleasas, también
funciona como inhibidor de las ATPasas, (Barceloux, 1999; Aureliano, 2009, 2011).

Estudios in vitro y en modelos animales indican que el vanadato y otros compuestos de vanadio
incrementan la actividad transportadora de glucosa y promueve el metabolismo de la glucosa ya
gue el vanadio probablemente esté involucrado en la inhibicién de la fosfotirosina fosfatasa y la
activacion de la proteina tirosina cinasa en la homeostasis de la glucosa, confiriéndole una accion
mimética de la insulina al vanadato y al vanadil (Barceloux, 1999).
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1.2.5Efectos del vanadio en la salud

La inhalacién por exposicién ocupacional a ciertos tipos de metales como por ejemplo el niquel,
cobre, cadmio y vanadio, en polvo o aerosoles puede ocasionar pérdida en la agudeza olfatoria,
mucosa olfatoria atrofiada, septo nasal perforado o cancer senonasal (Sunderman, 2001).

El V es un toxico que puede causar disfuncién respiratoria, alteraciones hematoldgicas,
reproductivas y de desarrollo, inmunotoxicidad, mutagenicidad, nefrotoxicicdad y neurotoxicidad.
(Li et al., 2013). En estudios con animales se demostré que la toxicidad de compuestos de vanadio
involucran debilidad, pérdida de apetito, deshidratacidn, reduccién de peso corporal, sangrado
nasal, hemorragia pulmonar, necrosis de tejidos linfoides, necrosis de tubulos renales y muerte.
(Evangelou, 2002).

En un modelo murino de inhalacién a V,0s Fortoul y cols. (2014) reportaron efectos téxicos en
diferentes sistemas, érganos y tejidos tales como: el ojo, timo, bazo, pancreas, higado, el tejido
nervioso hematopoyético y testiculo.

En los testiculos se ha reportado disrupcién en los tubulos seminiferos, inhibicién de la
espermatogénesis (Chandra et al., 2007) y necrosis de las células germinales y de Sertoli (Fortoul
et al., 2007). Se puede describir al citoesqueleto como un blanco del vanadio, ya que hay
disminucion de actina y gama tubulina en las células testiculares participando en la alteracidn de la
division celular (Rodriguez-Lara et al., 2013; Cooper, 2007)

Ademads han descrito alteraciones como aberraciones cromosomales y aneuploidia (Evangelou,
2002), también participa el daifo oxidante directamente al DNA, debido a que el vanadio cataliza la
formacion de ERO (Calderdn-Garciduenas et al., 2003).

En modelos de exposicién a V,0s de ratas y ratones, se ha reportado que el vanadio induce
respuesta inflamatoria en el epitelio bronquial el cual puede provocar hiperrespuesta vy
condiciones crdnicas bronquiales similares al asma y a bronquitis crénicas (Musk & Tees, 1982;
Fortoul et al. 2014) también se reporta neumonitis quimica, edema pulmonar vy/o
traqueobronquitis aguda (Cooper, 2007).

Estudios previos demostraron que los compuestos de vanadio solubles son absorbidos en el
pulmodn induciendo inflamacién (Barceloux, 1999), ante la inhalacion de vanadio se ha demostrado
gue provoca inflamacién en el tracto respiratorio caracterizado por presencia de abundantes
neutrdéfilos, macrdfagos y liberacién de citocininas proinflamatorias (Cooper, 2007). Después de la
inhalacion de V,0s en ratas, se observd hiperplasia de células bronquiolares no ciliadas y
engrosamiento de musculo liso, asociado a un incremento de IL-6 y TNFa en las células epiteliales
(Fortoul et al., 2014).

Boulassel y cols. (2011) reportaron un envenenamiento por vanadato de amonio donde la

paciente presentaba dolor, nausea, vomitos, multiples diarreas diarias, hipoglucemia e

insuficiencia renal aguda. Murié debido a que la paciente tenia dificultad respiratoria a pesar de
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cuidados intensivos y terapia de oxigeno, en la autopsia se determind que presentaba sindrome de
asfixia y gastritis erosiva, la concentracidén de vanadio encontrado en su sangre fue de 6.22 mg/L
correspondiente a tener 6000 veces mayor concentracién de la normal en la poblacién general.
Otros sintomas que se han reportado causados por vanadio son tos con esputo (flemas),
respiracion silbante, dolor de garganta, de cabeza y rinitis, ademas se ha reportado que el vanadil
sulfato participa en vasoconstriccién en el pulmén.

Una exposicion aguda a pentdxido de vanadio tiene importantes manifestaciones patoldgicas en el
sistema nervioso (Cooper, 2007), y que los trabajadores expuestos a vanadio muestran
alteraciones neuroconductuales como son la cognicion, la atencién y la memoria de corto plazo (Li
et al. 2013).

1.2.6 Efectos del vanadio en el sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) se caracteriza por presentar gran cantidad de acidos grasos
altamente peroxidables, bajos niveles de antioxidantes (como la catalasa y superéxido dismutasa)
y un elevado metabolismo aerdbico por lo que es susceptible a estrés oxidante (Fortoul et al.,
2014; Guerra et al., 2013; Gariballa & Sinclair, 2000)

Uno de los efectos patoldgicos del vanadio en el SNC es la alteracidn en la mielina. El tratamiento
con metavanadato de sodio en ratas adultas se observdé una mayor peroxidacién lipidica y
decremento en la densidad de fibras mielinicas en dreas del cerebro como en el cuerpo calloso,
cerebelo e hipocampo evidenciada por la disminucién de marca inmumnohistoquimica de MBP
(proteina basica de mielina) la cual estd involucrada en la formacién de la mielina (Garcia et al.,
2004; Todorich et al., 2011).

En el modelo por inhalacién de V se ha reportado pérdida de espinas dendriticas de neuronas
piramidales, muerte celular y alteraciones en el neuropilo del hipocampo en la regién CA1l, que
estd correlacionado al deterioro de la memoria espacial por ser vulnerables al estrés oxidante,
también se ha visto que decrece la inmunoreactividad de la TH (tirosina hidroxilasa) en neuronas
de la sustancia nigra pars compacta, ademas se ha reportado en las células ependimarias, pérdida
de cilios y desprendimiento celular, alterando la permeabilidad del epitelio, promoviendo el
acceso a mediadores inflamatorios y provocando muerte neuronal en el cerebro (Avila-Costa et al.,
2004, 2006). En el mismo modelo se ha reportado ruptura en la barrera hematoencefdlica (BHE)
por la produccién de MMP (enzimas que degradan la matriz extracelular y participan en diversos
procesos homeostaticos y patoldgicos), asi el incremento de MMP-9 en el BO, corteza, hipocampo
y estriado se asocia a muerte neuronal (Colin-Barenque et al. 2008).
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1.2.7Efectos del vanadio en el sistema olfatorio

En el sistema nervioso central de roedores, algunos metales como Al, Cu, Mn y Zn son
transportados a través del nervio olfatorio, y algunos reportes mencionan su acumulacién en el BO
(Sunderman, 2001). La toxicidad del vanadio depende de una variedad de factores, los cuales
incluyen la ruta de administracién, la dosis, toxicidad del compuesto en particular y el tiempo de
exposicidén, sin embargo, la inhalacién es la ruta de exposicion mas importante del vanadio
contenido en el medio ambiente (Barceloux, 1999; Afeseh et al., 2014).

Se report6 que una exposicion a 1.1 mg/m> de vanadio en ratones causan inflamacién nasal y
atrofia del EO, a dosis de 0.56 mg/m? de vanadio produce degeneracién hialina del EO y epitelio
respiratorio (National Toxicology Program, 2002).

En el estudio de Afeseh y cols. (2014) demuestran que la exposicién a vanadio causa alteraciones
tales como disminucién en los niveles de TH y dopamina en el BO, debido a que la capa
glomerular del BO posee abundantes neuronas dopaminérgicas, siendo asi la dopamina un
neurotransmisor importante de la olfacion.

En un modelo murino por inhalacion de V después de un periodo de 4 semanas, Colin-Barenque y
cols. (2015) observaron, que los ratones incrementaron significativamente el tiempo de blsqueda
de un odorante respecto al grupo control, también observaron decremento del tamafio del soma
y pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas del BO, presencia de células apoptéticas
con marginacion y condensacion de la cromatina, nucleos picnéticos, vacuolizaciéon vy
condensacion del citoplasma, y aumento de la actividad GPx y GR en el BO. En el mismo modelo,
Arenas (2011) observé desorganizacidon celular, picnosis y muerte celular en el EO asi como
vacuolizacion de las glandulas de Bowman y de fibras nerviosas en los ratones expuestos a V;
Jiménez (2012, 2009) reporté que en la capa glomerular y granulosa del bulbo olfatorio, la
densidad celular se ve afectada, debido a que observé una disminucién de la marca NeuN, asi
como el aumento de 4-hidroxinonenal (4-HNE) en el soma de las neuronas piramidales de la
corteza cerebral y en células ependimarias.

1.2.8 Vanadio y estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son generadas de forma enddgena por los productos de la
cadena de transporte de electrones en la mitocondria, o exdgena mediante los productos de
reacciones catalizadas por un metal, por contaminantes presentes en el ambiente, y otros
mecanismos, por ejemplo las ERO generadas por los neutréfilos y macréfagos durante la
inflamacién y por la exposicién a rayos UV. Los radicales libres son moléculas que contienen uno o
mas electrones no pareados, los cuales le confieren un alto grado de reactividad, derivan del
oxigeno presente y representan la clase mas importante de las especies reactivas generadas en
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sistemas vivos. Las ERO generan estrés oxidante y pueden causar dafio en estructuras celulares
como lipidos y membranas, proteinas y 4cidos nucléicos (Valko et al., 2006).

El vanadio produce ERO y radicales libres hidroxilo por medio de diferentes vias, peroxidando la
bicapa lipidica de las membranas celulares. El estrés oxidante esta relacionado con una serie de
fendmenos celulares que contribuyen a la muerte celular (Fortoul et al., 2014). Estudios previos
han demostrado que la toxicidad del vanadio es en gran medida ocasionada por la generacién de
radicales libres, mediante el mecanismo que se muestra en la fig. 1 (Colin-Barenque et al., 2015).
Por ejemplo en el higado se ha visto peroxidacion lipidica y que el vanadato se acumula en el
espacio intermembranal de la mitocondria, donde los mecanismos de detoxificacion son
insuficientes para prevenir el dafio en la mitocondria (Cooper, 2007).

V(V)

NADPH 0, 1/20,+ H,0 formiato
acido
NADPH NADPH oxidasa oo H20
Creductasa catalasa  férmico
v(Iv)

- SOD
NADP 0 ————p Hi0; ————— ) (ON

V(IV)

Fig. 1. Se muestra un posible mecanismo por el cual el vanadio genera estrés oxidante. Al
entrar el V* a la célula, la NADPH lo reduce a un estado V™ generando un radical
superéxido, donde actua SOD convirtiéndolo a peréxido de hidrogeno la cual se
descompone con la catalasa en agua y O,, generando el radical hidroxilo que con la accién
del acido férmico se descompone en agua y formiato (Mussali-Galante et al., 2007).

El estrés oxidante y macromoléculas asociadas al dafio del EO y BO son considerados marcadores
de envejecimiento y neurodegeneracidon, que tal vez estén involucrados en el decline olfatorio
(Vaishnav et al., 2008). El estrés oxidante provocado por metales de transicién como el vanadio, se
considera como factor de riesgo para el desarrollo de EN, ya que hay una posible toxicidad
sinérgica que altere el metabolismo, la neurotoxicidad y la respuesta a estrés oxidante (Wang &
Michaelis, 2010; Yegambaram et al., 2015). El estrés oxidante y los radicales libres son generados
como resultado de alteraciones metabdlicas que pueden ser causadas por exposiciones quimicas,
como los radicales libres pueden estar acumulandose durante la vida del individuo y pueden llegar
a inducir neuroinflamacién y neuropatologias (Yegambaram et al., 2015).

Estudios in vivo con la administracion de metavanadato se ha encontrado presencia de ERO y
elevados productos finales de la peroxidacion lipidica y alta actividad de superéxido dismutasa
(SOD) (Soares et al., 2007). También se observd que ante la inhalacion de V,0s aumentd la
glutatién peroxidasa en el BO de ratones expuestos (Colin-Barenque et al. 2015).
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Por esta razén los antioxidantes son necesarios para prevenir o contrarrestar el dafio a DNA,
lipidos, proteinas y otras biomoléculas causado por los radicales libres. (Guerra et al., 2013).

I.3Antioxidantes

Un antioxidante puede definirse como cualquier sustancia que, cuando se presenta en bajas

concentraciones comparado con la del sustrato oxidable, inhibe o retrasa significativamente la

oxidacion de ese sustrato lo cual quiere decir que el papel fisiolégico de los antioxidantes es

prevenir el dafio de componentes celulares como consecuencia de reacciones quimicas que
involucran radicales libres (Pham, He & Pham, 2008).

Como los radicales libres tienen la capacidad de reaccionar en una forma indiscriminada para

provocar dafio en la mayoria de los componentes celulares, existen antioxidantes enddgenos que

se clasifican como antioxidantes enzimdaticos y no enzimaticos mientras que los antioxidantes

exogenos son de tipo no enzimdaticos (Pham, He & Pham, 2008). En la tabla 1.

Antioxidantes

Endégenos Exogenos
Enzimaticos No enzimaticos
Superdxido dismutasa (SOD) Vitamina C°
Catalasa (CAT) Acido lipdide Vitamina E
Glutation peroxidasa (GPx) Glutation Metales traza
Glutation reductasa (GRx) L-arginina Carotenoides

Coenzima Q-10
Melatonina

Proteinas quelantes de
metales

Transferrina

Carnosina

Flavonoides

Acidos grasos omega 3y 6

Tabla 1. Se muestran ejemplos de antioxidantes, a: la vitamina C puede ser enddgena en los

roedores y exdgena en los humanos (Pham, He & Pham, 2008; Hipkiss, 2007).
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1.4 Carnosina

La carnosina fue descubierta en Rusia en 1900, fue aislada por primera vez de un extracto de carne
Liebig, en el cual se identificé como beta-alanil-histidina (Fig. 2), desde entonces varios aminoacil-
aminoacidos han sido aislados de tejidos excitables como la anserina (beta-alanil-metilhistidina),
homocarnosina (y-amino-butiril-histidina), entre otros, por lo que en la naturaleza estan presentes
en compuestos que contienen histidina. Todos estos péptidos son estructuralmente similares y
son sintetizados por la carnosina sintetasa que es una enzima con una amplia especifidad por el
sustrato (Gariballa & Sinclair, 2000).

ZSE

HO \ /

NH,

Fig. 2. Estructura quimica de la carnosina (Boldyrev et al., 2013).

La carnosina sintetasa, teniendo una amplia especificidad al sustrato, a partir de amnoacidos (b-
alanina e histidina), Mg** y ATP es capaz de sintetizar la carnosina donde su actividad en el EO es
de 50 a 100 veces mayor que en el cerebro y 10 veces mas que en el musculo esquelético; en
cambio, la carnosina posee su propia enzima hidrolitica lamada carnosinasa (Fig. 3), y posee dos
isoformas la CN1 (carnosinasa sérica) principalmente producida y secretada del higado y cerebro y
CN2 (carnosinasa de tejido o dipeptidasa citosdlica no especifica), los cuales son miembros de la
familia de las metaloproteasas (Boldyrev et al., 2013).

- alanina Histidina

Carnosina

Fig. 3. Esquema de sintesis/degradacién de la carnosina; CS (carnosina sintetasa), CN
(carnosinasa) (Modificado de Boldyrev et al., 2013).
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La carnosina estd presente en tejidos animales; como en el cerebro, musculo cardiaco y
esquelético, rifiones, estdbmago, en mucosa y BO (Gariballa & Sinclair, 2000), las células que
presentan sintesis de carnosina son las células musculares, gliales y receptores olfatorios (Mizuno
& Kawahara, 2014).

Este compuesto posee accién amortiguadora, mejoramiento del sistema inmune (modulando la
funcién de neutroéfilos, ocasionando incremento de interleucina-18) y como neurotransmisor. En
un pH débilmente alcalino y aun en el caso de la acidificacién del medio por la actividad muscular,
la carnosina sigue teniendo su funcién como antioxidante (Gariballa & Sinclair, 2000). La L-
carnosina tiene propiedades antioxidantes mediante el mecanismo como barredor de las ERO,
radicales peroxilo y radicales libres tales como el hidréxilo (-OH) y superdxido (.0,-) y la quelaciéon
de metales (Gariballa & Sinclair, 2000; Boldyrev et al., 2013) (Fig.4). En estudios previos, se ha
demostrado que a nivel de tejido y de organelos como las mitocondrias y el reticulo
sarcoplasmatico, la carnosina y sus péptidos relacionados como la anserina y la homocarnosina,
previenen la peroxidacién de membrana, lo que sugiere que aparte de ser antioxidante soluble en
agua tiene un dominio liposoluble (Gariballa & Sinclair, 2000; Quinn et al., 1992).

@)

OH

NH2

Carnosina como barredor de radicales libres

Fig. 4. Mecanismo antioxidante de la carnosina como barredor de radicales libres
(Modificado de Boldyrev et al., 2013).

La propiedad antioxidante puede estar mediada también por el mecanismo de la quelacion de
metales, ya que la carnosina en presencia de metales de transiciéon (como el Zn, Cu, V, entre otros)
llega a formar complejos, debido a que la carnosina se considera como un ligando polidentado o
agente quelante, donde sus sitios de unién son: los dos nitrégenos de imidazol, un grupo carboxilo
y uno amino y por ultimo el enlace petidico (Baran, 2000), un ejemplo es el complejo de carnosina-
zinc, que puede estimular la expresién de proteinas de estrés como la HSP 70, la cual puede
suprimir la formacién de proteinas alteradas o promover su replegacién o finalmente su
eliminacidon de la célula (Hipkiss, 2007). Elvingson y cols. (1994) demostraron que al pH fisioldgico

21



el complejo que se forma con la carnosina y el vanadato (V**) es un complejo estable, debido
principalmente a los dtomos de N del anillo de amidazol, tal como se reportd en la literatura con
otros metales como por ejemplo el Cuy Zn (Baran, 2000).

Como los iones metdlicos son considerados agentes catalizadores, generando reacciones
oxidativas, éstos participan en la formacién de productos finales de la glicacién (AGE’s) y
formacidn de productos finales de la lipoxidacion (ALE’s), los cuales contribuyen a la patogénesis
de varias enfermedades seniles como la EA, rigidez arterial en la enfermedad cardiovascular,
arterosclerosis, osteoartritis, artritis inflamatoria y cataratas (Mizuno & Kawahara, 2014). Se ha
visto que la carnosina puede inhibir los AGE’s y los ALE’s en estudios in vivo e in vitro, lo cual es
considerado como otro mecanismo antioxidante (Boldyrev et al., 2013) (Fig. 5).

52 H -
N
\\
NN N -Antioxidante
O -Quelante
-Inhibe AGEs y ALEs (-Buffer

-Regulador de Ca - HO

NH

(@] -Regula el destino
metabolico de la
H;N histidina

-

Fig. 5. Propiedades de la molécula de la carnosina (Modificado de Boldyrev et al., 2013).

1.4.1 Carnosina y sistema olfatorio

En el sistema olfatorio la carnosina se encuentra en altas concentraciones (2-3 mM)
particularmente en las neuronas receptoras olfatorias y sus terminales en la capa glomerular del
BO (Horning, Blakemore & Trombley, 2000), ya que se ha demostrado presencia de la carnosina en
el pericarion y procesos celulares de las NRO, y es transportado y liberado a la capa glomerular del
BO (Sakai et al., 1986; Boldyrev et al., 2013). Otras células del SNC que presentan actividad de
sintesis de carnosina son las neuronas maduras olfatorias, oligodendrocitos (Boldyrev et al., 2013)
y astrocitos (Mizuno & Kawahara, 2014; Margolis & Grillo, 1977).

Por otra parte, la presencia de carnosinasas se encuentra en las glandulas de Bowman de la
mucosa nasal, en las células sutentaculares y en una pequefia regién perinuclear de las NRO en el
EO (Chen et al., 1994). Las carnosinasas son enzimas consideradas como un sistema inactivador
analogo a las enzimas responsables de la degradacién de otros neurotransmisores como la
acetilcolina y las encefalinas (Rochel & Margolis, 1982).
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Debido a que hay grandes concentraciones de carnosina en las neuronas receptoras del EO se ha
propuesto a la carnosina como un neurotransmisor o modulador del olfato (Margolis, 1980; Bellia
et al, 2011), como el glutamato es el principal neurotransmisor involucrado en la sinapsis entre las
neuronas olfatorias y las células blanco (las células mitrales y periglomerulares) del BO, estudios
inmunohistoquimicos y electrofisiolégicos han demostrado presencia de carnosina en las
terminales sinapticas de las neuronas receptoras en ratones y que la carnosina provoca un efecto
excitatorio en las células mitrales y células de penacho, lo cual apoya la idea de que la carnosina es
posiblemente un neurotransmisor (Boldyrev et al., 2013; Sakai et al., 1986).

En el BO se ha visto una unién estereoespecifica de la carnosina en la sinapsis glutamatérgica, lo
cual sugiere que hay receptores especificos para la carnosina en el sistema olfatorio (Rochel &
Margolis, 1982; Hirsch, Grillo & Margolis, 1978). Por otra parte se ha identificado que en el EO de
humanos se expresa el transportador de di y tripéptidos Ilamado PEPT2 (transportador de
oligpéptidos 2) que este posiblemente involucrado en la captacion funcional y el transporte de la
carnosina como sucede en los astrocitos, ya que su forma de consumo de carnosina es a través de
PEPT2 (Boldyrev et al., 2013; Agu et al., 2011; Teuscher et al., 2004).

En un aislamiento de sinaptosomas de BO de ratones, se demostré que en presencia de un medio
despolarizante de potasio y calcio, la liberacidn de carnosina se ve incrementada , pero solo en
presencia de calcio se observé mayor liberacidon de carnosina por lo que los iones de calcio juegan
un papel importante en la liberacién de carnosina en la despolarizacién membranal, de tal manera
qgue se considera que la exocitosis de la carnosina a partir de las NRO hacia el BO es calcio-
dependiente (Rochel & Margolis, 1982). Se ha observado que la liberacién de la carnosina de una
manera calcio dependiente, se ve favorecido con la presencia de Zn (Trombley et al. , 2000).

Se ha descrito que la carnosina colocaliza con el glutamato y el Zn en las NRO, por lo que la
carnosina puede modular la acciéon del glutamato y el Zn (Trombley et al., 2000). También se
demostré que la carnosina tenia un flujo de salida similar a la que presenta GABA en el BO (Rochel
& Margolis, 1982).

La carnosina puede modular directamente la excitabilidad neuronal influenciada por las acciones
de Zny Cu en los receptores de aminoacidos y transmisidn sinaptica, ademas la carnosina reduce o
previene el efecto neurotdxico de metales, debido a la combinacién de la quelacidon de metales y
barredor de radicales libres, actuando como un agente neuroprotector (Trombley et al., 2000).

Reséndiz (2014) observd un efecto neuroprotector de la carnosina en un modelo por inhalacién de
V, donde reporto que los ratones expuestos a V presentaron disminucion significativa en la
densidad espinosa de las células granulosas del BO en el grupo expuesto a V, a diferencia del
grupo que fue expuesto a V y tratado con carnosina presenté mayor densidad espinosa que el
grupo solo tratado con V.
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1.4.2 Alteraciones del sistema olfatorio y enfermedades neurodegenerativas

Los pacientes con enfermedad de Parkinson (EP) y de Alzheimer (EA) presentan disfuncion
olfatoria asi como alteraciones citolégicas en la mucosa y el BO, siendo éste un indicador
temprano de la enfermedad (Doorn et al., 2013; Hipkiss, 2007).

La olfacion esta definida como la capacidad de deteccién y discriminacidon de odorantes, por lo que
estudios epidemioldgicos reportan que la disfuncion olfatoria se presenta antes de
manifestaciones clinicas en enfermedades neurodegenerativas como la EA, EP y enfermedad de
Huntington, lo cual se relaciona con el incremento del riesgo de padecer un déficit cognitivo,
relacionado con edad avanzada (el mejor rendimiento de olfacién es entre los 20 y 40 afios), ya
que hay una relacion estrecha entre el déficit olfatorio, la hiposmia y anosmia con la edad
(Moulton & Yang 2012; Kovacs, 2004).

Hay evidencia en pacientes con EA donde se demuestra que hay incremento de placas seniles
extracelulares que consiste en su mayoria del péptido B-amiloide, marafias neurofibrilares
compuesto por proteina tau-hiperfosforilada, pérdida celular y degeneracién granulovacuolar en
la corteza entorrinal, corteza prepiriforme y en el nucleo olfatorio anterior, estas regiones estan
involucradas en el procesamiento de la informacion olfatoria (Averback, 1983; Murphy et al.,
1990). En pacientes con EA se ha visto inmunoreactividad de anticuerpos especificos para placas
seniles y maranas neurofibrilares en masas anormales de neuritas en cerebro, y también se han
identificado en el EO y BO en estos pacientes, por lo cual se altera la liberacion de
neurotransmisores y por consecuente el nucleo olfatorio anterior presenta alteracion en el
procesamiento de la informacién olfatoria (Talamo et al., 1989; Murphy et al., 1990; Hipkiss, 2007,
Herculano, 2013; Doorn et al., 2013).

En el EO de pacientes con EA se observaron marcadores de estrés oxidante como la
hemoxigenasa-1, y marcadores de lipoxidacion como son HNE-pirrol y HNE-hidroxinonenal (Perry
et al., 2003), asi como la presencia en las dendritas de los receptores olfatorios, donde se
encuentran los receptores olfatorios de las NRO de la marca 3-nitrotirosina, el cual es un
marcador de dafio nitrosante en las proteinas membranales, lo que sugiere que un mecanismo
directo de la discapaciad olfatoria (Getchell et al., 2003).

La EP es una enfermedad crénica neurodegenerativa donde se presentan sintomas motores como
rigidez muscular, hipocinesia y temblores, se caracterizada por la presencia de cuerpos de Lewy,
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNPC), presencia de
MDA basal (Dexter et al., 1989), en estadios tempranos de la enfermedad, hay una relacién con la
disfuncién mitocondrial, acumulacién de ERO vy sefiales apoptdticas en la SNPC, también hay una
cantidad elevada de proteinas carboniladas (Boldyrev et al., 2008). Como la monoamina oxidasa
(MAOQ) es una enzima, que tras su activacién provoca la acumulacién de ERO, estimulando la
oxidacion de lipidos y proteinas, la MAO de manera in vivo metaboliza aminas biogénicas
enddgenas y derivadas de la dieta mediante la via de desaminacién oxidativa, siendo los sustratos
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mads importantes la noradrenalina, adrenalina, dopamina y serotonina, los cuales estdn implicados
en la EP (Kovacs, 2004; Riederer & Laux, 2011; Boldyrev et al., 2008).

En la EP la hiposmia y la presencia de a-sinucleina (componenetes de los cuerpos de Lewy) en el
BO es un evento temprano y presente durante los estadios presintomaticos de la enfermedad, la
disfuncién olfatoria parece estar relacionado con la progresidon de la enfermedad en la fase
premotora y motora de la EP (Doorn et al., 2013).

Pruebas olfatorias y cognitivas, pueden ayudar a dar informacidén acerca de la progresion de la
degeneracion en estadios tempranos de EN especialmente para pacientes que estén
predispuestos genéticamente a desarrollar estas patologias sin evidenciar signos de demencia
(Murphy, 1999).

1.4.3 Enfermedades neurodegenerativas y carnosina

Hay evidencia que indica que la acumulacion aberrante o el desplegamiento de las proteinas, la
formacidn de protofibrillas, el dafio excitotdxico, estrés oxidante y nitrosante, disfuncién del
proteosoma, dafio mitocondrial y dafio en el transporte axonal y dendritico, representan eventos
de desérdenes neurodegenerativos progresivos como la enfermedad de Huntington, EA y EP
(Calabrese et al., 2005). La funcidn de la carnosina y sus derivados han tomado importancia, ya
gue en modelos de enfermedades neuroldgicas, la carnosina ha mostrado tener una significativa
proteccion contra estas enfermedades tales como la EA, EP y demencia (Boldyrev et al., 2008;
Bellia et al., 2011; Hipkiss, 2007).

En la EA, se ha visto que la carnosina inhibe los efectos tdxicos del péptido B-amiloide, MDA
(malondialdehido) e hipoclorito (Hipkiss et al., 1998). El MDA se produce por la oxidacidn de
acidos grasos polinsaturados que inducen la formacién de perdxidos de lipidos y degradacién
enzimdtica o quimica (Cheng, et al.,, 2011). Su toxicidad radica en reticular biomacromoléculas
tales como proteinas estructurales y funcionales, siendo un potente agente neurotdxico (Cheng, et
al., 2011). La carnosina como agente antiglicacidn, inhibe el cruzamiento de proteinas lo cual las
protege para llevar a cabo su funcién nativa (Cheng, et al., 2011), también se ha visto que puede
suprimir y barrer radicales libres y aldehidos reactivos (Hipkiss, 2007). Estudios previos
demuestran que la carnosina no solo reacciona con los aldehidos de bajo peso molecular y
cetonas, sino con grupos carbonilo (carnosilacion) producidos por el dafio oxidativo, atenuando el
dafio por estos intermediarios y disminuir la progresion de la enfermedad (Cheng, et al., 2011).

Como el Zn y el Cu estan implicados en la acumulacién de depédsitos de B-amiloide en la EA
(Preston et al., 1998) asi como en otras enfermedades y alteraciones neuropatoldgicas (como la
enfermedad de Menkes, accidentes cerebrovasculares y convulsiones entre otros) (Horning et al.
2000), se ha demostrado que la carnosina regula la accion neuromoduladora que tiene el zinc y el
cobre sobre los receptores de aminoacidos y la transmisidn sindptica, por lo que se sugiere que la
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carnosina funciona como un agente neuroprotector endégeno contra la toxicidad inducida por
metales. Aunado a lo anterior, se demostré que 1mM es suficiente para reducir o prevenir los
efectos del Zn estando a una concentracién de 10-30 uM, teniendo el mismo efecto protector de
toxicidad en el caso del Cu (Trombley et al. 1998). Siendo una propuesta consistente, la carnosina
puede modular los sintomas de esta enfermedad, previniendo el declive cognitivo y de memoria
(Hipkiss, 2007; Herculano, 2013).

Las enfermedades pridnicas son una familia de EN progresivas (como la enfermedad de Jakob-
Creutzfeldt), donde el Zn y el Cu promueven la neurotoxicidad de las proteinas pridnicas (las
cuales se sitian en las sinapsis del SNC), éstas se generan a partir de proteinas normales que
posteriormente cambian a una conformacién anormal, provocando una mayor susceptibilidad a
formar placas amiloides, las cuales estdan implicadas en pacientes con EA. Sin embargo, se ha
demostrado que en cultivo de neuronas hipocampales, la carnosina atenua la muerte neuronal
inducido por el fragmento del péptido de la proteina pridnica (PrP106-126) (Mizuno & Kawahara,
2014; Kawahara et al., 2011).

La eficiencia de la carnosina cuando se usa como aditivo alimenticio, incrementa la eficiencia de la
terapia basica (la cual consiste en reemplazar la dopamina perdida con sus agonistas, incluyendo la
terapia con L-DOPA: medicamento que se administra con dosis de levodopa en un rango de 200 a
800 mg/dia, e inhibidores de MAO B o catecol-o-metiltransferasa) entre otros factores que
facilitan el mejoramiento sintomdtico para pacientes con EP, ya que en pacientes tratados con
terapia bdasica y ademds con carnosina (dosis diaria de 1.5 g) se ha visto incremento en los niveles
de SOD, y diminucién de proteinas carboniladas medidas en sangre (Boldyrev et al., 2008).

También se ha demostrado que la carnosina es eficiente para proteger la senescencia acelerada en
ratones a partir de un parkinsonismo inducido, ya que a una dosis diaria de 100 mg/kg de peso,
actua previniendo la activacién de MAO B e induciendo la reduccidn de la oxidacidn de proteinas y
lipidos (Boldyrev et al., 2008).

En un modelo de hemiparkinsonismo de ratas Winstar se administré 50 mg/kg via intraperitoneal
de carnosina y se reporté que decrecieron significativamente los niveles de MDA vy nitrito,
aumento en la actividad de catalasa y una reduccidn de dafio cromosomal (Afshin et al., 2015).

En un cultivo de astrocitos, Calabrese y cols. (2005) reportaron que la carnosina tuvo un efecto
protector, ya que disminuyeron significativamente los niveles de estrés oxidante (3-nitrotirosina),
los niveles de proteinas carboniladas y aumenté la viabilidad celular.

1.5 Sistema olfatorio

La nariz es un drgano estructural y funcionalmente complejo, se sitia en la parte superior del
tracto respiratorio, sitio primario para la entrada del aire inhalado al sistema respiratorio de los

mamiferos, filtra, calienta y humedece el aire inhalado antes de entrar a las delicadas vias
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respiratorias traqueobronquiolares y al parénquima alveolar de los pulmones (Harkema et al.,
2006).

Para todas las especies, en especial el sentido del olfato, provee informacidn critica acerca de su
ambiente, por ejemplo para detectar peligro, gracias a la habilidad para detectar estimulos
quimicos y codificarlos mediante un estimulo neuronal. Las neuronas sensoriales olfativas (NSO)
poseen la habilidad de remplazarse ellas mismas a través de toda la vida del organismo. La
percepciéon de los odorantes ocurre cuando las moléculas suspendidas en el aire del odorante son
inhaladas y posteriormente unido a los receptores (Hadley et al., 2004).

Las dendritas de los receptores olfatorios estdn en contacto directo con el ambiente, y asi la
pinocitosis y el transporte neuronal son rutas de acceso hacia el SNC de toéxicos, el aparato
multiciliar de la mucosa respiratoria funciona como una barrera protectora contra la captacion y
transporte atrapando el material insoluble (Calderén-Garcidueiias et al. 2002).

Los receptores olfatorios de la mucosa olfatoria proyectan al BO que se encuentra dentro de la
fosa craneal subyacente a la corteza frontal y tiene varias capas: la capa del nervio olfativo, la capa
glomerular, la capa plexiforme externa, la capa de celulas mitrales, la capa plexiforme interna y la
capa de células granulosas. Dentro del BO hay dos tipos principales de células: las mitrales y las
células en penacho (ubicadas en la capa plexiforme interna), y tres tipos de interneuronas: células
periglomerulares, células granulosas y células de axdn corto (Hadley et al., 2004). Los axones de las
células mitrales y en penacho proyectan fibras eferentes que terminan en el area del telencéfalo,
ampliamente definido como corteza olfatoria (Wrobel & Leopold, 2005), la cual proyecta fibras al
hipotdlamo lateral y al hipocampo (Hadley et al., 2004).

1.6 Mucosa olfatoria

La mucosa olfatoria estd compuesta de 3 componentes primarios: membrana basal, [dmina propia
y EO o neuroepitelio (Russell et al., 2014). El EO es un epitelio pseudoestratificado que contiene
diversos tipos de células, incluyendo los cuerpos celulares de las neuronas receptivas olfatorias
(NRO) y neuronas inmaduras, células de soporte y células basales. El neuroepitelio olfatorio esta
separado de la lamina propia por una membrana basal, en dicha lamina propia se encuentran las
glandulas de Bowman, haces de axones y vasos sanguineos. Las NRO son neuronas bipolares que
proyectan sus dendritas a la superficie del EO, las cuales contienen cilios no mdviles, lugar donde
se unen los odorantes a los receptores situados en dichos cilios y poseen un dnico axoén
proyectado al BO (Hadley et al., 2004).
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1.7 Epitelio olfatorio

Debido a la funcién de detector de odorantes, el EO esta en contacto con metales y otras
sustancias tdxicas provenientes del ambiente ya que la via axdnica es una ruta directa con el SNC
sin necesidad de la participaciéon de la BHE, permitiendo que el EO sea vulnerable a dafos
quimicos y fisicos, posiblemente debido a esto el EO tiene la capacidad de remplazar
continuamente a las neuronas (Lindsay, Riddell & Barnett, 2010; Tallkvist et al., 2002).

En las terminales dendriticas de las NRO, hay una protuberancia apical que proyecta hacia la
superficie del EO, cada protuberancia posee de 5 a 50 cilios especializados no mdviles, los cuales
se conforman de un cuerpo basal y un arreglo microtubular de 9+2 de tubulina. Estos cilios son
mas largos (de 30 a 200 um) que los que presenta el epitelio respiratorio, y contienen a los
receptores olfatorios (RO) necesarios para la transduccion del estimulo del odorante. La
membrana de éstos cilios es una bicapa fosfolipidica, donde su funcidn es controlar el paso de los
iones y elementos hacia la neurona y permitir la deteccién del odorante (Sankaran et al., 2002). Se
cree que hay aproximadamente 1000 diferentes secuencias de genes que codifican para diferentes
ROy en cada NRO se expresa solo un tipo de RO (Hadley et al., 2004).

Los axones de las NRO proyectan a glomérulos especificos, los cuales consisten en un
compartimento axonal (NRO) y dendritico (células mitrales y células en penacho) (Harkema et al.,
2006) dentro de BO; la terminaciéon de NRO tiene un axén delgado sin mielina, éstos se van a
juntando en fasciculos y después se comienzan a mielinizar convirtiéndose en filamentos olfatorios
(o el primer nervio craneal) que pasan a través de los orificios de la placa cribosa y forman la
primer sinapsis en el BO, esta asociacidn con el SNC tan directa con el medio ambiente es Unica,
por lo que estas neuronas y esta via son vulnerables para agentes infecciosos, toxinas y traumas
(Hadley et al., 2004: Sankaran et al., 2002). El anticuerpo que se utiliza como marcador para la
proteina olfatoria (OMP) sirve para identificar a las neuronas maduras olfativas (Kott & Westrum,
1996).

El otro tipo de células en el EOQ, son las células de sostén las cuales tiene microvellosidades en su
superficie, estas células rodean a las NRO para regular y mantener el medio idnico de las NRO
cuando la transduccién de sefal ocurra. El neuroepitelio tiene dos tipos de células basales: las
horizontales y las globosas, éstas son células madre del neuroepitelio, las células globosas se
dividen en células hijas que se diferencian en neuronas olfatorias, las cuales se distinguen de las
demas neuronas por tener la habilidad de regenerarse, las células basales horizontales, se cree
gue después de algun dafio, éstas son capaces de diferenciarse en todos los linajes celulares del
neuroepitelio (Hadley et al., 2004).

Las células gliales olfatorias (CGO) fueron descritas por Golgi y Blanes por primera vez cuando ellos
observaban las poblaciones gliales en bulbos olfatorios de mamiferos, estas células se encuentran
en el BO y en el EO donde el mesoaxén de cada CGO encierra haces densamente poblados de
axones no mielinizados (fila olfatoria) y se proyectan de las NEO al BO. Las CGO tienen un nucleo

lobulado con cromatina irregular bajo la envoltura nuclear y uno o dos nucléolos, cuando maduran
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adquieren una forma elongada con un proceso laminar delgado que envuelven pequefios haces
de axones. En el adulto las CGO tienen una forma fusiforme, en su citoplasma los ribosomas libres
y cuerpos de inclusién son abundantes, en comparacion con los astrocitos las CGO son
electrodensos y tiene filamentos intermedios que se encuentran dispersos. Las CGO
sobreexpresan genes involucrados en la cicatrizacidén y en la regulacion extracelular, se cree que
estas células promueven la regeneracion neuronal (Russell et al., 2014).

Las células basales son células madre del EOQ, en ratas se ha descrito que hay dos tipos de células
basales; células basales globosas (CBG) y células basales horizontales (CBH), mientras que en el
humano parece existir un solo tipo de célula basal que morfolégicamente se asemeja a las CBG de
la rata. Las neuronas inmaduras y maduras (NRO) estan organizadas en una manera laminar donde
las neuronas maduras se encuentran cerca de la superficie apical, ya que las neuronas inmaduras
se diferencian y migran desde la base hacia la superficie del EO y reemplazan a las neuronas que
han muerto a través de la muerte celular programada debido al envejecimiento. (Annick et al.,
2011; Russell et al., 2014).

Las CBG tienen una morfologia redondeada y son necesarias para la regeneracién del EO, después
de una lesiéon en modelos animales, estas células pueden dar lugar a las NRO, a células no
neuronales como las células sustentaculares o a ambos tipos celulares ya que en el EO son células
multipotentes (Russell et al., 2014). El anticuerpo GAP-43 (proteina asociada al crecimiento)
funciona como un marcador para las neuronas inmaduras (Kott & Westrum, 1996).

Las CBH se encuentran en lo mas profundo del EO y muy cercano a la membrana basal y
mantienen una morfologia plana, estas células son relativamente inactivas y se cree que solo
ocasionalmente pueden dar lugar a las CBG (Russell et al., 2014).

Las células sustentaculares son células columnares irregulares con nucleos eucromaticos
verticalmente elongadas y largas microvellosidades multiples (Russell et al., 2014). La mayoria de
las células sustentaculares se encuentran en la superficie de los somas de las neuronas receptoras
olfatorias y en su citoplasma hay muchas mitocondrias y reticulo endoplasmatico granular y
agranular (Russell et al., 2014). Se cree que las células sustentaculares estan involucradas en el
metabolismo y remocidon de sustancias extrafias de la superficie del EO y mantienen el
microambiente de contacto del odorante en el EO (Lindsay, Riddell & Barnett, 2010).

Algunos estudios sugieren que las células sustentaculares juegan un papel importante en la
regulacion homeostatica y en la proliferacion de las NRO y también porque han encontrado que
hay uniones estrechas (UE) y un complejo de sefializacion de calcio entre las NRO vy las células
sustentaculares en ratdn (Russell et al., 2014). Las células de soporte estan estrechamente
asociadas con los NRO, células microviliares, células basales y entre ellas mismas, las células de
soporte estan unidas con sus células vecinas por un complejo de unidn tipico, el cual consiste de
una zonula occludens (union estrecha), zonula adherens (unién intermedia) y macula adherens
(desmosoma). Las dendritas estan completamente cubiertas de células de soporte, algunas
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dendritas estan envueltas por una sola célula de soporte y otras por dos o tres. Los desmosomas
ocasionalmente forman un enlace entre la dendrita y la célula de soporte (Moran et al., 1982).

Hay un tipo de células sustentaculares también llamadas células microviliares, estas estan
localizadas en la superficie del EQ, tienen una forma parecidas a la de un matraz con un conjunto
de microvellosidades que se proyecta hacia la capa mucosa del EO, tienen un proceso
citoplasmatico parecido a un axén delgado que se proyecta desde el polo basal de estas células y
pasa a través del epitelio hacia la ldmina propia teniendo una morfologia bipolar y se a
demostrado que la pérdida de estas células microviliares no afectan la funcién olfatoria (Russell et
al., 2014). (Fig. 6)

Otro tipo de célula descrita en el EO de ratones son las células microviliares en forma de dedo (o
fingerlike), estas células se encuentran entre las células sustentaculares (Miller et al., 1995) y
Unicamente se presentan en ausencia de cilios olfatorios como lo reporté Ota (1998) al diseccionar
el BO, ya que no se ha reportado en EO sin insulto. Las microvellosidades de estas células se
caracterizan por la ausencia una estructura especifica que consiste en haces de microfilamentos y
ademas es considerado como un posible mecanoreceptor (Russell et al., 2014; Ota, 1998).

La ldmina propia contiene varios tipos celulares y estructuras incluyendo células endoteliales que
componen a los vasos sanguineos, haces de axones de las NRO (fila olfatoria), células de Schwann
las cuales mielinizan los procesos de las NRO y las glandulas de Bowman (Russell et al., 2014;
Steinke et al., 2008).

Las glandulas de Bowman proyectan canales excretorios a través de la LP y el EO humedeciendo la
superficie mucosa que sirve como un solvente para las sustancias odoriferas (Lindsay, Riddell &
Barnett, 2010).
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Fig. 6. Esquema de la mucosa olfatoria, donde se muestran las poblaciones celulares del EO
(modificado de Lindsay, Riddell & Barnett, 2010).

Il. Justificacion

El estrés oxidante que genera el V, el cual es un contaminante ambiental que se adosa a las PM,,
es considerado como un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como el EP y EA, en estas enfermedades neurodegenerativas se ha reportado disfuncién olfatoria
y alteracidn de los receptores olfatorios. Ya que el EO es el primer contacto que hace el SNC con el
ambiente, toma importancia estudiar las subpoblaciones celulares del EO, y el papel de la
carnosina como neuroprotector en ratones expuestos a vanadio.

lll. Hipdtesis

El vanadio causara pérdida de neuronas maduras e inmaduras en el EO, siendo menos afectados

los ratones tratados con carnosina debido al efecto neuroprotector de ésta.
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IV. Objetivos
IV.1 Objetivo general

Determinar el efecto neuroprotector de la carnosina en las subpoblaciones celulares del epitelio
olfatorio, en el modelo por inhalacién de vanadio en ratén.

IV.2 Objetivos particulares

-Diferenciar las neuronas maduras e inmaduras del epitelio olfatorio, con los marcadores OMP y
GAP-43 respectivamente con la técnica de inmunofluorescencia.

- Analizar por densitometria las subpoblaciones celulares del epitelio olfatorio.

-Determinar los cambios en la densidad de la marca de las subpoblaciones del epitelio olfatorio, en
el modelo por inhalacion de vanadio y la administracion de carnosina.

V. Material y método

Se utilizaron 20 ratones machos de la cepa CD-1, con peso de 30+5 gramos, de los cuales se
colocaron 5 ratones en los siguientes 4 grupos: grupo control, grupo vanadio, grupo tratado con
carnosina y expuesto a vanadio y grupo tratado con carnosina.

El grupo control se expuso a solucién salina durante 4 semanas, los grupos con tratamiento de
carnosina se les suministro diariamente por via oral 1mg/kg de peso de los ratones antes de la
exposicion a solucién salina o en su caso a vanadio, finalmente los grupos expuestos a Vanadio, se
sometieron a inhalacién dentro de una caja de acrilico conectada un nebulizador ultrasénico
YUEHUA™ por una hora dos veces a la semana usando una concentracién de 0.02M (1.43 mg/m3)
de pentdxido de vanadio durante el mismo periodo de tiempo.

Posteriormente se anestesiaron con pentobarbital sédico (35mg/kg) a los 4 grupos de ratones y
fueron perfundidos por via intracardidca, utilizando solucién salina al 0.9% y paraformaldehido al
4%, se extrajeron los meato-nasofaringeos y se colocaron en paraformaldehido al 4% toda la
noche. Al dia siguiente las muestras se colocaron en soluciéon EDTA al 7% para descalcificacién, y
posteriormente someter las muestras a técnica histoldgica ordinaria.

Después de obtener los cortes histoldgicos, se procesaron para realizar inmunofluorescencias con
los marcadores OMP (1:50) y GAP-43 (1:100) como anticuerpos primarios, y los anticuerpos
secundarios ALEXA 647 (1:100) y 488 (1:100) respectivamente para diferenciar las neuronas
maduras e inmaduras, para el marcaje de nucleos se utilizd DAPI con medio de montaje (protocolo
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de en anexo 1).Posteriormente se observaron las laminillas con objetivo de de 40x en microscopia
confocal (Leica®©).

Se realizd un analisis cuantitativo por densitometria (usando el programa Image J) para el
marcador de OMP y GAP-43; se analizaron 4 &reas de la misma dimensién (1322.0496 um?) por
cada foto y se tomaron 5 fotografias por cada ratén de los cuatro grupos. Se realizé conteo de
nucleos en las zonas analizadas por densitometria a partir de las imagenes con empalme de cada
uno de los marcadores con DAPI. Se analizaron los datos por medio de la prueba estadistica
Kruskal-Wallis, debido a la normalidad de los datos, y para comparar los resultados entre los
grupos se utilizé la prueba post hoc de Dunn.

Método

20 Ratones CD-1

30+5 gramos
/ (5 c/grupo) \
v v

Control =
| | vanadio | | Vanadio+Carnosina | [ carnosina |

(exposicién asol. salina) I I I I

v v
1 hora 2 veces ala semana 1mg/kg Via Oral diariamente
0.02M (1.43mg/m?) de V205 por 4 semanas y exposiciéna
4 semanas. sol. salina
Pentobarbital
35me/ke Kruskal-Wallis
Perfusion Anadlisis cuantitativo
solucién salina 0.9% (Densitometriay
paraformaldehido 4% conteo de nucleos)
& Inmunofluorescencia con
anticuerpos primarios
Extraccion de Proceso OMPy GAP-43; s 5
eato 5 EDTA 3] histolégico > Y dV ) Microscopio
lfatorio 7% ordinario AU RTRO% setindanos Confocal
° Alexa 647y Alexa488
respectivamente

Fig. 7. Resumen del método.
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VI. Resultados
VL. 1 Densitometria de la proteina OMP en las neuronas maduras del EO

En los resultados obtenidos a partir del analisis de la densitometria de la inmunofluorescencia con
el marcador OMP para neuronas maduras en el EO, se observé que en el grupo expuesto a vanadio
hay menos densidad de marca (X=75.61 + 12.65) respecto al grupo control (X=214.3 + 32.60), en
el grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina se observé que hay mayor densidad de marca

(X=782.9 + 69.35) comparado con el grupo vanadio y el grupo control, el grupo carnosina no
mostré diferencia significativa (X=293.8 + 40.63) respecto al grupo control (Fig. 8 y Gréfica 1).
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Fig. 8. Fotomicrografias del epitelio olfatorio, se observan las neuronas maduras con el
marcador OMP. Se observa disminucidn de la marca en el grupo expuesto a vanadio (b), en
el grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina (c) se observa un aumento de marca
incluso mas que el grupo control (a). El grupo carnosina (d) muestra similitud con el grupo
control. Escala= 75 pum
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p=<0.05 Comparado con grupo Control
# p=<0.05 Comparado con grupo Vanadio
% p=<0.05 Comparado con grupo Carnosina

Gréfica 1. Se observa la densidad de marca para OMP en el EO. El * representa diferencia
significativa respecto al grupo control, el # representa diferencia significativa respecto al
grupo vanadio, el % representa diferencia significativa respecto al grupo carnosina.

VI. 2 Densitometria de la proteina GAP-43 en las neuronas inmaduras del EO

En el caso de la inmunofluorescencia para la proteina GAP-43, se observo que el grupo expuesto a
vanadio (X=60.63 + 10.20) mostré disminucién significativa (p= <0.05) comparado con el grupo
control (X=113.5 + 17.80), a diferencia del grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina en
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el cual se observd aumento significativo en la densidad de marca respecto al grupo vanadio
(X=123.5 + 12.44) y valores similares al grupo control,. El grupo tratado con carnosina (X= 115.0
+12.82) no tuvo diferencia significativa respecto al control (Fig. 9 y Grafica 2).

Fig. 9. Fotomicrografias del epitelio olfatorio, se observan las neuronas inmaduras con el
marcador GAP-43. Se observa disminucién de marca en el grupo expuesto a vanadio (b). Sin
embargo, el grupo control (a), el grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina (c) y el

grupo tratado con carnosina (d) muestran marca similar. Escala= 75 pum
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Grafica 2. Densitometria para la proteina GAP-43 en el EO. El * representa diferencia
significativa del grupo Vanadio comparado con los grupos Control, V+C y Carnosina.

VI. 3 Andlisis cuantitativo de nucleos en las zonas con marcaje para la proteina OMP del EO

En el analisis cuantitativo de nucleos en las zonas donde se hizo el marcaje para OMP, se observo
que hay disminucién significativa en el ndmero de nucleos en el grupo expuesto a vanadio
(X=17.36 + 0.3775) respecto al grupo control (X=22.74 + 0.6118). En el grupo expuesto a vanadio
y tratado con carnosina (X=21.98 + 0.4786) se observaron valores similares al grupo control, por
lo cual no hay incremento de neuronas maduras, sino aumento de la proteina OMP. El grupo
tratado con carnosina (X=22.15 + 0.5323) no muestra diferencia significativa respecto al grupo
control (Fig. 10 y Gréfica 3).
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Fig. 10. Fotomicrografias del epitelio olfatorio de los receptores olfatorios marcados con
OMP en rojo y DAPI en azul. Se observa el grupo control (a), (b) el grupo expuesto a

vanadio, en el cual se observa disminucion de marca OMP y DAPI comparado con el grupo
control, grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina y el grupo carnosina, (c)
pertenece al grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina, en el cual presenta
aumento en la marca de OMP comparado con el grupo expuesto a vanadio y grupo control,
presentando ndimero de nucleos similares al grupo control, (d) pertenece al grupo
carnosina, el cual ambos marcadores se presentan similares al grupo control. Escala = 75
um
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Grafica 3. Numero de nucleos en las mismas zonas donde se realizé el marcaje para OMP. El *
representa diferencia significativa el grupo Vanadio comparado con los grupos Control, V+C y
Carnosina.

VI. 4 Analisis cuantitativo de nucleos en las zonas con marcaje para la proteina GAP-43 del
EO

Del analisis cuantitativo de nucleos en las zonas donde se hizo el marcaje para GAP-43, se observa
disminucidn significativa en el nimero de nucleos en el grupo expuesto a Vanadio (X=17.63 +
0.4657) respecto al grupo Control (X=20.07 + 0.4730), en el grupo expuesto a vanadio y tratado
con carnosina (X=20.23 + 0.4839) se observan valores similares al grupo control. El grupo tratado
con carnosina (X=21.10 + 0.7388) no muestra diferencia significativa respecto al grupo control
(Fig. 11 y Gréfica 4).
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Fig. 11. Fotomicrografias del epitelio olfatorio de las células inmaduras marcadas con GAP-
43 (verde) y DAPI (azul). Se observa en (a) el grupo control, en (b) el grupo expuesto a
vanadio, en el cual se ve disminucion de marca GAP-43 y DAPI comparado con el grupo
control, grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina y el grupo carnosina, (c)
pertenece al grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina, en el cual se observa marca
de GAP-43 y DAPI similares al grupo control, y (d) pertenece al grupo carnosina, en el cual
ambos marcadores se presentan similares al grupo control y al grupo expuesto a vanadio y

tratado con carnosina.
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Grafica 4. Numero de nucleos en las mismas zonas donde se realizé el marcaje para GAP-43. El
* representa diferencia significativa del grupo Vanadio comparado con los grupos Control,
V+Cy Carnosina.
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VII. Discusion

Grupo expuesto a Vanadio

La exposicién a agentes ambientales tales como metales, solventes, herbicidas y pesticidas que
dafan directamente al sistema olfatorio son considerados como factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas debido a que los xenobidticos pueden entrar por
la via olfatoria, participando en la disfuncién olfatoria y secundariamente dafiando a las regiones
olfatorias del cerebro (Doty, 2012). Uno de los metales que se adosan a las PM;; es el V, el cual
tiene efectos tdxicos en los sistemas bioldgicos como en el SNC, generando principalmente estrés
oxidante, causado por la generacion de radicales libres y ERO (Schroeder et al. 1987 Evangelou,
2002).

Las dendritas de las NRO poseen cuerpos basales formados por y-tubulina, los cuales daran lugar
a los cilios formados por microtubulos que poseen dimeros de a y B tubulina, los cuales contienen
a los receptores olfatorios necesarios para la transduccién del estimulo del odorante. La
membrana de estos cilios permite la deteccién del odorante (Sankaran et al., 2002), por lo que la
alteracion de los receptores olfatorios o de los lipidos de esta membrana puede alterar la funcién
olfatoria (Jenkins, McEwen & Martens, 2009), por ejemplo la anosmia es una manifestacion clinica
de las ciliopatias asociada con la pérdida de cilios de las NRO (Joiner et al., 2015).

La membrana quimio-sensorial que recubre a los cilios de las NRO consiste de una bicapa de
fosfolipidos, grupos de hidrocarbono y grupos fosfato hidrofilicos, ademas el grupo fosfato es
importante para la transduccién olfatoria (Sankaran et al., 2002). La transduccidn olfatoria
comienza en la unién del receptor olfatorio con el odorante, este receptor esta acoplado a
proteinas G, las cuales activan a la enzima adenilato ciclasa que produce segundos mensajeros
(Fig. 12) llamados adenosin monofosfato ciclico (cAMP) dependientes de cinasa, el cual es capaz
de fosforilar blancos proteinicos en la sefializacién olfatoria tales como los canales de Na+y Ca**
(Doty, 2001; Wetzel, Spehr & Hatt, 2001).

Como se mencioné anteriormente el V provoca alteracion en el citoesqueleto debido a la pérdida
de tubulina, posiblemente por su interaccién directa en el huso mitdtico durante la divisién
celular, asi como en los centrosomas alterando la polaridad de los microtibulos y como inhibidor
de ATPasas, interfiriendo de esta manera en la mitosis (Mussali-Galante et al., 2007).
Antecedentes ante la inhalacidon de V reportan disminucién de gama-tubulina y pérdida de cilios
en las células ependimales (Avila-Costa et al., 2005; Mussali-Galante et al., 2007), por lo cual esta
alteracion en el ciclo celular y en el citoesqueleto se podria relacionar con la disminucién de
nucleos, que se presentan en ambas subpoblaciones celulares del EO en los ratones expuestos a V.

Por otra parte, el V altera la homeostasis de calcio (debido a activacion de los canales de Ca*y a la
afinidad del V por compuestos divalentes como el Ca®") e interfiere con enzimas que contienen
fosfato como las ATPasas ya que tiene efecto mimético con el grupo fosfato, alterando las
reacciones de fosforilacién (Aureliano, 2011; EPA, 2011; Barceloux, 1999; Mukherjee et al. 2004)..
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Aureliano (2011) ha demostrado que el decavanadato altera la homeostasis de Ca**, el cual es un
elemento que participa en la transduccién de la sefial olfatoria, ya que esta involucrada en la
generacién del potencial de accidén en los NRO hacia el BO a través del estimulo del odorante.
También juega un papel importante en la respuesta neuronal al estrés y a xenobidticos, asi como
en la apoptosis en el EO (Klimmeck et al., 2008), estas alteraciones en consecuencia, podrian estar
alterando la senalizacion olfatoria en primer orden a través de las NRO y en segundo orden sus
blancos sinapticos, las células mitrales situadas en el BO, las cuales se encargan de llevar la
informacidn hacia la corteza olfatoria, lugar donde se interpreta la informacion (Doty, 2001).

Ademas se ha demostrado acumulacion de otros metales como el Cd y Mn en las poblaciones
celulares del EO, principalmente en las NRO (Tallkvist et al., 2002), como el Mn puede provocar
alteraciones en la olfacién (en la identificacion y discriminacién del odorante y el umbral olfatorio)
(Lucchini et al. 2012), el V podria acumularse en el EO y producir alteraciones olfatorias tales como
la disminucién de la capacidad olfatoria reportada en ratones expuestos a pentdxido de vanadio
(Reséndiz 2014).

+ +
Odorante Canal Na/ C&° CanaldeCl~

i Intercambio
N e activado por Ca ge Na'/Ca™
“ Receptor A::nil:;o ciclasa Calt—
activa :

Proteina G
activada

segundo mensajero

Fig. 12. Transduccién olfatoria. Los odorantes se unen a los receptores localizados en las
membranas de los cilios, esta asociacién activa a la proteina G acoplada al receptor (Golf),
la cual activa a la adenilato ciclasa generando AMP ciclico (cAMP). Un blanco de cAMP es el
canal selectivo de cationes, que cuando se abre, permite el flujo de Na*y Ca** al interior del
cilio, resultando una despolarizacidn. El consecuente incremento de Ca®* abre el canal de CI-
activado por Ca®" lo cual tiene un efecto depolarizante del potencial del receptor olfatorio,
este potencial del receptor es reducido cuando se reduce la concentracion de cAMP debido
a la accién de fosfodiesterasas especificas. Al mismo tiempo, el Ca** forma complejos con la
calmodulina (Ca*-CAM) reduciendo su afinidad para el cAMP. Finalmente, Ca* es
expulsado a través del intercambio Ca"/Na+ (Menini, 1999; Purves et al., 2001).

El EO estd en contacto con particulas ultrafinas, metales y otras sustancias toxicas provenientes
del ambiente (Lindsay, Riddell & Barnett, 2010). Ademas, las particulas ultrafinas pueden alcanzar
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el cerebro a través del transporte transindptico después de la inhalacién a través de las NRO y a
través de la captacion por la BHE (Moulton & Yang, 2012).

Una de las vias de entrada del V al SNC es por el tracto respiratorio, (EPA, 2011) y por la ruptura de
la BHE reportada previamente (Avila-Costa et al., 2005). Sin embargo, la via axdnica podria estar
involucrada en la entrada del V, ya que se ha reportado que metales como el Mn y Cd, por via
inhalada e intranasal respectivamente, se transportan a través de los axones hacia el BO y
consecuentemente a regiones del cerebro tales como el hipotdlamo e hipocampo, donde la
acumulacién de metal en estas zonas pueden provocar dafio neuronal (Tallkvist et al., 2002;
Dorman et al. 2002; Mizuno & Kawahara, 2014), por lo que posiblemente la via axdnica sea una de
las rutas de entrada y toxicidad directa al EO del V (Afeseh et al., 2014).

Por otro lado, las uniones estrechas que poseen las células sustentaculares pueden estar
involucradas en el mantenimiento del microambiente idnico necesario para la traduccién de seial
olfatoria (Steinke et al. 2008), ya que hay un complejo de sefializacion de calcio entre las NRO y las
células sustentaculares en raton (Russell et al., 2014).

Previamente en el mismo modelo por inhalacion de V se reportd, desorganizacion celular y
vacuolizacion de las glandulas de Bowman en la mucosa olfatoria (Arenas, 2011). La pérdida y
desorganizacidn focal de las NRO y células sustentaculares provocan disminucion en el grosor del
EO causadas por las PM (a las cuales se le pueden adosar metales pesados como el V), provocando
pérdida de axones en la ldmina propia (Calderdon-Garcidueiias et al. 2002; Schroeder et al. 1987) ya
que las células sustentaculares juegan un papel importante en la homeostasis y en la regulacién de
la proliferacion de las NRO (Russell et al., 2014), el V podria interferir con la funciéon de barrera
protectora contra la captacidon de xenobidticos contenidos en el ambiente debido a la funcién de
las células sustentaculares tales como el metabolismo y remociéon de sustancias extrafias y el
mantenimiento del microambiente de contacto del odorante en el EO (Calderdon-Garcidueiias et al.
2002; Lindsay, Riddell & Barnett, 2010). Ademds, el EO presenta uniones estrechas (UE) entre las
mismas NRO y entre las células de soporte (Miragall et al., 1994, Moran et al., 1982; Russell et al.,
2014), incluso hay presencia de uniones estrechas y de tipo gap en la fila olfatoria entre las NRO y
las CGO (Fig. 13) las cuales estan posiblemente involucradas en la regeneracion neuronal (Russell
et al., 2014; Steinke et al. 2008). Dichas uniones podrian alterarse por accién del vanadio, como lo
reportado en el epitelio ependimal , causando una ruptura en la BHE en el modelo por inhalacidn
de V (Avila-Costa et al., 2005).
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Fig. 13. (a) Esquema de la localizacidn de uniones estrechas y de uniones adherentes en el

EO, (b) situados en la parte superior del EO y los ductos excretorios de las GB (Modificado
de Steinke et al., 2008).

Ademas se ha reportado que la inhalacién de V causa alteraciones en la barrera hematotesticular,
ya que hay pérdida de actina y tubulina, disminucidn y relocalizacién de la conexina 43 (Cx43), lo
cual altera el citoesqueleto causando disrupciones en las uniones celulares en los tubulos
seminiferos de ratones, asi como la disminucion de Cx43 en el miocardio de ratones (Bizarro-
Nevares et al., 2016; Fortoul et al., 2016). Las uniones tipo gap son canales transmembranales que
facilitan la comunicacidn con células adyacentes por medio del intercambio de moléculas como
Ca", cAMP y ATP, estan formados por dos hemicanales llamados conexones los cuales estdn
constituidos de proteinas Ilamadas conexinas, una de las conexinas que expresan las NRO es la
Cx43, la cual estd involucrada en la supervivencia y muerte celular, asi como en la regulacién de la
sensibilidad o inhibicion de la respuesta del odorante donde la fosforilacidon es crucial para el
funcionamiento de la Cx43 regulando la respuesta mediada por calcio. (Yu & Zhang, 2015).
Alteraciones en las uniones tipo gap pueden estar asociadas a la reduccién de sensibilidad
olfatoria y percepcion del olor alterando vias de sefializacién en el BO (Zhang, 2010).

Por otro lado Calderén-Garciduefias y cols. (2002) reportaron hiperplasia de células globosas en el
EO de perros en zonas contaminadas del SOZMCM, principalmente estas CBG son células madre
del EO, dando origen a las NRO (Russell et al., 2014). En este mismo modelo por inhalacién de V,
Jiménez (2012) reportd que la proliferacidon celular, de astrocitos y de neuroblastos, disminuyé en
la zona subventricular (ZSV) y tracto rostral migratorio (TRM), también reportd disminucién de
células periglomerulares del BO (donde se lleva a cabo la diferenciacién neuronal), como el EO es
capaz de regenerar poblaciones neuronales y no neuronales después de una lesién (Joiner et al.,
2015) esta disminucidn en la proliferacion celular y de neuroblastos podrian estar relacionados
con la disminucion de nucleos y de marca para ambas subpoblaciones en el EO.
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Se ha reportado previamente la presencia de marcadores de estrés oxidante en el EO de pacientes
con EA, tales como el 4-HNE y hemoxigenasa-1, ademas de la presencia de estrés nitrosante como
3-nitrotirosina (Perry et al. 2003). Estudios previos han demostrado que la toxicidad del vanadio es
en gran medida ocasionada por la generacion de estrés oxidante (Colin-Barenque et al., 2015) a
través de la produccidon de ERO y radicales libres hidroxilo; este estrés oxidante estd relacionado
con una serie de fendmenos celulares, como la peroxidacién lipidica (Soares et al.,, 2007) que
contribuyen a la muerte celular, la cual se ha reportado en el BO y en el EO de ratones expuestos
por via inhalada a pentéxido de vanadio (Colin-Barenque et al., 2015; Arenas, 2011).

Todos estos mecanismos de toxicidad del V pueden estar contribuyendo a la muerte celular,
reflejados en los resultados de este trabajo, ya que se encontrd disminucidn de nucleos, asi como
los marcadores para las subpoblaciones maduras e inmaduras del EO, repercutiendo posiblemente
en alteraciones olfatorias provocadas por el vanadio como ya se ha reportado previamente
(Jiménez, 2012 ; Reséndiz, 2014 ).

Grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina

El suplemento de carnosina en humanos tiene efectos antioxidantes debido a su funcién como
barredor de radicales libres y como agente quelante (Budzen & Rymaszewska, 2013). La carnosina
estd involucrada en el efecto antinflamatorio, la quelacion de metales especialmente con Cu y Zn,
barredor de radicales libres e inhibidor de la glicosiliacion de proteinas, se considera como
neuroprotector ante dafo patoldgico y fisiolégico mediados por estrés oxidante, tales como las
EN e isquemia, siendo un posible compuesto candidato a ser usado en la prevencién o tratamiento
de estas alteraciones (Bellia et al., 2011).

En un cultivo de células epiteliales de plexo coroideo de ratdn, se observod que la carnosina entra al
plexo coroideo desde el liquido cefalorraquideo y se acumula en las células epiteliales del plexo,
donde la carnosina puede ser reciclada y regresar al liquido cefalorraquideo por medio del
transportador PEPT2. Considerando que el PEPT2 tiene un papel importante en la homeostasis de
neuropéptidos en el SNC ya sea de manera dependiente o independiente de sodio (Teuscher et al.,
2004), la carnosina puede regularse en el EO, teniendo un efecto benéfico en las subpoblaciones
neuronales inmaduras y principalmente maduras, ya que se ha reportado expresién del PEPT2 en
la parte apical del EO donde se encuentran los receptores olfatorios, donde esta involucrada la
captacion y transporte de la carnosina (Boldyrev et al., 2013; Agu et al., 2011).

Por otro lado la carnosina esta presente en las células ependimarias, las cuales estan involucradas
en la regulacién de células madre en el SNC (ya que son capaces de formar nuevas neuronas que
migran hacia el BO por el TR, ademas de astrocitos y oligodendrocitos), también se encuentra en
los tanicitos, el cual es un tipo particular de célula ependimal la cual recubre las cavidades
ventriculares y en poblaciones de neuroblastos que tienen comportamiento migratorio, por
ejemplo la presencia de la carnosina durante el desarrollo postnatal se observa en la regién nasal
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(De Marchis et al., 2000). Como se menciond anteriormente, Jiménez (2012) reportd que la
proliferacion de astrocitos y de neuroblastos, disminuyd en la ZSV y el TRM en ratones expuestos a
V por via inhalada, de esta manera la carnosina podria estar involucrada en la diferenciacién de las
células madres del EO y consecuentemente en la neurogénesis, reflejdndose en el aumento de
ambas subpoblaciones neuronales del EO en ratones expuestos a vanadio y ademads tratados con
carnosina, ya que se ha detectado carnosina en las células precursoras de las células ependimarias
en ratones, donde la carnosina puede estar involucrada en la neurogénesis (Bellia et al., 2011).

La carnosina presenta efectos protectores ante el estrés nitrosante y oxidante, asi como en la
desregulacién de la homeostasis provocada por iones metalicos tales como el Cu y Zn que estan
involucrados en el desarrollo de las EN (Bellia et al., 2011). En la EP se reportd, que la carnosina
incrementa la eficacia de la terapia basica de L-DOPA, inhibiendo la oligomerizacién de la a-
sinucleina inducida por Cu, Zn-SOD y peréxido de hidrégeno, por lo que se propone como un
adyuvante al tratamiento (Boldyrev et al., 2008).

Para el marcador OMP en el grupo expuesto a V y tratado con carnosina, se observé un aumento
de marca significativamente mayor que el grupo expuesto a vanadio, y puede estar relacionado
con las diferentes propiedades de la carnosina atribuido al grupo imidazol (Fig. 5), como la accién
gue posee de antioxidante mediante el mecanismo como barredor de las ERO, radicales peroxilo y
radicales libres como el hidroxilo (-OH) y superdxido (#02-), al igual que la quelacién de metales
(Gariballa & Sinclair, 2000; Boldyrev et al., 2013).

Uno de los mecanismos de toxicidad del V en el SNC se le atribuye principalmente al estrés
oxidante, a través de la produccidon de ERO y radicales libres hidroxilo que se relaciona con la
muerte ceular (Fortoul et al., 2014; Soares et al. 2007), se ha evidenciado aumento de
peroxidacién lipidica en el modelo por inhalaciéon de V reportado por Jiménez (2009), donde
reporté que el 4-HNE, marcador de estrés oxidante de lipoxidacién en las neuronas piramidales de
la corteza cerebral y en las células ependimarias del plexo coroideo, por lo que considerando que
la carnosina previene la peroxidacion de lipidos y ademas es barredor de radicales libres (Gariballa
& Sinclair, 2000; Quinn et al., 1992), posiblemente el grupo expuesto a vanadio y tratado con
carnosina podria estar relacionado con este efecto benéfico de la carnosina al prevenir la
peroxidacién lipidica (Gariballa & Sinclair, 2000) que podria estar provocando el V en el EO.

Por otra parte, la carnosina tiene un efecto benéfico en el crecimiento y longevidad en cultivos de
fibroblastos humanos (De Marchis et al., 2000), asi como en la longevidad de las neuronas
dopaminérgicas, debido a su funcién antioxidante (Afshin et al. 2015), y considerando su
propiedad antiapoptética (Margolis & Grillo 1977), la carnosina podria promover la supervivencia
y/o modulando la muerte celuar de las subpoblaciones en el EO.

La oxidacién intracelular de vanadato a vanadil, puede estar mediado por el glutation y NADPH
(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), sin embargo, se ha reportado bajos niveles de
glutatién y NADPH después de una inyeccion intraperitoneal en ratones, indicando presencia de

estrés oxidante (Mahmoud et al. 2011), por otro lado, tras la inhalacion de V, se reporté aumento
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de GPx y GR en el BO, lo cual se ha asociado con muerte neuronal y disfuncién olfatoria mediado
por el estrés oxidante (Colin-Barenque et al., 2015; Gariballa & Sinclair, 2000), por lo que la
carnosina podria estar ejerciendo proteccidn ante el estrés oxidante generado por el V gracias a su
papel como antioxidante en las subpoblaciones del EO.

Cuando un sistema celular se afecta por condiciones téxicas como el estrés oxidante y exposicion a
metales pesados, varias proteinas protectoras aumentan como las enzimas redox, tales como el
SOD (Bellia 2011) y CAT, asi como la respiracion mitocondrial induciendo incremento de ERO
(Bellia et al., 2011). Se ha reportado que la carnosina es capaz de restaurar la actividad del
citocromo C oxidasa y considerando que el V altera la cadena de respiracion mitocondrial
induciendo la expresion de citocromo C (Bellia et al., 2011; Zhao et al., 2014), el aumento de
ambas subpoblaciones celulares del EO podria estar asociado a este efecto protector que tiene la
carnosina sobre las mitocondrias aunado a su efecto antioxidante. En el mismo modelo por
inhalacion de V, se observaron alteraciones ultraestructurales de organelos, y muerte neuronal
por apoptosis y necrosis de células granulosas del BO, que se pueden relacionar con la disfuncién
olfatoria reportada (Colin-Barenque et al. 2015).

Por otra parte, uno de los blancos del V es la mitocondria (Aureliano, 2011; 2009), ya que se
reporté pérdida de las crestas mitocondriales, alteracion de la permeabilidad mitocondrial y la
liberacidn de citocromo C en un cultivo de aislamiento de mitocondrias de higado de ratén (Zhao
et al. 2010), asi como de la generacion de perdxido de hidrégeno (Cuesta, Frances & Garcia, 2011),
por lo que la actividad de la catalasa (Pham, He & Pham, 2008) junto con la carnosina, podria estar
contrarrestando el dafio oxidante provocado por el V en las subpoblaciones del EO. Ademas, el
efecto protector de la carnosina contra el dafio oxidante también se ha reportado en la inhibicidn
de la formaciéon de ditirosina (biomarcador de oxidacion proteinica presente en EN), la cual
participa en la agregacion de NF-L (neurofilamento-L) provocada por la oxidacién que causa la
reaccién entre el citocromo Cy el perdxido de hidrégeno, el NF-L es el principal componente del
citoesqueleto neuronal esencial para la supervivencia, sin embargo, el NF-L es susceptible a la
oxidacion, debido a su abundancia en las neuronas y su contenido de tirosina, la agregacion de NF-
L se asocia con la disfuncidn mitocondrial y se encuentran en los cuerpos de Lewy observados en
la sustancia nigra de pacientes con EP (Kim & Kang, 2007).

Estudios previos reportan que la carnosina reduce la excitotoxicidad generada por glutamato,
regula la actividad de las MMPs, protegiendo el dafio inducido por el MDA y previniendo el estrés
oxidante como la peroxidacion lipidica en modelos de isquemia in vivo e in vitro (Bellia et al.,
2011). Y en estudios previos se reportd que el V incrementa la actividad de las MMP, lo cual se
asocia a la pérdida de espinas dendriticas y muerte celular en el BO (Colin-Barenque et al. 2008),
debido al efecto regulador de la carnosina sobre la actividad de las MMPs, el aumento de las
subpoblaciones de las NRO se podria asociar al efecto protector contra la muerte neuronal.
Ademas tras la administracion exégena de carnosina en episodio de isquemia, se incrementa los
niveles de carnosina en los astrocitos (Rajanikant et al., 2007), por lo cual la administracién
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exdgena de carnosina pudiera estar ayudando al aumento de la concentracién de este compuesto
en las NRO, teniendo efectos benéficos.

La propiedad antioxidante puede estar mediada también por el mecanismo de la quelacion de
metales ya que la carnosina en presencia de metales de transicién (como el Zn, Cu, V, entre otros)
llega a formar complejos contribuyendo a la disminucidon de dafo causado por dichos metales,
donde sus sitios de unién son: los dos nitrégenos de imidazol, un grupo carboxilo y uno amino y
por ultimo el enlace petidico (Baran, 2000; Trombley et al., 2000), un ejemplo es el complejo de
carnosina-zinc, que puede estimular la expresidon de proteinas de estrés como la HSP 70, la cual
puede suprimir la formacion de proteinas alteradas (Hipkiss, 2007). Se ha visto que a pH fisiolégico
la carnosina puede formar complejos estables con el vanadato (V™) y con el oxovanadio (VO*?),
debido principalmente a los atomos de N del anillo de amidazol, tal como se reportd en la
literatura con otros metales como por ejemplo el Cu y Zn (Baran, 2000; Elvingson et al., 1994). El
complejo entre la carnosina y V podrian estar presente en el EO, causando diminucién de dafo en
las subpoblaciones celulares provocado por el V.

En un modelo murino de la EP la carnosina, mostré neuroproteccidon contra la toxicidad del 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), este compuesto provoca apoptosis en las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra, ademas reacciona con el oxigeno produciendo radical 0> e *OH, perdxido
de hidrogeno y alterando el sistema de defensa antioxidante (Afshin et al. 2015), en este modelo
la carnosina logré disminuir los niveles de MDA y aumentar la actividad de la catalasa y redujo el
dafio cromosomal. Estos estudios podrian relacionarse con el efecto antiapoptdtico de las
neuronas dopaminérgicas involucradas en la sefializacién olfatoria.

Cobra interés mencionar que, debido a que las NRO presentan sintesis de carnosina (Margolis &
Grillo 1977) y ésta se considera como un neurotransmisor/modulador del olfato (Trombley et al.,
2000), el aumento significativo respecto al grupo control de marca de OMP en el grupo expuesto a
V y tratado con carnosina, solo se presenté en las neuronas maduras y no en las neuronas
inmaduras (Graficaly 2).

La liberacidon de la carnosina estad potenciada por la presencia del zinc, sin embargo la liberacion
sindptica de Zn o Cu juega un papel importante en la fisiologia de las rutas de transmisién de
aminodcidos. La carnosina puede ser considerada como neuromodulador debido a su papel en la
maduracioén glial y regulacién del glutamato en terminales neuronales (Bakardjiev & Bauer, 2000).
La presencia de la carnosina en las NRO estd posiblemente relacionado con los insultos
ambientales, por lo que también es considerada como neuroprotectora, ademas modula la
interaccion con los efectos del Zn y Cu en la excitabilidad neuronal (De Marchis et al., 2000) asi
gue el V puede estar favoreciendo la liberacién de la carnosina (Trombley et al., 2000), y por lo
tanto incrementando su funcién antioxidante, quelante y como neuromodulador, por lo que en el
grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina se observa mayor marca de OMP con respecto
al grupo control.

49



El vanadio provoca disminuciéon de TH, por lo que altera los niveles de dopamina, la cual esta
involucrada en la olfaciéon, ya que la capa glomerular en el BO tiene neuronas dopaminérgicas
alterado asi la sefializacidn olfatoria (Afeseh et al., 2014), considerando que la carnosina es un
modulador de dopamina (Afshin et al. 2015) la carnosina puede estar favoreciendo las
sefializacion olfatoria y por lo tanto estar reflejado en el aumento de marca de las NRO. Cabe
mencionar que las NRO pueden expresar carnosina ante la pérdida de comunicacion con el BO, ya
que tras una denervacidon de las NRO, hay mayor actividad de la carnosina sintetasa, donde la
carnosina es transportada del EO al BO por la via axonal actuando como neurotransmisor (De
Marchis et al., 2000)

Se ha reportado que la carnosina inhibe la muerte neuronal causada por el Zn en un modelo de
isquemia con ratas e in vitro con cultivos de neuronas del hipotdlamo y de astrocitos, por lo que se
considera que la carnosina posee un efecto neuroprotector (Bae & Majid, 2013), como el V
provoca muerte celular (Arenas, 2011), posiblemente este efecto neuroprotector esté reflejado en
el nimero de nucleos del grupo expuesto a vanadio y ademas tratado con carnosina, similares al
grupo control implicando en el mantenimiento de las subpoblaciones celulares del EO.

La carnosina tiene propiedades antiapoptdticas y esta involucrada en la plasticidad sinaptica,
modulando el efecto del Cu y Zn en los receptores NMDA y GABA, por lo que probablemente la
carnosina involucre mecanismos protectores en el SNC manteniendo el balance entre la
estimulacion e inhibicidn, este efecto neurotréfico de la carnosina en cultivos de corteza olfatoria,
actia en los receptores glutamatérgicos modulando su actividad inhibitoria y la actividad
excitatoria del glutamato, actuando en los receptores de AMPA y NMDA (Khama-Murad,
Pavlinova, & Mokrushin, 2008). En un modelo de EA, la carnosina revierte la neurotoxicidad
provocada por el B-amiloide, inhibiendo la actividad glutamatérgica y disminuyendo los niveles de
B-amiloide en la regién del hipocampo, asi como también tiene un efecto protector en la
funcionalidad de la mitocondria en hipocampo y corteza (Bellia et al., 2011). Como se ha visto que
la inhalacion de PM puede provocar excitotoxicidad glumatérgica (Morgan et al., 2011), de esta
manera la carnosina podria estar modulando el efecto del V, actuando en el mantenimiento en las
poblaciones celulares del EO, asi como el incremento de OMP, ya que las NRO liberan glutamato
en las terminales dendriticas de las células en penacho y mitrales que se encuentran en el BO (Fig.
14 ) (Francoise & Pierre-Marie, 2011).

Asi mismo también se ha reportado efecto neuroprotector en las células de la granulosa del BO de
ratones expuestos a V y tratados con carnosina (Reséndiz, 2014), reforzando la idea de que en el
sistema olfatorio la carnosina tiene efecto neuroprotector, debido a la protecciéon contra la
pérdida de espinas, involucradas en la sefializacién del olfato (Sankaran et al., 2002). Ademas
como la carnosina se considera un antiapoptético (Khama-Murad, Pavlinova, & Mokrushin, 2008),
la carnosina puede estar atenuando la pérdida celular en el BO reportada por Jiménez (2012),
favoreciendo de esta manera la sefializacién olfatoria y por lo tanto a las NRO.
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En el mismo modelo por inhalacidn de V, Arenas (2011) reportd vacuolizacién de los haces de
axones de las NRO, consecuencia de la peroxidacién lipidica de membranas (Soares et al., 2007),
por lo que considerando que la carnosina puede prevenir la disfuncién en el transporte axonal y
dendritico (Bellia et al.,, 2011), junto con su efecto antioxidante, la carnosina puede estar
regulando la sefalizacién de las NRO que probablemente este alterando el V, y ademas podria
estar disminuyendo o evitando la vacuolizacién.

Las propiedades de la carnosina como antioxidante por medio de la quelacidén de metales y como
barredor de radicales libres, la funcion de neuromodulador y neurotransmisor en las NRO,
contribuyen a la neuroproteccién, que podria reflejarse por el aumento en el nimero de nucleos y
de las marcas de las subpoblaciones del EO en el grupo expuesto a vanadio y tratado con
carnosina.
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Fig.14. Se muestra un esquema integrativo de la sefalizacion olfatoria. Cuando el odorante
se une a los receptores ubicados en las dendritas de las NRO (1), éstas emiten una sefial
hacia el BO (2), en los glomérulos los axones de las NRO hacen sinapsis con las células
mitrales (3), las cuales se encargan de emitir una sefial hacia el cerebro (4). Las flechas en
color negro indican sitios del epitelio olfatorio donde el vanadio podria estar ejerciendo su
potencial toxico. EO: epitelio olfatorio, CS: célula sustentacular, M: células microvilliares,
NRO: neurona receptora olfatoria, CGO: células gliales olfatorias, GB: glandulas de
Bowman, LP: lamina propia, PC: Placa cribosa, BO: bulbo olfatorio, CM: células mitrales, V:
vanadio (Modificado de Hadley, 2004).
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Grupo tratado con carnosina

En este grupo no se encontraron diferencias significativas respecto del control en la marca OMP y
GAP-43 como también al nimero de nucleos, por lo que se puede considerar que cumple el rol de
un buen control positivo para ambas subpoblaciones celulares, ya que la carnosina administrada
(antes de la inhalacion) de manera exdgena (1mg/kg) en el modelo por inhalacion de vanadio no
afectd negativamente en el numero de nucleos y marca de las subpoblaciones celulares del EO.

VIIl. Conclusion

En este trabajo la disminucién de nucleos y de las marcas OMP para neuronas maduras y GAP-43
para las inmaduras, en el EO de ratones expuestos a V, se podria atribuir en gran medida a la
toxicidad del vanadio probablemente por el mecanismo de estrés oxidante y por la ruta de
exposicion (via inhalada), ya que ofrece contacto directo entre el ambiente y el SNC lo cual cobra
importancia ya que, la contaminacidon por PM y metales de transicién asociadas a éstas como el V,
posiblemente estén involucrados en el incremento de la expresién de marcadores asociados a
enfermedades neurodegenerativas, por lo que la contaminacién se considera como un factor de
riesgo a desarrollar EN, cabe mencionar que los valores de PM, s contenido en el ambiente estan
excediendo los limites permisibles en la Ciudad de México.

Por otro lado en el grupo expuesto a V y tratado con carnosina, se pudo observar el
mantenimiento de ambas subpoblaciones en el EO, reflejado en el nimero de nucleos y en la
densitometria de ambos marcadores, atribuido a las propiedades de la carnosina tales como
neurotransmisor/modulador del olfato, antioxidante, quelante con habilidad de formar complejos
con metales como el V, se le atribuyen efectos benéficos en el SNC en el modelo por inhalacién de
V, como se habia visto anteriormente en las células granulosas del BO. Sin embargo, el grupo
expuesto a V y tratado con Carnosina, mostré valores significativamente mayores de OMP
respecto del grupo control y grupo V, posiblemente este fendmeno se presenta debido a la
capacidad de sintesis de carnosina que poseen las NRO.

Hay que destacar que la administracién de carnosina exdgena se ha propuesto como un adyuvante
de tratamientos para EN y en modelos de isquemia.
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Anexo 1

Protocolo de doble inmunofluorescencia en cdmara humeda.

1.- Desparafinar las laminillas con Xilol (2 horas)
2.- Pasar por el tren de Xilol-Alcohol
3.- Realizar un lavado de laminillas con H,0 normal (5 min.)

4.- Colocar las laminillas en un Koppling con PBS 1x + Buffer de citratos (Diva Decloaker) dilucion
1:20
—2 mL de Diva Decloaker en 38 mL H,0d (agua desionizada)

5.- Colocar 500 mL de agua en la olla Decloaking Chamber y situar dentro el Koppling con las
laminillas (10 min.)

6.- Dejar enfriar el Koppling con las laminillas
7.- Colocar las laminillas en cdmara humeda

8.- Incubar con solucion de bloqueo a T° (30 min.)
— Solucién de bloqueo: PBS 1x + Suero de Burro 10% + Tritdn X-100 3%

9.- Incubar anticuerpo primario OMP (1:50) diluido en solucién de bloqueo toda la noche a T°

10.- Al dia siguiente hacer tres lavados de PBS 1x + Tween® 0.05% a T° ambiente (5 min c/u)
— Solucién de lavado: PBS 1x + Tween 0.05%

11.- Incubar anticuerpo secundario Alexa 647 (1:200) diluido en solucién de lavado durante 1 hr.
12.- Hacer tres lavados de PBS 1x + Tween?® 0.05% (5 min c/u)

13.- Fijar con PFA 4% por 10 min.

14.- Hacer un lavado con PBS 1x (5 min.)

15.- Incubar con solucidn de bloqueo (30 min.)

16.- Incubar anticuerpo primario GAP-43 (1:100) diluido en solucién de bloqueo 2 hr. a 37°C
17.- Hacer tres lavados de PBS 1x + Tween?® 0.05% (5 min c/u)

18.- Incubar anticuerpo secundario Alexa 488 (1:200) diluido en soluciéon de lavado durante 1 hr.
19.- Hacer tres lavados de PBS 1x + Tween?® 0.05% (5 min c/u)

20.- Hacer un lavado con PBS 1x (5 min.)

21.- Colocar de 1 a 2 gotas de DAPI con medio de montaje, después de 5 min. montar las laminillas
y etiquetarlas

22.- Observar laminillas en microscopia confocal
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