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RESUMEN

La contaminacion ambiental es un problema a nivel mundial y un factor de riesgo
importante para la salud humana. La Zona Metropolitana de la Ciudad de México
ha presentado un rapido crecimiento vehicular, considerada como la mayor causa
de contaminacion. Las emisiones gaseosas de los automdviles involucra la
suspension en el aire de particulas suspendidas que contienen mezclas gaseosas
compuestas por elementos metalicos como niquel, zinc y vanadio. El vanadio es
considerado un contaminante importante dado que se encuentra en altas
concentraciones en el petroleo mexicano y sus derivados, como la gasolina. Entre
los compuestos que puede formar este elemento, el mas téxico y abundante es el
pentoxido de vanadio (V20s), cuya principal via de absorcion es la inhalada, es
transportado en el organismo por las proteinas transferrina y albimina y puede
llegar al sistema nervioso central, sobrepasando la barrera hematoencefalica. En
estudios previos en nuestro grupo de trabajo, se reportd pérdida de espinas
dendriticas en las neuronas piramidales de corteza cerebral, pérdida de cilios y de
uniones intercelulares de células ependimarias, ademas de desprendimiento de su
membrana basal en el cuarto ventriculo de animales expuestos a V,0s. Los
efectos toxicos que presenta el vanadio se han asociado a su capacidad inducir
mayor produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), las cuales a su vez
pueden generar estrés oxidante, que tiene como blanco preferencial a los lipidos,
generando el proceso de peroxidacion de lipidos. El objetivo del presente trabajo
fue identificar el efecto del V,Os en corteza cerebral y plexo coroideo, utilizando
como marcador de dafio oxidante al 4-Hidroxinonenal (4-HNE), el principal
producto de la peroxidacion de lipidos. Cuarenta ratones machos CD1 fueron
expuestos a inhalacion a V,0s 0.02M una hora 2 veces por semana durante un
mes. Cada semana se sacrificd un subgrupo a la 22, 32 y 42 semana. Se trabajo
con un grupo control, el cual se dividié en subgrupos que fueron sacrificados en
los mismos tiempos. Los animales fueron sacrificados y los cerebros extraidos se
procesaron mediante la técnica de inmunofluorescencia, utlizando como

anticuerpo primario el 4-HNE y como secundario el Alexa 488, ademas se utilizd



DAPI para marcar los nucleos de las células de la corteza y células ependimarias
de plexo coroideo. El andlisis histol6gico se realizé en un microscopio confocal.
Los resultados obtenidos mostraron mayor ndimero de neuronas piramidales
marcadas en corteza cerebral a la tercera y cuarta semana de inhalacién a V;0s.
Ademas, la marca con DAPI mostré la presencia de nucleos apoptéticos, cuya
presencia fue mayor a las 4 semanas de exposicion. En plexo coroideo se observo
que la densidad en la marca aumentd conformé el tiempo de exposicion fue
mayor. Se observaron desprendimiento de la membrana basal de las células del
epéndimo y desprendimiento del endotelio, asi como rompimiento de las uniones
intercelulares de las células ependimarias a las 3 y 4 semanas de inhalacion. Los
resultados obtenidos en corteza sugieren que el vanadio induce un aumento en la
produccion de ERO, que generan estrés oxidante, el cual tiene preferencia por los
lipidos de membrana, sufriendo peroxidacion y generando productos toxicos como
es el 4-HNE, el cual tiene la capacidad de inhibir proteinas que participan en la
transmision sinaptica, como son el transportador de glutamato del astrocito, GLT-
1, el transportador de glucosa neuronal, GLUT3 y la ATPasa de Na'K'. La
inhibicién de estas proteinas puede generar muerte neuronal por excitotoxicidad.
Los resultados obtenidos en el plexo coroideo sugieren que el vanadio inhibe
proteinas que realizan reacciones de fosforilacién, como son las fosfotirosinas, lo
cual genera el rompimiento entre las uniones intercelulares de las células
ependimarias, alteracién en la estructura del plexo y rompimiento de la barrera

hematoencefalica.

Palabras clave: Contaminaciéon ambiental, peroxidacion de lipidos, estrés oxidante,

pentoxido de vanadio, corteza cerebral, plexo coroideo, 4-Hidroxinonenal.

10



1. INTRODUCCION

1.1 Contaminaciéon atmosférica

La contaminacién es un problema a nivel mundial, se presenta con mayor
intensidad en las ciudades con poblaciones de mas de 10 millones de personas, y
a estas se les considera como megaciudades (Molina y Molina, 2004). En estas
megalbpolis, durante las Ultimas décadas han incrementado las fuentes
contaminantes, principalmente como resultado de actividades antropogénicas,

como son las emisiones industriales y las emisiones gaseosas de los automaviles.

La contaminacion atmosférica esta definida como la presencia de
sustancias en el aire, en cantidades que pueden ser perjudiciales para la vida,
afectar estructuras, materiales y ocasionar cambios en las condiciones
meteorolégicas o climaticas (Ballester, 2005). Un contaminante atmosférico es
cualquier sustancia (quimica o biolégica) que al ser depositada en el aire puede
modificar sus caracteristicas naturales. El humo, el polvos, los gases, las cenizas,
las bacterias, y los residuos (Vargas, 2005) son algunas de las sustancias mas
comunes que flotan en la atmosfera de las grandes ciudades. Las actividades del
hombre se llevan a cabo en su mayor parte dentro de los dos primeros kildmetros
de la atmésfera. Los contaminantes producidos por estas actividades se depositan
directamente en la tropdsfera donde se mezclan y transportan (Vargas, 2005).

Actualmente, las principales fuentes contaminantes se presentan por residuos
liberados por la combustion del diesel y de la gasolina de los automotores (Nadal
et al., 2004), las industrias, incineracion de basura y los solventes (Briggs, 2003).
Estos contaminantes son liberados en forma de particulas suspendidas,
compuestas de una capa inerte de carbono cubierta por capas de moléculas
contaminantes como metales, sales de &acidos, compuestos de sulfuro,
componentes organicos pequefios, etc (Molina y Molina, 2004). Estas mezclas

complejas varian dependiendo de la época climatica, la geografia, las condiciones
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meteoroldgicas y las fuentes contaminantes, pero se sabe con certeza que llegan

a ser toxicas y volatiles (Ballester, 2005).

Las fuentes de contaminacion naturales también son importantes, ejemplo de ellas
son las emisiones resultantes de incendios forestales que liberan monoxido de
carbono (CO), durante la combustién de la madera (Roubicek, 2007); emisiones
de arsénico en las rocas cercanas a éstos, liberadas en lagos y lagunas (Briggs,
2003), la acumulacion de metales pesados durante la erosion del suelo y otras
emisiones liberadas en erupciones volcanicas, que pueden contener niquel, cobre,

cadmio, vanadio, hierro, cobalto, antimonio y arsénico (Freeman, 1998).

Una de las clasificaciones de contaminantes mas aceptada es aquella que
diferencia contaminantes primarios y secundarios. Los contaminantes primarios
estan en la atmosfera tal y como fueron generados por procesos naturales o por
actividades del ser humano, como es el CO. Los contaminantes secundarios son
los que se forman en la atmoésfera por medio de reacciones quimicas o
fotoquimicas en las que intervienen algunos contaminantes primarios y otros

elementos (Brunekreef y Holgate, 2002).

Dentro de los contaminantes secundarios podemos encontrar a las particulas
suspendidas, las cuales presentan diferencias en cuanto a caracteristicas fisicas,

guimicas o bioldgicas. Respecto a su tamafo pueden clasificarse en:

» Particulas burdas o gruesas, con un didmetro menor de 10 um (PM10) y
mayor de 2.5 pum. Estas compuestas principalmente por silice, titanio,

aluminio, sodio, hierro y cloruros.
» Particulas finas, con un diametro aerodindmico igual o menor a 2.5 um (PM

2.5). Estan compuestas por productos derivados de la combustion,

particularmente del diesel, entre los cuales se incluyen metales como
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plomo, cadmio, niquel, manganeso, carbono y vanadio. Estas particulas

suelen ser mas toéxicas que las gruesas.

» Particulas ultrafinas, aquellas que tienen un didmetro aerodindmico menor
de 1 um. Estan compuestas por los productos de quemas agricolas y
forestales y por la combustién de gasolina y diesel. Tienden a unirse a
particulas de mayor tamafio, por lo que permanecen aisladas en la

atmosfera durante periodos muy cortos (Vallejo et al., 2003).

La Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) esta considerada como
una conurbacién con los niveles de contaminacién mas altos en el mundo. Se
encuentra en un area localizada en un valle de mas de 3,500 km a una altitud de
2,200 metros snm. Esta rodeada por altas montafias con alturas minimas de
1,000m. La zona metropolitana, que abarca la Ciudad de México y cerca de 20
municipios conurbados del Estado de México, tiene alrededor de 20 millones de
habitantes (SEMARNAT, 2000). Su contaminacién ha sido intensa debido
principalmente a las emisiones de las numerosas zonas industriales y a las
emisiones vehiculares en un valle con cambios frecuentes en las condiciones
meteoroldgicas que limitan la circulacién de aire limpio (Calderon-Garciduefias,
2002; SEMARNAT, 2000).

De acuerdo con los registros de la SEMARNAT en el afio 2000, en la ZMCM hay
mas de 3.3 millones de automdviles registrados, de los cuales un 95% utilizan
gasolina, el 4% diesel, y el 1% utiliza gases derivados como combustible. La
contaminacion se ha incrementado debido a que los procesos de combustiéon son
menos eficientes en grandes altitudes, como el caso de esta metropoli. La
concentracion de oxigeno esta disminuida (-23%) en relacién con la del nivel del
mar, lo cual permite que se reduzca la eficiencia de los motores de combustion
interna, aumentando las concentraciones de hidrocarburos en el aire, que favorece
a su vez la exposicion a radiaciones capaces de transformar compuestos

oxidantes como 6xidos metalicos. Ademas, debido a la altitud que presenta la
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ciudad, puede recibir mas radiacion solar, lo cual puede facilitar reacciones
fotoquimicas en la atmosfera (Vallejo et al., 2003; SEMARNAT, 2000).

1.2 Contaminaciéon por metales

Los metales son elementos de origen natural y presentan una composicion
guimica caracteristica (Chang, 1999). Los metales de transicion en particular, se
encuentran en el ambiente en forma de 6xidos, son insolubles y cuando se
acumulan pueden llegar a concentraciones téxicas. Entre los mas distribuidos en
la corteza terrestre encontramos; cadmio, cromo, cobalto, cobre, hierro, cadmio,

manganeso, sodio, potasio, titanio (Chang, 1999).

Los metales pesados son los que presentan mayor toxicidad. Aquellos que se
originan de actividades antropogénicas se localizan en sedimentos, rios y lagos, y
aumentan sus indices de contaminacion (Peng et al., 2008).

Como resultado de la combustién, los metales pesados se transportan hacia la
atmosfera, adosados a particulas suspendidas. La exposicion de la poblacién a
estos metales se combina con la exposicibn a emisiones de gases como son

diéxido de sulfuro, 6xidos de nitrégeno y CO (Fernandez, 2008).

En un estudio realizado por Calderon-Garciduefas y cols. en 2002 con caninos
que habitaban en la zona del sureste del area metropolitana de la Ciudad de
México y caninos que habitaban en la ciudad de Tlaxcala, la cual presenta
caracteristicas geogréaficas similares a la Ciudad de México pero con mucho
menor contaminacion, se encontrd que las biopsias de los caninos de la Ciudad de
México presentaron alteraciones en el epitelio respiratorio y en las mucosas
olfatorias y respiratorias. En el caso de sistema nervioso central, mostraron
alteraciones en las capas del bulbo olfatorio y en células gliales (astrocitos y
microglia), asi como una disfuncion en la barrera hematoencefalica y en el
transporte de lipidos ademas de la presencia de placas extracelulares de AB y

marafas neurofibrilares en la corteza frontal.
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Aunado a estos datos, las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y
Parkinson también se han asociado a la contaminacién por metales (Valko et al.,
2005), debido a que en las megaciudades se presenta el mayor numero de
personas que padecen dichas enfermedades. Dado que los metales son
compuestos no biodegradables, persisten largo tiempo en la atmésfera, y forman
compuestos poco solubles con otras moléculas como el hidroxido (OH), el
carbonato (CO5%) o el sulfuro (S,) (Ghio y Samet, 1999).

La concentracion de los metales en la atmdésfera de la Ciudad de México ha
aumentado significativamente, Fortoul y cols. (1996 y 2002) realizaron
comparaciones en las concentraciones de metales en tejido pulmonar de
necropsias de personas que vivieron en los 60's y en los 90’s. Se observaron
niveles elevados en tejido pulmonar de metales como cadmio, cobre, cobalto,
niquel, plomo y vanadio en las necropsias de residentes de los 90’s, destacando
este Ultimo metal debido a que ha incrementado sus niveles considerablemente en

los ultimos afios.

1.3 Vanadio
1.3.1 Historia

En 1802, Andrés Manuel del Rio descubrié en una mina de México un mineral de
plomo que contenia un nuevo metal similar al cromo y uranio, llamandolo
pancronium por la variedad de colores de sus sales, al cual le cambié el nombre
posteriormente a erythronium, en alusién al color rojo de sus sales al tratarlo con
acidos. En 1831, Sefstrom y Berzelius descubrieron en Suecia el mismo metal que
hall6 del Rio y lo llamaron vanadio, en honor a Vanadis, diosa de la belleza,

reconociendo la riqgueza de colores de sus derivados (Nriagu 1998.).
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1.3.2 Generalidades

El vanadio se encuentra dentro del grupo VB de la tabla periddica, en la posiciéon
23. Puede encontrarse en estados de oxidacién que van desde 1 a *5, pero sus
valencias mas comunes en el ambiente son **, **y *°. Esta estructura quimica le
permite al vanadio tener la capacidad de formar compuestos con otros elementos,
como el oxigeno por ejemplo, para formar 6xidos de vanadio. El vanadio metalico
no existe de forma natural. Su estado de oxidacién mas téxico es *°. El compuesto
de vanadio mas abundante, utilizado y toxico es el pentéxido de vanadio (V20s)
(Barceloux, 1999). El vanadio derivado de la combustién del petréleo es emitido
como oxido. El V,0s conduce reacciones hidroliticas en agua, generando
soluciones de vanadato, éstas reacciones son mas rapidas a pH basico que a un
pH acido. El V,0s5 es muy poco soluble en agua, los 6xidos de vanadio presentan
propiedades de solubilidad similares. En soluciones acuosas, como puede ser el
petréleo, el vanadio se encuentra como vanadil, su forma hidratada (VO*"). En pH
neutros, asi como en condiciones ambientales, el vanadio se presenta en su forma
pentavalente, caracteristica que le permite entrar a la célula y ser reducido a
vanadil por reductores biolégicos, como son el tripéptido glutatiéon (GSH) y el acido
ascorbico (Valko et al., 2005).

1.3.3 Distribucion

El vanadio es un elemento ampliamente distribuido en el mundo, conforma el
0.015% de la corteza terrestre. Sus concentraciones en el agua varian segun el

lugar, entre 0.2 y 100 pg/l en agua dulce y entre 0.2 y 29 ug/l en agua de mar.

Las concentraciones de vanadio en el petrdleo crudo varian, sin embargo, el
petréleo venezolano, que contiene 282 ppm de vanadio, y el petréleo mexicano
tipo “Maya”, con un contenido de 243 ppm, son los tipos de petréleo que presentan
las mayores concentraciones de este metal (Nriagu, 1998). Una vez que el

petréleo crudo es procesado en gasolina y ésta entra en combustion, puede
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liberarse en la atmosfera hasta un 60% de V,0s en forma de particulas
suspendidas. Los Oxidos de vanadio y otros compuestos del metal como los
vanadatos son insolubles en agua y estan altamente concentrados en la superficie
terrestre. La mayoria de la produccién del vanadio se realiza como coproductos en
la extraccion de otros elementos como son hierro, fosforo y uranio (Nriagu, 1998).
La incineracion de combustibles de petroleo, como el diesel y la gasolina, es la
principal fuente emisora de vanadio en la atmdésfera (Avila Costa et al., 2004).
También puede ser liberado por actividad volcanica, erosion edlica y aerosoles
marinos (Mugica et al.,, 2001). Para el personal que se ve expuesto a dichos
niveles de vanadio, como son industrias o gasolineras, esto se convierte en una

cuestién de emergencia (Byczkowsky y Kulkarni, 1998).

1.3.4 Usos

El vanadio presenta usos muy variados. Los 6xidos de vanadio y vanadatos se
usan en la produccién de vidrios de varios tipos y colores. El pentdxido y otros
compuestos de vanadio han sido usados desde 1874 como reveladores y agentes
colorantes en la fotografia y cinematografia. Las sales solubles de vanadio son
usadas como insecticidas, fungicidas, fertilizantes y como componentes activos en

baterias de litio recargables (Nriagu, 1998).

Este metal se emplea en un 90 % combinado con otros metales formando
aleaciones (80% como ferrovanadio y 9% como compuestos no ferrosos en la
industria aeroespacial). Ademas, los 6xidos de vanadio se emplean para las
aleaciones de metales utilizadas en la industria metalirgica, y como un
componente de un tipo de acero usado en partes de automoviles, resortes en
plantas generadoras de energia y algunas otras actividades industriales (Nriagu,
1998).

17



1.3.5 Toxicocinética

La fuente de absorcién de vanadio mas importante es por inhalacion, dado que se
puede absorber hasta el 35% de vanadio soluble, compuestos como el V,0s5 se
absorben después de la instilacién en los pulmones (Barceloux, 1999), lo anterior
resulta de importancia dado que el vanadio se ha convertido en uno de los
principales contaminantes del aire en las grandes urbes. La absorcion en el tracto
gastrointestinal es escasa (s6lo se absorbe del 0.5 al 2% de la cantidad ingerida).
El vanadio también puede absorberse por la piel cuando se encuentra en forma de
sales en solucion acuosa. No obstante, en este caso la absorcién es muy pobre
(Barceloux, 1999).

El vanadio es transportado en el plasma y la distribucion por la sangre es rapida
(de 1 a 1.5 hrs. aproximadamente). Cerca del 90% de vanadio en la sangre se
encuentra en el plasma, principalmente como vanadil unido a las proteinas
transferrina y albamina (Cortizo et al., 2000). Se ha reportado que la concentracién
de vanadio en el cerebro es del 5% de la concentracion en sangre

aproximadamente (Barceloux, 1999).

La principal ruta de eliminacion del vanadio es mediante la excrecion por la orina
en un 90% vy el resto por las heces (Barceloux, 1999). La excrecion se da
relativamente rapida, la eliminacion del vanadio por la orina es de 20-40 hrs.
Ademas, se sabe que la eliminacién de 6xidos de vanadio es bifasica, con una
tasa rapida de 10-20 hrs, y una fase terminal larga de 40 a 50 dias (Barceloux,
1999).

1.3.6 Toxicodinamia

El vanadio entra a la célula por canales inespecificos mediante el mecanismo de
transporte aniénico, en el cual, GSH y el acido ascorbico reducen el V,0s a
vanadil, este ultimo es no reactivo (Valko et al., 2005). Una vez que el vanadio

entra a la célula, presenta un proceso de dos fases. El primero tiene un equilibrio
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relativamente rapido del vanadato (v) por la via de transporte de canales de
aniones, y la fase lenta, reduccion del vanadato (v) a vanadil (). El vanadio y
vanadato se unen a los grupos amino y carboxilo de los aminoacidos de proteinas
y a fosfatos (Barceloux, 1999), y presentan una gran capacidad para oxidarse,
reaccionando con enzimas que contienen fosfato (fosfohidrolasas de ATP,
adenilato ciclasa, deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato, ribonucleasa, etc). El
vanadio tiene la capacidad de inhibir la ATPasa de N*/K" y la glucosa 6-fosfatasa
(Barceloux, 1999; Morinville, 1998).

El V205 interviene en la actividad de MAP kinasas como son ERK, JNK 'y p38, las
cuales desencadenan vias de sefializacion que intervienen en la regulacion de la
respuesta inmune (Huang et al.,, 2000). Dicha activacion de MAPKs pueden
provocar una reduccién en el crecimiento celular por bloqueo de ciertas fases del

ciclo celular. (Morinville et al., 1998)

1.3.7 Efectos en la salud

Diariamente podemos estar expuestos a cantidades cercanas de 10 a 70 mg de
vanadio, como resultado de la combustion del petrdleo y sus derivados como el
carbon, los aceites pesados y la generaciéon de electricidad y calor (WHO, 2000).
Los seres humanos también podemos acumular vanadio por ingestion de
alimentos como el trigo, la semilla de soya, el aceite de oliva, el aceite de soya, los
mariscos y los hongos. No obstante, el vanadio no es considerado como un
elemento esencial, aunque lo puede ser para otros organismos, como las aves
(Barceloux, 1999).

Los compuestos de vanadio pueden presentar una variedad de efectos toxicos
dependiendo de la naturaleza de la especie, la dosis y la via de administracion.
Los 6xidos de vanadio son més téxicos que las sales de vanadio (Valko et al.,
2005). Los efectos que puede presentar este elemento se caracterizan por un gran

espectro funcional y bioquimico.
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Se han realizado estudios en personas ocupacionalmente expuestas a V,0s,
quienes presentaron diversas alteraciones como son lengua verde, pérdida de
peso y necrosis de higado (Al Bayati et al., 1992), irritacion de los ojos (Chen et
al.,, 2001) y de la piel (Carter et al., 1997). La inhalacién de vanadio es la via de
mayor absorcion, por lo que el tracto respiratorio se dafia y produce estornudos,
dolores de pecho y de garganta (Byczkowski y Kulkami, 1998).

El vanadio también se ha relacionado con enfermedades como la diabetes
mellitus, que es una patologia asociada al incremento en la produccion de
radicales libres (RL). En un estudio realizado en ratas hembras diabéticas, se
demostré que el vanadio tiene la capacidad de mimetizar la accion de la insulina a
través de rutas de sefializacion, reduciendo significativamente los niveles de
glucosa en sangre de ratas, no obstante, su administracién incrementa los niveles

de GSH en el cerebro de las ratas diabéticas (Yanardag y Tunali, 2006).

El masculo cardiaco es susceptible a los efectos toxicos del vanadio, como se
demostré en un estudio realizado en Sparus aurata, una especie de pez, donde se
observd que el vanadato produce peroxidacion lipidica en el tejido cardiaco
(Soares et al., 2007).

Una vez que el vanadio entra al organismo y es reducido a vanadil, reacciona con
moléculas para formar radicales libres, por lo que el vanadio es presentado como

un metal generador de estrés oxidante.

1.3.8 Efectos toxicos en sistema nervioso

La entrada del vanadio al sistema nervioso central se da mediante transportadores
anioénicos inespecificos, y puede generar reacciones de Oxido reducciéon en la
mitocondria, e inducir la generacion de estrés oxidante. En la intoxicacion laboral
por este metal se ha observado cefalea, debilidad, nauseas, vomito, alteraciones
en los reflejos y excitabilidad neuromuscular manifestada en temblor de dedos y
manos (Nriagu, 1998).
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En otras aportaciones realizadas para conocer el papel que juega el vanadio en el
sistema nervioso, se ha observado que este elemento comparte caracteristicas
guimicas con el fésforo, por lo que puede competir con éste, siendo un factor
importante que perturba el metabolismo del fésforo en el tejido nervioso
(Parsadanian et al., 1998).

En estudios realizados en humanos que presentaron exposicion laboral a este
metal, se demostr6 que puede inducir deterioro neuroconductual, mediante
disminucion en habilidades de atencién y viso-espaciales (Barth et al., 2002).
Ademas, el V,0s puede inducir trastornos afectivos en trabajadores expuestos a
este compuesto (WHO, 2000). El V,Os altera la actividad de la ATPasa de Na'/K",
disminuyendo su actividad en eritrocitos y al mismo tiempo incrementa en un 50%
la concentracion de vanadato en plasma, por lo que se sugiere que el incremento
del vanadio en el cerebro y los efectos producidos en esta ATPasa pueden ser
factores en la etiologia de enfermedades maniaco depresivas, y se requieren
medicamentos terapéuticos a base de litio, ascorbato y antidepresivos para

reestablecer la actividad de la enzima (Svoboda et al., 1984; Conri et al., 1986).

Catalan y colaboradores en 1987, observaron por cromatografia, que el vanadato
es capaz de modificar el metabolismo de los lipidos, alterando su estructura,

provocando alteraciones en la fluidez de la membrana.

En otro estudio realizado para determinar el efecto téxico inducido por el vanadio
en ratas Wistar lactantes, se demostré que la administracion del vanadio (NaVOs;)
en las ratas produjo un retraso en la apertura del parpado y decremento en la
fuerza muscular y locomocion en crias de ambos sexos. También se observo
disminucion en la mielina del cuerpo calloso y cerebelo, sugiriendo que el vanadio
podria inducir neurotoxicidad en el desarrollo del sistema nervioso central de las

ratas (Soazo y Garcia, 2007).

21



En nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios en un modelo de exposicién
por inhalacién a V20s en ratones; se ha observado que el vanadio induce
decremento significativo en el nimero de neuronas dopaminérgicas de la
substantia nigra y en la densidad de espinas dendriticas del estriado (Avila-Costa
et al., 2004). En otro trabajo realizado por Avila-Costa y cols. en 2005, se registro
alteracion del epitelio ependimal del cuarto ventriculo de ratones, pérdida de cilios
en las células ependimarias, separacion de su membrana basal y pérdida de
uniones entre ellas. Colin-Barenque y cols. en 2007 analizaron el efecto del
vanadio en la actividad de las metaloproteinasas (MMPs) en corteza prefrontal,
estriado, hipocampo y bulbo olfatorio y observaron niveles incrementados de
MMP-9 en todas las estructuras analizadas mientras que la MMP-2 increment6 en

hipocampo y estriado.

Los datos observados en estos trabajos, sugieren que el vanadio induce
importantes alteraciones celulares. Dichas observaciones estan implicadas en la
integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). También se determind que el
vanadio esta involucrado en la alteracion de la memoria espacial y pérdida de
espinas dendriticas de neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo, asi
como necrosis y alteraciones del neuropilo (Avila Costa et al.,, 2006). En otro
estudio previo se observé que el vanadio induce pérdida de espinas dendriticas de
neuronas piramidales de la capa V de corteza cerebral de ratones (Aley et al.,
2004).

1.4 Corteza cerebral

La corteza cerebral, es una estructura que constituye la capa externa de los
hemisferios cerebrales, e integra toda la informacion para posteriormente ser
procesada. Para esto, participan distintas areas de asociacion. El funcionamiento
de la corteza es global e integrado, donde se analiza, sintetiza, correlaciona,
integra y se modifican acciones que realiza el organismo. Cada hemisferio esta
dividido en cuatro lébulos, denominados segun los huesos del craneo que se

ubican sobre ellos. Estos I6bulos son el I6bulo frontal, que contiene principalmente
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la corteza motora primaria; el I6bulo parietal, que contiene la corteza
somatosensorial primaria, y esta relacionado con la sensacion corporal; y los
I6bulos temporal, relacionado con la audicion, y I6bulo occipital, relacionado con la
vision. Ademas de su papel en el procesamiento de la informacion, cada I6bulo de
los hemisferios cerebrales tiene funciones cognitivas caracteristicas. Por lo tanto, el
I6bulo frontal es fundamentalmente para planificar la conducta, el lI6bulo parietal
para percibir estimulos como dolor, calor, etc, el I6bulo temporal para el
reconocimiento de objetos y el I6bulo occipital para distintos analisis visuales
(Purves, 2006). Diversas areas de la corteza se ocupan del procesamiento de la
informacién sensitiva o de la emision de 6rdenes motoras. Los principales tipos
celulares de la corteza cerebral se clasifican como células piramidales, células

granulosas y células fusiformes.

Las células piramidales representan a la poblacién de neuronas mas abundante de
la corteza cerebral. Sus axones constituyen la principal fuente de sinapsis
glutamatérgicas corticales, las espinas dendriticas representan el principal
elemento postsinaptico de las sinapsis excitadoras en la corteza cerebral. Las
células piramidales son elementos clave en el mecanismo del enlace global de la
percepcion sensorial que es el fendbmeno mediante el cual el cerebro integra
simultaneamente la informacion procesada en distintas areas corticales para
producir una percepcion unificada, continua y coherente. Son las Unicas neuronas
de proyeccion, ya que la informacién que se procesa en la corteza sale de ella a
través de los axones de las células piramidales, para alcanzar otras areas
corticales o nucleos subcorticales (DeFelipe y Farifias, 1992; Felleman y Van
Essen, 1991). Las neuronas piramidales tienen la forma que las designa, con una
dendrita apical y numerosas dendritas basales que se proyectan horizontalmente
desde el cuerpo celular. Estas células varian en tamafo desde 10 a 50 pym. Las
células granulosas o estrelladas tienen forma poligonal, escaso citoplasma y un

tamaro de 4 a 8 um. Estas células poseen numerosas dendritas y un axén corto.
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Las células fusiformes presentan un eje mas largo vertical a la superficie,
numerosas dendritas se originan en los polos de estas células. Otros tipos
celulares que se encuentran en la corteza son las células horizontales de Cajal y
las células de Martinotti, que son células pequefias multiformes con dendritas

cortas y axones ascendentes (Purves, 2006; Kandell, 2000).

La corteza cerebral estd organizada en capas celulares (Figura 1) (Esquema 1).

Los detalles de la organizacion de las capas varian en toda la corteza. La corteza
contiene 6 capas celulares, numeradas desde la superficie hasta la sustancia

blanca, de la siguiente forma:

Capa |- Molecular- Conformada por abundantes dendritas apicales de células
piramidales mas profundas, ademas de escasas células de Cajal.

Capa lI- Granulosa externa- compuesta fundamentalmente por pequefas células
granulosas densamente agrupadas.

Capa llI- Piramidal externa- Conformada por neuronas piramidales. Su tamafo
aumenta desde el limite superficial hasta el limite mas profundo. Las dendritas
pasan hasta la capa molecular y los axones hasta la sustancia blanca.

Capa IV- Granulosa interna- Compuesta por granulos un poco mas grandes a los
de la capa Il, muchas de las cuales tienen axones cortos que se ramifican dentro
de la capa.

Capa V- Piramidal interna- Constituida por neuronas piramidales mayores que
las de la capa lll. Sus dendritas apicales ascienden hacia la capa molecular. Los
axones de estas células salen de la corteza principalmente como fibras de
proyeccion.

Capa VI- Polimorfa o multiforme — Constituye la capa mas profunda donde
predominan las células fusiformes y algunas células de Martinotti. Contiene
también dendritas basales de neuronas de la capa lll, y muchas fibras nerviosas

gue entran en la sustancia blanca subyacente.
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En todas las regiones de la corteza cerebral se originan fibras de proyeccion. En el
caso de las areas corticales motoras, estas proyecciones conducen impulsos
relacionados con la funcion motora, la modificacion del tono muscular y participan
en la regulacion de la actividad reflectora, sus somas tienen una distribucion
laminar especifica. Sus fibras se proyectan hacia la médula espinal, para inervar a
los musculos esqueléticos, o0 proyectar hacia varios nucleos del tronco del
encéfalo y el tAlamo (Purves, 2006). En la corteza cerebral se identifican distintas
areas motoras: el area motora primaria, cuya funciébn es la ejecucion de
movimientos, dandoles fuerza y direccién, y las areas premotora y motora
suplementaria, la primera localizada en posicion rostral a la corteza motora vy la
segunda en la cara medial del lébulo frontal, tienen la funcion de programar y
ejecutar secuencias de movimientos complejos (Purves, 2006; DeFelipe y Farifias,
1992).
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~ Corteza cerebral de raton

Célula glial

Figura 1- Imagen histoldgica de la corteza cerebral de ratdn, se observa la
estructura de las 6 capas celulares (modificado de www.javeriana.edu.co)
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Esquema 1 — Capas celulares de la corteza cerebral, se observan las proyecciones
de las células de cada una de las capas (modificado de Kandell, 2000).

1.5 Barrera hematoencefalica y plexo coroideo

La capacidad funcional de las neuronas del SNC depende del mantenimiento de
un ambiente fisico y quimico dentro de ciertos limites. El sistema que regula el
intercambio de agua y solutos entre el plasma, el liquido cefaloraquideo (LCR) y el
encéfalo, comprende membranas con permeabilidad selectiva y transporte
mediado por proteinas. Este sistema que actia como barrera, mantiene la
composicion fisicoquimica del microambiente de las neuronas, los axones y la glia

dentro de los estrechos limites necesarios para la supervivencia neuronal. La BHE
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separa dos grandes compartimentos del SNC, el encéfalo y el LCR, del sistema
sanguineo vascular, regula el transporte de sustancias quimicas entre estos dos
compartimentos, por lo tanto es muy importante para la protecciéon y homeostasis
del SNC, (Radisky y Kaplan, 1999).

La BHE esta formada por endotelio capilar, que posee uniones estrechas entre
células endoteliales contiguas, astrocitos y pericitos, que envuelven las células
endoteliales de los capilares. La pared de un capilar encefélico consiste sélo en
células endoteliales aplanadas sobre una membrana basal, rodeada por una
delgada capa adventicia. Las uniones estrechas entre las células endoteliales de
los capilares encefalicos restringen la difusion intercelular, lo cual le da
propiedades de permeabilidad como en una membrana plasmatica (Radisky y
Kaplan, 1999).

Ademas de estas uniones estrechas entre células endoteliales, los “pies
terminales” de los astrocitos, regiones que constituyen el otro elemento de la
barrera, rodean el exterior de las células endoteliales capilares, por lo que hay una
influencia importante de los astrocitos sobre la formacién y el mantenimiento de la
barrera (Purves, 2006).

El pasaje de moléculas a través de la barrera hematoencefalica comprende
procesos de difusion, transporte mediado por proteinas (transportadoras) y
transporte activo con un gasto de energia. El agua es la sustancia mas importante
gue entra al encéfalo por difusiéon; su velocidad de intercambio es alta pero esta
limitada por la permeabilidad del endotelio capilar y por la magnitud del flujo
sanguineo cerebral. De esta forma, el endotelio capilar, la membrana basal
homogénea y continua y las numerosas prolongaciones astrociticas constituyen la
Unica separacion entre el plasma y el espacio extracelular dentro del SNC. Los
ventriculos cerebrales y los plexos coroideos comprenden la barrera

hematocefaloraquidea (Purves. 2006; Carpenter, 1995).
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El LCR es considerado como un ultrafiltrado del plasma, por la semejanza que
poseen ambos, salvo diferencias en la concentracion de sus proteinas (plasma
6500 mg/100g) (LCR 25 mg/100g). En general, el LCR posee mayores
concentraciones de Na*, CI y Mg? y menores de K*, Ca*" y glucosa. Se ha
sugerido que el LCR es un producto de secrecion que comprende mecanismos de
transporte activo controlados por procesos enzimaticos. Alrededor del 70% del
LCR es secretado por el plexo coroideo, en los ventriculos cerebrales. El 30%
restante del LCR procede de la produccién metabdlica del agua, como la oxidacion
de la glucosa y el ultrafitrado capilar. EI LCR se forma con una presion
hidrostatica de 15 mm de H;O, suficiente para impulsar su circulaciéon a través de
los ventriculos y del espacio subaracnoideo. Las pulsaciones del plexo coroideo
también contribuyen al movimiento del LCR dentro del sistema ventricular, este

liguido se forma y elimina de manera constante (Radisky y Kaplan, 1999).

El plexo coroideo es una estructura que se extiende desde la superficie ventricular
hacia el LCR (Esquema 2, inciso A). El plexo consiste en una capa de epitelio
cubico de células ependimarias, asentada sobre una membrana basal que cubre
una extensa red capilar incluida en un estroma de tejido conjuntivo (Figura 2)
(Esquema 2, inciso B). Por esto, los plexos coroideos son estructuras altamente
vascularizadas. Los capilares del estroma de tejido conjuntivo poseen
fenestraciones endoteliales, pero las uniones estrechas en las regiones apicales
de las céulas ependimarias forman una barrera para el intercambio de proteinas y
solutos hidrofilicos entre la sangre y el LCR. El plexo coroideo regula la produccién
y composicion del LCR. Una bomba de intercambio de Na'-K" catalizada por una
ATPasa de Na'-K*, bombea Na* hacia la superficie ventricular del plexo y K* en la
direccion contraria. De esta forma se elimina K™ del LCR, mientras que el Na* se
introduce de forma activa. También regula Mg* y Ca®". El LCR secretado por el
plexo, en comparacion con el ultrafiltrado del plasma, contiene una concentracion
mayor de Mg? y menor de Ca**. Alrededor del 25 % del volumen sanguineo que
fluye al plexo coroideo es secretado normalmente en forma de LCR (Purves, 2006;
Kandell, 2000).
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PLEX
COROIDEO §

Figura 2- Cortes histolégicos que muestran A) la estructura del plexo coroideo, B)
sefialando las uniones de las células ependimarias y los vasos sanguineos (modificado de
www.vet.uga.edu).
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Esquema 2 — A) Se ilustran los componentes de la BHE y B) un esquema de la estructura
del plexo coroideo, con sus capilares y las uniones de células ependimarias. Los plexos
coroideos son los responsables de la produccion del LCR (Modificado de
www .daviddarling.info y www.kcl.ac.uk).
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Esta ampliamente documentado que el vanadio es generador de radicales libres
(RL), lo que produce estrés oxidante (Evangelou, 2002). Garcia y cols., en 2004
demostraron la susceptibilidad de la mielina del SNC al vanadio en ratas adultas.
Encontraron que la administracién de metavanadato de sodio produjo cambios en
la actividad locomotora de las ratas, ademas de una alteracién en la composicion
de la mielina y presencia de peroxidacion lipidica. Con este trabajo, se demostrd
gue la mielina puede ser un blanco preferencial para el vanadio, desencadenando
la peroxidacion lipidica, uno de los procesos que se generan en presencia de

estrés oxidante.

1.6 Estrés oxidante

El oxigeno es indispensable para el metabolismo y las funciones del organismo,
sin embargo, puede formar moléculas que llegan a ser toxicas. De manera
habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O;), con una
estructura electronica que se conoce como estado basal o triplete, sin embargo,
por reacciones puramente quimicas, por acciones enzimaticas o por efecto de
fuentes como calor, radiaciones UV, etc, se pueden producir una serie de especies
guimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente
reactivos) que son capaces de dar lugar a mdltiples reacciones con otros
compuestos presentes en el organismo, que llegan a producir dafio celular
(Gutiérrez, 2002).

Estas moléculas formadas reciben el nombre de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO), un término que involucra a aquellas moléculas derivadas de la reduccion
molecular del oxigeno y RL de oxigeno, que son especies quimicas que en su
estructura atomica presentan uno o mas electrones desapareados (Valko et al.,
2006). Dentro de estas especies estan el peroxido de hidrégeno (H20,), acido
hipocloroso (HOCI), anién superéxido (O”), radical hidroxilo (OH"), peroxido (ROO)
y radicales derivados de compuestos organicos, como son peroxilo y alcoxilo,
entre otros (Gutiérrez, 2002). Debido a su estructura quimica, las ERO tienen una

vida media corta, por lo que actiian cercanamente al sitio en que se forman, y son
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producidas por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena
respiratoria mitocondrial y la cadena de transporte de electrones a nivel
microsomal. Hay RL de oxigeno y de nitrégeno, siendo los de oxigeno los mas
comunes. Cuando estan presentes en cantidades excesivas, son toxicos y llegan a
oxidar moléculas (proteinas, lipidos, acidos nucléicos), las alteran y desencadenan

trastornos en el metabolismo celular (Valko et al., 2006).

Los RL de oxigeno presentan funciones fisiolégicas como intermediarios en
reacciones de oxido-reduccion, participan en procesos como fagocitosis, sintesis
de colagena, sintesis de prostaglandinas, activacién de enzimas de la membrana
celular y en las glandulas suprarrenales disminuyen la sintesis de catecolaminas
(Gutiérrez, 2002).

Para contrarrestar los efectos de los radicales, existe un sistema antioxidante, que
son moléculas que previenen la formacién descontrolada de RL o inhiben sus
reacciones. Dentro de los antioxidantes endégenos podemos encontrar la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), GSH, glutation peroxidasa (GPx),

etc.

El estrés oxidante se presenta en las células como consecuencia de un
desbalance entre las especies reactivas (ER) y los antioxidantes, causando dafio a
macromoléculas celulares como acidos nucleicos, proteinas y lipidos (Zhang et
al., 2001).

Se sabe que los metales presentan caracteristicas de 6xido reduccion y esto les
permite aumentar la concentracion de radicales libres que generan estrés
oxidante. El vanadio puede participar en reacciones de formacion ERO, y genera

estrés oxidante, por medio de las siguientes reacciones:

32



a) La autooxidacion del vanadio(,y) con el O, del aire produce anién superoéxido y
vanadio(v), b) el anién superdxido puede dismutarse espontdneamente o
enzimaticamente (por accién de SOD), produciendo peréxido de hidrégeno (H205),
este puede reaccionar con el vanadio (;y) produciendo radical hidroxilo por medio
de la reaccion tipo Fenton. ¢) Tedricamente, el anion superdxido puede reaccionar
con el peréxido de hidrogeno para generar radical hidroxilo en la reaccion de
Haber-Weiss. d) Por otra parte, el superoxido puede mantener el complejo junto
con el vanadio, formando peroxivanadil, e) Sin embargo, en contraste al
superoxido, este peroxivanadil probablemente desaparece muy rapido bajo ciertas
condiciones bioldgicas, por la abstraccion de un hidrogeno de las biomoléculas.
Esta reaccion, a través del pervanadato (vanadil hidroperéxido), puede generar
vanadio nuevamente y agua, los cuales realizaran continuas reacciones redox
(Byczkowski y Kulkarni, 1998).

a)V(v)+ 02 V() + 0z

b) V (v) + H:O2, —» V (v) + OH (*)

C) Oy + Ho0p — OH' + OH + O,

d)V(v) +Ozx- [V (v)-00]

e)[V(v)—00]+H — [V (v)- OOH] & V (v) + H202

(*) Reaccion tipo Fenton

1.7 Peroxidacion de lipidos

Los lipidos como componentes celulares son importantes debido a que forman
bicapas que proveen una integridad estructural necesaria para funciones de
proteinas de membranas. También funcionan como reserva de energia, en el caso
de los triglicéridos, y ademas, una caracteristica importante es que pueden ser
precursores para el metabolismo de segundos mensajeros como el acido
araquidonico (AcAr), ceramida, diacilglicerol (DAG), acido fosfatidico y acido
lisofosfatidico (Adibhatla y Hatcher, 2007).
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El estrés oxidante interviene en diversas funciones celulares en las que estan
implicadas cascadas de sefializacion que lleva a la célula a proliferar, induce
respuestas inflamatorias y la produccién de moléculas quimioatrayentes. Muchos
de los efectos de disfuncion celular inducidas por estrés oxidante son mediadas
por productos de reacciones no enzimaticas, como es la oxidacion y degradacion
de lipidos de acidos grasos polinsaturados, proceso denominado peroxidacion de
lipidos. Este mecanismo se lleva a cabo mediante reacciones en cadena en las
cuales se forman lipidos hidroperoxidos y otros productos. La peroxidacion de
lipidos es particularmente mas dafiina debido a que sus productos permiten una
rapida propagacion de reacciones de radicales libres (Yang et al., 2003). Esta
peroxidacion provoca disfunciones celulares en varios sistemas. Sin embargo, uno
de los mas susceptibles a ser dafiado por este proceso es el SNC, debido a que
es un sistema que presenta altas concentraciones de acidos grasos, presentes en
la mielina de los axones neuronales. Ademas, las neuronas consumen grandes
cantidades de oxigeno para la produccion de energia, y presentan bajas
concentraciones de antioxidantes comparados con otros 6rganos, en especial de
CAT y SOD (Adibhatla y Hatcher, 2007).

El estrés oxidante y la peroxidacion lipidica se asocian con enfermedades
neurodegenerativas y otros desdrdenes, presentandose degeneracion neuronal
progresiva e irreversible, como la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, de
Huntington, Esclerosis Mdltiple, Esclerosis lateral amiotrofica, esquizofrenia y
epilepsia, y también se asocian con otros dafios al SNC como dafio a médula
espinal asociada a dafios isquémicos, los cuales generan la despolarizacion de la
membrana y apertura de canales dependientes al voltage, permitiendo una
liberacibn masiva de neurotransmisores como el glutamato, generando que la

neurona muera por excitotoxicidad. (Adibhatla y Hatcher, 2007).
Las ERO también son producidas por procesos metabdlicos oxidantes celulares

incluyendo la fosforilacion oxidativa de la cadena respiratoria, xantina oxidasa,

monoamino oxidasa, NAD(P)H oxidasas, y el metabolismo de acido araquidonico
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(AcAr) por las enzimas ciclooxigenasas y lipooxogenasas (COX/LOX) (Adibhatla.

2008). Dado que los lipidos son moléculas que juegan un papel importante en el

metabolismo de las enzimas, la peroxidacion lipidica induce aumento en la

produccion de ERO y causa severos dafos sobre estas proteinas, dando lugar a

la formacion de diversos productos, como son aldehidos téxicos, algunos de ellos

son el 4-Hidroxinonenal (4-HNE), el malonaldehido (MDA) y la acroleina. Estos

aldehidos se unen a proteinas preferentemente a través de la reaccién con los

grupos thiol de éstas y alteran su funcién (Adibhatla y Hatcher, 2007).

La peroxidacion de lipidos presenta tres etapas, que son:

Etapa de iniciacion: Este proceso inicia por el ataque de una especie
reactiva para abstraer un atomo de hidrogeno de un grupo metil (-CH,-) de
la cadena hidrocarbonada de un acido graso mono o saturado. Entonces, la
remocion de un atomo de hidrogeno deja al atomo de carbono
(originalmente atacado), con un electron desapareado, dando origen a un
radical alquilo, el cual tiende a estabilizarse para producir un dieno
conjugado, que reacciona con mucha facilidad con una molécula de

oxigeno para formar radical peréxido.

Etapa de propagacion: El radical peroxido puede combinarse con otros
radicales o pueden atacar a proteinas; también tienen la capacidad de
sustraer atomos de hidrégeno de otras moléculas lipidicas adyacentes. Una
vez que ha iniciado esta etapa, se genera la reaccion en cadena. La
extension de esta etapa depende de muchos factores, como son la relaciéon
lipido/proteina que hay en la membrana, la composicion de los acidos
grasos, la concentraciéon de oxigeno y la presencia de antioxidantes en la

membrana.
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= Etapa de terminacién: Un posible destino de los radicales peroxido es el
recibir un atomo de hidrégeno y formen lipidos hidroperdxidos, moléculas
estables a temperaturas fisioldgicas, pero en presencia de complejos con
metales de transicion, su descomposicion se cataliza, sufren fragmentacion
y producen diversos productos. Esta etapa se refiere a los sistemas que
poseen las células para eliminar las ERO y protegerse del efecto
destructivo de sus reacciones (Abuja y Albertini, 2005; Acevedo-Nava,
2005) (Esquema 3).

wo lvm.., g
l'llh *OH + OH -
L — |

L Raﬂi.?}]pnmn'h #
IN ¢
H*)+
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L* Hidroperoxado O0H

Esquema 3- Rutas y productos de las reacciones en cadena de la peroxidacion de lipidos.
Se muestra las estructuras de las moléculas generadas en este proceso y las ERO que
participan en la peroxidacion. Ademas se ilustra la participacion de un metal de transicion,
como es el vanadio, para catalizar la oxidacién de los lipidos generando lipidos
hidroperéxidos, que a su vez generaran productos altamente téxicos como el 4-HNE
(modificado de Yang et al., 2003; Dotan et al., 2004).
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1.8 4-Hidroxinonenal (4-HNE)

El 4-HNE es el principal producto formado por peroxidacion de lipidos (Siems y
Grune, 2003), el cual deriva de los acidos grasos poliinsaturados como el AcAry el
acido linoléico. Presenta alta actividad bioldgica, donde puede actuar como
componente citotdxico y genotdxico (Eckl, 2003). En presencia de estrés oxidante,
se encuentra en altas concentraciones, como se ha observado en pacientes con
enfermedades reumatoldgicas severas como la artritis reumatoide, en la esclerosis

sistémica y en dafios renales crénicos (Zarkovic, 2003)

Se descubrid en 1982 por Esterbauer y cols. a partir de la oxidacion del AcAr
(Esterbauer, 1991). Es un aldehido perteneciente a la familia de los 4-
hidroxialcanos, de los cuales el 4-HNE es el mas representativo. En comparacion
con los radicales libres, los aldehidos como el 4-HNE derivados de la peroxidacion
son muy estables y pueden permanecer o migrar fuera de la célula y atacar
blancos preferenciales de los radicales libres, también se sugiere que éstos no son
soélo productos terminales o residuos de la peroxidacion, sino que pueden actuar
como mediadores para los radicales libres que iniciaron la peroxidacion
(Esterbauer, 1991).

Por otra parte, se sabe que el 4-HNE es un potente agente alquilador que puede
reaccionar con una variedad de sitios nucleofilicos en el ADN vy las proteinas,
generando varios tipos de aductos (Eckl, 2003). Puede inducir muerte celular por
apoptosis, mediante la activacion de MAPKs, como JNK, Yy la activacién de c-juny
caspasa 3. También modula la expresion de varios genes, incluyendo c-myc,
procolageno tipo |, aldosa reductasa, c-myb y el factor de crecimiento gl
(Leonarduzzi et al., 2000).

Ademas, este aldehido produce alteraciones en la homeostasis de calcio,
alteracion de la ATPasa de NA'/K", sobreactivacion de fosfolipasa A2 (FLA2) y
alteraciones del citoesqueleto por inhibicion de tubulina citosélica. ElI 4-HNE
produce también un efecto en funciones catabodlicas de la célula, como es la
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respiracién mitocondrial, afectando la liberacion de Ca?* por inhibicion de
reacciones que permitan la oxidacion de NADH a NAD+, provocando una
sobrecarga de la mitocondria con Ca®" e inhibicion de enzimas mitocondriales
dependientes de Ca?". Por lo tanto, su citotoxicidad se dirige en parte a funciones

mitocondriales (Keller et al., 1997)

Otro de los efectos directos como consecuencia de un aumento significativo en las
concentraciones de 4-HNE es el bloqgueo de la segunda linea de defensa
antioxidante, en la cual estan implicadas enzimas como la SOD, la CAT y GPx.
GSH es la molécula encargada de degradar al 4-HNE de la célula, sin embargo,
cuando aumentan las concentraciones de este aldehido, disminuyen

considerablemente las concentraciones de GSH (Yang et al., 2003).

1.8.1 4-HNE presente en enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se han asociado al estrés oxidante, sin
embargo, en la actualidad permanece incierto si este estrés es causa O
consecuencia, debido a que los factores como ERO, los procesos de oxidacion y
los productos de éstos pueden presentarse en etapas tempranas o tardias de la
enfermedad (Kubatova et al. 2007). En las enfermedades de Alzheimer y de
Parkinson se ha compilado mayor evidencia, encontrandose un desbalance
metabdlico, presencia de estrés oxidante, alteraciones celulares cronicas y muerte
neuronal. En estas enfermedades, las areas del cerebro afectadas como son el
hipocampo en el caso de enfermedad de Alzheimer y la substantia nigra en
enfermedad de Parkinson contienen niveles anormales de metales como el hierro,
cobre, aluminio, etc, los cuales presentan actividad redox. Un exceso de estos
metales, se sabe que pueden producir estrés oxidante y dafiar proteinas, acidos
grasos poliinsaturados, ADN y ARN en ambas enfermedades. De esta forma, la
toxicidad de los productos de la peroxidaciébn en especial, presenta mucha

importancia, como es el caso del 4-HNE. (Sayre et al., 2008).
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1.8.2 Alzheimer y 4-HNE

El Alzheimer es una enfermedad progresiva caracterizada por un dafio cognitivo
progresivo e irreversible. Entre las alteraciones patolégicas se encuentran: pérdida
neuronal, gliosis, marafias neurofibrilares de la proteina tau y placas extracelulares
del péptido B-amiloide en corteza cerebral. Los sintomas de la enfermedad
resultan de la degeneracién y muerte de poblaciones especificas de neuronas.
Hay evidencias de que p53, una proteina mediadora de muerte neuronal,
incrementa sus niveles cuando las neuronas sufren alteracion y como

consecuencia mueren (Cenini et al., 2008).

En particular, el 4-HNE, se encuentra en concentraciones elevadas en pacientes
con la enfermedad. Al ser muy reactivo con componentes celulares, especialmente
con péptidos, proteinas y ADN, se sugiere que favorece la formacién de las placas
de péptido B-amiloide (AB) asociadas con esta enfermedad, de esta forma, el 4-
HNE, modifica covalentemente el AB, provocando su agregacion (Siegel, 2007). El
APB a su vez induce mas peroxidacion lipidica en sinaptosomas. El AB y el 4-HNE
también alteran el transporte de glutamato en sinaptosomas La acumulacion de
estos compuestos dafian la funcion mitocondrial (Keller et al., 1997). El 4-HNE
también causa alteracién en la homeostasis de Ca?*, dafio membranal y muerte
celular (Esterbauer, 1991). Los mecanismos por los cuales el 4-HNE induce
muerte celular por apoptosis son alterando la funcion mitocondrial, llevando a la
liberacién de citocromo—c y activacion subsecuente de caspasas. Este aldehido
también altera membranas celulares, provocando que se afecten funciones de
proteinas transmembranales, y puede interactuar con tau e histonas. El
incremento en los niveles de 4-HNE es un indice de un aumento en el dafio
oxidante producido en esta enfermedad. Ademas, el 4-HNE presenta activacion de
p53 en el l6bulo parietal de pacientes con la enfermedad. Se sugiere que la
peroxidacion se puede generar en etapas avanzadas de la enfermedad, al igual

que los efectos toxicos del 4-HNE (Siegel, 2007).
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1.8.3 Enfermedad de Parkinson y 4-HNE

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por degeneracién selectiva de
neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra, y la consecuente alteracion de la
via nigro estriatal. La neurodegeneracion esta ligada a una disfuncion mitocondrial
y excitotoxicidad, que puede ser causada por un aumento en la generacion de RL,
produciendo peroxidacion lipidica, la cual puede inducir un metabolismo acelerado
de la dopamina, alterando la actividad de la monoamino oxidasa, que resulta en
una formacién excesiva en los niveles de ERO. Otro de los factores responsables
de esta enfermedad se le atribuye a la activacion de fosfolipasas en la substantia
nigra. Uno de los marcadores de dafio oxidante, como es el 4-HNE, puede
producir apoptosis por activacion de caspasas y fragmentacion de ADN, inhibe
rutas de sefializacion de NF-kB (Jenner et al., 2003). El 4-HNE formado como
consecuencia del incremento de los radicales y de ERO, reacciona con proteinas
gue perjudican la viabilidad celular, como son los proteosomas, que ayudan a
degradar las proteinas. El 4-HNE altera la estructura del proteosoma e impide que
se degraden proteinas con ubiquitina, volviéndolas vulnerables a los efectos del
incremento de ERO. Estos procesos son seguidos por reduccién en los niveles
de GSH y alteracion de la actividad mitocondrial, y mayor presencia de dafio
oxidante a lipidos, proteinas y ADN. Finalmente, la apoptosis ocurre con una
liberacién de citocromo ¢ y caspasa 3, hay pérdida de integridad de membrana y
muerte celular (Ji et al.,, 2001). Esta secuencia de eventos sugiere que la
acumulacion de proteinas ubiquitinizadas aunado con la alteraciébn de enzimas
proteosomales puede inducir muerte apoptoética en neuronas dopaminérgicas de

la substantia nigra (Jenner et al., 2003).
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2. JUSTIFICACION

Los niveles de vanadio se han incrementado en la Ciudad de México. Este metal
es considerado como un contaminante importante. Estudios realizados en nuestro
grupo de trabajo indican que en un modelo por inhalacion de V,0s se ha
observado dafio y muerte neuronal en corteza cerebral y alteraciones en la barrera

hematoencefalica.

Existen evidencias que muestran al vanadio como un metal generador de estrés
oxidante. El estrés oxidante tiene como blanco preferencial a los lipidos, los cuales
se encuentran en altas concentraciones en sistema nervioso, lo que lo hace muy
susceptible al estrés oxidante, mediante el proceso de peroxidacion lipidica, cuyo
producto principal es el 4-Hidroxinonenal. Debido a estos antecedentes, es
importante evaluar el dafio oxidante generado por exposicion subcrénica a V,0s
en corteza cerebral y plexos coroideos, que son estructuras que también pueden
verse altamente afectadas en relacibn con los antecedentes presentados,

utilizando como marcador de dafo oxidante al 4-HNE.

3. HIPOTESIS

Si la inhalacion de V;0s induce dafio oxidante en la corteza motora y en el plexo
coroideo, de ratén, entonces conforme aumente el tiempo de exposicion,
aumentara el dafio producido por 4-HNE en las neuronas de la corteza y las

células ependimarias del plexo coroideo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Determinar el dafio oxidante en la corteza cerebral y en los plexos

coroideos de ratones expuestos a V,0s por via inhalada
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4.2 Objetivos particulares

e Determinar dafio oxidante por exposicion a V,0s (0.02M) en la corteza
cerebral motora y plexos coroideos de ratones mediante la técnica de
inmunofluorescencia, utilizando como marcador de dafio oxidante el 4-HNE

e Relacionar los cambios efectuados en ambas estructuras respecto al

tiempo de exposicion
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5. METODO

Se utilizaron 40 ratones macho de la cepa CD-1 de 35 gr. de peso corporal. Se
formaron dos grupos, en uno de los cuales 10 ratones fueron expuestos a
inhalaciéon de agua destilada y se les considerd el grupo control, mientras que el
otro grupo compuesto de 30 ratones estuvo expuesto a una concentracion 0.02 M
de V,0s (Aldrich) por via inhalada. La inhalacion de los animales se realiz6 en una
caja de acrilico conectada a un ultranebulizador durante un mes, 2 veces por
semana durante una hora. Cada semana, se sacrific6 a un subgrupo de 10
ratones al azar hasta finalizar el tratamiento. Los animales se anestesiaron con
pentobarbital s6dico (35mg/Kg), posteriormente se perfundieron los ratones via
cardiaca primero con solucion salina 0.9%, después con paraformaldehido al 4%.
Posteriormente se les extrajo el cerebro, se les coloc6 en soluciéon de
paraformaldehido y fueron procesados mediante la técnica histolégica ordinaria.
Las laminillas con cortes de tejido de 5um de grosor se procesaron mediante la
técnica de inmunofluorescencia, utilizandose como anticuerpo primario el 4-HNE
(R and D Systems, Inc.) y como anticuerpo secundario fluorescente Alexa 488
(Ver anexo). Ademas, se utiliz6 DAPI para observar los niacleos de neuronas de
corteza cerebral y de células ependimarias del plexo coroideo.

Las muestras obtenidas fueron observadas en microscopio confocal modelo Leica
TCSP5. Se contdé el numero de células que presentaban marca fluorescente en
corteza cerebral motora, se observaron un total de 40 campos en cada uno de los
grupos inhalados y en el control, posteriormente a los datos obtenidos se les
realizd un andlisis de varianza (ANOVA). En el plexo coroideo, se compararon las
imagenes del control con los grupos expuestos, se captaron las imagenes y
posteriormente se realiz6 un analisis densitométrico con el programa Image Pro
Plus 2.0. Para el analisis estadistico se realiz6 una prueba de ANOVA para
determinar si existen diferencias significativas entre el grupo y los expuestos (ver

diagrama).
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6. RESULTADOS

6.1 Corteza cerebral

Los datos obtenidos mediante la técnica de inmunofluorescencia muestran que
conforme aumenta el numero de inhalaciones de V,;0s, aumenta el nimero de
neuronas marcadas con 4-HNE (Gréfica 1). Podemos observar que la marca es
especifica en los somas neuronales, siendo las capas piramidales de la corteza

las que presentaron mayor marca fluorescente (Figura 3).

Figura 3- a) Corteza cerebral de ratdn del grupo control, b) corteza cerebral de ratén con 2
semanas de inhalacién a V,0s, se observan algunas neuronas marcadas por HNE (flechas)
c) corteza cerebral de ratén con 3 semanas de inhalacién, aumenta el nGmero de neuronas
piramidales marcadas por HNE (flechas) d) El nimero de neuronas piramidales marcadas
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por HNE en corteza cerebral con 4 semanas de inhalacidon es mayor que a las 2 y 3 semanas
de inhalacién a V,0s

En la figura 4, podemos observar mediante la marca obtenida con DAPI los
nacleos de los somas neuronales de la corteza de un animal control comparado
con los de un animal con 2 semanas de inhalacién, tiempo en el cual se empiezan

a observar nucleos apoptéticos comparados respecto con el animal control.

Figura 4- Nacleos neuronales marcados con DAPI. a) nicleos neuronales de corteza de un
animal control, b), c) nacleos neuronales de corteza de ratén con 2 semanas de inhalacién a
pentéxido de vanadio, se observa la presencia de varios nicleos apoptéticos (flechas).
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Figura 5 — a) Corteza cerebral de ratén de grupo control , b) Corteza cerebral de ratén con 3
semanas de inhalacion a pentéxido de vanadio, se observa aumento considerable de
neuronas marcadas por HNE (flechas) en comparacion con el grupo control, ¢) nacleos de
neuronas de corteza con 3 semanas de inhalacion, mostrandose un aumento en el nimero
en presencia de nucleos apoptoticos (flechas) , d) Imagen a mayor aumento de neuronas
piramidales marcadas con HNE (flecha) de 3 semanas de inhalacién.
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Figura 6- a) Corteza cerebral de un ratén del grupo control. b) y c¢) corteza cerebral de
ratones con 4 semanas de inhalacién a pent6xido de vanadio, tiempo en el cual se presento
el mayor nimero de neuronas corticales marcadas por HNE. Se observa un notable
incremento de somas neuronales con esta marca (flechas)

Los resultados obtenidos que presentan mayor relevancia, estan dirigidos a la
localizacién de la marca obtenida por HNE, la cual se observé alrededor del
ndcleo, o abarcando todo el soma. Esta marca se presentd con mayor frecuencia
en el grupo de ratones con 4 semanas de inhalacion a V,0s (Gréafica 1). Ademas,
algunas neuronas presentaron muerte, observada mediante los nulcleos

apoptoticos obtenidos gracias a la marca del DAPI.
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Figura 7- a) y b) Neuronas piramidales de la capa V (piramidal interna) con marca de HNE
(flechas) de corteza cerebral de ratones con 4 semanas inhalacidn, c) Imagen con marcas
sobreexpuestas de HNE y DAPI (flechas) de corteza cerebral de ratdn con 4 semanas
exposiciéon al V,0s, d) el nimero de ndcleos apoptéticos aumenta en corteza cerebral con
cuatro semanas de exposicion al vanadio (flechas)
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Figura 8- a), b) Imagenes sobreexpuestas con marcas de HNE en somas neuronales de
corteza cerebral de ratones con 4 semanas de inhalacién y nicleos marcados con DAPI. se
observa la marca de HNE en todo el soma neuronal y la presencia de algunos nudcleos
apoptéticos (flechas)

Figura 9- a) Somas de neuronas piramidales de la capa V de corteza cerebral de ratones con
4 semanas de inhalacién a V,0s con marca de HNE alrededor de nucleo(flechas), b) los
mismos somas marcados con HNE vistos a un mayor aumento (flechas)
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Grafica 1- Comparacién de grupos expuestos con el grupo control, mediante una prueba de
ANOVA, p*<0.05.

6.2 Plexo coroideo

Los resultados obtenidos en plexo coroideo muestran que la densidad de la marca
se incrementd conforme aumentoé el nimero de inhalaciones, como sucedio en la
corteza motora (Gréafica 2). Mientras el nimero de inhalaciones fue mayor, hubo
alteraciones notorias en cuanto a la estructura del plexo, observandose a las 3
semanas de inhalacion un desprendimiento de la membrana basal de las células
ependimarias y a las 4 semanas de inhalacion desprendimiento del endotelio
(Figura 10). Ademas, las células ependimarias mostraron a las cuatro semanas
una mayor densidad en la marca de HNE al igual que el epéndimo, que forma la

pared ventricular.
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Figura 10- a) Plexo coroideo de ratén de grupo control. , b) a las 2 semanas de exposicién a
vanadio, se observa un aumento en la densidad de la marca en células del epéndimo y
rompimiento de uniones de células ependimarias del plexo (flechas), c) A las 3 semanas
inhalacién, se observa desprendimiento de la membrana basal de células del epéndimo y
ruptura de algunas uniones de células ependimarias (flechas), d) Se observa
desprendimiento de endotelio, rompimiento de uniones de células ependimarias y un
aumento en la densidad de la marca por HNE en plexo coroideo con 4 semanas de
inhalacién en comparacion con los otros grupos (flechas).
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Figura 11- a) Plexos coroideos de ratones con 3 semanas de inhalacién a pentéxido de
vanadio vistos a mayor aumento, se observa desprendimiento de endotelio b) A las 4
semanas de inhalacion a pentoxido de vanadio, se observa a mayor aumento en el plexo
coroideo, desprendimiento de endotelio y rompimiento de uniones estrechas de las células
ependimarias (flechas).
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Figura 12- Imagenes con marcas sobreexpuestas de HNE y DAPI. a) Plexo coroideo de ratén
del grupo control, no se observa marca producida por HNE, b) a las 2 semanas de inhalacion
a V,0s5, comienza a observarse un aumento en la densidad de la marca de HNE (flecha), c) El
aumento en la densidad de la marca de HNE es mayor respecto al control y las 2 semanas,
ademés se observa desprendimiento de la membrana basal del epéndimo (flecha), d) la
densidad de la marca de HNE a las 4 semanas de inhalaciéon es mayor que los otros grupos
y se observa desprendimiento del endotelio (flechas).
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Densitometria de células positivas HNE en plexo
coroideo de ratones expuestos a V,0s5
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Grafica 2- Comparacion de grupos expuestos con el grupo control, mediante una prueba de
ANOVA, p*<0.05.
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7. DISCUSION

La exposicion al V,0s produjo aumento en la marca de dafio oxidante y presencia
de muerte celular por apoptosis en somas neuronales de neuronas piramidales de
corteza motora, y en cuanto al plexo coroideo también aumento la marca de 4-
HNE, se observd rompimiento de las uniones entre las células ependimarias y
desprendimiento del endotelio en los plexos coroideos de ratones con cuatro
semanas de exposicion a vanadio, siendo mayor la marca de dafio oxidante del
grupo con mayor numero de inhalaciones. La exposicion a V,0s induce aumento
en la generacion de ERO (Evangelou, 2002) e induce el proceso de peroxidacion
de lipidos (Valko et al., 2005), por lo que al generarse el mayor producto de esta
peroxidacion, el 4-HNE, juega un papel fundamental en el dafio oxidante y la

muerte celular observada.

7.1 Efectos del vanadio en la generacién de estrés oxidante

Los resultados obtenidos en corteza cerebral y plexo coroideo de ratones
expuestos a inhalaciones de V,0s, y que presentaron células positivas a 4-HNE,
indican la presencia de dafio oxidante en éstas estructuras, reflejando de esta
forma el efecto que ejerce el vanadio como generador de estrés oxidante. El
vanadio, al ser un metal de transicion, posee varios estados de oxidacion y puede
participar en reacciones que generan ERO. En el plasma, el vanadio es
rapidamente reducido a vanadil (iv) y transportado uniéndose a proteinas del
plasma como transferrina y albimina, o bien, puede entrar en las células por
medio de canales inespecificos. Este metal puede reaccionar con enzimas como
oxidasas de NADPH, causando la reduccion de oxigeno molecular para generar
radicales hidroxilo, los cuales aumentan su concentracion en presencia del H,0,,
por medio de la reacciéon tipo Fenton. Con esto, se genera estrés oxidante
(Evangelou, 2002).
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El V.05 es el compuesto de vanadio mas toxico y, por tal motivo, se esperaba que
al aumentar el nimero de inhalaciones, los efectos téxicos producidos por este
compuesto aumentaran su magnitud y ejercieran mayor dafio al tejido. Los 6xidos
de vanadio son labiles, es decir, pueden presentar rapido intercambio de
donadores de electrones. Dichos compuestos, en presencia de peréxidos, llegan a
formar perdxidos de vanadio y ligandos polidentados, formando a su vez
complejos peroxo-heteroligandos cristalinos, los cuales pueden cambiar el
potencial 6xido-reductivo del vanadio v y v, resultando en un debilitamiento entre
los enlaces V-O, y formar ligandos dioxigenados coordinados y O°. El anidn
superoxido puede formar peroxivanadil y vanadill hidroperoxido (V(iv)- OHY), todo
esto en presencia de oxidasas de NADPH en la mitocondria. Las reacciones de los

peréxidos de vanadio son:

2V(v) + NADPH -> 2V(y) + NADP* + H*

V(v) + O2->V(v) + O7

V(v) + O2 -> (V(v) — 00)

Ademas, el vanadil hidroperoxido, en presencia de iones de hidrégeno (H") puede

descomponerse produciendo H,O, y vanadio de esta forma:
(V(|V) + OOH) +H > V(V) + H>0»
La capacidad de éstos 6xidos de formar compuestos con alto potencial 6xido

reductivo y generar ERO, en especial el V;0s, les permite producir dafio sobre
proteinas, ADN vy lipidos (Evangelou, 2002).
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7.2 Peroxidacion de lipidos y 4-HNE en el Sistema Nervioso

Se sabe que las reacciones mediadas por los radicales libres pueden contribuir a
la acumulacion progresiva de productos de estrés oxidante toxicos y a los cambios
funcionales y estructurales que pueden sufrir los tejidos. Todos los componentes
celulares son sensibles al dafio oxidante producido por RL, en especial los lipidos
(Adibhatla y Hatcher, 2007). Este dafio es consecuencia de procesos
desencadenados por estrés oxidante, y en este caso, bajo la induccién de un
metal de transicién, el vanadio. La exposicion a este metal genera un aumento en
la produccion de RL, los cuales tienen preferencia por los acidos grasos
poliinsaturados, generando reacciones autocataliticas que oxidan y degradan
lipidos de membrana, por peroxidacién de lipidos. Estas reacciones inducen un
dafio preferencial si se trata de acido araquidénico, que al oxidarse, puede
provocar una sobreproduccion de enzimas que intervienen en su metabolismo y la

generacion de productos toxicos para la célula (Adibhatla y Hatcher, 2007).

El metabolismo de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) es controlado por la
FLA2 y acetiltransferasas, en un proceso conocido como “ciclo de deacetilacion-
reacetilacion”. En condiciones normales, los acidos grasos libres (FFAs) liberados
por FLA2 se unen rapidamente a los lipidos de membrana a través de procesos
dependientes de energia en el cual estan implicados CoA y ATP. Las fosfolipasas
son enzimas que catalizan el anclaje de acidos grasos en la membrana, y son de
particular importancia debido a que intervienen en la funcion sinaptica y regulan la
liberacion del AcAr), un precursor de la sintesis de los eicosanoides, incluyendo
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Kunz et al., 2002). Diferentes FLA2
participan en eventos fisiolégicos como dafio celular, inflamacion, y apoptosis.
Estudios recientes se han enfocado a los grupos mas numerosos de las FLA2; los
cuales son el grupo de FLAZ2 citosodlicas dependientes de Ca (cFLA2), el grupo de
las FLA2 secretorias (sFLA2), y el grupo IV de FLA2 dependientes de Ca (iFLA2).
Las cFLA2 presentan 3 isoformas, varios sitios de fosforilacion, y un sitio para
calmodulina de Ca. Una de las isoformas que presenta este grupo de enzimas

tiene preferencia para la hidrélisis de AcAr. Se considera a éstas enzimas como
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las mas importantes en la liberacién de este acido graso, que sirve para modular

procesos intracelulares (Sun et al., 2004).

El AcAr se metaboliza por las ciclooxigenasas (COX) y lipoxigenasas (LOX). Un
aumento en la produccion de ERO vy radicales libres, en particular el H,O, y OH,
son generados por procesos como el metabolismo oxidante de AcAr a través de
éstas enzimas, o por la induccion de metales de transicion que generan oxidos
toxicos como el V,0s. Otro tipo de ERO, OH', es formado a partir de H,O, también
en presencia de iones metalicos, como el vanadio, por medio de la reaccion tipo
Fenton. Una vez formado, este radical reacciona casi instantaneamente con varios
componentes celulares, incluyendo acidos grasos poliinsaturados de membranas
lipidicas. El radical superéxido no induce la peroxidacién directamente, pero puede
reaccionar con otros radicales como el 6xido nitrico (NO) para formar peroxinitrito
(ONOQ)), el cual si puede iniciar la peroxidacion. Como consecuencia, el aumento
en los niveles de ERO produce una sobreproduccion de FLA2, que induce la
oxidacién de lipidos de membrana, formandose peréxidos de lipidos, o lipidos
hidroperoxidos (Adibhatla y Hatcher, 2008) (Esquema 3).

VANADIO
Disfuncién mitocondrial E
Oxidasa de NADPH Especies Reactivas

<\ de Oxigeno

(OH, 0., H202)

Xantina oxidasa/ *
Acido araquidénico ~~Peroxidacion-delipidos—
/ COXy LOX ! \
Fosfolipasa MDA, HNE, Acroleina T GSH l

Esquema 3 — Diversas formas en que pueden incrementar los niveles de ROS, una de ellas
es la exposicion a vanadio. Estos niveles incrementados generan peroxidacién de lipidos,
produciendo productos aldehidicos toxicos y una disminucién en las concentraciones de
GSH (Modificado de Adibhatla 'y Hatcher, 2008).
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Los lipidos hidroperdxidos formados por peroxidacion, facilmente se descomponen
en multiples productos como son epoéxidos, alcoholes y aldehidos (Uchida, 2003).
Los aldehidos en particular, pueden afectar y modular, a concentraciones muy
bajas, funciones celulares, incluyendo transduccién de sefiales, expresion de
genes, proliferacion celular, etc. Estos grupos de aldehidos juegan un papel
importante al agregarse y cambiar la estructura de las proteinas, y pueden ser
clasificados dentro de tres familias: los 2-alquenalos, 4-hidroxialcanos y los
cetoaldehidos (Chiarpotto et al., 1995).

Los 4-hidroxialcanos representan el grupo mas prominente de estos aldehidos, y
dentro de este grupo, el mas representativo es el 4-HNE. Se ha sugerido que al
presentarse dafio oxidante en las membranas, 4-HNE puede acumularse en ellas
a concentraciones de 10 yM hasta 5mM. Estos fendmenos pueden darse con
mayor frecuencia en SNC, el cual presenta mayores concentraciones de lipidos, lo
gue lo convierte en un sistema muy susceptible a la peroxidacion (Uchida, 2003).

El 4-HNE vy los 4-hidroxialcanos son fuertes agentes alquiladores que reaccionan
rapidamente con los grupos sulfhidrilo de proteinas, enzimas, y aminoacidos como
cisteina, histidina y lisina. Comparado con los radicales libres, el 4-HNE junto con
otros aldehidos como MDA y acroleina, son moléculas muy estables y pueden
difundirse en la célula y atacar blancos especificos, siendo ademas mediadores de
otras rutas toxicas, como puede ser la ruta de muerte celular por apoptosis. Dentro
de los efectos generales producidos a concentraciones intracelulares bajas, el 4-
HNE estimula la fosfolipasa C, reduce la comunicacién de uniones Gap, y estimula
la migracién de neutréfilos. También estimula la expresion de varios genes, como
c-myb y genes globo, procolagena tipo 1, y aldosa reductasa, genes c-myb, y el

gen transformador de crecimiento factor 31 (Uchida et al.,1999).
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7.3 Toxicidad de 4-HNE y vanadio en corteza cerebral

En los resultados obtenidos en corteza cerebral se observo que hay presencia de
marca de 4-HNE especificamente en neuronas piramidales, la cual incrementa
conforme la exposicion a V205 es mayor. Dichas neuronas son glutamatérgicas de
proyeccion y mandan su informaciébn de manera conjunta, por lo que la
interconexion entre estas neuronas es vital (Tan et al., 1998). El glutamato es un
neurotransmisor excitador, el cual es utilizado por las neuronas para realizar el tipo
de sinapsis mas distribuido en los mamiferos. Los astrocitos estan intimamente
asociados a las sinapsis glutamatérgicas y juegan un papel clave previniendo la
acumulacion excesiva de glutamato extracelular en regiones sinapticas. Esta
asociacion entre glia y neuronas se da a nivel de contactos sinapticos entre las
neuronas, donde se requieren grandes cantidades de energia para soportar una

transmision sinaptica prolongada.

El glutamato liberado en exceso en el sitio sinaptico es tomado por los astrocitos y
es convertido a glutamina, un aminoacido no excitatorio. La glutamina es liberada
en el espacio extracelular, tomada por las neuronas y convertida nuevamente a
glutamato en las terminales presinapticas. Este glutamato disponible entra de
nuevo en las vesiculas sinapticas para que vuelva a ejercer su funcion excitatoria
durante la neurotransmisién. Ambas células, neuronas y astrocitos, expresan
transportadores de glutamato, pero se sabe que los astrocitos presentan mayor
capacidad para eliminar glutamato del espacio extracelular. Los transportadores
de glutamato mas conocidos son GLAST y GLT-1 en el caso del astrocito y para
neuronas el EAACI y EAAT4. Los transportadores de glutamato neuronales,
ejercen su actividad en la toma de glutamato durante su liberacién después de
haberse llevado a cabo una estimulacion presinaptica, mientras que los
transportadores del astrocito eliminan excesos de glutamato en el sitio sinaptico
(Hatton, 2002).
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La liberacion excesiva de este neurotransmisor dafia a componentes neuronales
como receptores y dendritas y provoca muerte neuronal. Uno de los mecanismos
que intervienen en estos procesos excitotoxicos es el dafio en la retencion de
glutamato en el astrocito, producido por los radicales libres de oxigeno. En este
estudio, el papel que representa la exposicion a un metal como el vanadio podria
inducir mecanismos oxidantes por medio de la peroxidacion, que generen
productos como el 4-HNE, el cual reacciona directamente con componentes que
participan en la sinapsis, como los transportadores de glutamato del astrocito,

ATPasa de Na'/K" y transportadores de glucosa neuronales.

La toxicidad del 4-HNE formado por peroxidacion en el SNC se relaciona
principalmente con su habilidad de alquilar grupos nucleofilicos y de reducir
considerablemente los niveles de antioxidantes como glutation. El 4-HNE es capaz
de reaccionar con proteinas que son clave para mantener la funcion sinaptica y la

comunicacion de las neuronas con los astrocitos (Kubatova et al., 2007).

Este aldehido altera el transporte del glutamato y la funciébn mitocondrial en
sinaptosomas corticales (LoPachin et al.,, 2009), reaccionando con el
transportador GLT-1 del astrocito, Otra de las enzimas mas susceptibles a sufrir
dafio por EL 4-HNE es la ATPasa de Na'/K', cuya funcién principal es el
mantenimiento de las concentraciones de K* y Na* intracelular y extracelulares,
para mantener el balance eléctrico de la membrana. El 4-HNE reacciona
rapidamente a esta enzima en sus grupos sulfhidrilos y provoca la pérdida de
actividad enzimatica, ademas de reaccionar con otros aminoacidos como la lisina
para formar aductos que interfieren con la funcién de la proteina (Siems et al.,
2003). Ademas, el vanadio también puede reaccionar directamente con esta

proteina integral de membrana e inhibirla (Morinville et al., 1998).

62



Aunado a esto se ha reportado que el 4-HNE es capaz de unirse e inhibir
componentes esenciales para la funcién sinaptica y para la sobrevivencia
neuronal, como es la inhibicion de la ATPasa de Na'/K*, generando la pérdida del
potencial de membrana de la neurona y una acumulacion de glutamato
extracelular, debido a que el 4-HNE también inhibe a uno de los transportadores
de glutamato del astrocito, el GLT-1, y al transportador de glucosa neuronal,
GLUTS3, alterando la produccion de energia de la neurona. Dichos efectos se
suman a otros efectos toxicos de componentes asociados a la sobreactivacion de
enzimas como fosfolipasas y adenilatociclasa, por alteracion de la proteina Gagi1
por parte del 4-HNE. La suma de dichas alteraciones puede provocar una
sobreexcitacion de las neuronas, generando como consecuencia muerte celular
(Uchida, 2003) (Esquema 3).

Por otra parte la exposicién a vanadio induce estrés oxidante, que podria alterar
enzimas que participan en procesos metabdlicos basicos para la neurona. La
mitocondria de las neuronas es uno de los sitios que son susceptibles a sufrir
alguna disfuncion por la accion del 4-HNE. Se ha observado que el 4-HNE altera
la funcién en los complejos mitocondriales 1 y 2. En el cerebro, la enzima primaria
que cataliza la oxidacion del 4-HNE en la mitocondria pertenece a la clase de las 5
aldehido deshidrogenasa (ALDH5A). Debido a que las ALDHs son enzimas
dependientes de NAD", el 4-HNE se difunde facilmente por la matriz mitocondrial y
provoca la inhibicion del complejo 1 y bloquea la oxidacion de NADH a NAD®,
generando disfunciébn mitocondrial, elevando los niveles de ERO y estimulando
una sobreproduccién de FLA2. Como se habia mencionado previamente en los
antecedentes, existe un sistema antioxidante que reacciona e inhibe a los
aldehidos producto de la peroxidacion. La ruta metabdlica preferencial para 4-HNE
es la conjugaciéon con GSH, especialmente con glutation s-transferasas, la mayor
ruta de eliminacion de 4-HNE, aunque también puede ser metabolizado por
aldehido deshidrogenasa y aldosa reductasa. Sin embargo, en presencia de
vanadio, que genera estrés oxidante por incremento en la produccién de ROS,
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NO, y ONOQO/, el dafio oxidante en las membranas puede incrementar a tal grado
durante el proceso de peroxidacion, que el 4-HNE puede ser producido a
concentraciones de hasta 5mM, siendo la reduccion de GSH uno de los primeros
efectos de este aumento, por lo que este sistema antioxidante no esta apto para
compensar tales concentraciones (Raza y John, 2006; Chen et al., 2002; Kubatova
et al., 2007).

Uno de los componentes del citoesqueleto susceptible a 4-HNE y a vanadio, son
los microtubulos, conformados estructuralmente por heterodimeros de tubulina (a
y B tubulina). La exposicion a V,0s induce un decremento en los niveles de la
gamma-tubulina en células germinales y somaticas de testiculo de raton (Mussali-
Galante et al. 2005), y la exposicién de los microtubulos al aldehido rompe con su
estructura en cultivos de células de neuroblastoma, siendo la tubulina un blanco
preferencial, la cual sufre alteraciones y provoca que los microtibulos no se
polimericen. Ademas, pueden provocar muerte celular de otros tipos celulares
como fibroblastos, miocitos y neuronas y un a disminucion significativa en los

niveles de GSH en estas mismas células. (Sastry, 1985; Neely et al., 2005).
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Esquema 4- En este esquema se ilustra la peroxidacion inducida por de lipidos inducida por
el vanadio, produciendo mayores concentraciones de 4-HNE, el cual reacciona con enzimas
gue participan en las sinapsis glutamatérgicas de corteza cerebral y esto puede provocar
que la célula muera por excitotoxicidad.
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En cuanto a los resultados obtenidos con DAPI, en los cuales observamos
presencia de nlcleos apoptéticos en las neuronas piramidales de corteza cerebral.
Se sabe que la exposicion a vanadio puede afectar los niveles de fosforilacion
intracelular por inhibicion de proteinas fosfatasas y rutas de sefalizacién, donde
pueden intervenir INK, SAPK y p38. El 4-HNE induce muerte celular por apoptosis
mediante procesos que implican acumulacién de Ca intracelular, activacion de
kinasas c-Jun, delecién de glutation, y activacion de caspasas dependientes de
Fas (Bruckner y Estus, 2002; Lim et al., 2006). Otros estudios muestran que el 4-
HNE induce la liberacién de citocromo-c, el cual inicia apoptosis induciendo la
formacién de una proteasa apoptotica que activa caspasa 9 en presencia de ATP.
La caspasa 9 se ancla y activa a la caspasa 3, provocando la fragmentaciéon de
ADN y la muerte celular. La liberacién de citocromo c¢ dentro del citosol puede ser
considerado como un blanco potencial para la regulacién de apoptosis inducida
por 4-HNE (Ji et al., 2001).

La localizacion en la marca sobreexpuesta de 4-HNE y DAPI muestra en varias
neuronas piramidales positivas que esta marca del aldehido se distribuye en todo
el soma y ademas con el DAPI se observa el nlcleo apoptético en el mismo soma.
Una vez que el vanadio indujo estrés oxidante y se generd la peroxidacion, el 4-
HNE producido en altas concentraciones genera efectos genotéxicos diversos,
presentando un papel importante en la funcién y actividad de varios factores de
transcripcion, que son regulados a su vez por MAP kinasas. El aldehido modula
los genes TGFB1 y coldgena tipo 1 en concentraciones de 1-10 uM, los cuales
requieren un sitio activo de un factor de transcripcion para la proteina activadora
(AP-1). El 4-HNE activa también AP-1 y desregula significativamente NF-kB. Es
activador de JNKs, promoviendo su translocacién en el nacleo (Esterbauer et al.
1991). En otros estudios realizados en cultivos celulares, 4-HNE activa las cinasas
de los oncogenes c-jun, p46 y p54 por union directa, y utiliza mas de una ruta para
llevar informaciéon al nucleo. Se ha sugerido que el 4-HNE no reconoce un solo
receptor en especifico, sino que interactia no especificamente con diferentes
receptores de superficie o intracelulares. La activacion de proteinas tirosina
cinasas es uno de los pasos clave en la expresion de c-Jun inducida por 4-HNE en
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las células. Dicho gen, una vez activado, puede activar otros genes. Primero, la
fosforilacion de c-jun activa su propia transcripcion, incrementando su
disponibilidad para la formacion del complejo AP-1. Segundo, la fosforilaciéon de c-
jun también incrementa la actividad de nuevos factores de AP-1 formados,
permitiendo la actividad transcripcional de AP-1 para ser activada. También hay
induccién de 4-HNE hacia p38 pero no para ERK. La activacion de JNK ha estado
implicada en inducir apoptosis en respuesta a la falta de factores de crecimiento y
otros estimulos del ambiente (Esterbauer, 1991; Ji et al., 2001; Leonarduzzi et al.,
2000; Eckl, 2003).

7.4 Toxicidad de vanadio y 4-HNE en plexo coroideo

Una vez que el vanadio entra al organismo, se une a proteinas como transferrina y
albumina, para ser transportado en el plasma y puede llegar al SNC sobrepasando
la barrera hematoencefalica o a través de los plexos coroideos directamente
(Barceloux. 1999; Yokel, 2006; Radisky y Kaplan, 1999).

Una vez dentro del SNC, el vanadio induce un aumento en los RL que tienen
preferencia sobre los lipidos. El dafio generado como consecuencia de la
peroxidacion puede observarse mediante la marca de 4-HNE en la estructura del
plexo coroideo, la cual se presentd en células ependimarias y en el endotelio. Se
sabe que el 4-HNE es facilmente metabolizado por células endoteliales de la
BHE. Sin embargo, estas células endoteliales de la barrera, presentes en forma de
monocapas epiteliales, y actian como barrera entre la sangre y el tejido, se vieron
expuestas a un fuerte compuesto toxico como el V,0s, y por lo tanto pudo ser el
punto de partida para dafar al tejido. La sensibilidad del endotelio al 4-HNE fue
probada mediante un estudio realizado en células endoteliales de porcino
clonadas. El 4-HNE indujo en éstas células aberraciones cromosOmicas a
concentraciones de = 1 uM y microndcleos a concentraciones de = 10 uM. (EckI,
2003).
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Como se menciond previamente, otro elemento de la barrera que es blanco
preferencial, son los astrocitos. EI 4-HNE altera el transporte de glutamato en
éstas células, impidiéndole cumplir con una de sus funciones basicas como es la

retencion de glutamato. (Blanc et al., 1998).

Se sabe que el vanadio inhibe enzimas que realizan reacciones de fosforilacion.
Los compuestos de vanadio modulan la fosforilaciébn de varias proteinas, como
son AP-1, MEK-1, ERK-1, JNK-1, PI-3K, y NF-kB, todas son proteinas efectoras
de rutas de sefalizacién que son susceptibles al dafio causado por el aumento en
produccion de ERO. La activacion de estas rutas de sefializacion estd mediada
por la fosforilacion de tirosinas, dependientes en la actividad de proteinas
fosfatasas y fosfocinasas. En presencia de peroxidos de vanadio, se promueve la
inhibicion de fosfotirosinas, resultando en la acumulacion de proteinas tirosina
fosforiladas (TPPs). La acumulacion excesiva de estas TPPs inicia una cadena
oxidante con abundante producciéon de anién superédxido el cual cataliza la
formacion de perdxidos de vanadio adicionales, estableciendo un circulo vicioso.
Los dafios en estas enzimas generan una separacion en las uniones intercelulares
de las células ependimarias que forman parte del plexo coroideo (Huyer et al.,
1997; Radisky y Kaplan, 1999) (Esquema 4). Ademas, se sabe por resultados
previos observados en nuestro grupo de laboratorio que la inhalacion a V,0s
induce una pérdida de cilios en células ependimarias de cuarto ventriculo de
ratones, desprendimiento de su membrana basal y rompimiento de uniones

intercelulares (Avila-Costa et al., 2005).
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Esquema 5- llustraciéon en la cual se observa que la exposicién a vanadio puede interactuar
directamente con proteinas que realizan reacciones de fosforilaciéon e inhibirlas, provocando
la separacion entre las células ependimarias de la BHE, o bien, induce peroxidacién de
lipidos, cuyos efectos se veran reflejados en el desprendimiento de la membrana basal, de
las células ependimarias, separacion entre éstas células y desprendimiento del endotelio.
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7.5 Enfermedades neurodegenerativas y su relacion con la exposicion a vanadio y
a 4-HNE

La neurodegeneracion es una serie de procesos complejos y multifacéticos que se
asocian a diversas enfermedades cronicas. Estos procesos afectan a una
poblacion de células nerviosas e implican muerte celular progresiva (Gaeta y
Hider, 2005).

Las enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer son
multifactoriales. Dentro de los factores exdgenos estan los ambientales, en los que
estd implicada la exposicibn a metales, los cuales desencadenan factores
metabdlicos tdxicos por estrés oxidante.

Uno de los blancos preferenciales del estrés oxidante son los lipidos, por lo que se
ha identificado alteraciones en proteinas que participan en el metabolismo de los
lipidos, asi como efectos toxicos generados por productos de la peroxidacion,
como el 4-HNE.

En la enfermedad de Alzheimer, se presenta una desregulacion de FLA2 en
personas que la padecen. Estudios realizados en cultivos de neuronas corticales
se ha observado fosforilacién de cFLA2, y sobreliberacion de AcAr por activacion
de la via de oxidasa de NADPH, que provoca un aumento en la generacion de
ERO, y activacion de ERK. Ademas, se ha observado disfuncion mitocondrial
inducida por el péptido AR a través de cFLA2 y iFLA2 en cultivos de astrocitos
corticales (Adibhatla y Hatcher, 2008).

El incremento de 4-HNE observado en corteza cerebral de ratones expuestos a
vanadio podria relacionarse con procesos que se presentan en las enfermedades
de Alzheimer y de Parkinson. El transporte de glutamato es inhibido en cerebros
de pacientes con Alzheimer, ademas de que el 4-HNE se encuentra en altas
concentraciones en cerebros de pacientes con la enfermedad (McGrath et al.,

2001). La oxidacién de proteinas resulta de la accion por una sobreproduccion del
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péptido AB, formando placas neurofibrilares extracelulares. Ademas, este péptido
se oxida, aumentando los niveles de ERO, generando 4-HNE, el cual reacciona
nuevamente con el péptido, para incrementar su concentracion en corteza cerebral
y su toxicidad. Dichas postulaciones se hicieron en base a estudios que evaluaban
la adicién de de AB y 4-HNE en cultivos de sinaptosomas corticales, lo que resulta
en la inhibicion del transporte del glutamato, por la accion del 4-HNE al
transportador GLT-1, resultando en una disminucion en el transporte de glutamato
en esta enfermedad. (Launderback et al., 2001; Subramaniam et al., 1997; Mark et
al., 1997).

Otro componente que forma parte del metabolismo de lipidos y que esta
relacionado con enfermedades neurodegenerativas son las COX. Su contribucion
a estas patologias esta asociada a su modificacién sinaptica. Estas enzimas
participan en vias de sintesis de prostaglandinas, tromboxanos y ecosanoides al
liberarse AcAr. La inhibicion de estas enzimas suprime la neurotransmision
glutamatérgica excitatoria y su potenciacion a largo plazo. La COX-2 esta
asociada a membranas y esta expresada constitutivamente en SNC (neuronas,
astrocitos, microglia y endotelio), en especial en estructuras como hipocampo y
corteza cerebral. La induccién de estrés oxidante generada por los metales,
produce un aumento en los niveles de ERO, los cuales actlian directamente sobre
las ciclooxigenasas, oxidandolas y generando mayor aumento en ERO (Adibhatla
y Hatcher, 2007).

La relacion que presenta el 4-HNE en la enfermedad de Parkinson se relaciona
con la oxidacién de proteinas que se encuentran en las neuronas dopaminérgicas

y la acumulacion de proteinas ubiquitinizadas degradadas por el proteosoma.

Algunas de las modificaciones que sufren estas proteinas que seran degradadas
provocan un incremento en la susceptibilidad de ser oxidadas por productos de la
peroxidacion lipidica, debido probablemente a un incremento en la superficie

hidrofébica de la proteina. La oxidacion de estas proteinas causa una exposicion
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de sitios hidrofobicos que son marcados con ubiquitina para ser reconocidos por el
proteosoma. Las proteinas modificadas por conjugacion con 4-HNE se convierten
en sustratos pobres para su degradacion en el proteosoma y en consecuencia, se
acumulan agregados de proteinas en la célula debido a que no pudieron ser

reconocidas por el proteosoma (Hyun et al., 2002).

El dafio observado en neuronas piramidales de la corteza motora podria
relacionarse con una disminucion en la actividad locomotora de ratones expuestos
a vanadio reportada previamente (Garcia et al., 2004; Cortés et al., 2008). Por otra
parte, las alteraciones observadas en el plexo coroideo se correlacionan con la
ruptura de la BHE en epitelio ependimal, reportada por Avila-Costa y cols. en
2004. Las alteraciones en la barrera y el plexo pueden involucrar un deterioro en la
produccion del LCR, generando muerte neuronal.
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8. CONCLUSIONES

La inhalacion de V,;0s produce dafio oxidante y muerte celular por
apoptosis en neuronas piramidales de la corteza cerebral, pérdida de
uniones intercelulares de las células ependimarias y desprendimiento del
endotelio y de su membrana basal en el epéndimo. El dafio a estas
estructuras se incrementd conforme el tiempo de la exposicidon a este

compuesto se incremento.

Los resultados obtenidos se relacionan con uno de los efectos toxicos que
presenta el vanadio, el cual induce la formacién de ERO, generando estrés
oxidante, el cual actida principalmente sobre lipidos membranales,

produciendo peroxidacion lipidica y su producto mas téxico, 4-HNE.

La relevancia de este estudio se relaciona con el papel que representa el
estrés oxidante como uno de los posibles factores causantes de
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson que se
presentan con mayor frecuencia en ciudades con altos indices de
contaminacién, generada por la acumulacién de multiples compuestos entre

los que destacan los metales por inducir estrés oxidante.
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9. ANEXO

Técnica de inmunofluorescencia
Desparafinar tejidos (toda la noche en xilol)
Pasar muestras por el tren de xilones
Enjuagar muestras con agua normal
Colocar en un koppling con PBS

Colocar 500 ml de H202 en la olla de presién y dentro de ella colocar el

koppling con las laminillas en Declere

- Dilucién 1:20 (2 ml Declere, 38 ml agua desionizada)
Enfriar muestras a 4°C
Tratar tejidos con etanol absoluto por 10 minutos a 4°C

Se permeabiliza | tejido con solucién de tritdbn X-100 al 0.2% a temperatura

ambiente por 5 min.

Se hacen dos lavados (de 5-10 min. c/lavado) para eliminar el triton con
PBS

Tratamiento con azul de Evans (1:100) PBS 10 min. a temperatura

ambiente

Blogueo de de unidn inespecifica con PBS-Albumina al 0.5% de albumina

libre durante 30 minutos a temperatura ambiente
Se incuban los cortes con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C

Se hacen 3 lavados (10 min c/u) con PBS, con la intension de eliminar los

excesos del anticuerpo primario

Se incuban nuevamente los cortes de tejido, con el anticuerpo secundario

diluidos 1:200, durante 2 hrs a temperatura ambiente

Se lavan nuevamente 3 veces y se procede a montar las preparaciones,

una gota de Vectashield y se coloca el cubreobjetos
Se conservan en refrigeracion hasta el andlisis en el microscopio

Se analizan las preparaciones en microscopio confocal
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