UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Alteraciones en la neurogénesis, funcion y citologia de
las neuronas granulares del giro dentado, producidas
por la inhalacion de vanadio. Diferencias por sexo.

TES STIS
Que para obtener el titulo de
BIOLOGA

PREGSENTA:
CAROLINA VEGA BAUTISTA
DIRECTORA DE TESIS
Dra. LAURA COLIN BARENQUE

2012




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del jurado

1. Datos del alumno

Apellido paterno: Vega

Apellido materno: Bautista
Nombre(s): Carolina
Teléfono: 52596388
Universidad: Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad o escuela: Facultad de Ciencias
Carrera: Biologia
Numero de cuenta: 304302202
2.Datos del Tutor

Grado: Dra.

Apellido paterno: Colin

Apellido materno: Barenque
Nombre(s): Laura

3. Datos del sinodal 1

Grado: Dra.

Apellido paterno: Gonsebatt
Apellido materno: Bonaparte
Nombre(s): Maria Eugenia
4. Datos del sinodal 2

Grado: Dr.

Apellido paterno: Ramirez
Apellido materno: Rodriguez
Nombre(s): Gerardo Bernabé
5. Datos del sinodal 3

Grado: Dr.

Apellido paterno: Carrillo
Apellido materno: Mora
Nombre(s): Paul

6. Datos del sinodal 4

Grado: M. en C.
Apellido paterno: Bizarro
Apellido materno: Nevares
Nombre(s): Martha Patricia

7. Datos del trabajo escrito

Titulo: Alteraciones en la neurogénesis, funcion y citologia de las neuronas
granulares del giro dentado, producidas por la inhalacion de vanadio. Diferencias
por sexo.

Numero de paginas: 54

Ano: 2012




Agradecimientos y dedicatorias

Mama, papa, hermanita, les dedico ustedes mi primer trabajo escrito, mil gracias por
todo el apoyo y la ayuda que siempre me han brindado, gracias a ustedes he podido realizar
una de mis metas con gran satisfaccion, los amo.

Ray, también te dedico esta tesis, por estar a mi lado, por ayudarme y apoyarme en
todo momento, porque estuviste presente y fuiste parte de esta experiencia, muchas gracias,
te amo.

Laura, te quiero agradecer inmensamente todo lo que me ensefaste en este tiempo,
gracias por tu infinita paciencia, por tu apoyo y por tu guia durante este trabajo. Gracias a
ti creci como estudiante y me llevo muchisimos nuevos conocimientos y experiencias
satisfactorias. Mil gracias.

Paty, Marce, Adri, muchas gracias por todos sus comentarios, por haberme brindado su
ayuda durante el tiempo que estuve en el laboratorio, gracias a ustedes tuve una calida
estancia.

Paco y Armando, muchas gracias con su apoyo en la toma de fotos y videos con la
prueba del laberinto acuatico de Morris y por sus comentarios constructivos sobre la tesis,
siempre fueron reconfortantes.

Tere, gracias por permitirme ser parte del gran equipo de trabajo que es el laboratorio,
ha sido una muy grata experiencia.

Ani, Dino, Andy, Vero, Stefi, gracias por brindarme su amistad y por todos los
momentos que hemos pasado en el laboratorio, las quiero mucho.

A todos mis amigos, por estar a mi lado apoyandome y pasando buenos momentos
juntos, Miriam, Sofi, desde la secundaria nos hemos estado apoyando, gracias por su
amistad y carifio, las adoro, Ivonne, Andy, gracias por esta linda amistad que tenemos, con
ustedes he vivido muchas aventuras, las quiero mucho. Lupi, Citla, Cris, ustedes fueron mis
primeros amigos en la facultad y por ello valoro mucho nuestra amistad, gracias por todos
los momentos que vivimos juntos.

También agradezco al comité revisor de la tesis por todos sus comentarios y
sugerencias;
— Dra. Laura Colin Barenque

— Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte
— Dr. Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez
— Dr. Paul Carrillo Mora

— M. en C. Patricia Bizarro Nevares

Asi como al laboratorio de Técnicas Histologicas del Departamento de Biologia celular
y Tisular, de la Facultad de Medicina, en especial a la Técnica Académica Verdnica



Rodriguez Mata y al Laboratorio de Inmunoterapia e ingenieria de Tejidos, por prestarnos
su microscopio para la toma de fotografias.

Y a todos aquellos que pusieron su granito de arena durante mi formacion como
estudiante y como persona. Muchas gracias.

Este trabajo fue apoyado parcialmente por el proyecto DGAPA PAPIIT IN 220211



INDICE

RESUMEN. ...t e e e e e e 1
L IntroducCiON. ..o e 3
1.1 Contaminacidén ambiental................c.ooiiiiiiiiiii i, 3
1.1.1 Contaminacion en [a ZMVM...........ooiiiiiiiii e, 3
1.1.2 Particulas suspendidas...........cccoviiiiiiiiiiiiiiii e 4
1.2, Vanadio. .....oouiiiiii e e 5
1.2.1 Caracteristicas enerales..........ovvuiiiiiiieiie i 5
1.2.2 Usos y Fuentes de emiSiOn............oovuviiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeaneennn 6
1.2.3 Vias de exposicion al vanadio..............ccooiiiiiiiiiii i, 7
1.2.4 Toxicidad del vanadio...........ooeeiiiiiiiii i e, 8
1.2.5 EStrés oXidante. .......ooouuiiiiiiiiii i e e 9
1.2.6 Efectos toxicos en €l SNC.........ooiiiiiiiiiiiiiii e, 10
1.3 Estrés oxidante y enfermedad de Alzheimer............................... 11
1.4 Formacion hipocampal...........cooooiiiiiiiiiii e, 12
1.4.1 Estructuras de la formacién hipocampal........................ooeeeasl. 12
1.4.2 Giro dentado.........ooviiiiiiii e, 13
1.4.3 Neurogénesis en giro dentado en adulto.........................ooeeea. 15
1.5 Dimorfismo sexual en SNC...........cooiiiiiiiiii e, 18
2. JUSHHEICACTON. ..ttt e 19
R TR 01073 19
@ o) 115 01 20
4.1 Objetivo general.........ooiiiiiii i 20

4.2 Objetivos partiCulares. .......c.vvverieiii i e 20



INDICE

S MELOAO. ..t 21
5.1 Laberinto de MOTTIS. ...o.uuiniii i 21
5.2 Exposicion a vanadio y SacrifiCio.........ooeviviiiiiiiiiiiii i, 21
5.3Cuantificacion de espinas dendriticas...........oovvviiiiiiiiiiiiiieinnn.. 22
R N 1 TeYe4<) 1 11 22
6. Resultados. .. ...ooiniii 23
6.1 Memoria espacial..........c.oiiiiiiii i e 23
6.2 Densidad de espinas dendriticas.............cooveiiiiiiiiiiiiiiie e, 25
(R I TeYe4<) 1 1o 30
R B 1 LT3 T ) U 34
B CONCIUSION. ...ttt e e 44
RN 1) €0 45
9.1 Laberinto de MOTTIS. ......oiiniiiiee e 45
9.2 Técnica de Golgi rapida.........c.ovviiiiiiiiii e e 46
9.3 Inyeccion de BrdU..........oooiiiiiiii e 47
9.4 Inmunohistoquimica para BrdU.................cocoiiiiiiiiiiii 47

10. Bibliografia.........c.oooiiiiii e 48



ABREVIATURAS

ANOVA Analisis de Varianza
AMPc Adenosin monofosfato ciclico
AMPA A-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propianato
BrdU Bromodeoxiuridina
CA Cuerno de Amon
Ca Calcio
CREB Proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
GD Giro Dentado
H,0, Peroxido de hidrogeno
HOO® Radical hidroperoxido
LTP Potenciacion a largo plazo
MMP’s Metaloproteinasas
NMDA N-Metil-D-aspartato
0O, Radical Superoxido
OH" Radical Hidroxilo
PKA Proteina quinasa A
PM Particulas suspendidas
ROS Especies reactivas de Oxigeno
Shh Gen Sonic Hedgehog
SNC Sistema Nervioso Central
SOD Superoxido dismutasa
TH Tirosina Hidroxilasa
V105 Pentdoxido de Vanadio
Vav) Vanadil
V) Vanadato
ZMVM Zona Metropolitana del Valle de México

Zona Subgranular




RESUMEN

La contaminacién ambiental es un problema que afecta la salud de la poblacién a nivel
mundial, principalmente en las ciudades en desarrollo como es el caso de la Zona
Metropolitana del Valle de México (ZM VM), debido a sus caracteristicas socio-geograficas
como el incremento de la actividad industrial y del parque vehicular que desprende
emisiones gaseosas que contribuyen a la contaminacion.

Entre las emisiones que se liberan a la atmdsfera a partir de la quema de combustibles
fosiles se encuentran las particulas suspendidas, donde se adosan metales como el vanadio,
que se encuentra en altas concentraciones en la mezcla de petréleo mexicano y sus
derivados. Es por eso que la principal via a la que la mayoria de la poblacion se encuentra
expuesta al vanadio es la inhalada.

Se sabe que la exposicion a vanadio produce alteraciones en el Sistema Nervioso
Central (SNC). En estudios previos de nuestro grupo de trabajo, utilizando un modelo por
inhalacion de vanadio, se observo alteracion de la memoria espacial y decremento en el
numero de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo. Ademas si se mantiene un periodo de 8 semanas postexposicion sin el metal,
se observa que permanecen las alteraciones producidas por la inhalacién de vanadio, en las
regiones CAl y CA3 en machos, mientras que en las hembras se observa recuperacion
parcial de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales y recuperacion de la memoria
espacial.

Debido a que el Giro Dentado (GD) es una estructura perteneciente al hipocampo, que
esta involucrado en procesos de memoria y cognicion y presenta neurogénesis en el adulto,
se planted como objetivo de este trabajo determinar las alteraciones conductuales y
citologicas producidas en el GD, dentro del mismo modelo de inhalacién a vanadio durante
4 semanas, con y sin tiempo de postexposicion de 8 semanas en ambos sexos.

Se evalu6 la memoria espacial de 20 ratones macho y 20 ratones hembra de la cepa
CD-1, en el Laberinto acuatico de Morris, asi como la neurogénesis y la densidad espinosa
de las neuronas granulares del Giro dentado, por medio de la técnica de Golgi rapida y la

inmunohistoquimica para BrdU respectivamente.




Para su estudio y evaluacion, se formaron seis grupos; grupo control, grupo expuesto
durante 4 semanas a V,0Osy grupo post-expuestopor 8 semanas, subdivididos cada uno en
hembras y machos.

Los resultados mostraron que el vanadio produce alteraciones en la memoria espacial,
disminucién de la densidad espinosa y en la neurogénesis en ratones macho y hembra a las
4 semanas de exposicion al vanadio.

A las 8 semanas post-exposicion los machos presentan recuperacion de la memoria
espacial, tendencia a aumentar la densidad espinosa y la neurogénesis. Mientras que las
hembras no presentaron alteraciones de la memoria espacial y aumento significativo de la
densidad espinosa, lo que nos indica que hay diferencias entre sexos.

Finalmente, podemos concluir que el giro dentado es una estructura cerebral que

mostro plasticidad citoldgica y funcional en un periodo de dos meses de post-exposicion.




1. INTRODUCCION

1.1 CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacion ambiental se define como la presencia de concentraciones elevadas,
de alguna sustancia en el ambiente la cual puede causar algiin cambio fisico, quimico o
biologico en la calidad del aire, agua o suelo. (Yang y cols., 2008)

La contaminacion ambiental se origina de dos fuentes; la natural y la antropogénica. La
natural comprende erupciones volcéanicas e incendios forestales naturales, mientras que la
antropogénica tiene su origen en la industria, el comercio y el transito vehicular que
implica la quema de combustibles fosiles. (Bernstein, 2004; Mayer, 1999)

En las ultimas décadas la contaminacion se debe esencialmente al incremento de la
demanda y consumo de energia en todo el mundo, la mayoria de esta energia proviene de
la quema de combustibles fosiles como el carbon, el gas natural y el petrdleo. (Rojas
2007)

Actualmente, los combustibles fosiles proveen casi el 88% del total de la energia que se
consume en todo el mundo, siendo el principal problema de la contaminacion atmosférica
global la cuadl es responsable de dafios al ambiente, a la salud publica y a la calidad de vida
(Rojas, 2007)

Particularmente se ha observado, que la contaminacién atmosférica se incrementa en
lugares con alta urbanizacion y gran crecimiento industrial y tecnologico como las grandes
ciudades, por ejemplo la Zona Metropolitana del valle de México. (Caldreén y cols.,

2008;Rojas, 2007)

1.1.1 CONTAMINACION ATMOSFERICA EN LA ZONA METROPOLITADA
DEL VALLE DE MEXICO (ZMVM)

México es un pais que presenta problemas de contaminacion ambiental principalmente
en las zonas en vias de desarrollo urbano, industrial y tecnolégico como es el caso de la
Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) (Caldreén y cols., 2008;Rojas 2007;
SMA, 2010)




Actualmente, la ZMVM es uno de los sitios mas contaminados del pais, debido a sus
caracteristicas socio-geograficas: su area comprende el Distrito Federal mas 59 municipios
del Estado de México, los cuales suman 7732km2, es una cuenca hidrologica situada a
2,240 metros sobre el nivel del mar, la cual se encuentra rodeada por una serie de volcanes
y montafias con una altura promedio de 1000m sobre la parte central de la ZMVM, lo que
no permite una adecuada dispersion de los contaminantes (Calderén y cols., 2008; SMA,
2010).

En esta zona habitan cerca de 20 millones de personas y operan alrededor de 35,000
industrias en 54 zonas industriales, ademas debido a la falta de transporte publico eficiente,
cada afio incrementa el parque vehicular particular, por lo que hoy en dia circulan cerca de
4 millones de vehiculos, los cuales consumen cerca de 40 millones de litros de combustible
al dia que eventualmente emiten al aire cerca de 2.6 millones de toneladas de particulas y
gases contaminantes al afio. (Vallejo y cols., 2003; Mckinley y cols., 2005;Calderon y cols.,
2008; INEGI, 2010).

En consecuencia se ha observado,un constante incremento en los niveles de particulas
suspendidas las cuales han sido asociadas con la morbilidad y mortalidad humana, como las
enfermedades cerebro-vasculares y enfermedades neurodegenerativas. (Mckinley y cols.,

2005;Calderon y cols., 2008; Amador y cols., 2011)

1.1.2 PARTICULAS SUSPENDIDAS

Las particulas suspendidas son una mezcla heterogénea de particulas solidas y liquidas,
que se encuentran en el aire. Hay dos tipos de particulas, las particulas primarias que se
emiten directamente a la atmoésfera, como el diesel y las secundarias, las cuales se crean a
través de la transformacion fisico-quimica de los gases como el nitrato y el sulfato.

Se ha observado que la inhalacion de estas particulas derivadas de la contaminacion,
estan asociadas con dafios en diferentes sistemas, ya que pueden ser vehiculo de sustancias
toxicas, como los metales. Uno de los sistemas que se ve afectado es el sistema nervioso,ya
que puede incrementar la oxidacion lipidica y el estrés oxidante. (Morgan y cols., 2011;

Vallejo y cols., 2002)




Para su estudio las particulas suspendidas se clasifican principalmente en tres grupos de

acuerdo con su tamafio:

* PMI10 o particulas burdas: Su diametro es de 2.5-10u, y son particulas que
pueden entrar a las vias aéreas altas, derivadas del polvo de tierra, escombros de
construccion, o agregados de pequenas particulas de combustion, asi como
metales, sal marina o polen.

* PM 2.5 o particulas finas: Su diametro es menor de 2.5u pero mayor que 0.1,
estas pueden llegar hasta los alvéolos. Estas particulas generalmente se
originan a partir de la combustion, principalmente de diesel, incluyendo el
carbono, el plomo y el vanadio

* PM «0.1 o particulas ultrafinas: Su didmetro, como su nombre lo indica, es
menor a 0.1y, y son capaces de llegar hasta los alvéolos y acumularse ahi
debido a su tamafio. Son el resultado de los procesos de combustion de gasolina
y diesel, su tiempo de vida es corto debido a que tienden a unirse a particulas de

mayor tamano. (Bernstein, 2004; Fortoul y cols., 2007; Vallejo y cols., 2003)

Uno de los metales que se encuentran adosados a las particulas suspendidas es el
vanadio, el cudl es desprendido hacia la atmdsfera,principalmente a partir de los procesos

de la quema de combustibles fosiles.

1.2 VANADIO

1.2.1 CARACTERISTICAS GENERALES.

El vanadio fue descubierto en el afio de 1801 por el quimico espafiol Andrés Manuel del
Rio, quien lo nombr6é por primera vez eritronio, sin embargo,el cientifico sueco Nils
Sefstrom en el ano de 1831 lo nombro6 vanadio, aludiendo la belleza de la Diosa Vanadis,
ya que sus sales poseen hermosos colores. (Garcia, 2006; Mukherjee y cols., 2004)

El vanadio es miembro del grupo VB de la tabla periodica, presenta diversos estados de

oxidacion que van del -1, 0,+2,+3,+4 (el mas estable) y hasta el +5, siendo la forma mas

e
5




predominante en el ambiente, formando asi, un gran nimero de compuestos. (OMS, 1995;
Rodriguez y cols., 2006)

Es el elemento nimero 22 mas abundante en la corteza terrestre, fusionado con otros 68
minerales diferentes y se le encuentra también en alimentos, aunque en pequefia cantidad,
como cereales, pescado, frutas frescas y vegetales, en una mayor cantidad solamente en
hongos, almejas, pimienta negra, entre otros. (Mukherjee y cols., 2004;Garcia, 2006;

Barceloux, 1999)

1.2.2 USOS Y FUENTES DE EMISION

La produccion mundial anual de vanadio es de 5.8 millones de kilos, del cual el 75% es
utilizado en la industria metaliirgica para la produccion y limpieza de aceros especiales y
para mejorar la calidad de las superficies de vaciado en la fundicion. (UPC, 2007)

El vanadio también es utilizado para hacer el vidrio, barnices y esmaltes para porcelana
y ceramica, en lacas y pinturas, como mordientes en la tincion de telas y en sustancias
quimicas fotograficas, sustancias quimicas luminiscentes y tubos de rayos catodicos. Las
aleaciones de vanadio no ferroso se emplean en la industria nuclear y aeroespacial, también
se utiliza como aditivos para el hule (OMS, 1995; Barceloux, 1999)

El pentoxido de vanadio y los vanadatos se utilizan como catalizadores en la
produccion de 4cido sulfurico, en la oxidacion de compuestos orgénicos, en el cracking del
petroleo y en convertidores cataliticos para los gases de escape de motores de combustion
interna emitiéndose asi 8.4 toneladas globalmente al afio. (Fortoul y Rojas-Lemus, 2007)

Por otra parte también se le han encontrado propiedades farmacologicasen modelos
animales, se ha demostrado su uso contra la diabetes y la obesidad, debido a que puede
reducir las concentraciones de colesterol, triglicéridos y niveles de glucosa, ademas de que
tiene efectos diuréticos. También se ha demostrado, que podria funcionar como
anticarcinégeno, a dosis bajas, ya que inhibe la proliferacion celular. (Das, 2012;

Etcheverry, 2012)




1.2.3 VIAS DE EXPOSICION AL VANADIO

Debido a su versatilidad y a la gran variedad de compuestos que el vanadio puede
formar, existen varias formas por las cuales podemos estar en contacto con ¢él, ya que se
encuentra presente en el aire, el agua y los alimentos.

Se sabe que en el agua de mar se puede encontrar vanadio disuelto en su forma
pentavalente en concentraciones de 0.3 pg/L a 29ug/L y en agua dulce en concentraciones
de 0.1pug/L a 220ug/L. Resaltando que las altas concentraciones de vanadio en agua dulce
fueron encontradas en cuerpos de agua cercanos a plantas metaltrgicas. (IARC, 2003)

En los alimentos lo podemos encontrar en hongos, en algunas bebidas como la cerveza,
en pescados y mariscos. (OMS, 1995)

Nos encontramos expuestos via aérea debido a que el vanadio se localiza en aerosoles
marinos, en el polvo y en las emisiones volcanicas como producto de la actividad natural, y
como consecuencia de las actividades antropogénicas; la actividad metalargica y la quema
de restos fosiles los cudles emiten al ambiente entre 70,000 y 210,000 toneladas anuales de
vanadio a la atmésfera. (IARC, 2003)

Por lo tanto se sabe que segun la fuente el vanadio tiene tres vias de acceso al
organismo, la dérmica, la entérica y la inhalada.

La via dérmica es la menos importante debido a que la absorcidon es minima a causa de
la poca solubilidad de este elemento. Por medio de la via entérica, dependiendo la dieta, se
puede ingerir, en promedio, no mas de 30ug/dia del cual solo se absorbe aproximadamente
el 10% en el tracto gastrointestinal. (OMS, 1995; Rodriguez y Altamirano, 2006)

Finalmente se encuentra la via inhalada, a la que la mayoria de la poblacion se
encuentra expuesta en mayor o menor medida. En la exposicion laboral las concentraciones
pueden alcanzar los 10-100mg/m3, siendo que el maximo permitido es de 0.05-0.1mg/m3.
(OMS, 1995; Kulkarni, 2007). Mientras que el resto de la poblacion se encuentra expuesta
por el incremento de las emisiones de V provocadas por el aumento del consumo de los
combustibles fosiles, en areas rurales se observan concentraciones menores a 0.024pg/m’,
mientras que en las areas urbanizadas las concentraciones de vanadio van de 0.15 a 1.4
ng/m’, como es el caso de la ZMVM que es de aproximadamente 0.114 pg/m’ en

aeroparticulas de 10 pm y 0.093 pug/m’ en aeroparticulas de 2.5um, siendo que el limite
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permitido de la concentracion de vanadio es de 0.05 pg/m’. (J-Son Lagerkvist B. y
Oskarsson, 2007; Garcia, 2006; Rodriguez y Altamirano, 2006; Barceloux, 1999; OMS,
1995)

1.2.4 TOXICIDAD DEL VANADIO

La toxicidad del vanadio depende de varios factores, como son el compuesto, la
concentracion, la via y el tiempo de exposicion. (OMS, 1995; Rodriguez y Altamirano,
2006).

La via por la cual se absorbe mayor cantidad de vanadio es por la inhalada, ya que
cuando se inhala el vanadio ingresa por la nariz para ser llevado por medio de las vias
respiratorias altas hasta los pulmones donde dependerd de la solubilidad de los compuestos
en el que se encuentre el vanadio para que llegue hasta los alvéolos. (OMS, 1995)

Una vez que se encuentra ahi es absorbido y llevado al torrente sanguineo en forma de
vanadato, reduciéndose una parte de este al i16n vanadil por el glutatiéon de los eritrocitos o
el acido ascorbico presente en el plasma sanguineo. (Garcia, 2006; Rodriguez y
Altamirano, 2006)

En el torrente sanguineo el vanadil y el vanadato son transportados por la trasferrina y
albimina respectivamente hasta llegar a distintos 6rganos como los rifiones, el higado, el
hueso, el bazo y el sistema nervioso central (SNC). (Garcia, 2006; Rodriguez y Altamirano,
2006)

El pH neutro del plasma propicia la abundancia de vanadato, el cual entra a la célula
por mecanismos de transporte anionico inespecifico, principalmente por los canales de
fosfato.Una vez en el interior de la célula vuelve a reducirce a vanadilo por el glutation al
que permanece unido. (Rodriguez y Altamirano, 2006)

Esto provoca estrés oxidante dentro de la célula, ocasionando alteraciones en el
mecanismo antioxidante en los tejidos, lo que puede producir peroxidacion lipidica,
estimulacion de la proliferacion celular, y/o apoptosis. Ademas también puede estimular la
oxidacion del NADPH, una de las fuentes endogenas més importantes de especies reactivas

de oxigeno. (Byczkowski, 1998)




Las reacciones que se llevan a cabo dentro de las células y donde se producen las
especies reactivas de oxigeno (ROS), pueden formar peroxivanadil y vanadil
hidroperéxido. (Byczkowski, 1998).El vanadio que no es absorbido se desecha en su forma
vanadato, siendo la orina y las heces fecales los principales medios de excrecion, o bien
como ruta secundaria en la excrecion biliar y la saliva. (Mukherjee y cols., 2004;Rodriguez

y Altamirano, 2006; Baran, 2008)
1.2.5 ESTRES OXIDANTE

El estrés oxidante se define como el resultado de un desequilibrio entre los sistemas
prooxidantes, como el aumento de metales, inflamacion, farmacos etc. y los antioxidantes
como el glutation intracelular, la catalasa y la superdxido dismutasa (SOD), acompaiiado de
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el radical superdxido O,
hidroxilo OH | el radical hidroperéxido HOO "y el peroxido de hidrogeno, esto acompafiado
de dafio celular y/o tisular. (Bernstein, 2004;Baymes, 2005)

Los mecanismos por los cuales el vanadio puede promover la formacion de ROS son
principalmente tres, uno de ellos se lleva a cabo mediante la reaccion Fenton en donde el
peroxido de hidrégeno puede reaccionar con el vanadil produciendo el radical libre

hidroxilo y al vanadil al vanadato(Byczkowski, 1998):

Vaw + H202 — Vo + OH

Si el vanadio se encuentra en un ambiente quelante en superoxido, puede seguir
haciendo complejos con la mitad del vanadato y el oxigeno disponible, formando
peroxivanadil, el cual no durara mucho bajo condiciones normales biologicas (Byczkowski,

1998):

Voo + 027 & [Van -007]




Este tltimo compuesto desaparece por la extraccion del hidrogeno por biomoléculas,
reaccion que a su vez producirda vanadil hidroperéxido como intermediario para que
continue el ciclo con la reaccion Fenton (Byczkowski, 1998) una vez que vuelva a su forma

de vanadil:

[Vany -007+ H" — [Vap -00H] < Vawn + H20:2

En el caso del SNC, si las especies reactivas no estan equilibradas pueden promover
dafio severo, ya que el cerebro presenta grandes concentraciones de dacidos grasos
polinsaturados en la mielina que rodea a los axones, su alta actividad metabdlica y a que

posee menor cantidad de antioxidantes en comparacion con otros 6rganos. (Patrico, 2008)
1.2.6 EFECTOS TOXICOS EN EL SNC

Uno de los sistemas afectados debido al aumento de ROS generados por el vanadio es
el SNC, debido a que tiene altas cantidades de lipidos, a su gran actividad metabdlicay que
tiene bajas concentraciones de antioxidantes. (Avila y cols., 2007; Cooper y Lowenstein,
2007)

Un estudio realizado en ratas adultas inyectadas con metavanadato por via
intraperitoneal, demostro que las ratas presentaban hipoactividad, decremento de la mielina
en el cuerpo calloso y en el cerebelo, asi como alta peroxidacion lipidica en el cerebelo y
en el hipocampo (Garcia y cols., 2004).

Estudios realizados con pentoxido de vanadio (V,0s) al 0.02M en un modelo por
inhalacion en ratones CD1 durante cuatro semanas, mostraron evidente pérdida de neuronas
tirosina hidroxilasa (TH) inmunoreactivas en la sustancia nigra y decremento de espinas
dendriticas en las neuronas espinosas medianas del estriado, alteraciones de la barrera
hematoencefalica, como pérdida de cilios en el epitelio ependimal del cuarto ventriculo,
desprendimiento de la membrana basal y la ruptura de las uniones entre las células
ependimales. Asi como alteracion de memoria espacial, pérdida de espinas dendriticas en
las neuronas piramidales de la regiéon CA1 del hipocampo, necrosis y vacuolizacion del

neuropilo. (Avilay cols., 2004, 2005, 2006).
e
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En el mismo modelo se evaluaron las alteraciones en las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo de ratones hembras y machos expuestos a vanadio durante 4 semanas con y sin
un periodo de 8 semanas libres de exposicion, se observd que ambos sexos presentaban
alteraciones en la memoria espacial y en la densidad espinosa y que a las 8 semanas libres
de exposicion, los machos no presentaron recuperacion de la memoria espacial y prevalecia
la pérdida de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de ambas regiones a
diferencia de las hembras que presentaron mejoria de la memoria espacial y recuperacioén
de las espinas dendriticas. (Nifio y cols., 2004; Martinez ycols., 2009)

Por otra parte también se realizd un estudio ultraestructural en dénde se encontrod
muerte celular en las neuronas del giro dentado (GD), invaginacidén nuclear, dilatacion del
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi y edema mitocondrial. (Colin y cols., 2009)

Uno de los factores de riesgo en la enfermedad de Alzheimer es el estrés oxidante, el
cual se caracteriza principalmente por presentar pérdida de memoria en los pacientes y
muerte neuronal en el hipocampo, asociado con la contaminacion ambiental, como se ha

observado dentro de nuestro modelo de inhalacion a vanadio. (Valencia y Yang, 2012)

1.3 ESTRES OXIDANTE Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa, que se caracteriza
por el deterioro progresivo de la memoria y de las habilidades cognitivas, la cual se
acompana de pérdida de neuronas en el hipocampo, numerosas placas extracelulares
neuriticas y marafias neurofibrilares intracelulares. (Nowonty y cols., 2001).

Ademas de estos marcadores patoldgicos, el cerebro de los pacientes con enfermedad
de Alzheimer presentan evidencia de que las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
nitrogeno (RNS), formadas por las reacciones metabdlicas normales del organismo
(Patrico, 2008), se pueden identificar como proteinas oxidadas por los ROS, como los
carbonilos, que se encuentran incrementados en los lobulos frontal y parietal, asi como en
el hipocampo.Otros biomarcadores que se han observado en los cerebros de pacientes con
Alzheimer son el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal que se ven incrementados en

multiples regiones del cerebro, principalmente en la corteza temporal y prefrontal y el
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hipocampo principalmente asi como en el liquido cefaloraquideo. (Patrico, 2008;

Markesberry, 1997)

1.4 FORMACION HIPOCAMPAL

La formacion hipocampal es un conjunto de estructuras que forman parte del sistema
limbico en el SNC, se divide en 6 diferentes regiones citoarquitectonicas las cuales
consisten en el parasubiculum, el presubiculum, el subiculum (también Ilamadas en
conjunto complejo subicular), la corteza entorrinal, el hipocampo propiamente dicho y el
giro dentado. (Andersen y cols., 2007; Castro y cols., 2007).

Desde 1881 el hipocampo propiamente dicho ha sido una estructura ampliamente
estudiada debido a su funcion, ya que participa en el proceso de consolidacion de la

memoria. (Amaral y cols., 2007)

1.4.1 ESTRUCTURAS DEL HIPOCAMPO

El hipocampo se encuentra en los mamiferos de manera pareada, en el humano se
localiza en el l6bulo temporal mientras que en los roedores en la parte subcortical y se
llama asi debido a la forma que presenta en el humano, ya que semeja a un caballito de mar,
se encuentra el Cuerno de Amon (CA) que estd dividido en tres regiones principales, CA1,
CA2 y CA3, en el cual se distinguen tres capas; la molecular, la celular y la polimorfa,
donde el principal tipo celular son las neuronas piramidales. (Amaral y cols., 2007;Castro y
cols., 2007; Cooper y cols., 2002; Andersen y cols., 2007).

Por otro lado también se encuentra el Giro Dentado (GD) el cual es una corteza
trilaminar, la cual se encuentra en contacto con las regiones de CA gracias a las neuronas

granulares las cuales presentan neurogénesis.
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1.4.2 GIRO DENTADO

El giro dentado es una estructura que esta relacionada con la memoria y el aprendizaje,
es el primer lugar al que llegan los impulsos nerviosos desde la corteza entorrinal, por lo
que se considera que es el primero en procesar la informacion que finalmente consolidara la
memoria espacial y episodica. Esta estructura presenta tres capas: la capa molecular, la
capa granular y la polimorfica. (Amaral y cols., 2007; Cooper y Lowenstein, 2002; Witter
y Amaral,2004)

La capa molecular estd constituida principalmente por dendritas de las células
granulares y neuronas llamadas en canasta debido a su forma, aunque también se
encuentran en menos proporcion dos tipos de células, una de ellas se encuentra en lo mas
profundo de la capa y tiene cuerpo multipolar, estas células no tienen espinas en sus
dendritas; y las segundas son las llamadas “arafias”. (Menno y Amaral, 2004)

La segunda capa es llamada la capa granular, en donde se encuentran las células
granulares, las neuronas principales del GD y las unicas neuronas que presentan
neurogénesis dentro de la formacién hipocampal. (Menno y Amaral, 2004)

El soma de las neuronas granulares mide aproximadamente 10um de diametro,
presentan espinas dendriticas, que son importantes porque son las neuronas que reciben la
informacion de la corteza entorrinal y la transmiten a las regiones CAl y CA3 del
hipocampo.Estas neuronas son principalmente glutamatérgicas, sin embargo pueden llegar
a actuar como GABA¢rgicas en condiciones patoldgicas. (Menno y Amaral 2004; Johnston
y Amaral, 1998)

La tltima capa es la polimorfica, predominan las fibras musgosas que son los axones de
las neuronas granulares y un gran numero de neuronas, multipolares y fusiformes las cuales

pueden tener o carecer de espinas dendriticas (Ver fig. 1). (Menno y Amaral, 2004)
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Figura 1 En este esquema se muestran las tres laminas del Giro Dentado, en amarillo la capa
molecular, en rojo la capa granular (en donde se muestra con el nimero 1 las neuronas granulares) y

en naranja la capa polimérfica. Esquema modificado de Paxinos 2004

La comunicacion que presenta el giro dentado entre estas capas ha sido estudiado
ampliamente, es importante para los procesos cognitivos y de memoria, es por ello que se
sabeque es un circuito trisindptico en donde participa el GD (Johnston y Amaral, 1998 y

Witter y Amaral, 2004):

1. La via perforante, en donde las neuronas localizadas en la corteza entorrinal
proyectan sus axones hacia las neuronas granulares, perforando el subiculum.

2. La via de las fibras musgosas, que son las proyecciones axonales de las neuronas
granulares, llamada asi por la forma que adquiere la ramificacion, y que conectan con las
neuronas CA3, y finalmente

3. La via colateral de Schaffer en donde la informacion se trasmite de las neuronas de la
region CA3 ala CAl

Como se observa en el siguiente esquema:
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Figura 2En este esquema se muestran el circuito trisinaptico en donde participa el GD. Modificado de

Via perforante
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Como se puede observar, las neuronas granulares estan involucradas en las tres laminas del
giro dentado y son las que mantienen la comunicacion de los estimulos que entran desde la
Corteza entorrinal y las regiones CA1 y CA3. Como esta estuctura es importante para la
consolidacion de la memoria, se cree que presenta neurogénesis, lo cual se ha observado en
varios experimentos que cuando se dafian las células precursoras de la Zona subgranular
(ZSQG), para evitar su proliferacion, se observa que los ratones presentan deficiencias para

aprender, en comparacion con los ratones controles (Kempermann, 2006)

1.4.3 NEUROGENESIS EN GIRO DENTADO EN ADULTO

La neurogénesis es el proceso por el cual se da la produccion e integracion de nuevas
neuronas en el cerebro adulto. (Kempermann, 2006)

En la formacion hipocampal, las células progenitoras neurales se generan en la Zona
Subgranular (ZSG) del giro dentado donde se encuentran astrocitos radiales, células
precursoras. (Arias y cols., 2007; Ramirez y cols., 2007)

La neurogénesis comprende de cuatro procesos, la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracion y la sobrevivencia. La proliferacion celular involucra la
division simétrica o asimétrica de las células precursoras, ya que si la division es
asimétrica, se dan dos células hijas diferentes, en el proceso de diferenciacion una de ellas

puede tener las caracteristicas para diferenciarse hacia neurona, si esta sobrevive, ya que
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solamente una proporcion de estas células llega a diferenciarse e integrarse como una
neurona mas en el cerebro adulto. (Gould y cols., 1999, Kemperman, 2006)

Una vez haya iniciada la diferenciacion de la neurona comienza la migracion de la
progenie. (Ramirez y cols., 2007)Cuando ya estan diferenciadas, las células emiten las
dendritas y el axon, aproximadamente dos semanas después de la mitosis, para que pueda
tener una optima comunicacion sinaptica con las otras neuronas, lo cual constituye el
proceso de maduracidon e integracion al circuito del GD. (Arias ycols., 2007, Ramirez y
cols., 2007)

En el hipocampo se ha reportado que gracias a la neurogénesis se integran
aproximadamente 250,000 neuronas nuevas al mes lo que representa el 6% de la poblacion
total del giro dentado. (Arias ycols., 2007 y Ramirez y cols., 2007)

La neurogénesis es regulada por factores extrinsecos o intrinsecos. (Ramirez y cols.,
2007). Entre los factores extrinsecos se encuentra todo lo que rodea al organismo y sus
habitos como la actividad fisica, ambientes enriquecidos, restriccion energética y la
modulacion de la actividad neuronal (Arias y cols., 2007). Entre los factores intrinsecos se
encuentran los factores genéticos y moleculares que inducen a la neurogénesis y
morfogénesis embrionaria, como son los genes Notch, BMP, Eph/ephrins, noggins y Shh,
los factores de crecimiento como BDNF, VEGF y las hormonas sexuales, como los
estrogenos. Estos en conjunto regulan el destino celular que puede determinar el tamafio de
la poblacion neuronal. (Arias y cols., 2007)

De estos factores, los estrogenos han sido ampliamente estudiados debido a que se
encuentran a mayor concentracion en hembras que en machos y a que se sabe que pueden
favorecer el proceso de la proliferacion celular y de sobrevivencia. (Arias y cols., 2007,
Galea, 2008, Kempermann 2006)

Algunos estudios han indicado que los esteroides asi como los estrégenos tienen un
efecto estimulante en la proliferacion celular de los precursores granulares, por ejemplo en
el embarazo, qué es cuando hay mas produccion de hormonas, se observa un pico maximo
de neurogénesis. (Arias ycols., 2007, Galea, 2008, Tanapat y cols., 1999)

Algunos estudios han indicado que los estrogenos enddgenos pueden estar

involucrados en la neurogénesis, teniendo un efecto estimulante en la proliferacion de las
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células precursoras de neuronas granulares, ya que se ha observado que durante el
embarazo la tasa de neurogénesis puede incrementar un 65%. (Ariasy cols., 2007)

En otros estudios se ha demostrado que ratones hembras con actividad estrogénica
normal, a diferencia de otras a las cuales se les dio letrozol, un farmacoque inhibe la
formacion de estrogenos hay mayor numero de sinaptogénesis y de espinas dendriticas,
elementos que son importantes para la sobrevivencia tanto de neuronas nuevas como de las
preexistentes. (Bendery cols., 2010)

Para poder estudiar la neurogénesis se utilizan varias técnicas, entre las cuales se
encuentra la técnica de inmunohistoquimica para bromodeoxiuridina (BrdU), la cual se
basa principalmente en inyectar un marcador permanente de division celular, lo que permite
observar proliferacion celular. (Kempermann, 2006; Taupin, 2007)

Esto es posible ya que la BrdU compite con la timidina endégena durante la fase S (de
sintesis) del ciclo celular, incorporandose al DNA permanentemente, lo que permite
localizar las nuevas neuronas con anticuerpos monoclonales especificos por medio de la
inmunohistoquimica, aun tiempo después de que haya ocurrido la division celular. La
ventaja de esta técnica es que se pueden identificar las células en proliferacion.

(Kempermann, 2006, Taupin, 2007)

La incorporaciéon de BrdU puede
revelarse por medio de la
Células precursoras dividiendose con inmunohistoquimica con anticuerpos
la presencia de BrdU, incorporandolo anti-BrdU...
en vez de la timidina al DNA...

...asi las células hijas se marcan
permanentemente.

... y finalmente permitir la identificacion
de la progenie de las células precursoras
que se dividieron en presencia de la BrdU

Figura 3. El método de Bromodeoxiuridina (BrdU) maca permanentemente las células en proliferacion. La

BrdU compite con la timidina para incorporarse al DNA.
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1.5 DIMORFISMO SEXUAL EN SNC

Debido a la influencia hormonal, el SNC presenta diferencias conspicuas tanto en el
desarrollo morfologico como en el fisiologico entre hembras y machos. El cerebro presenta
familias de receptores esteroideos especificos para la progesterona, los andrégenos, los
estrogenos, los glucocorticoides, los mineralocorticoides y la hormona tiroidea. (Pak y
Handa, 2008).

En el GD los esteroides sexuales, en especial los estrogenos, y sus receptores juegan un
papel importante induciendo cambios electrofisiologicos probablemente modulados por
receptores GABA y glutamato, ya que se ha observado que en hembras ovariectomizadas
decrece la union del glutamato con el receptor N-methyl-D-aspartato (NMDA), evento que
se puede prevenir con el remplazo estrogénico de estradiol. (Hajszan y cols., 2007)

Ademas, también se sabe que los esteroides pueden estar involucrados en la plasticidad
del GD, se ha reportado que el 17B-Estradiol regula la sinaptogénesis en el GD, ya que
animales tratados con letrozol (inhibidor de la aromatasa) presentaban menor cantidad de
sinapsis que las hembras controles. (Bender et al., 2010)

En el caso de la neurogénesis se ha observado que hay fluctuaciones en el numero de
nuevas neuronas durante el ciclo estral de las hembras y que la etapa en donde se observa
mayor proliferacion neuronal es en el proestro, en donde los esteroides se encuentran en
mayor concentracion y no solo eso, si no que disminuye la cantidad de células picnoéticas
durante este periodo, lo que indica que los estrogenos pueden actuar como antioxidantes.

(Tanapat y cols., 1999)
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2. JUSTIFICACION

Se sabe que el vanadio es un contaminante ambiental que experimentalmente ha
demostrado produciralteraciones de la memoria espacial, pérdida de espinas dendriticas y
necrosis en las células piramidales de la region CA1 del hipocampo, también que a las 4
semanas libres de tratamiento la alteraciéon en la memoria espacial y el dafio citoldgico
persiste en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y que existen diferencias por sexo.

Por lo tanto, considerando que el giro dentado presenta recambio neuronal y que es una
estructura involucrada en el proceso de la memoria es necesario determinar los cambios en
la memoria, la citologia y la neurogénesis al exponer ratones de la cepa CD-1 a pentoxido
de vanadio y determinar si existe recuperacion en ambos sexos alas 8 semanas

postexposicion.

3. HIPOTESIS

Si el vanadio es un elemento capaz de promover dafio en el CA1 y CA3 entonces se
observaran alteraciones en la memoria espacial, citologia y neurogénesis diferencial por
sexo del Giro dentado del hipocampo.

Sin embargo, el giro dentado, a diferencia de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo,

presentara recuperacion debido a que es una estructura neurogénica.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las alteraciones producidas en la memoria espacial, citologia y neurogénesis
del giro dentado de ratones expuestos a pentdxido de vanadio por via inhalada con y sin un

periodo postexposicion libre del metal en ambos sexos.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la memoria espacial en ratones machos y hembras expuestos 4 semanas a
pentoxido de vanadio con y sin un periodo postexposicion de 8 semanas libre del metal, en
el laberinto acuético de Morris.

2. Analizar los cambios en la densidad de las espinas dendriticas de las neuronas
granulares del giro dentado producidas por el vanadio, en ambos sexos y determinar si hay
recuperacion en el nimero de espinas dendriticas una vez que se deja libre de tratamiento,
con la técnica de Golgi rapida.

3. Evaluar la neurogénesis en giro dentado de ratones machos y hembras expuestos al
vanadio, con y sin tiempo libre de inhalaciéon del metal, con Ila técnica de

inmunohistoquimica para BrdU.
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5. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 40 ratones hembras y 40 ratones machos de la cepa CD-1 con un peso
aproximado de 35+2g, los cuales se mantuvieron en condiciones de 12h luz/12h oscuridad
y con libre acceso al agua y al alimento. La mitad de estos fueron expuestos a pentdxido de
vanadio mientras que la otra mitad se mantuvo como control, al inhalar solamente vehiculo

(solucion salina 0.9% y pH 7.4).

5.1 LABERINTO DE MORRIS

Para evaluar la memoria espacial se utilizo la prueba del laberinto de Morris (Anexo
10.1), con entrenamiento previo. Esta prueba consiste en realizar una prueba semanal en la
cual se evaluo el tiempo de latencia de escape de los ratones en alcanzar la plataforma. Se
considerdé como tiempo cero (T0) el promedio de los tiempos realizados por todos los
grupos en su ultimo dia de la semana de entrenamiento.

Durante el experimento se tomaron los tiempos en la cuarta semana de evaluacion para
determinar las alteraciones producidas por la inhalacion de vanadio y de la octava semana

post-exposicion, con sus respectivos controles.

5.2 EXPOSICION A VANADIO Y SACRIFICIO

Los ratones expuestos a pentoxido de vanadio se colocaron en una camara de acrilico
herméticamente cerrada conectada a un nebulizador, para exponer a pentoxido de vanadio
[0.02M], dos veces a la semana, una hora por dia durante 4 semanas. Los ratones controles
solo inhalaron solucion salina, durante el mismo periodo.

De los cuarenta ratones utilizados en el experimento (20 hembras y 20 machos),
veinte(10 hembras y 10 machos) fueron sacrificados a la cuarta semana de inhalacion,
mientras que los otros veinte,permanecieron libres de exposicion durante 8§ semanas
posteriores a la ultima inhalacién, sacrificandose asi hasta la doceava semana del

experimento.
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En cuanto a los ratones control, la mitad fueron sacrificados a la cuarta semana y la otra
mitad a la doceava semana.

Para el sacrificio los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (dosis letal:
35mg/kg) y perfundidos via adrtica con solucion fisiologica y paraformaldehido al 4% en
PBS. Se les extrajo el cerebro y se procesaron con la técnica de Golgi rapida (ver anexo

10.2) e inmunohistoquimica para BrdU (ver anexo 10.3-5)

5.3 CUANTIFICACION DE ESPINAS DENDRITICAS

De los cerebros procesados con la Técnica de Golgi rapida (ver detalles en anexo 10.2)
se analizé el giro dentado de 5 ratones por cada grupo y se cuantificaron las espinas
dendriticas en 10um lineales de dos dendritas terciarias, de 20 neuronas granulares por
raton.

Se realizd la prueba de ANOVA de todos los grupos para determinar las diferencias

existentes entre grupos.

5.4 NEUROGENESIS

Los ratones que fueron seleccionados al azar para que su cerebro fuera procesado con
la técnica de BrdU fueron inyectados previamente como se menciona en el anexo 10.3 y
10.4.

A los cortes de cerebro se les realizd inmunohistoquimica para BrdU (ver anexo10.4-5)
se cuantificaron las neuronas marcadas por BrdU en 15 cortes coronales del todo el giro
dentado por raton (5 ratones por grupo). Se realizo la prueba de ANOVA para la

comparacion entre todos los grupos.
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6. RESULTADOS

6.1 MEMORIA ESPACIAL

Los resultados del estudio conductual, mostraron que el grupo de machos expuestos
cuatro semanas a vanadio presentd aumento del tiempo de latencia de escape (17.73s.
+4.17) en comparacion con el TO (7.91s. £0.93) y su grupo control (8.37s. +£1.23)como se
observa en la grafica 1, sin embargo la latencia del grupo expuesto 4 semanas a vanadio
con 8 semanas de post-exposicion (10.16s. £1.56), no presento diferencia significativa
contra su control (8.13s. £2.6) (Gréafica. 1). Indicando recuperacion de la funcion.

Por otro lado las hembras no presentaron cambios en el tiempo de latencia durante el
experimento, los promedios que presentaron en el TO (6.26s. £0.86), el grupo expuesto a
vanadio (9.78s%2.10), su grupo control (10.8s. £1), el grupo post-expuesto (10.16s.) y su
respectivo control (8.13s.) no tuvieron diferencias significativas.

Finalmente el analisis estadistico no mostrd diferencia significativa por sexo entre los
grupos expuestos 4 semanas a vanadio, a pesar de la diferencia que existe entre los grupos
expuestos entre las hembras, que presentan menor dafo (9.78s. £2.10) y los machos
(17.73s. £4.17), esto se debe probablemente a la amplia variabilidad entre los individuos

del mismo grupo, que dan un error estandar muy grande.
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Grafica 1. Tiempos promedio de latencia de los grupos controles contra
los grupos expuestos 4 semanas a Vanadio y el grupo con 8 semanas
post-exposicion. Comparacion entre sexos. ANOVA  *p>(0.05,

comparacion contra control (Por grupo n=10 ratones).
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6.2 DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS

En el analisis cuantitativo se observoque la densidad espinosa de las dendritas terciarias
de las neuronas granulosas del giro dentado de los ratones machos control
(13.39/10um=0.01) y hembras controles (12.9/10um+0.16) no presentaron diferencia
significativa (Ver grifica 2 y Fotomicrografias 1 y 4). En contraste se observa que los grupos
expuestos 4 semanas a vanadio de machos (9.99/10um#0.14) y de hembras
(11.26/10um=0.17) presentan disminucion en la densidad espinosa en comparacioén con sus
grupos controles, siendo las hembras las que presentan menor pérdida de espinas
dendriticas estadisticamente significativa que los machos (Ver grafica 2 y Fotomicrografias

1,2,4y5).

Fotomicrografia 1. (A) Neurona granular (Flecha) de giro dentado de ratén
macho control; (B) Dendrita terciaria de neurona granular de macho control con

gran densidad espinosa.
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Fotomicrografia 2. Neurona granular (Flecha) de giro dentado de ratén macho

expuesto 4 semanas a vanadio (A) y (B) su respectiva dendrita terciaria.

Por otro lado los grupos expuestos y con 8 semanas postexposicion presentan mayor
densidad espinosa en comparacion con los grupos expuestos (3=11.33+£0.15 y Q=
12.86+0.17) (Ver Fotomicrografias 2, 3, 5, 6).

Sin embargo las hembras son las tUnicas que presentan diferencia significativa con su
control como se observa en la Grafica 2, por lo que hay diferencia significativa entre sexos,

ya que las hembras presentan recuperacion de la densidad espinosa.
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Fotomicrograffa 3. Neuronas granulares (Flecha) de giro dentado de un ratén macho

expuesto a vanadio y con 8 semanas post-exposicion (A), densidad espinosa de su

respectiva dendrita terciaria (B)

Fotomicrografia 4. Neurona granular de giro dentado (Flecha) de un raton

hembra control (A) y su respectiva dendrita, mostrando gran densidad espinosa

(B).
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Fotomicrografia 5. (A)Neurona granular de giro dentado (Flecha) de una hembra

expuesta 4 semanas a vanadio y (B) la densidad espinosa de su dendrita.

Fotomicrografia 6. (A) Neurona granular de giro dentado (Flecha) de una hembra

expuesta y con 8 semanas post-exposicion a y la densidad espinosa de su dendrita

(B).
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Grafica 2. Comparacion por grupo y sexo de la densidad espinosa. ANOVA *p>0.05

comparados contra control y # p>0.05 comparacion entre sexos (por grupo n=5

ratones).
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6.3 NEUROGENESIS

En cuanto a la neurogénesis en el giro dentado, de los grupos control no se encontr6
diferencia significativa por sexo, machos (4.6+0.13) y hembras (4.48+0.12) (Ver grafica 3
y fotomicrografias 7 y 10). Los grupos expuestos 4 semanas a vanadio de ambos sexos
presentaron disminucion significativa de nucleos de neuronas granulares marcados con
BrdU en el giro dentado, en comparacion con los grupos control, sin encontrarse diferencia
significativa por sexo; machos (3.14+0.13) y hembras (3.304+0.11) como se observa en la

grafica 3 y en las fotomicrografias 8 y 11.

Fotomicrografia 7. (A) y (B) Nicleos de neuronas granulares del giro dentado

marcadas con BrdU (Flechas) de un ratéon macho control
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Fotomicrografia 8. (A) y (B) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado

marcadas con BrdU (Flechas) de un raton macho expuesto 4 semanas a vanadio.

Fotomicrografia 9. (A) y (B) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado
marcadas con BrdU (Flechas) de un raton macho expuesto 4 semanas a vanadio y con

un periodo de post-exposicion de 8 semanas.

Finalmente en los grupos expuestos a vanadio y con un periodo de 8 semanas
postexposicion; los machos presentan incremento significativo en marca nuclear de BrdU
(4.11£0.16) comparado con el grupo expuesto, mientras que en las hembras el dafio
permanece (3.38+0.09) comparada con su grupo control. Dando como resultado diferencia

significativa entre sexos (Ver grafica 3 y Fotomicrografias 9y 12).
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Fotomicrografia 10. (A) y (B) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado

marcadas con BrdU (Flechas) de un ratéon hembra control.

Fotomicrografia 11. (A) y (B) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado

marcadas con BrdU (Flechas) de un raton hembra expuesto a 4 semanas a vanadio.

32



Fotomicrografia 12. (A) y (B) Nucleos de neuronas granulares del giro dentado
marcadas con BrdU (Flechas) de un raton hembra expuesto 4 semanas a vanadio y

post-exposicion durante 8 semanas.

Neurogénesis

Machos

M Hembras

Numero de neuronas marcadas t E.E.

Controles Expuestos 4 semanas a V205 Expuestos 4 semanas a V205y
8 semanas post-exposicion

Grafica 3 Comparacion entre grupos y sexos del nimero de neuronas marcadas con
BrdU. ANOVA *P>(0.05 comparacion contra control, ANOVA #p>0.05 comparacion

entre sexos, ep>0.05 comparacion contra expuesto.
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7. DISCUSION

La contaminacién ambiental es un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Valencia y Yang, 2012),
enfermedad que cursa con alteracion de la memoria y alteraciones en la citologia y en la
neurogénesis en hipocampo.(IThunwo y Schliebs2010)

Como se pudo observar, la inhalacion de vanadio produjo alteracion de la memoria
espacial en machos, disminucion de la densidad espinosa y de la neurogénesis en ratones
machos y hembra a las 4 semanas de exposicion.

Sin embargo en los grupos expuestos a vanadio y mantenidos ocho semanas post-
exposicion libres del metal, se observd que los machos presentaban recuperacion de la
memoria espacial, y aumento en el nimero de espinas dendriticas en comparacion al grupo
expuesto; y en machos se observé aumento de la neurogénesis en comparacion con el grupo

expuesto.

* Espinas dendriticas

La pérdida de espinas dendriticas inducida por vanadio podria deberse a diversos
factores, ya que en el mismo modelo de inhalacidén se observo que el vanadio produce
ruptura de la barrera hematoencefalica y aumento en la concentracion del vanadio en el
tejido cerebral durante la exposicion al metal en comparacion al grupo control (Avila y
cols., 2005), que podria favorecer a que el vanadio pueda producir alteraciones en el GD.

Esta ampliamente descrito que el vanadio es capaz de producir estrés oxidante, debido
a la producciéon de radicales libres como el hidroxilo los cuales pueden promover
peroxidacion lipidica (Byckowski y Kullarni, 1998, Mukherjee y cols., 2004);como lo han
demostrado Garcia y cols. 2004 en un modelo de exposicion a metavandato por via
intraperitoneal, reportan peroxidacion lipidica, marcada con acido tiobarbiturico (TBA),
que promueve el decremento de mielina en las fibras del cuerpo calloso; asi como en
nuestro modelo de inhalacion se ha observado peroxidacion lipidica en neuronas

piramidales de corteza cerebral (Jiménez, 2009).
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Las espinas dendriticas son estructuras especializadas en recibir gran parte de las
aferencias sinapticas, por lo que representan un aumento de la superficie de recepcion
(Bourne y Harris, 2007; Bender y cols., 2010). Es por ello que probablemente las espinas
dendriticas se retraigan, como un mecanismo compensatorio ante el incremento de los
radicales libres, para evitar la muerte neuronal. (Avila y cols., 2006 y 2004)

Estudios previos en el mismo modelo de inhalacion se demostré incremento en la
actividad de las metaloproteinasas (MMP’s) 2 y 9 en el hipocampo,a la cuarta semana de
inhalacion de vanadio, (Colin y cols., 2008) asi como en el giro dentado (Cortés 2009).
Estas gelatinasas estdn involucradas en modificar el microambiente pericelular de las
neuronas y participan en el remodelado dendritico en el hipocampo adulto, por lo que si se
incrementan pueden alterar el mantenimiento y formacion de las espinas dendriticas, lo que
puede reflejarse como la pérdida de estas. (Szklarczyk y cols., 2002).

Ademas para la formacion y el sostén de las espinas dendriticas es importante el
citoesqueleto, ya la base de las espina estd constituida por microtubulos formados por
tubulina y como soporte propio de la espina estan losfilamentos de actina. En el mismo
modelo de inhalacion a vanadio, se ha observado alteracion en la polimerizacion del
citoesqueleto. (Mussali y cols., 2005) Debido a que el vanadio compite con el fosfato y la
dinamica de los filamentos de actina depende de la fosforilacion y defosforilacion de la
cofilina, proteina de union entre los microtabulos, por lo que podriamos sugerir que la
pérdida de las espinas dendriticas sea resultado de la alteracion del citoesqueleto. (Mussali
y cols., 2005 y 2007; Metzler y Metzler, 2001) Slaughter y cols., (1987) propusieron que
debido a la afinidad que tiene el vanadio a los iones divalentes como el Ca”", dicho metal
podriainteractuar con la cadmodulina, proteina reguladora de los sistemas de microtubulos,
y producir alteraciones en el citoesqueleto y reflejarse en la pérdida de las espinas
dendriticas.

Otros factores que estan involucrados en la formacién y sostén de las espinas
dendriticas son las proteinas post y pre-sinapticas, como la espinofilina que es una proteina
de anclaje de los filamentos de actina de las espinas dendriticas que participa en la
actividad de los receptores de glutamato. (Li y cols., 2005; Feng y cols., 2000). La
espinofilina utiliza la proteina fosfatasal (PPI), como sustrato especifico para regular la

transmision sinaptica a través de la actividad de los receptores acido amino-3-hidroxi-5-
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metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA) presentes en las
neuronas granulosas. Por otra parte, la espinofilina es activada al ser fosforilada por la
proteina cinasa A (PKA), por lo que el vanadio puede alterar este mecanismo, ya que
compite con los grupos fosfatos, lo que podria afectar la fosforilacion de la proteina, no
permitir la interaccion con la actina y la PPI e interferir con la sinapsis y a su vez inhibir la
defosforilacion de la cascada de sefializacion que dispara la espinofilina y asi promover la
pérdida de espinas dendriticas. (Rodriguez y Altamirano, 2006; Li y cols., 2005; Hsieh y
cols., 2003; Feng y col., 2000) Ver esquema 1.

Vanadio
Aumentoen la
presenciay
actividad de las
MMP’s 2-9
Produge ROS Compite con el PO4
Alterael
J citoesqueleto
Pro.ducgl Afectalos procesos de
peroxidacion fosforilacién
lipidica / \
PI3K Espinofilina

Pérdida de espinas Dendriticas

Esquema 1 En este esquema se explican las vias por las cuales puede estar actuando el V, en la

disminucion en el nimero de espinas dendriticas.

Las diferencias encontradas entre sexos puede explicarse por una parte, a que los
estrogenos tienen efecto neuroprotector debido a que su estructura es semejante a la del a-
tocoferol, mejor conocido como Vitamina E, que funciona como un antioxidante (Behl
2002)

Por otra parte, los estrogenos favorecen la espinogénesis y la sinaptogénesis, gracias a

varios mecanismos, por ejemplo, favorece la expresion de proteinas pre-sindpticas y post-
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sindpticas como la reelina, la espinofilina, la sintaxina, y el PSD95, ademés de favorecer la
maduracion de las espinas dendriticas. (Liy cols., 2004; Woolley y McEwen, 1992; Bender
y cols., 2010)

Por otro lado se sabe que la activacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) regula la
sinaptogénesis y la espinogénesis, el PI3Kestd implicado en la morfogénesis de las
dendritas, su plasticidad sindptica, formacion de la memoria, etc. Por lo que si el vanadio
compite con el fosfato la actividad de el segundo mensajero puede verse afectada y por lo
tanto la espinogénesis y la sinaptogénesis dando como resultado la disminucion de las
espinas dendriticas. (Cuesto y cols., 2011)

Ademas, los estrogenos participan favorablemente en la formacién y maduracion de
las espinas dendriticas, ya que se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que los
estrogenos favorecen la maduracién de las neuronas, a través de los receptores AMPA,
importantes para la formacion de la sinapsis, ya que en presencia de estrogenos aumentan
su actividad, gracias a este receptor se pueden activar los receptores NMDA, por lo que
favorecen la maduracion y el mantenimiento de las espinas dendriticas. (Barco, 2010; Li,
2004)

Ahora bien, con respecto a los grupos expuestos y mantenidos ocho semanas post-
exposicion sin el metal, tanto los ratones macho como hembra presentaron mayor densidad
espinosa en comparacion con el grupo expuesto a V,0s, esto se puede deber a que a las 8
semanas se encuentran menores concentraciones de vanadio en el organismo, ya que se
sabe que el vanadio tiene una fase de eliminacion lenta de los 40 a los 50 dias de exposicion
(Rodriguez y Altamirano, 2006), ademas de que las espinas dendriticas son estructuras
sumamente plasticas, por lo que al verse disminuido el vanadio, las espinas dendriticas
podrian volver a formarse (Carlisle y Kennedy, 2005).

En el caso de las hembras el nimero de las espinas dendriticas llega a los valores del
grupo control y esto puede estar sucediendo debido a que presenta mayor concentracion de

estrogenos lo cual puede estar favoreciendo la formacion de las espinas dendriticas.
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* Neurogénesis

La disminucién en la neurogénesis observada, tanto en machos como en hembras del
grupo expuesto a vanadio, puede explicarse como consecuencia de la alteraciéon del
citoesqueleto previamente reportada, (Mussali y cols., 2005 y 2007) afectandose el huso
acromatico el cual es necesario para la division celular, por lo que si este no se forma no
habra mitosis de las células progenitoras, lo que se veria reflejado en la disminuciéon de la
neurogénesis.

Por otra parte se sabe que el vanadio es capaz de inhibir la bomba sodio potasio
(Metzler y Metzler, 2001) que se encarga de mantener la homeostasis de las células y si
esta se pierde la célula se edematiza y eventualmente muere. Si afecta a las neuronas
maduras las concentraciones de neurotrofinas que regulan el destino de las nuevas neuronas
disminuyen, porque son producidas por las neuronas maduras, lo que en conjunto podria
reflejarse en un decremento en el numero de las nuevas neuronas. (Kempermann, 2006)

Aunado a esto se ha reportado muerte neuronal en el GD (Colin y cols., 2009),
probablemente como resultado de la excitotoxicidad, por el efecto inhibitorio de la tirosina
fosfatasa,que puede presentar el vanadio. Esta tirosina interviene en la modulacionde los
receptores NMDA, regulando la entrada de Ca?, el cual entre otras funciones, interviene en
la generacion del potencial de accion y liberacion de neurotransmisores; por lo que al ser
inhibida la tirosina entran mayores concentraciones de Ca+, lo que puede desencadenar
muerte neuronal, afectandoasi a la neurogénesis,al haber muerte de las neuronas maduras
que juegan un papel importante al producir neurotrofinas, como el NGF (nerve growth
factor, factor de crecimiento nervioso), el BDNF (brain derived neurotrophic factor; factor
neurotrofico derivado del cerebro) y las neurotrofinas 3, 4 y 5, .que determinaran el destino
celular del neuroblasto y posteriormente ayudan a las nuevas neuronas a establecerse en la
capa granular y convirtiéndose en neuronas adultas funcionales (Friedman, 2006;
Kemperman 2006).

Por otra parte, por efecto del vanadio, las metaloproteinasas 2 y 9 se encuentran
aumentadas (Colin y cols., 2008 y Cortés, 2009), y estas son importantes en la
remodelacion de la matriz extracelular, por lo que se podria sugerir que la migracion de

nuevas neuronas se veria afectada, al no permitir la migracion.
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Ademas, se ha reportado que por efecto de la exposicion al vanadio, hay mayor nimero
de astrocitos dentro de la Zona sub-ventricular (ZSV) y el tracto rostral migratorio,
(estructuras que presentan neurogénesis en el adulto) lo que también puede, explicar la
disminucién de las nuevas neuronas, ya que como consecuencia del dafio neuronal, las
células progenitoras se dividen y se podrian diferenciaren astrocitos. (Jiménez, 2011)

Aunado a esto, estd ampliamente documentado que entre los factores que regulan y
favorecen la neurogénesis, se encuentran algunos neurotransmisores como la dopamina y
en estudios previos, se reporto decremento de la tirosina hidroxilasa (TH) en la sustancia
nigra, enzima involucrada en la sintesis de la dopamina, lo que puede dar como resultado
un efecto negativo en la neurogénesis (Kemperman, 2006 y Avila y cols., 2004).

Por otro lado se sabe que los receptores de NMDA estan involucrados tanto en la
migracion como en la sobrevivencia de las neuronas del GD, ademds las neuronas
granulares reciben proyecciones de la corteza entorrinal la cual puede presentar alteraciones
como previamente se ha reportado peroxidacion lipidica y muerte neuronal en la corteza
cerebral, lo que finalmente puede estar alterando la neurogénesis (Jiménez, 2009 y Nacher

y McEwen, 2006) Ver esquema 2.
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Esquema 2 En este esquema se ilustran las vias por las cuales el vanadio podria inducir disminucién en la

neurogénesis
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A pesar de que hay reportes en donde los estrogenos favorecen el proceso de la
neurogénesis, también hay estudios en donde no se observa ningun efecto positivo y no hay
diferencias significativas por sexo, lo cual concuerda con lo encontrado en este estudio, ya
que, tanto en ratones hembra como en ratones macho se observa disminucion de nuevas
neuronas. (Lagace y cols., 2007)

A las 8 semanas postexposicion el dafio persiste en ambos sexos, sin embargo los
machos presentan aumento de las nuevas neuronas en comparacion con los expuestos y esto
puede deberse tal vez a que los machos presentaron mayor dafio a las 8 semanas post-
exposicion, por lo que como mecanismo de compensacion los machos presentaron mayor

proliferacioén de neuronas.
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* Memoria espacial

Como se ha mencionado anteriormente, la exposicion de vanadio por via inhalada
produce alteracion de la memoria espacial que se ha correlacionado con la disminucion
del nimero de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de las regiones CAl y CA 3
del hipocampo, (Avila y cols., 2006; Martinez, 2009; Nifio y cols., 2004). Hallazgos que
concuerdan a los observados en este trabajo; disminucién de la densidad espinosa de las
neuronas granulares del giro dentado y alteracion de la memoria Sin embargo, a diferencia
de estudios previos; se observo recuperacion en la memoria espacial, aumento en la
densidad espinosa y en la neurogénesis, en ratones macho expuestos y mantenidos 8
semanas libres del metal, que podria asociarse a la capacidad del giro dentado para
distinguir patrones de ubicacidon espacial debido a la propiedad que lo caracteriza, la
neurogénesis (Aimone, 2011).

Ademas, se ha demostrado que el vanadio produce alteraciones ultraestructurales y
muerte por necrosis en el giro dentado, debido probablemente a la produccion de ROS,
por lo que la muerte celular este promoviendo alteraciones de la memoria espacial. (Colin y
cols., 2009; Jimenez 2009)

Por otra parte la pérdida de nuevas neuronas puede estar afectando la memoria espacial
en los ratones macho, debido a que segiin reportaron Kee y cols., en el 2007 la memoria
espacial estd correlacionada con la neurogénesis, ya que las nuevas neuronas son reclutadas
para la formacion de la memoria espacial.

Ademas el vanadio puede promover la alteracion de la memoria espacial, debido a que
probablemente altera el la fosforilacion y defosfolilacion de la cofilina en citoesqueleto de
actina, la cual es importante en procesos de formacidon de la potenciacion a largo plazo
(LTP) debido a que esta involucrada en la formacion de la sinapsis. (Fedulov y cols., 2007)

Conjuntamente, se sabe que los receptores NMDA estan involucrados en los procesos
de memoria y aprendizaje, ya que una vez que se abren los canales que permiten la entrada
del Ca, se dispara una cadena de reacciones dentro de la célula que permiten iniciar los
cambios plasticos que promueven la formacion de la memoria. (Barco, 2010; Seok y cols.,

2009). Dentro de estos eventos implicados en la formacion de la memoria se encuentra la
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activacion de las cascadas de fosforilacién inducidas por la proteina cinasa A (PKA), la
cual estd regulada por el AMPc (Barco, 2010), segundo mensajero el cudl se inhibe en
presencia de vanadio (Das, 2012), por lo que el vanadio puede afectar esta via de dos
formas, inhibiendo el AMPc o bien interfiriendo en la cascada de fosforilacion, afectando la
formacion de la memoria.

Otra via de activacion implicada en la memoria es la ruta modulada por la activacion
de la proteina de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB), la cual es importante
porque media el cambio en la eficacia de las conexiones sindpticas a nivel genético, la
activacion de genes por medio de CREB da como resultado la transcripcion de moléculas
encargadas de modular las conexiones sinapticas que daran como resultado la formacion de
la memoria. Esta via de activacion depende directamente de su estado de fosforilacion
controlada por la actividad de la PKA, la cual a su vez es modulada por los niveles
intracelulares de Ca®" y de AMPc (Barco 2010 y Seok y cols, 2009), por lo que el vanadio
podria estar alterando el funcionamiento de esta via al interferir en la fosforilacion y
desfosforilacion, de CREB o bien inhibiendo la actividad del AMPc, afectando asi la

formacion de la memoria. (Das, 2012 y Rodriguez y Altamirano, 2006)Ver esquema 3.
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Esquema 3. Probables vias por medio de las cuales el vanadio puede afectar la memoria espacial.

Modificado de Barco, 2010.

A pesar de lo mencionado, las hembras no presentaron alteracion de la memoria

espacial, lo cual probablemente se explique gracias a la accion neuroprotectora de los
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estrégenos, ya que, como se menciond previamente, los estrogenos pueden actuar como
antioxidantes, ademas favorecen la formacion y el sostén de las espinas dendriticas y
también favorece la actividad de los receptores de NMDA, involucrados en la memoria, es
por ello que probablemente las hembras pudieron compensar el dafio producido por el
vanadio (Behl, 2002; Li y cols., 2004; Woolley y McEwen, 1994; Shors y cols., 2004;
Bozak y cols., 2007)

Por tultimo, a las 8 semanas post-exposicion los machos presentan recuperacion de la
memoria espacial, lo cual se puede explicar gracias a la plasticidad que presenta el GD,
reflejado en el aumento de la densidad espinosa y de la neurogénesis, por lo que esto puede

favorecer la memoria espacial.
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8. CONCLUSION

La inhalacion de vanadio promueve alteraciones en la memoria espacial en los machos,
disminucién en el numero de las espinas dendriticas y de las nuevas neuronas en el GD de
ratones macho y hembra de los grupos expuestos a vanadio por 4 semanas.

En contraste con lo encontrado en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, en GD se
observo menor alteracion a las 8 semanas post-exposicion libre del metal, por lo que
podemos sugerir que el GD presenta mayor plasticidad que las regiones de CA. Ademas,
pese a que en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo se mantenga el dafio producido por la
exposicion a vanadio, a las 8 semanas post-exposicion libre del metal, la memoria espacial
se recupera, sugiriendo que el GD juega un papel importante en la fisiologia del

hipocampo.
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9. ANEXO
9.1 LABERINTO DE MORRIS
Material:

* Un tanque de 150cm de diametro y 60cm de altura

* Una plataforma de 50cm de alto y 10cm de didmetro

* Objetos que sirvan como puntos de referencia para el animal, por ejemplo, una
silla.

* Colorante blanco para el agua; Dioxido de Titanio (TiO;)

Método

1. Se divide el tanque en 4 cuadrantes y se coloca la plataforma en uno de ellos, procurando
que quede en medio de este (ver fig. 1a).

2. Se llena el tanque con agua a +25°C, dejando que el agua rebase un centimetro la
superficie de la plataforma.

3. Se colorea el agua con el didoxido de titanio para evitar que el ratobn observe la
plataforma.

4. Alrededor del tanque se deben colocar objetos, de referencia por ejemplo una silla, para
ayudar al raton a ubicarse viso-espacialmente y a que, a partir de esto, desarrolle su
memoria espacial (ver fig. 1b)

5. Una vez que se tiene preparado el material se realiza la prueba, colocando al raton al
extremo contrario y tomando el tiempo de latencia que utiliza para llegar a la plataforma.

6. Sino llega a los 60 segundos se termina la prueba y se retira al raton del tanque.

7. Esta prueba se realiza semanalmente, de preferencia a la misma hora y el mismo dia de la
semana.

*Nota: Este experimento requiere de un entrenamiento previo de siete dias consecutivos, en
el cudl se realiza lo mismo que en la prueba, solamente que se requiere repetir el mismo
ejercicio 20 veces por raton para reforzar el aprendizaje en cada repeticion.
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Figura (1a). Muestra como se debe dividir el tanque en cuatro cuadrantes y la
correcta posicion de la plataforma indicada con Ia linea punteada. (1b) Muestra
como se deben colocar los objetos que ayudaran a la orientacion viso-espacial del

ratén.
Modificado d2 Gary L. 2004 y Lynn Talton 2007

———————————————
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9.2 TECNICA DE GOLGI RAPIDA
Material:
Solucién A (Osmico dicromica)

* 300ml de agua destilada
e 8 gramos de dicromato de potasio (K2Cr207)
* lgramo de Tetradxido de Osmio (OsO4)

Solucién B (Solucion argéntica)

* Nitrato de Plata (AgNO3) 0.75%
* Agua destilada

Método

1. Se colocaron los cerebros en la solucion A de 6 a 7 dias

2. El sexto o séptimo dia se hizo un lavado con la solucién B y se dejaron en esta por 1 dia.
3. Al siguiente dia se encastraron los cerebros en parafina y se cortaron en el micrétomo
(90um de grosor)

4. Se pasaron en un tren de alcoholes, uno al 96% y dos al 100%,10min. cada uno.

5. Se pasaron a Eugenol (10min.)

6. Posteriormente a Xilol (10min.)

7. Y finalmente se montaron con resina sintética para su analisis cuantitativo
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9.3 INYECCION DE BrdU

Se inyectdvia intraperitoneal a los ratones 3 dias consecutivos cada 24 horas. Dos dias

antes del sacrificio y el mismo dia del sacrificio (dos horas antes de este).

La concentracion a la que se inyectofue la siguiente:

*  50mg por kilogramo (del peso corporal del raton)
* Se disolvieron 10mg en 1ml de solucion salina estéril.

9.4 INMUNOHISTOQUIMICA PARA BrdU

l.
2.
3.
4.

Obtencion y congelacion de muestras a -20°C para conservar el tejido:

Después del sacrificio se dejo el cerebro por 2 horas en fijador

Se lavé con PB0.1M durante 10 minutos para eliminar los restos del fijador

Se dejo por 24 horas en una solucion de sacarosa al 30% en buffer para crioprotegerlo
Finalmente se congelo al sumergirlo en metil-butano conservado en un congelador.

Se realizaronlos cortes en un criotomo a 40u. Una vez que se obtuvieron los cortes se
colocaron en pozos previamente llenados con PB 0.1M y se llevaron a cabo los siguientes
pasos:

03N N A W~

. Incubar 15 min. en PB 0.1M + Triton 0.03% + Perdxido de oxigeno en obscuridad
. Hacer 3 lavados de 10 min. con PB 0.1M + Triton 0.3%

. Incubar 2 horas a 65°C en formamida al 50% en SSC 2X

. Hacer un lavado de 5 min. con SSC2X

. Incubar 30 min. con HCI IN

. Incubar 10 min. en Borato de Sodio 0.1M

. Hacer 3 lavados de 10 min. con PB 0.1M + Triton 0.3%

. Incubar 30min. en solucién de bloqueo de albimina

9.

Incubar de 12 a 16h. en anticuerpo primario contra BrdU levantado en raton 3:500 en

solucion de bloqueo.

10. Dejar incubando minimo 12h.

11. Hacer 3 lavados de 10min. con PB 0.1M + Triton 0.3%

12. Incubar 2h. en anticuerpo secundario contra IgG de raton 1:500 en solucion de bloqueo.
13. Hacer 3 lavados de 10 min. con PB 0.1M + Triton 0.3%

14. Incubar 90 min. en Abidina+ Biotina.

15. Hacer 3 lavados de 10 min. con PB 0.1M + Triton 0.3%

16. Incubar 3 min. en DAB

17. Detener la reaccion con PB 0.1M

18. Hacer 3 lavados de 10 min. con PB 0.1M

19. Montar en laminillas cubiertas con grenetina al 0.5% + Sulfato de cobre 0.05%.
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