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RESUMEN

Actualmente con el desarrollo de la tecnologia, el crecimiento urbano, el uso indiscriminado
de combustibles fésiles y algunas de las caracteristicas geograficas y climaticas de la Zona
Metropolitana del Valle de México, se ha favorecido la emisién y acumulacién de
contaminantes atmosféricos. Dentro de estos contaminantes se encuentran las particulas
suspendidas a las cuales pueden ir adosados metales, como el vanadio (V). Debido a sus
numerosos estados de oxidacién, el V puede formar un gran nimero de compuestos entre
los que se encuentra el pentdxido de vanadio (V20s). Uno de los efectos adversos que
provoca el V, es que promueve la formacion enddgena de especies reactivas de oxigeno
(ERO) Yy, por consiguiente, produce estrés oxidante. Una manera de inhibir o retrasar la tasa
de oxidacion provocada por las ERO, es a través de los antioxidantes. La carnosina (B-
alanina-L-histidina) es un agente antioxidante natural que esta presente en mayor
concentracion en el musculo esquelético, bulbo y epitelio olfatorios de diversos vertebrados.
Ademas de ser un antioxidante, también se ha considerado que es un agente quelante,
atrapador de radicales libres (RL), neutraliza los dafios de proteinas glicosiladas y de
aldehidos producto de la peroxidacion lipidica y ademas, es un neuromodulador.

En estudios previos se ha observado que la inhalacién de V, en un modelo murino,
provoca disminucion de la densidad espinosa en células granulosas del bulbo olfatorio (BO).
Tomando en cuenta que el BO es una de las primeras estructuras en verse alterada en
diversas enfermedades neurodegenerativas, posiblemente por efectos del estrés oxidante,
fue importante evaluar si la carnosina reduce la alteracion de la funcién olfatoria y la pérdida
de la densidad espinosa de las células granulosas del BO de ratones hembras y machos
expuestos a V205 a través de la via inhalada. Se utilizaron ratones hembras y machos de
la cepa CD-1 en cuatro grupos: 1) control, se les expuso a solucion salina, durante una
hora, dos veces por semana, durante cuatro semanas; 2) expuestos a V205 (0.02M) bajo
las mismas condiciones que los ratones control; 3) grupo control positivo, se les administrd
via oral 1mg/kg/dia de carnosina durante cuatro semanas y 4) expuestos a V205 (0.02M)
con administracion de carnosina (1mg/kg/dia), bajo las mismas condiciones que los grupos
anteriores. A todos los grupos se les evalu6 la funcion olfatoria una semana antes de iniciar
el tratamiento correspondiente (inicial), a las dos semanas y a las cuatro semanas de
tratamiento; por medio de la prueba de percepcién olfatoria, usando como odorante
chocolate, realizada por Yan y Crawley (2009) y al concluir las cuatro semanas de
tratamiento los ratones se sacrificaron y perfundieron via aorta; posteriormente, se
extrajeron los cerebros y se procesaron con la técnica rapida de Golgi. El analisis citologico
consisti6 en contar las espinas de dendritas secundarias, en 20 um, de 25 células
granulosas del bulbo olfatorio. Los resultados obtenidos en la prueba de percepcion olfatoria
fueron analizados por medio de la prueba de U de Mann-Whitney (P<0.05) por no ser
paramétricos y a los del andlisis citologico se les realizd una prueba de ANOVA (P<0.05).

Los resultados obtenidos en la prueba de percepcién olfatoria mostraron que a las
cuatro semanas ambos grupos expuestos a V.Os (hembras y machos) tardaron



significativamente mas tiempo en encontrar el chocolate en comparaciéon con los grupos
control (hembras y machos) correspondientes y que los grupos de ratones macho expuesto
a V205 inicial y expuesto a V20s durante cuatro semanas realizaron un tiempo
significativamente menor con respecto a los tiempos realizados por los grupos de hembras
expuesto a V20s inicial y expuesto a V20s durante cuatro semanas, respectivamente. El
grupo de machos expuesto a V20s y tratado con carnosina tardé significativamente mas
tiempo en encontrar el chocolate en comparacion con el grupo control de machos, a las
cuatro semanas de tratamiento; en cambio, el grupo de hembras expuesto a V20s y tratado
con carnosina durante cuatro semanas no realizdé un tiempo significativamente diferente
con respecto al grupo control de hembras. A las cuatro semanas de tratamiento, los dos
grupos con administracion de carnosina (hembras y machos) no presentaron diferencia
significativa con respecto a los grupos control correspondientes.

En el analisis citoldgico se observé que los grupos de hembras y machos expuestos
a V205 presentaron disminucion significativa de la densidad espinosa de las células
granulosas del BO en comparaciéon con los grupos control (hembras y machos)
respectivamente, asimismo la densidad espinosa de las hembras expuestas fue
significativamente mayor en comparacion con la de los machos expuestos. En cambio, los
grupos expuestos a V205 pero tratados con carnosina (hembras y machos) presentaron una
densidad espinosa significativamente mayor en comparaciéon con los grupos expuesto a
V20s; sin embargo, esta densidad fue significativamente menor en comparacién con los
grupo control; ademas, la densidad espinosa de las hembras expuestas a V.05 y tratadas
con carnosina fue significativamente mayor en comparacién con los machos expuesto a
V205 y tratado con carnosina. Los grupos tratados unicamente con carnosina (hembras y
machos) no presentaron diferencias significativas comparadas con los grupos control.

Con base en los resultados se puede decir que la carnosina es un agente
neuroprotector de las células granulosas del BO de ratones hembras y machos, ya que
logré reducir la pérdida de espinas dendriticas de estas células, provocada por la inhalacion
de V20s. Sin embargo, la carnosina no evita en su totalidad los efectos del vanadio que
provocan dicha pérdida. Ademas se demostré que la administracion de carnosina a ratones
hembra, disminuye la alteracion de la funcién olfatoria provocada por la inhalacion de V20s,
pero no evita la alteracion de esta funcién en ratones machos expuestos a este compuesto.



I. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion Atmosférica

A lo largo de su existencia, el ser humano ha propiciado el deterioro del ambiente por la
contaminacion atmosférica (Vallejo et al.,, 2002). La contaminacion atmosférica es la
presencia de sustancias en el aire, en cantidades que pueden ser perjudiciales para la vida,
afectan estructuras y materiales de edificios, esculturas y monumentos, entre otros y
ocasionan cambios en las condiciones meteorologicas o climaticas (Cooper y Alley, 1986;
Elsom, 1987; Uruchurtu, 1997; Alonso et al., 2006).

Los contaminantes del aire se han clasificado como contaminantes no criterio y
contaminantes criterio, estos ultimos se han identificado como perjudiciales para la salud y
el bienestar de los seres humanos (INECC, 2013). La exposicién a los contaminantes
atmosféricos, en especial a las particulas suspendidas, han generado una creciente
preocupacién, ya que estudios durante la ultima década muestran una clara asociacion
entre la exposicion de la poblacion y el aumento en indicadores de morbilidad y mortalidad
(Tzintzun et al., 2005). Ademas, no se ha identificado la concentracién minima de los
contaminantes atmosféricos por debajo de la cual no se detecten impactos a la salud
(Tzintzun et al., 2005).

1.1.1 Contaminacién atmosférica en la Zona Metropolitana del Valle de
México

Actualmente las grandes zonas metropolitanas de México, como son el Valle de México,
Guadalajara y Monterrey, presentan problemas de contaminacién atmosférica, producto de
las emisiones vehiculares, industriales, domésticas y naturales (Tzintzun et al., 2005).
Aunado a esto, algunas de las caracteristicas geograficas y climaticas de la Zona
Metropolitana del Valle de México (ZMVM), son consideradas como uno de los principales
factores que condicionan la acumulacion de contaminantes atmosféricos (Armenta et al.,
2010).

Entre las caracteristicas de la ZMVM que favorecen la acumulacién de
contaminantes se encuentran que: a) Al ser una cuenca hidrologica, situada a 2,240 msnm
y rodeada por montafas, la concentracion de oxigeno se ve disminuida (-23%) con respecto
al nivel del mar, lo que reduce la eficiencia de los motores de combustion interna y aumenta
la emisiébn de hidrocarburos (SEMARNAP, 1996); b) La direccibn de los vientos
predominantes de noreste a suroeste hace que la mayor concentraciébn de contaminantes
atmosféricos esté en la zona sur de la ciudad, donde la Sierra del Ajusco, al ser la sierra
mas alta de la zona, obstaculiza su disipaciéon (Ponciano-Rodriguez y Rivero-Serrano, 1996;
Onursal y Gautam, 1997); c) La presencia de inversiones térmicas provoca la acumulacién
temporal de los contaminantes conocida como “capa de smog” de color ocre, debido a la




presencia de 6xidos de nitrégeno y particulas suspendidas, la cual unicamente se rompe
cuando el sol iguala las temperaturas entre la capa de smog y la capa caliente que se
encuentra por encima y d) Por su posicion continental entre dos océanos, son frecuentes
los sistemas anticiclonicos que generan grandes masas de aire inmoévil, que a su vez
provocan un aumento resultante en la concentracién de los contaminantes (Lara et al.,
2005).

1.1.2 Particulas suspendidas y sus efectos en la salud

En la ZMVM los principales contaminantes criterio emitidos al ambiente son didéxido de
azufre (SO-), mondxido de carbono (CO), éxidos de nitrogeno (NOx), compuestos organicos
totales (COT), compuestos organico volatiles (COV), amoniaco (NHs) y particulas
suspendidas menores a diez y dos punto cinco micrometros (um; PM10 y PM2.5
respectivamente) (Hernandez et al., 2010).

Las particulas suspendidas, también conocidas como particulas, aeroparticulas,
material particulado o aerosoles, son una mezcla constituida por materiales liquidos y
sélidos de diversos tamafos que se encuentran suspendidos en el aire y son producto de
una gran cantidad de procesos naturales y antropogénicos (Tzintzun et al., 2005; Fortoul y
Rojas-Lemus, 2007; INE, 2011). Por su origen, las particulas suspendidas se clasifican en
primarias y secundarias. Las primarias son aquéllas que se emiten directamente a la
atmosfera por diversas fuentes y las secundarias son aquellas que se forman en la
atmosfera como resultado de reacciones quimicas a partir de la transformacion y/o mezcla
de gases y/o particulas suspendidas (ECHE, 2000; EC, 2004; INE, 2011; Tzintzun et al.,
2005).

Las particulas suspendidas también se pueden clasificar por su tamafio con base
en su diametro aerodinamico (Fig. 1). Originalmente, el indicador de la calidad del aire
referente a las particulas era sélo para las particulas suspendidas totales (PST) que
comprenden un didmetro aerodinamico que va de 0.005 a 100 um (EPA, 1996; Romieu y
Borja-Aburto, 1997; INECC, 2013). Posteriormente se realiz6 otra clasificacion de tamafio
que considera a las particulas suspendidas que pueden ser inhaladas, dentro de ésta se
encuentran las particulas que miden menos de 10 um (PM10), o también conocidas como
fraccion inhalable o respirable, las cuales, dependiendo de sus propiedades, se depositan
en diferentes sitios del arbol respiratorio (Lippmann, 1989).

Dentro de la fraccion inhalable se encuentran la fraccién gruesa o burda que incluye
a las particulas con diametros entre 2.5 a 10 ym (PM 2.5-10) y se sedimentan en vias
respiratorias superiores; la fraccion fina, compuesta por particulas menores a 2.5 uym (PM
2.5), conocidas también como fraccion respirable, penetran hasta vias respiratorias
inferiores; y las particulas ultrafinas comprenden a particulas menores a 1um (PM 1) (INE,
2011; EPA, 2002; Lippmann, 1989; Rojas-Bracho y Garibay-Bravo, 2003), estas se
depositan en los alveolos y pasan directamente al sistema circulatorio lo que les permite
diseminarse gradualmente (Geiser et al., 2005). Ademas, el transporte a través del epitelio




olfatorio y la acumulacion en el cerebro también ha sido reportada para varios tipos de
particulas ultrafinas (Geiser et al., 2005).

€PM25
Combustion particles, organic
HUMAN HAIR compounds, metals, etc.
50-70um <2.5um (microns) in diameter
(microns) in diameter
© PM1o

Dust, pollen, mold, etc.
<10 um (microns) in diameter

90 um (microns) in diameter

FINE BEACH SAND

Image courtesy of the U.S. EPA

Figura 1.Diferentes tamafios de las particulas suspendidas (EPA, 2013).

Las politicas en salud publica, en términos de estandares o niveles maximos
permisibles de concentracion de particulas ambientales, se ha enfocado en los ultimos afios
en las particulas finas PM 2.5, ya que diversos estudios sugieren que tienen un efecto mayor
en la salud humana debido principalmente a su composicidén, que puede ser mas téxica y
se caracteriza por la presencia de sulfatos, nitratos, acidos, metales y carbén negro (INE,
2011). Ademas, al ser una fraccion respirable pueden llegar a los conductos mas bajos de
las vias respiratorias y provocar importantes afectaciones a la salud humana (INE, 2011).
Y las particulas en este rango de tamafio permanecen durante periodos mas largos
suspendidas en la atmosfera, viajando largas distancias, por lo que la poblacién puede estar
expuesta durante periodos mas prolongados (INE, 2011).

1.1.2.1 Metales y sus efectos en la salud

Las particulas suspendidas se encuentran conformadas, por lo general, por un nucleo de
carbon al cual se adhieren principalmente compuestos organicos, material biolodgico, iones,
gases reactivos o metales (EPA, 1999). En ZMVM en el afio 2010 se generaron mas de




190 mil toneladas de contaminantes toxicos de las cuales el 1% son metales contenidos en
las particulas suspendidas y se estim6é que poco mas de 260 mil kg anuales de metales
téxicos provienen de procesos del sector industrial y sobretodo de la quema de
combustibles fésiles (Camacho et al., 2012).

Se considera que la contaminacion por metales puede derivar en diversos efectos a
la salud y al ambiente, dependiendo del elemento en particular (INECC, 2012). Con relacién
a la contaminacion por metales unidos a las particulas suspendidas se ha observado una
serie de efectos, tales como: taquicardias, incremento de la presién sanguinea y anemia
debido al efecto inhibitorio de la hematopoyesis, ademas de un incremento en los niveles
de triglicéridos, neurotoxicidad, dafios al rifién (Krewski y Rainham, 2007), inflamacion de
tejidos, danos celular, pueden ser genotdxicos y carcinogénicos (Leonard et al., 2004).

1.2 Vanadio

El vanadio (V) es un metal adosado a las PM2.5 que se derivan principalmente por la quema
de combustibles fésiles (Ryan, 2013). El V es un metal de transicion, ductil, de color gris-
plata (Mukherjee et al. 2004; Chatterjee et al., 2013) y es el elemento nimero 23 de la tabla
periddica (Chatterjee et al., 2013). Esta ampliamente distribuido a lo largo del planeta
(Chatterjee et al., 2013), ocupa el lugar 22 entre los elementos mas abundantes en la
corteza terrestre, con una presencia de 0.014 a 0.02 % (Lagerkvist et al., 1986) y es el
quinto metal de transicibn mas abundante en la corteza terrestre, que se encuentra en
minerales, carbones y depositos de petroleo (Emsley, 1991).

La mayoria de los seres vivos contienen V (Chatterjee et al., 2013). Algunos
organismos en los que el V juega un papel importante son: bacterias (Azotobacter,
Anabaena, Rhodopseudomonas y Methanosarcina), algas, hongos (Amanita muscaria, A.
regalis y A. velatipes), plantas superiores, ascidias (Ascidia gemmata, Perkinsiana littoralis,
Phallusia mammillata y Pseudopotamilla occelata) tunicados, holoturidos (Antipov, 2013;
Mukherjee et al., 2013), ratas y pollos (Mwakikunga, 2013).

.21 Fuentes de exposicién al vanadio

Como se mencion6 anteriormente, la principal fuente de exposiciéon a V para los seres
humanos es la contaminacién atmosférica producida por la quema de combustibles fésiles
(carbén, aceites pesados y petréleo), ya que cerca de 110,000 toneladas de V es liberado
al afo a la atmosfera por dicho proceso (Mukherjee et al., 2013) y las cenizas de la
combustién del petréleo contienen mas de un 80% de V205 (Wenning, 1988; IPCS, 2001;
Garcia, 2006). La concentracion de V en los petréleos crudos varia dependiendo de su
origen. Los petréleos de América son los que contienen mas V, siendo los principales los
provenientes de Venezuela, el maya de México y el de Canada (IPCS, 1988; Crans et al.,
1998).




Las fuentes naturales de exposicion al V son la erosién del suelo, emisiones
volcanicas, incendios forestales, la brisa marina y proceso biogénicos (IPCS, 2001; Fortoul
y Rojas-Lemus, 2007). También se encuentra en diversos alimentos como son: hongos,
mariscos, semillas de eneldo, perejil, pimienta negra, arroz, avena, habas, rabanos, cebada,
trigo, lechuga, chicharos, papas, carne, setas, soya, aceitunas, grasas y aceites vegetales
insaturados, manzanas, huevo, edulcorantes y bebidas como la cerveza y el vino
(Mukherijee et al., 2004; Antipov, 2013; Mukherjee et al., 2013).

Ademas, este elemento es utilizado en la industria metalurgica, en la fabricacion de
vidrios, plasticos, acido sulfurico, cauchos, pinturas y colorantes para fotografia y
cinematografia; también se utiliza en fungicidas, insecticidas y fertilizantes (Lagerkvist et
al., 1986; Carson et al., 1987; Alessio et al., 1988; IPCS, 1988, 2001).

1.2.2 Toxicocinética del vanadio

El V ingresa al organismo de los mamiferos a través de la piel, el tracto gastrointestinal y el
sistema respiratorio (Hansen et al.,, 1982; Bracken et al., 1985; Barceloux, 1999). Otra
posible via por la que el V podria ingresar al organismo directamente hacia el cerebro es a
través del transporte transneural, el cual consiste en que diversos materiales y sustancias
que penetran en la cavidad nasal sean transportados desde la mucosa olfatoria hacia el
bulbo olfatorio (Weiss y Buchner, 1988; Baker, 1995;).

Cooper (2007) considera que la principal via por la que ingresa el V es la via aérea
e ingresar en menor proporcion a través de la ingesta y la exposicion dérmica. Debido a
que el V se encuentra adosado a particulas cuyo tamafio aerodinamico es igual o menor a
2.5 um, al ser inhaladas, el V puede entrar facilmente a las vias respiratorias bajas (RILLC,
1997) donde difunde hacia el flujo sanguineo, debido a que la distancia de difusién es muy
pequefia y la irrigacion sanguinea es muy alta (Antonio et al., 2011).

Una vez que el V alcanza el flujo sanguineo, puede encontrarse en estados de
oxidacion I, IVy V. EI V V es reducido a V "V por medio de agentes reductores tales como
la glutation, NADH, &cido ascérbico, L-cisteina, catecolaminas y otras substancias
reductoras del plasma (Rehder, 2003; Valko et al., 2005). La albumina sérica y la
transferrina son las proteinas que contienen hierro a las que se les unen el V en el plasma
sanguineo (Mukherjee et al., 2004; Pessoa y Tomaz, 2010). En condiciones fisiologicas el
V ¥ predomina como anién vanadato (H2VOs) y V "V como catién vanadilo (VO?*) (Crans et
al., 2004), el primero es transportado a través del torrente sanguineo hacia otros tejidos por
medio de la transferrina y el segundo es transportado por la albumina y la transferrina
(Fantus et al., 1995; Mukherjee et al., 2004).

Los érganos y tejidos a los que llega y se acumula el V son el higado, rifidn, bazo,
huesos y en menor medida en los pulmones y testiculos. (Hansen et al., 1982; Bracken et
al., 1985; Barceloux, 1999). También se ha detectado en cerebro, corazoén, tiroides,
musculo esquelético, médula 6sea y tejido graso, entre otros (Sharma et al., 1987; Alessio
et al., 1988, Elinder et al., 1988, French y Jones, 1993). Dentro de los tejidos, los cationes




vanadilo (V V) probablemente se vuelven a convertir en aniones vanadato (V V) por medio
del sistema de oxidacion NADPH en presencia de oxigeno. Por lo tanto, los agentes
reductores enddgenos y el oxigeno disuelto regulan el vanadilo y las concentraciones de
vanadato en el suero, tejidos, y células (Mukherjee et al., 2013).

La manera en que el V ingresa a la célula se da en dos etapas, en la inicial el V v
cruza la membrana celular a través del transporte por canales anidnicos, mientras que en
la segunda etapa el cruce es mas lento e involucra el V reducido (V ') y un mecanismo de
paso semejante al de los cationes divalentes (Heinz et al., 1982). En el interior de la célula
el V'V puede ser nuevamente reducido a V v por agentes reductores bioldgicos, como son
el glutation intracelular, acido ascérbico y otros sustratos donde permanece unido (Yang et
al., 2004).

El V absorbido es rapidamente desechado principalmente por los rifiones a través
de la orina o a través de la bilis en las heces. La cinética de eliminacién por la orina sigue
un comportamiento bifasico, en las 20 primeras horas se excreta la mayor cantidad de V' y
de 40 a 50 dias se desecha el resto del metal (Elinder et al., 1988; Mukherjee et al., 2004;
Fortoul y Rojas-Lemus, 2007).

1.2.3 Estados de oxidacion y sus compuestos derivados

La absorcion del V depende de sus diferentes estados de oxidacion (Mukherjee et al., 2013).
Este elemento presenta diversos estados 1%, 2%, 3%, 4" y 5%, siendo los mas comunes los
tres ultimos (Valko et al., 2005; Ryan, 2013). Debido a sus diversas valencias y a que tiende
a ser un elemento propenso a oxidarse (Mukherjee et al., 2013), el V puede formar un gran
namero de compuestos (OMS, 1995). Se conocen alrededor de 65 compuestos de este
metal en la naturaleza (Mukherjee et al., 2013; Mwakikunga, 2013). Los 6xidos de V suelen
ser mas téxicos que las sales de V y los compuestos de V®* suelen ser mas toxicos que
aquellos con V** (Valko et al., 2005).

Los efectos de los compuestos de V en la salud pueden ser perjudiciales
dependiendo de su estado de valencia, solubilidad, via de exposicion, absorcion y
concentraciéon del compuesto (Ryan, 2013). El pentéxido de vanadio (V20s) es uno de los
compuestos mas comunes del V, es la principal forma de este metal en las PM generadas
por la ignicion de combustibles fésiles (Ghio et al., 2002; Cohen, 2004), es de color amarillo-
rojizo (Baroch, 1983; Lagerkvist et al., 1986) y representa un riesgo para la poblacion
cuando hay una sobreexposicibn aguda o crénica (Garcia, 2006). Este compuesto
promueve la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), debido a que en el ultimo
orbital tienen un electrén no pareado (radical libre) que le confiere inestabilidad fisica.
(Byczkowski y Kulkarni, 1996).




.2.4 Estrés oxidante inducido por vanadio

Debido a sus multiples estados de oxidacién, uno de los efectos negativos del V es que
promueve la formacién endégena de radicales libres (RL) y de ERO (Mussali-Galante et al.,
2007). Los radicales libres son moléculas que contienen un electrédn no apareado en su
orbital mas externo, por lo que son sumamente reactivos, pues su inestabilidad les confiere
una avidez fisica por la captura de un electrén de cualquier molécula de sus entorno y en
consecuencia, son capaces de dafar a otras moléculas a las que transforman, a sus vez,
en moléculas muy reactivas (Dorado-Martinez et al., 2003; Velazquez-Paniagua et al.,
2004). Las ERO son moléculas oxidantes, que en su composicién contienen al menos una
molécula de oxigeno y que son RL o suelen transformarse facilmente en ellos (Dorado-
Martinez et al., 2003).

El'V promueve la formacion de RL y ERO intracelularmente por medio de reacciones
tipo Fenton y/o durante la reduccion intracelular de V V a V v, por medio de agentes
reductores, principalmente la NADPH (Shi y Dalai, 1993b; Capella et al., 2002). Cuando el
V ingresa a la célula en forma de vanadato (V V) es reducido ya sea de manera enzimatica
(por ejemplo por la NADPH) o no enzimatica (por ejemplo acido ascorbico) a vanadilo (V
V). Cuando el vanadato es reducido en presencia de oxigeno (O2) y el Oz recibe un electrén,
se forma el radical superoxido (O'35). El vanadato cuando es reducido a vanadilo en
presencia de 0, puede formar el radical peroxovanadilo [V(IV) — 00’] o el hidroperdxido de
vanadilo [V(IV) — OH']. Al ser reducido el radical superoxido en presencia de la superdxido
dismutasa (SOD) éste se transforma en peréxido de hidrégeno (H202), que a su vez puede
ser trasformado en agua (H20) cuando recibe dos electrones a través de la catalasa, o el
H.O- participa en la reaccion de Fenton cuando el vanadilo es oxidado a vanadato y se
genera el radical hidroxilo (OH) (Shi y Dalai, 1992; 1993a; Capella et al., 2002; Mussali-
Galante et al., 2007; Astiz, 2009) (Fig. 2).

Los RL y las ERO pueden ocasionar dafio a los organismos por diversos procesos
(Astiz, 2009). El radical superoxido (O'3) puede interferir con enzimas del sistema de
defensa antioxidante tales como la catalasa y la glutatién reductasa (Tabatabaie y Floyd,
1994; Franceschutti et al., 1996) y aunque no resulta ser muy reactivo, en su forma
protonada (HO ;) es capaz de atravesar membranas y puede iniciar reacciones de
peroxidacion de acidos grasos (Astiz, 2009). El perdxido de hidrégeno (H202) es una ERO
pero no es un RL, al ser muy soluble en agua, por su neutralidad eléctrica y pequefio
tamanio, es capaz de atravesar las membranas celulares y puede promover la formacion de
radicales OH, a través de la reaccidén de Fenton, al estar en presencia de un metal (Astiz,
2009). El radical hidroxilo (OH') es capaz de reaccionar con carbohidratos, aminoacidos,
fosfolipidos, bases puricas o pirimidinicas y acidos organicos, entre otras (Buettner, 1993),
lleva a cabo reacciones de peroxidacion lipidica (Astiz, 2009) y puede inducir rompimientos
de las cadenas de los acidos nucleicos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Se sugiere que la
peroxidacion lipidica es uno de los mecanismos de la toxicidad del V causando alteraciones
en las vias de sefializacion del calcio (Ca?*) la cual conlleva a la muerte celular (Stohs y
Ragchi, 1995; Garcia et al., 2005).
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V(V) + 05 = [V (IV) — OO -] (Radical peroxovanadilo)

[3] V(IV)+H202 2 V(V)+OH++OH (Radical hidroxilo) Reaccion de Fenton

Figura 2. Representacion esquematica de los posibles mecanismos del vanadato
induciendo estrés oxidante (Modificado de Stohs y Ragchi, 1995; Mussali-Galante et al.,
2007).

Al haber un incremento en la generacion de pro-oxidantes (RL y ERO, entre otros),
un decremento de la proteccion de los antioxidantes debido a que el vanadio es capaz de
disminuir la actividad de enzimas antioxidantes como son la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX) y/o al haber falla en la reparaciéon del dafio
oxidante, se genera en los organismos estrés oxidante (Mussali-Galante et al., 2007; Cui et
al., 2012; Farid et al., 2012).

1.3 Efectos del vanadio en el organismo (Toxicodinamia)

El V puede ser tdxico para el humano y para algunos animales, ya que puede afectar
diversas funciones celulares (Altamirano-Lozano et al., 1993) como el ciclo celular, rutas de
sefializacion, proliferacion y la sobrevivencia celular tanto in vitro como in vivo (SCF, 2004),
tiene un efecto insulino-mimético, disminuye los niveles del colesterol y de las grasas en la
sangre, juega un papel en la formacion de huesos, dientes, eritrocitos y participa en la
funcién de la tiroides (Williams, 2002; Pacheco-Calderén, 2006; Mukherjee et al., 2013).

Aunado a lo anterior, el ion vanadio (VO4*") tiene una similitud estructural y
electronica con el ion fosfato (PO4*") (Mukherjee et al., 2013), por lo que este elemento
aparentemente interfiere con enzimas como: diferentes ATPasas, proteinas cinasas,
ribonucleasas y fosfatasas. Ademas, las sales y iones de V posiblemente regulan diversos
genes como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina-8 (IL-8), factor de
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transcripcion AP-1, ras, c-raf1, proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) y p53, entre
otros (Mukherjee et al., 2013). Asimismo, tanto en el fluido intracelular y extracelular, los
cationes y aniones de V normalmente se comportan como iones metalicos de transicion y
compiten con otros iones metalicos para combinarse con diferentes ligandos biolégicos o
compuestos, tales como nucleétidos, carbohidratos y fosfatos; para producir sus efectos
bioldégicos (Mukherjee et al., 2013).

El V aun no ha sido considerado en definitiva como un agente carcinogénico o
anticarcinogénico, pues la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés) clasifica al V.Os como un posible carcindgeno para los humanos
(Grupo 2B; IARC, 2003). Sin embargo, existen otros estudios que demuestran su efecto
anticarcinogénico, por ejemplo Lopez-Valdez (2008) observé disminucion en el tamafio y
frecuencia de los adenomas pulmonares inducidos por uretano en ratones cuando éstos
inhalaron V20s.

Dentro de los sintomas reportados en humanos cuando hay una exposicién a V20s
por la via inhalada se encuentran: tos con flemas, irritacion de nariz, garganta y ojos, rinitis,
coloracioén verde en la lengua, aumento de células inflamatorias nasales (Barceloux, 1999)
y se ha asociado a enfermedades respiratorias como bronquitis, fibrosis, asma, laringitis y
faringitis después de exposiciones ambientales u ocupacionales (Ghio et al., 2002; Cohen,
2004; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Ademas, una exposicion aguda a V ocasiona irritacidn sensorial, fiebre, conjuntivitis,
aumento del movimiento intestinal, dermatitis, vémito, diarrea, problemas respiratorios,
temblores y dafio renal (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Asimismo, se ha
reportado que este metal produce fatiga, palpitaciones, malestar gastrointestinal, dafio
hepatico, cardiaco y renal y desordenes neurolégicos como convulsiones, temblor y
deterioro en reflejos condicionados (Baran, 1998, 2008; Garcia, 2006).

En ratones expuestos a la inhalacion de V20Os se han observado alteraciones en
diversos o6rganos, estructuras y sistemas como: cambios morfolégicos y aumento de
interlucina-6 (IL-6) en el epitelio bronquiolar (Falcon-Rodriguez, 2008); necrosis de
espermatogonias, espermatocitos y células de Sertoli (Fortoul et al., 2007); decremento en
el porcentaje de gamma-tubulina en células testiculares (Mussali-Galante et al., 2005);
atrofia del epitelio vaginal, aumento de la atresia de foliculos en estadios avanzados vy
disminucién de la marca para el receptor de estrogenos-f (Martinez-Pedraza, 2007); dafio
genotoxico en eritrocitos y leucocitos (Rojas-Lemus, 2006 y 2009) y en células de médula
Osea (Pérez de Gante, 2008); disminucion de la expresion del CD11c y MHCII (Ustarroz-
Cano, 2012), cambios morfolégicos y de la relacién corteza-médula en el timo (Pifdn-
Zarate, 2008); cambios en la morfologia del bazo, alteraciones en los megacariocitos
(Pindn-Zarate, 2005) y alteraciones en proteinas profibrogénicas y antifibrogénicas en
megacariocitos del bazo (Martinez-Baez, 2011); alteraciones nucleares y cambios en los
diferentes tipos de laminas nucleares de linfocitos de bazo (Rodriguez-Lara, 2008); anemia
(Zapata-Alfaro, 2012) y alteracion de la megacariopoyesis e inhibicién de la agregacion
plaquetaria (Gonzalez-Villalva, 2012).
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1.3.1 Efectos del vanadio en el sistema nervioso central

En el sistema nervioso central (SNC) también se presentan alteraciones morfolégicas y
fisiologicas resultado de la exposicion a V. En humanos se observé que el nivel de V en el
suero de pacientes con depresion es mayor que el de pacientes control (Conri et al., 1986)
y en personas expuestas a V se vieron trastornos en habilidades visuo-espaciales y en la
atencion (Barth et al., 2002).

En ratas expuestas a metavanadato de sodio (NaVOs) Sasi y cols. (1994)
observaron altos niveles de peroxidacion lipidica con disminuciéon de los niveles de lipidos
y proteinas en diferentes areas cerebrales. Sanchez y cols. (1998) demostraron que la
administracion de NaVOs3 produce reduccion en la actividad en general y en el aprendizaje
en ratas. Garcia y cols. (2004 y 2005) observaron en ratas a las que se les habia inyectado
NaVOs, niveles elevados de lipoperoxidacién en hipocampo y cerebelo, disminucién de la
mielina y alteraciones en el comportamiento. Ademas, utilizando marcadores histologicos
de neurotoxicidad, vieron astrogliosis, expresion de proteinas del choque térmico (Hsp 70)
y activacion de las especies reactivas de nitrégeno (NOS) particularmente en cerebelo e
hipocampo.

En un modelo murino por inhalacion de V.0s (0.02M) se demostré que la
concentracion de V en el cerebro de ratén se estabiliza entre 0.10 y 0.15 mg/g de tejido de
peso seco después de una semana de exposicion a dicho metal y esta concentracion se
mantiene durante un periodo de cuatro semanas de exposicion. Las alteraciones
histologicas, fisiologicas y funcionales que se vieron en el SNC, después de cuatro semanas
de exposicion, fueron: pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y de
espinas dendriticas de neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado (Avila-Costa et
al., 2004); pérdida de cilios, descamacién celular, desprendimiento de la capa de células
ependimales, desprendimiento de la membrana basal de las células del epéndimo vy
rompimiento de las uniones estrechas que se encuentran entre las células ependimales del
cuarto ventriculo cerebral (Avila-Costa et al., 2005; Jiménez-Martinez, 2009); peroxidacion
lipidica en neuronas piramidales de la corteza cerebral y en el plexo coroideo (Jiménez-
Martinez, 2009); disminucién de la densidad espinosa de neuronas piramidales de la regiéon
CA1 y de las neuronas granulares del Giro dentado, muerte celular por necrosis,
disminucién de la neurogénesis de las neuronas granulares del Giro dentado y deterioro de
la memoria espacial (Avila-Costa et al., 2006; Vega-Bautista, 2012); aumento de los niveles
de metaloproteinasas de matriz nueve (MMP-9) en el bulbo olfatorio, corteza prefrontal,
hipocampo, estriado y plexo coroideo y aumento de la metaloproteinasas de matriz dos
(MMP-2) en la corteza prefrontal, hipocampo, estriado y plexo coroideo (Colin-Barenque et
al., 2008; Cortés-Torres, 2009).
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1.3.1.1 Efectos del vanadio en el sistema olfatorio

En el modelo murino, antes mencionado, se observaron alteraciones en el bulbo y epitelio
olfatorios. En el epitelio olfatorio (EO), después de cuatro semanas de exposicidén, Arenas-
Amaya (2012a) observé alteraciones morfoldgicas (picnosis, muerte celular vy
desorganizacioén celular en el EO), vacuolizacion en las glandulas de Bowman y en las fibras
nerviosas que proyectan hacia el bulbo olfatorio (BO), siendo estas alteraciones mas
evidentes en ratones machos que en hembras. En el BO, por periodos de exposicion de
una a 12 semanas, se observo decremento en el tamafio de los somas y en la densidad
espinosa de células granulosas del BO de ratones macho (Aguirre et al., 2002; Mondragén
et al., 2003). Colin-Barenque y cols. (2003) vieron, después de la segunda semana de
exposicion en ratones macho, que las células granulosas del BO presentaron
invaginaciones nucleares, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico dilatados, granulos de
lipofucsina, mitocondrias electrodensas y muerte celular por necrosis. En el mismo modelo
murino de exposicion a V205 después de cuatro semanas de exposicién, Cervantes-Piza
(2009) observo aumento de la MMP-2 y MMP-9 en la zonas glomerular y granulosa del BO
de ratones macho; Jiménez-Martinez (2012) report6é disminucion de la densidad celular en
la capa glomerular y granulosa del BO en ratones macho y Moscoso-Caballero (2010)
observé pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas tanto en ratones hembras
como en machos, sin embargo esta pérdida fue mayor en los machos en comparaciéon con
las hembras. La inhalacién de V205 pero a menor dosis (182 ug) produce reduccion de los
niveles de la proteina tirosina hidroxilasa, de dopamina, de su precursor el acido 3,4-
dihidroxifenilacético y del peso de los bulbos olfatorios; asi como incremento de astrocitos
en la capa glomerular del BO (Afeseh et al., 2014)

La funcion olfatoria de ratones también se ha visto afectada por la inhalaciéon V20s,
después de cuatro semanas de exposicion, se observd disminucion de la discriminacion y
percepcién olfatoria de ratones hembras y macho, sin embargo, tanto la disminucién de la
discriminacion como de la percepcion olfatoria fue mas evidente en los machos en
comparacion con las hembras (Cervantes-Piza, 2009 Moscoso-Caballero, 2010, Jiménez-
Martinez 2012). Ademas, se ha observado disminucién de la capacidad de ratones machos
para detectar feromonas de hembras gestantes y deficiencias en la locomocién (Afeseh et
al., 2014).

1.3.1.2 Bulbo olfatorio

La olfaccion es la percepcion de olores que resulta de la deteccion de odorantes dispersos
en el ambiente. Para muchos mamiferos el olfato es el medio principal para recibir
informacién del medio que los rodea (Osuna y Rubiano, 2010).

El BO es una extension del prosencéfalo especializado en procesar las sefales
moleculares que dan lugar al sentido del olfato. Este recibe impulsos olfatorios aferentes a
través de las neuronas sensoriales olfativas y envia informacién eferente directamente a la
corteza olfativa (Shepherd y Greer, 1998). El BO tiene una organizaciéon laminar que esta
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bien definida, de la superficie a la profundidad, estas capas son: capa del nervio olfatorio,
capa glomerular, capa plexiforme externa, capa de células mitrales, capa plexiforme interna,
capa de células granulosas y una zona central de fibras (Nieuwenhuys et al., 2009;
Lepousez et al., 2013) (Fig. 3)

Capa del nervio olfatorio

Capa glomerular

Capa plexiforme externa

Capa de células mitrales

Capa plexiforme interna

Capa de células granulosas

Zona de fibras central

Figura 3. A. Citoarquitectura; B. neuronas y fibras observadas con la técnica de Golgi. Ach,
acetilcolina; aff, aferentes centrifugos; Bc, células de Blanes; Carn, carnosina; cfz, zona de
fibras central; DA, dopamina; eff, fibras eferentes, epl, capa plexiforme externa; Gc, célula
de Golgi; g/, glomérulo; gll, capa glomerular; Glu, acido glutamico; gre, células granulosas;
grl, capa de células granulosas; hc, célula horizontal; ip/, capa plexiforme interna; mc, célula
mitral; mcl, capa de células mitrales; NA, noradrenalina; olfn, nervio olfatorio; olfnl, capa del
nervio olfatorio; pgc, células periglomerulares; sin, interneuona superficial; SP, sustancia P;
tc, células en penacho; vcC, célula vertical de Cajal (Modificado de Nieuwenhuys et al.,
2009).

Los receptores responsables para la transduccién de odorantes se encuentran en la
mucosa olfatoria, que se localiza en la parte superior de la cavidad nasal recubierta por el
EO. ElI EO presenta una capa de moco superficial y el epitelio esta constituido por diferentes
tipos de células: neuronas de soporte, células basales, neuronas inmaduras y neuronas
sensoriales olfativas (Osuna y Rubiano, 2010). Las neuronas sensoriales olfativas son
neuronas bipolares delgadas receptoras de odorantes, cada una de estas neuronas tiene
una dendrita apical la cual se dirige al EO donde termina en forma de vesicula olfatoria de
la cual se proyectan cilios que protruyen de la capa de moco. La informacion aferente
captada por los receptores que se encuentran en los cilios es transmitida a través de los
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axones amielinicos y basales de las neuronas sensoriales, los cuales se agrupan en
pequefios haces o filamentos olfatorios, que atraviesan la lamina cribosa y forman la capa
mas externa del BO, denominada capa del nervio olfatorio (Shepherd y Greer, 1998; Osuna
y Rubiano, 2010) (Fig. 4).

Olfatorio
Piamadre
Nemvio Olfatorio

Lamina cribosa

Glandulas de
Bowman

Célula basal

Neurona de soporte

Cilios

Moléculas, . . . - s
Olfativas 4

Flujo de aire

Figura 4. Mucosa olfatoria y su relacién con el bulbo olfatorio (Modificado de
Zonagratuita, 2013).

Los axones de la capa del nervio olfatorio se reacomodan e inervan a los glomérulos,
que en conjunto forman la segunda capa del bulbo olfatorio denominada capa glomerular
(Nieuwenhuys et al., 2009; Fig. 3). En los glomérulos, los axones de las neuronas
sensoriales olfativas hacen sinapsis con tres tipos de neuronas olfatorias secundarias:
células mitrales, en penacho y periglomerulares (Osuna y Rubiano, 2010; Fig. 3).

Las células periglomerulares (PG), son un tipo de interneuronas que rodean y dan
soporte a los glomérulos. El cuerpo neuronal de las PG tiene un diametro de 6-8 um, cada
PG tienen una dendrita gruesa y corta, que arboriza dentro de los glomérulos y se
entremezcla con los axones de las neuronas sensoriales olfativas y las dendritas de las
células mitrales y en penacho (Shepherd y Greer, 1998). El ax6n de cada PG se distribuye
lateralmente en la region extraglomerular y se extiende hasta cinco glomérulos de distancia
(Pinching y Powell, 19714, b; Fig. 3). La mayoria de estas interneuronas son GABAérgicas,
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otras son dopaminérgicas y algunas de ellas son GABA- y dopaminérgicas (Nieuwenhuys
et al., 2009).

Seguida de la capa glomerular se encuentra la capa plexiforme externa, la cual esta
formada principalmente de dendritas primarias y secundarias de las células mitrales y en
penacho que se dirigen hacia los glomérulos y que interactian con las espinas dendriticas
de las células de la granulosa (Lepousez et al., 2013). Sin embargo, esta capa también
contiene cuerpos de PG y de las células en penacho (Nieuwenhuys et al., 2009; Fig. 3). Las
células en penacho (CP) son células eferentes, que se localizan en una posicion mas
superficial en comparacién con las células mitrales. Estas utilizan acido glutamico (o en su
forma ionizada glutamato) como neurotransmisor en sus terminaciones axonicas y puntos
de contacto dendrodendriticos, aunque algunas CP son dopaminérgicas (Nieuwenhuys et
al., 2009).

Posteriormente, sigue la capa de células mitrales, compuesta principalmente por los
somas de las células mitrales (CM) (Nieuwenhuys et al., 2009; Fig. 3). Las CM son células
eferentes que transmiten la informacion del BO hacia la corteza olfatoria, sus somas miden
de 15- 30 ym de diametro, presentan una dendrita apical que atraviesa la capa plexiforme
externa y se dirige a los glomérulos y dendritas basales que se extienden de forma lateral
en la capa plexiforme externa. Las dendritas de estas células no presentan espinas
(Shepherd y Greer, 1998; Fig. 3). Los axones de las CM proyectan al interior del bulbo
olfatorio, donde se juntan para formar el tracto lateral olfatorio, aunque hay algunos axones
que terminan en la capa plexiforme externa, en la interna o en la capa de las granulosas.
La eferencia de axones al tracto lateral olfatorio provee numerosas ramas que terminan en
la primera capa de la corteza olfatoria (Shepherd y Greer, 1998). Las CM utilizan acido
glutamico (o en su forma ionizada glutamato) como neurotransmisor en sus terminaciones
axonicas y puntos de contacto dendrodendriticos (Nieuwenhuys et al., 2009).

Seguida de la capa de células mitrales se encuentra la capa plexiforme interna,
formada por un plexo en el que participan las dendritas ascendentes de las células
granulosa, los axones de las CM y CP y sus colaterales axonales, axones de fibras
centrifugas de otras partes del encéfalo, cuerpos de algunas células granulosas (Fig. 3) y
de otras interneuronas (Nieuwenhuys et al., 2009).

A continuacién sigue la capa de células granulosas que esta conformada por varias
zonas de células granulosas densamente agrupadas, separadas entre si por haces de
fibras nerviosas (Fig. 3) y otras interneuronas (Nieuwenhuys et al., 2009). Las células
granulosas (CG) son interneuronas, amacrinas, con un soma que mide de 6-8 uym de
diametro y sus dendritas son notables por poseer numerosas espinas dendriticas
(gémulas). Estas interneuronas liberan GABA en sus puntos de contacto dendrodendriticos
con las CM y CP, por lo que estas sinapsis son inhibitorias, gracias a lo cual intervienen en
la integracion y modulacion de la informacion de la funcion olfatoria (Shepherd y Greer,
1998; Nieuwenhuys et al., 2009; Osuna y Rubiano, 2010; Lepousez et al., 2013).

La ultima capa del BO se denomina zona central de fibras (Fig. 3), ocupada por
eferentes y aferentes bulbares (Nieuwenhuys et al., 2009).
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1.3.1.2.a Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son protuberancias neuronales que se componen de una cabeza
conectada a la dendrita por un delgado cuello, es un sitio donde se lleva la mayor
comunicacion excitatoria electroquimica entre neuronas e interneuronas via sinapsis. En la
mayoria de las regiones del cerebro, mas del 90% de todas las sinapsis excitatorias se
realizan en las espinas dendriticas (Nimchinsky et al., 2002; Bourne y Harris, 2007).

Las espinas dendriticas presentan una amplia variedad de tamafos, formas (cortas,
hongo y delgadas) y componentes subcelulares. Ademas, contienen receptores de
neurotransmisores que se encuentran en la superficie de la espina donde se lleva la
sinapsis y un sistema de sefiales esenciales para la funcién sinaptica y la plasticidad
(Nimchinsky et al., 2002).

Dentro de los componentes subcelulares que contienen las espinas se encuentran
el reticulo endoplasmico liso, poliribosomas, mitocondrias (suelen presentarse sélo en
espinas largas) y citoesqueleto (Bourne y Harris, 2007). El citoesqueleto de las espinas
denriticas carece de microtubulos, a excepcion de las espinas largas, el cual se dispone en
el citoplasma como una red flexible de filamentos formados por actina y por proteinas de
union a la actina. Los filamentos de actina estan situados longitudinalmente en el cuello de
la espina, mientras que en la cabeza estan organizados en una red. Se piensa que los
filamentos de actina proporcionan el andamiaje para soportar la forma de la espina y el
mecanismo por el cual la forma de la espina puede ser alterada rapidamente por accion del
calcio (Bourne y Harris, 2007).

Las espinas son estructuras dinamicas que sufren cambios morfoldgicos y en su
densidad (ausencia/presencia), en un amplio rango de escalas espaciales y temporales y
bajo diversas condiciones fisiologicas (Nimchinsky et al., 2002), como son la sinaptogénesis
durante el desarrollo, cambios en el comportamiento asociados con el aprendizaje y la
memoria, condiciones patoldégicas asociadas con la disfuncion neuronal, como
enfermedades mentales y neurodegenerativas (Bourne y Harris, 2007) y la deaferentaciéon
(Nimchinsky et al., 2002).

La pérdida de espinas debida a la deaferentacion sugiere de alguna manera que
éstas son mantenidas por los impulsos aferentes, por lo que la neurotransmision
glutamatérgica (aferencia), que presentan las espinas, actia como una sefal para
mantenerlas y la interferencia con la actividad sinaptica normal puede afectar la forma o
densidad de las espinas. Sin embargo, la excitotoxicidad ocasionada por un exceso de
glutamato puede dar lugar a la retraccion de las espinas dendriticas (Bourne y Harris, 2007).
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1.3.1.3 Anosmia y enfermedades neurodegenerativas

La pérdida total de la capacidad olfativa se conoce como anosmia, pero si la pérdida no es
completa y lo que ocurre es una disminucién cuantitativa del umbral olfativo, a ésta se le
conoce como hiposmia (Gatcum y Jacob, 2001; Chacon et al., 2011). Algunas de las causas
que pueden provocar estos trastornos son: gripa, rinitis, patologias inflamatorias de la
mucosa nasal, tumores, lesiones a nivel del SNC, por herencia o por exposicion a
contaminantes atmosféricos (Gatcum y Jacob, 2001; Chacon et al., 2011; a et al., 2001,
2004, 2010, 2013). Estas alteraciones pueden ser sefial de la existencia de enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer (Gatcum y Jacob, 2001).

La alteracion de la olfaccién es una caracteristica temprana de la enfermedad de
Alzheimer (Luzzi et al., 2007), ya que puede haber pérdida de la deteccion del odorante y/o
de la discriminacion de olores (Lafreniere y Mann, 2009), hay alteraciones del BO en etapas
tempranas de la enfermedad (Kovacs et al., 2001; Thomann et al., 2009) y en un modelo
murino se observd acumulacion de la proteina A-B-amiloide en el BO antes de que se
acumulara en otras partes del cerebro (Wesson et al., 2010). En el caso de la enfermedad
de Parkinson la pérdida de esta funcion es una caracteristica significativa (Lafreniere y
Mann, 2009) pues 96% de los pacientes que padecen esta enfermedad presentan dicha
alteracion (Haehner et al., 2009), hay pérdida en el reconocimiento de los odorantes
(Lafreniere y Mann, 2009) o se requiere una mayor concentracion de éstos para que los
pacientes puedan reconocerlos (Masaoka et al., 2007), hay aumento de células
dopaminérgicas y presencia de cuerpos de Lewis en el BO de pacientes que padecen esta
enfermedad y pérdida de volumen de dicha estructura (Huisman et al., 2004; Pearce et al.,
2004; Brodoehl et al., 2012)

La enfermedad de Alzheimer es un proceso neurodegenerativo que se caracteriza
por la pérdida progresiva de la memoria que concluye en demencia profunda, debido a la
pérdida significativa de contactos sinapticos y células neuronales en el hipocampo, en el
cortex enthorrinal y en las areas de asociacion del neocértex (Martinez y Moya, 2002;
Mungarro-Menchaca, 2009). Los principales signos y sintomas que presentan los pacientes
con Alzheimer son: pérdida de memoria, demencia, déficit en el lenguaje, déficit en la
percepcion visuoespacial, sindrome disejecutivo, apraxia, depresién, agitacién, ansiedad,
irritabilidad y apatia (Minati et al., 2009).

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo que se produce por
la degeneracion y pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars
compacta que proyectan al ndcleo caudado y putamen. Al disminuir el contenido de
dopamina en los nucleos basales, resulta en una inhibicion de las neuronas motoras
corticales (Orozco, 2002; Dauer y Przedborski, 2003; Davie, 2008). La causa de esta muerte
o deterioro celular se desconoce, sin embargo se consideran como posibles causas al
estrés oxidante inducido por metales (como zinc, hierro y cobre), toxinas ambientales,
predisposicidon genética, envejecimiento, agregaciéon anormal de proteinas y disfuncion
mitorcondrial. (Orozco, 2002; Dauer y Przedborski, 2003; Davie, 2008).
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Los principales signos y sintomas que presenta la enfermedad de Parkinson son:
temblor, rigidez muscular, bradicinesia (o hipocinesia, es la lentitud para realizar
movimientos), disfuncion olfatoria, dificultad para la deglucién, cambios en el habla y la
escritura, depresion, problemas urinarios, estrefiimiento, problemas al dormir y demencia
(Orozco, 2002; Dauer y Przedborski, 2003; Davie, 2008).

Una caracteristica comun de estas enfermedades es la presencia de estrés
oxidante, el cual podria ser un factor de riesgo que genera la disfuncion o muerte neuronal
que contribuye a la patogénesis de las enfermedades (Barnham et al, 2004). Existen
evidencias que apoyan la presencia de estrés oxidante en estas enfermedades, por ejemplo
en ambas se ha observado en cerebros, sobre todo en aquellas zonas susceptibles a la
neurodegeneracion (Barnham et al, 2004), niveles elevados de hierro y zinc, los cuales, al
generar ERO y especies reactivas de nitrdgeno, pueden producir estrés oxidante (Barnham
y Bush, 2008). Otra evidencia es que en tejidos cerebrales de pacientes con Alzheimer
(Butterfield et al., 2002; Selley et al., 2002; Perry et al., 2003) y Parkinson (Dexter et al.,
1989) se ha observado elevados niveles de 4-hidroxinonenal y HNE-pirrol, los cuales son
productos secundarios de la peroxidacion lipidica. Otros biomarcadores de peroxidacion
lipidica cuyos niveles son altos en Alzheimer son la acroleina, malondialdehido y Fo-
isoprostanos (Arlt et al., 2002) y en Parkinson es el malondialdehido (Dexter et al., 1989).
También se ha comprobado que en Alzheimer hay hidroxilaciones en el DNA vy
carbonilacion y nitracion en proteinas; mientras que los mayores niveles de 8-
hidroxiguanina y 8-hidroxi-desoxiguanina (marcadores de oxidacion de acidos nucleicos) se
observaron en cerebros de pacientes con Parkinson (Gabbita et al., 1998; Alam et al., 1997).

.4 Antioxidantes

Una opcidén terapéutica para las enfermedades de Alzheimer y Parkinson con un gran
potencial son los antioxidantes (Barnham et al, 2004). Los antioxidantes son substancias
cuya accién consiste en inhibir o retrasar la tasa de oxidacion provocada por los RL y las
ERO (Elliot, 1999; Martinez et al., 2000). Sus mecanismos de accion se pueden deber ya
sea a que al interactuar con el RL, el antioxidante cede con facilidad un electréon, se oxida,
se transforma en un radical débil no tdxico y neutraliza a los RL y ERO (Velazquez-Paniagua
et al., 2004), aumentan la velocidad de ruptura de RL y ERO, previenen la participacion de
iones metalicos de transicion en la generacion de RL y ERO y/o desactivan o secuestran
RL y ERO (Martinez et al., 2000).

Los antioxidantes se pueden clasificar en enddégenos y exdégenos (Velazquez-
Paniagua et al., 2004). Los exdgenos son un grupo de vitaminas, minerales y fitoquimicos
tomados de la dieta entre estos se encuentran las vitaminas A, C y E, B-carotenos,
compuestos fendlicos, selenio, magnesio, zinc y la N-acetil cisteina, entre otros (Elliot, 1999;
Martinez et al., 2000; Guerra, 2001; Velazquez-Paniagua et al., 2004). Los endégenos son
producidos naturalmente por el propio sistema biolégico, como son la SOD, CAT, GPX,
glutation reductasa, acido urico, bilirrubina, albumina, melatonina, estrégenos y carnosina,
entre otros. (Martinez et al., 2000; Venereo, 2002; Velazquez-Paniagua et al., 2004).
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1.4.1 Estrégenos

Los estrogenos son hormonas esteroideas que se producen principalmente en los ovarios,
aunque también son sintetizados en las glandulas suprarrenales, en la placenta y en los
testiculos (Mendoza, 2008).

Los principales estrogenos enddgenos en el humano son estradiol (E2), estrona (E1)
y estriol (E3). Su biosintesis se lleva a partir del colesterol, siguiendo la ruta metabdlica del
colesterol y teniendo como intermediario comun a la pregnenolona, que después de algunas
biotransformaciones conduce a androsteriodiona o testosterona que puede aromatizarse a
E2 o E1 respectivamente (Mendoza, 2008). La accion de la 16-ahidroxilasa sobre estas dos
ultimas podra generar E3 (Mendoza, 2008).

Las principales funciones de los estrégenos son la participacion en el desarrollo y
mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias de las hembras y control del
ciclo menstrual-ovulatorio o estral. Ademas, modulan algunos procesos metabdlicos de
minerales, lipidos, carbohidratos y proteinas; favorecen la formacion de tejido y promueven
el balance positivo de sodio, calcio, potasio y nitrégeno. En los machos participan en la
espermatogénesis (Mendoza, 2008).

Las acciones de los estrégenos incluyen diferentes efectos, tales como:

# Efectos gendmicos. Asociados a receptores de estrégeno que accionan la sintesis
de ciertas proteinas, regulan la transcripcién de genes e inducen la transcripcion de
genes maestros como FOS y MYC que codifican para factores de transcripciéon que,
a su vez, regulan a un amplio numero de genes que pueden no tener elementos de
respuesta a estrdgenos en su region reguladora (Angoa y Rivas, 2006; Mendoza,
2008).

# Efecto no gendmico. Involucran sistemas de segundos mensajeros, vias de
proteinas cinasas y efectos antioxidantes independientes de receptores. Son
efectos extremadamente rapidos sobre la excitabilidad de la membrana, la apertura
de canales ibnicos, la sefalizacion de neurotransmisores con receptores acoplados
a proteinas G y la activacion de distintas cinasas como PKA, PKC y PI3K, entre
otros (Angoa y Rivas, 2006; Mendoza, 2008).

Los receptores de estrégenos (ER) se dividen en nucleares y de membrana. Los
primeros residen en el nucleo de las células blanco y estos a su vez se dividen en ER-a y
ER-B (Angoa y Rivas, 2006). Los segundos se encuentran en la membrana plasmatica
celular y en el citoplasma (Angoa y Rivas, 2006). Los ER intracelulares pueden encontrarse
en neuronas y células gliales como astrocitos, oligodendrocitos y microglia (Angoa y Rivas,
2006).
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Los estrogenos pueden funcionar como antioxidantes gracias a la presencia de un
grupo OH en un anillo fendlico de la molécula esteroidea, el cual puede actuar como un
atrapador de RL y, a la vez, permite donar un atomo de H* (Fig. 5) (Subbiah et al., 1993;
Wen et al., 2000; Thibodeau et al., 2002; Angoa y Rivas, 2006; Escalante-Gomez et al.,
2009). Estudios han evidenciado la capacidad antioxidante de los estrégenos al disminuir
la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (Wen et al., 2000), la peroxidacion lipidica
(Subbiah et al., 1993) y la peroxidacion de fosfolipidos de la membrana celular (Sugioka et
al., 1987). Ayres y cols. (1996) demostraron que el estradiol es igual de efectivo que la
vitamina E en términos de peroxidacion de acido grasos y muchos mas eficaz en términos
de peroxidacion del colesterol. Ciertos metabolitos derivados de los estrégenos, ademas de
funcionar como atrapadores de RL, también reducen y mantienen reducidas las moléculas
de hierro y cobre, lo que previene que estas moléculas actien como oxidantes (Markides
et al., 1998; Escalante-Gomez et al., 2009).

OH

)

Figura 5. Estructura quimica del 17-estradiol. EI grupo OH del anillo fendlico confiere la
actividad antioxidante directa a la molécula. Modificado de Angoa y Rivas, 2006.

HO

Los estrogenos también pueden modular procesos oxidativos y antioxidativos, ya
que disminuyen la produccion de RL y aumentan la expresion de enzimas antioxidantes
(Strehlow et al., 2003; Wassmann et al., 2005). Se ha demostrado que el estradiol disminuye
la produccion de RL inducidos por la angiotensina Il en cultivos celulares de musculo liso y
que aumenta la transcripcion, expresion y actividad de la manganeso superdxido dismutasa
(MnSOD) y de la superoxido dismutasa extracelular (ecSOD) (Strehlow et al., 2003;
Wassmann et al., 2005). Bellanti y cols. (2013) observaron, en mujeres sometidas a una
ooforectomia total, que al disminuir los niveles de estrégenos habia una reduccién en la
expresion de la SOD y de la GPX.

1.4.1.1 Estréogenos en el SNC

Los estrégenos también pueden funcionar como antioxidantes en el SNC. En células y
tejidos del SNC se observd que la peroxidacion lipidica inducida por hierro disminuia por
accion de los estrogenos (Vedder et al., 1999). El 17-B-estradiol y algunos derivados del
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estradiol evitaron la acumulacién de peroxido intracelular y la degradacién de neuronas
primarias y células de hipocampo (Behl et al., 1997). En un modelo de rata con discapacidad
olfatoria, la cual habia sido provocada por el estrés oxidante generado por la administracion
de A-B-amiloide, se observé que la administracion de 17-B-estradiol previno y mejoré la
insuficiencia olfativa, disminuyd el estrés oxidante y la neurodegeneracién (Bernal-
Mondragén et al., 2013). En un modelo de ratas expuestas a la inhalacion crénica de ozono
se observd que la administracion de 17-p-estradiol previene el deterioro de la percepcion
olfativa y de la memoria de reconocimiento social, asi como la reduccion de la actividad de
receptores noradrenérgicos y de estrogenos (Guevara-Guzman et al., 2009).

Otras acciones que los estrdgenos ejercen en diversas regiones del sistema
nervioso son: influyen en la modulacion de la excitabilidad neuronal (Kelly y Rannekleiv,
2009), participan en la plasticidad sinaptica ya que regula la sinaptogénesis (Bender et al.,
2010), regulan los procesos de apoptosis e inducen de la sobrevivencia neuronal (Chiueh
et al., 2003; Wise et al., 2005), influyen en la expresién de respuestas regenerativas,
neurogénesis, regulacion de la diferenciacion y desarrollo neuronal (Suzuki et al., 2007),
participan en mecanismos del dolor y habilidades motoras finas (Mc Ewen, 2001) y presenta
acciones neuroprotectoras en relacion con el dafio por enfermedades neurodegenerativas
(Tang et al., 1996; Birge, 1997; Kawas et al., 1997; Saunders-Pullman et al., 1999). También
se ha demostrado su participacion en el control de la actividad neuronal relacionada con los
procesos de cognicion (Schmidt et al., 1996), la modulacion del estado de animo y otros
estados mentales, asi como el mejoramiento del aprendizaje y la memoria (Luine et al.,
1998; Angoa y Rivas, 2006).

1.4.2 Carnosina

La carnosina es un dipéptido natural que contiene B —alanina unida por su grupo carbonilo
al grupo amino de la L-histidina (Fig. 6). Es un compuesto altamente hidrofilico por lo que
puede penetrar con facilidad a la barrera hematoencefalica (Boldyrev et al., 2008) Se
sintetiza por medio del enzima carnosina sintetasa y se degrada por las carnosinasas,
ambas enzimas se encuentran presentes en el suero o el liquido intracelular y en el cerebro
(Quinn, 1992; Prieto, 2010).

Figura 6. Molécula de L-carnosina (Prieto, 2010)

Dentro de sus funciones se encuentra que posee un potente efecto antioxidante
(Koen et al., 1987; Boldyrev et al., 1997; Corona et al., 2011), ya que suprime las
modificaciones de las proteinas mediadas por las ERO gracias a su valencia libre (Prieto,
2010); también es un agente quelante de cationes divalentes, debido a su gran cantidad de
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residuos de histidina (Koen et al., 1987; Prieto, 2010; Corona et al., 2011); es un atrapador
de RL especialmente del radical *OH (Koen et al., 1987; Boldyrev et al., 1997; Corona et
al., 2011), pero no de radicales superéxido, perdxido de hidrégeno o acido hipocloroso
(Boldyrev et al., 1997); neutraliza los dafos de proteinas glicosiladas (Hobart et al., 2004;
Corona et al., 2011) y aldehidos producto de la peroxidacion lipidica, lo que le confiere la
funcion de agente antienvejecimiento (Corona et al., 2011); es un neuromodulador
(Trombley et al., 2000) y protege a las neuronas contra efectos de excitotoxicidad del
glutamato (Boldyrev et al., 1999).

Este dipéptido se encuentra en mayor concentracion (1-20mM) en el musculo
esquelético de diversos vertebrados, excepto en algunos peces (Crush, 1970); también esta
presente en células gliales del cerebro de reptiles y anfibios anuros (Artero et al., 1991a 'y
b), en el sistema olfatorio de reptiles (Artero et al., 1991a), en los fotoreceptores y células
bipolares de la retina de anfibios (Margolis y Grillo, 1984), en las células gliales de cerebro
y en las neuronas receptoras olfatorias de aves (Biffo et al., 1990) y en mamiferos se
encuentra, dentro del SNC, en cerebro (se expresa en neurona y células gliales) (Biffo et
al., 1990), médula espinal (Pisano et al., 1961; Margolis, 1974), epitelio nasal y en mayor
cantidad en el bulbo olfatorio (Wideman et al., 1978; Margolis, 1974; De Marchis et al.,
1999).

1.4.2.1 Carnosina en el SNC

La concentracién de carnosina en el cerebro es de 1.7-2.5 mM, en la médula oblonga oscila
entre 0.15-0.25 mM y en el bulbo olfatorio varia de 0.3-5mM (Ferriero y Margolis, 1975;
Margolis, 1974; Quinn, 1992). En el SNC la carnosina actia como un agente
neuromodulador, ya que, por su propiedad quelante puede modular los efectos del zinc y
del cobre en la excitabilidad neuronal y modula la actividad de receptores NMDA y AMPA
que participan en la transmision de estimulos olfatorios (Trombley et al., 2000) y actua como
un agente neuroprotector debido a que: a) presenta propiedades antiglicantes, pues en el
I6bulo olfatorio puede reaccionar con el metilglioxal, un agente glicante altamente toxico
que dafa proteinas (Hipkiss, 2010); b) actia como un agente antiexcitotoxicidad, ya que
protege contra la neurotoxicidad inducida por NMDA e inhibe la liberacién de glutamato; c)
aumenta la viabilidad y disminuye la apoptosis y necrosis celular (Shen et al., 2007) y d)
presenta propiedades antioxidante, ya que la carnosina reduce o previene la neurotoxicidad
ocasionada por metales como el zinc y el cobre (Horning et al., 2000); disminuye la pérdida
de la funcién de la Na*/K*ATPasa causada por H>O> y reduce la actividad de la tirosina
hidroxilasa del cerebro (enzima activada por RL), en ratas sometidas a condiciones de
hipoxia se demostré que la carnosina aumento el tiempo necesario para la pérdida de la
coordinacién y el cese de la respiracion y redujo el tiempo de recuperacion (Boldyrev et al.,
1997); en cerebros de ratas expuestas a estrés se observd, que después de administrarles
carnosina (250mg/kg) los niveles de indicadores de estrés oxidante (malondialdehido
(MDA), dienos conjugados y proteinas carboniladas) disminuian, mientras los niveles de
antioxidantes (vitamina C) aumentaban y se restaur6 la actividad de la SOD, CAT GPX
(Cheng et al., 2011; Kalaz et al., 2012); en ratas expuestas a etanol y a las que se les
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administré carnosina 1mg/Kg/dia via oral, se observd que el grupo expuesto a etanol y
tratado con carnosina presentdé aumento de la actividad de la SOD y de los niveles de
carnosina y disminucién de los niveles de la MDA y de proteinas carboniladas (Ozel et al.,
2010).

Margolis (1980) determin6 que la concentracion de la carnosina presente en el bulbo
y epitelio olfatorios es mayor en comparacién con otras regiones del cerebro y sugirié a la
carnosina como un neuromodulador de las neuronas de la via olfatoria primaria. La
carnosina se ha localizado en el citosol del EO y del BO (Harding y O’Fallon, 1979),
principalmente en el nervio olfatorio, en la capa glomerular y en la terminales axénicas de
las neuronas sensoriales olfativas que hacen sinapsis con las CM, CP y PG (Sakai et al.,
1988). Se ha propuesto a la carnosina como posible neurotransmisor de las neuronas
sensoriales olfativas, ya que existe sintesis a partir de precursores por medio de la glia
envolvente olfatoria, hay presencia de enzimas metabdlicas (carnosina sintasa y
carnosinasa), y de sitios de unién de alta afinidad en el BO (Hirsch et al., 1978; Harding y
O’Fallon, 1979; Rochel y Margolis, 1982; Riesgo-Escovar, 1995; Bakardijev, 1997).

Debido a sus propiedades, la carnosina ha sido propuesta como un tratamiento
contra enfermedades neurodegenerativas. En un modelo animal con Alzheimer (raton 3xTg-
AD) se demostré que al administrar la carnosina como suplemento alimenticio, ésta
promovio la reduccién de la acumulacion intraneuronal de A en el hipocampo y restauro
la funcién de las mitocondrias cerebrales (Corona et al., 2011). En pacientes con Alzheimer
se observo que la concentracion de la carnosina disminuy6é en el plasma sanguineo y
aumento en la orina, esto sugiere una menor biosintesis y una mayor excrecion (Fonteh et
al., 2006). En pacientes con Parkinson se observd, después de administrarles carnosina
(1.5 g/dia), mejora en el estado neurologico y del sistema de locomocién, incremento de la
Cu/Zn-SOD y decremento de proteinas carboniladas e hidroperdxidos lipidicos en el plasma
sanguineo (Boldyrev et al., 2008).

En estudios recientes, realizados en nuestro laboratorio utilizando el mismo modelo
de inhalacion de V205 (0.02M) con administracion oral de carnosina (1mg/kg/dia) durante
cuatro semanas, se demostréo que: ratones machos expuestos a V.0s y tratados con
carnosina comparado con ratones expuestos a V2Os mejoraron su capacidad olfatoria; en
el BO aumenté la actividad de la glutation reductasa, en la region CA1 del hipocampo se
detectd que las neuronas piramidales presentaron menor dafio ultraestructural y en la
mucosa olfatoria hubo disminucion en el nimero de células con necrosis y picnosis (Arenas-
Amaya et al., 2012b; Colin-Barenque et al., 2011a; 2012). Ademas, los grupos expuestos a
V205 y tratados con carnosina tanto de hembras como de machos, comparados con sus
grupos expuestos a V20s respectivamente, presentaron: menor dafo ultraestructural del
neuropilo, de las CG y CM del BO, siendo esté dafio menos evidente en las hembras en
comparacion con los macho y en la regiéon CA1 del hipocampo se detectd que las neuronas
piramidales presentaron pérdida de espinas dendriticas, siendo esta pérdida mayor en los
machos comparado con las hembras (Colin-Barenque et al., 2011b; 2012; 2013; Valencia-
Segura et al., 2012; 2013).
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. JUSTIFICACION

Debido a que el vanadio es un contaminate ambiental ampliamente distribuido, que
promueve la formaciéon de ERO vy la inhalacion de dicho metal induce alteraciones de la
funcion y citologia del bulbo olfatorio de ratones hembras y machos, es importante evaluar
si el tratamiento con antioxidantes como la carnosina evita o reduce las alteraciones
producidas por el vanadio.

. HIPOTESIS

Al ser la carnosina un antioxidante, entonces reducira o evitara la alteracion de la funcién
olfatoria y la pérdida de espinas dendriticas de células de la granulosa del bulbo olfatorio
de ratones hembras y machos, causadas por la inhalacion de vanadio.

IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la carnosina en la alteracion de la funcién olfatoria y en la pérdida de
espinas dendriticas de las células granulosas, del bulbo olfatorio de ratones hembras vy
machos expuestos a V205 a través de la via inhalada.

IV.2. OBJETIVOS PARTICULARES
En tanto que los objetivos particulares, derivados del objetivo general son:

# Evaluar la capacidad olfatoria de ratones hembras y machos expuestos a V20s
durante cuatro semanas con y sin tratamiento de carnosina, mediante una prueba
de percepcion olfatoria, utilizando como odorante chocolate.

# Cuantificar la densidad espinosa en las células granulosas del bulbo olfatorio de
ratones hembras y machos expuestos a V20s durante cuatro semanas con y sin
tratamiento de carnosina, mediante la técnica de Golgi rapido.
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V. METODO

V.1 Caracteristicas del sistema de estudio

Se utilizaron 40 ratones hembras y 40 ratones machos de la cepa CD-1, entre 8 y 12
semanas de edad, con un peso aproximado de 30 y 35 g, los cuales permanecieron en
cajas de acrilico (36.5x26.5x15.5) bajo un fotoperiodo de 12 h de luz / 12 h de oscuridad,
con alimentacién y agua ad Libitum.

V.2 Tratamientos

Los ratones se clasificaron por sexo en los siguientes grupos (n=10 por cada grupo):

a)

b)

d)

Controles

A los 20 ratones de ambos grupos (hembras y machos) se les colocé, por separado,
en una caja de acrilico (45.5x35.5x20.5) conectada a un nebulizador ultrasénico (Yue
Hua ® modelo: WH-802), donde inhalaron solucién salina durante una hora, dos veces
por semana, durante cuatro semanas.

Expuestos a V.05 sin tratamiento de carnosina

A los 20 ratones de ambos grupos (hembras y machos) unicamente se les coloco, por

separado, en la caja de acrilico conectada al ultra nebulizador, donde inhalaron 0.02
M de V205 (equivalente a 1436 ug/m? de V) (Gonzalez-Villalva, 2014) durante una
hora, dos veces por semana, durante cuatro semanas.

Expuestos a V.05 con tratamiento de carnosina

A los 20 ratones de ambos grupos (hembras y machos) se les colocé, por separado,
en la caja de acrilico conectada al ultra nebulizador, donde inhalaron 0.02 M de V205
(equivalente a 1436 ug/m3 de V en la caja) (Gonzalez-Villalva, 2014) durante una hora,
dos veces por semana, durante cuatro semanas y se les administré por via oral una
concentracion de 1mg/Kg/dia (Ozel et al., 2010) de carnosina durante cuatro semanas.
Sin exposicion a V.05 con tratamiento de carnosina

A los 20 ratones de ambos grupos (hembras y machos) unicamente se les administro
por via oral una concentracion de 1mg/Kg/dia (Ozel et al., 2010) de carnosina durante
cuatro semanas.

V.3 Prueba de la funcion olfatoria

Para evaluar la funcion olfatoria de los ratones, a todos los grupos se les realiz6 una prueba
de percepciodn olfatoria (utilizando como odorante chocolate) realizada por Yan y Crawley
(2009) con un tiempo limite de dos minutos, la cual consistié en:

Tres dias antes de la realizacidon de la prueba se sustituyd la comida de los ratones

por trozos de chocolate (Vaquita Wong's® de 4.5 g), los cuales se les suministraron durante
dos dias. Un dia antes de la realizacion de la prueba, se les privd del chocolate y de comida
durante 18 horas. Transcurrido dicho tiempo, se llevé a cabo la prueba de percepcion
olfatoria, la cual consistio en colocar durante cinco minutos, para su ambientacién, a uno
de los ratones en una caja de acrilico (36.5x26.5x15.5), la cual fue previamente limpiada
con alcohol 96%, desinfectada con Clidox ® y se le colocaron tres centimetros de aserrin.
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Pasados los cinco minutos, se coloc6 al mismo ratébn en otra caja de acrilico
(36.5x26.5x15.5, limpia y desinfectada), la cual contenia tres centimetros de aserrin y a un
centimetro de profundidad de éste se encontraba escondido, en una de las esquinas de la
caja, un trozo de chocolate (Vaquita Wong's®) de 4.5 g. Se registro el tiempo que tardo el
ratdbn en encontrar el chocolate, teniendo como limite de tiempo dos minutos. Este
procedimiento se repiti6 con cada uno de los ratones una semana antes de iniciar el
tratamiento correspondiente (inicial), a las dos semanas y a las cuatro semanas de
tratamiento. Con los datos obtenidos y al no ser paramétricos se realiz6 una prueba de U
de Mann-Whitney.

V.4 Sacrificio y perfusion

Transcurridas las cuatro semanas del experimento, todos los grupos, se sacrificaron con
una dosis letal de Pentobarbital Sédico, fueron perfundidos via intracardiaca con solucién
salina (pH 7.4) y fijados con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1M (pH 7.4).
Posteriormente, se disecaron los bulbos olfatorios del resto del cerebro.

V.5 Analisis citolégico

Los bulbos olfatorios obtenidos fueron colocados en fijador con PBS (0.1M, pH 7.4) por dos
horas a cuatro grados centigrados. Se mantuvieron durante siete dias en solucion de Golgi.
Después, se dejaron un dia en una solucién de nitrato de plata al 0.75%, posteriormente
fueron encastrados en parafina y se realizaron los cortes histolégicos sagitales de 90 ym
de grosor, luego se deshidrataron con alcohol y se aclararon en eugenol y xilol y finalmente
se montaron y cubrieron con resina.

Se realizd el conteo del numero de espinas dendriticas en 20 um de 50 dendritas
secundarias a partir de la primera bifurcacion, en 25 células granulosas del bulbo olfatorio
por ratén, utilizando el objetivo de 40X y un ocular calibrado. Con los datos obtenidos se
realizé una prueba de ANOVA.
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VI. RESULTADOS

V1.1 Prueba de percepcion olfatoria

Los resultados obtenidos en la prueba olfatoria mostraron que, a las cuatro semanas,
ambos grupos expuestos a V2,05 (hembras: X = 60.69 + 9.35 s; machos: X = 39.48 + 7.72
s) tardaron significativamente mas tiempo en encontrar el chocolate en comparacion con
los grupos control (hembras: X = 25.48+3.08 s; machos: X =18.23+2.10 s)
correspondientes y que los grupos de ratones macho expuesto a V.Os inicial (X = 21.55 +
4.53 s) y expuesto a V205 durante cuatro semanas realizaron un tiempo significativamente
menor con respecto a los tiempos realizados por los grupos de hembras expuesto a V205
inicial (X = 34.99 + 5.63 s) y expuesto a V.05 durante cuatro semanas, respectivamente.
El grupo de machos expuesto a V2Os y tratado con carnosina (X = 48.52 + 8.33 s) tardd
significativamente mas tiempo en encontrar el chocolate en comparacién con el grupo
control de machos a las cuatro semanas de tratamiento; en cambio, el grupo de hembras
expuesto a V,0s y tratado con carnosina durante cuatro semanas (X = 40.55 + 8.92 s) no
realizé un tiempo significativamente diferente con respecto al grupo control de hembras. A
las cuatro semanas de tratamiento, los dos grupos con administracion de carnosina
(hembras: X = 45.04 4+ 6.82 s; machos: X =32.79 + 7.26 s) no presentaron diferencia
significativa con respecto a los grupos control correspondientes (Fig. 7).
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Figura 7. Gréafica que muestra el tiempo promedio (segundos) que tardaron los diferentes
grupos de tratamiento en encontrar el chocolate en los tres periodos de evaluacion (inicial,
2 semanas Yy 4 semanas). Prueba U de Mann-Whitney pareada no paramétrica (Mann-
Whitney; por grupo n=10).
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VI.2 Anadlisis citolégico

En el andlisis citologico se observd que ambos grupos expuestos a V20s (hembras: X =
6.04 +0.22 espinas; machos: X =4.2940.20 espinas) presentaron disminucion
significativa de la densidad espinosa de las células granulosas del bulbo olfatorio en
comparacion con los grupos control (hembras: X = 9.62 4+ 0.43 espinas; machos X =
8.42 + 0.23 espinas) respectivamente y que la densidad espinosa de las hembras
expuestas fue significativamente mayor en comparacion con la de los machos expuestos.
En cambio, los grupos expuestos a V.Os pero tratados con carnosina (hembras: X = 8.15 +
0.25 espinas; machos: X = 6.72 + 0.20 espinas) presentaron una densidad espinosa
significativamente mayor en comparacion con los grupos expuesto a V20s; sin embargo,
esta densidad fue significativamente menor en comparacion con los grupo control; ademas,
la densidad espinosa de las hembras expuestas a V.05 y tratadas con carnosina fue
significativamente mayor en comparacion con los machos expuesto a V205 y tratado con
carnosina. Los grupos tratados Unicamente con carnosina (hembras: X = 8.43 + 0.33
espinas; machos: X = 8.37 4 0.26 espinas) no presentaron diferencias significativas
comparadas con los grupos control (Fig. 8, 9, 10, 11y 12).
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Figura 8. Grafica que muestra el promedio de espinas de las neuronas granulosas de

bulbo olfatorio de machos y hembras de los grupos control, los expuestos a V20s, los

expuestos a V.05 y tratados con carnosina y los tratados Unicamente con carnosina.
Prueba de ANOVA (por grupo n=10).
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Figura 9. Microfotografia de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratbn macho
control A) y de un raton hembra control, la flecha sefiala una espina dendritica B).
Aumento 100X. Escala 5 uym.

Figura 10. Microfotografia de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratén macho
expuesto a V205 A) y de un ratdon hembra expuesto a V.0s, la flecha sefiala una espina
dendritica B). Aumento 100X. Escala 5 ym.

31



Figura 11. Microfotografia de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratbn macho
expuesto a V205 y tratado con carnosina A) y de un ratdbn hembra expuesto a V205 y
tratado con carnosina, la flecha sefiala una espina dendritica B). Aumento 100X. Escala 5
pm.

Figura 12. Microfotografia de una dendrita secundaria de célula granulosa del bulbo
olfatorio de un ratén macho tratado con carnosina, la flecha sefiala una espina dendritica
A) y de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratén hembra tratado con carnosina,
la flecha sefiala una espina dendritica B). Aumento 100X. Escala 5 um.
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VIl. DISCUSION

En estudios previos se ha observado que la inhalacidon de vanadio, un contaminante
atmosférico, provoca alteraciones morfologicas, fisioldgicas y funcionales en el sistema
olfatorio (Aguirre et al., 2002; Colin-Barenque et al., 2003; Mondragén et al., 2003;
Cervantes-Piza, 2009; Moscoso-Caballero 2010; Arenas-Amaya, 2012a; Jiménez-Martinez
2012; Ryan, 2013; Afeseh et al., 2014). La alteracién de la olfaccién es una caracteristica
temprana de algunas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer
(Gatcum y Jacob, 2001; Luzzi et al., 2007; Lafreniere y Mann, 2009) las cuales, a su vez,
presentan como posible factor de riesgo la exposicion ambiental cronica a metales de
transicion, los cuales pueden inducir estrés oxidante (Butterfield et al., 2002; Selley et al.,
2002; Perry et al., 2003; Dexter et al., 1989; Barnham et al, 2004; Barnham y Bush, 2008;
Calderdon-Garciduefias et al., 2013; Afeseh et al., 2014). Debido a sus propiedades, la
carnosina ha sido propuesta como un tratamiento contra enfermedades
neurodegenerativas (Fonteh et al., 2006; Boldyrev et al., 2008; Corona et al., 2011); ademas
por su efecto antioxidante, al ser un agente quelante y un atrapador de RL podria reducir
los efectos del vanadio en el sistema olfatorio (Koen et al., 1987; Boldyrev et al., 1997,
Corona et al., 2011).

# Analisis Citologico
Grupos expuestos a V505

Los grupos de ratones hembras y machos expuestos a pentéxido de vanadio (V:0s)
presentaron, como lo reportado por Moscoso-Caballero (2010), pérdida de espinas
dendriticas de las células granulosas (CG) del bulbo olfatorio (BO), debido quiza a que el
vanadio (V), al promover la formaciéon de radicales libres (RL) y especies reactivas de
oxigeno (ERO) y al disminuir la actividad de algunas enzimas antioxidantes, genera estrés
oxidante (Shi y Dalai, 1993b; Capella et al., 2002; Mussali-Galante et al., 2007; Cui et al.,
2012; Farid et al., 2012), el cual, a su vez, promueve el aumento de las metaloproteinasas
dos y nueve (MMP-2 y MMP-9) en la zonas glomerular y granulosa del BO (Colin-Barenque
et al, 2008; Cervantes-Piza 2009; Cortés-Torres, 2009); el aumento de dichas
metaloproteinasas se ha asociado con la pérdida de espinas dendriticas debido a que, al
modificar el microambiente pericelular de las neuronas y al participar en el remodelado
dendritico, pueden alterar el mantenimiento y formacién de las espinas (Szklarczyk et al.,
2002; Michaluk et al., 2011; Szepesi et al., 2013).

La pérdida de espinas dendriticas también podria deberse a la citotoxicidad
ocasionada por la liberacion excesiva de glutamato de las células mitrales (CM) y de las
células en penacho (CP) sobre las espinas dendriticas de las CG (Bourne y Harris, 2007;
Lepousez et al., 2013). En estas sinapsis la entrada de calcio local ala CM/CP desencadena
la liberacion de glutamato de las dendritas de las CM/CP, que activa los receptores
glutamatérgicos, como AMPA y NMDA, que se encuentran en las espinas de las CG; esta
activacion postsinaptica puede directa o indirectamente, a través de los canales de calcio
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activados por voltaje (VACC), aumentar la concentracion de calcio en el interior de las
espinas de las CG; este aumento de calcio, a su vez, desencadena la liberacion de GABA
y la inhibicion postsinaptica de las dendritas de las CM/CP a través de los receptores GABA
(Fig. 13) (Lepousez et al., 2013). El V, al promover la formacion de ERO, ocasiona un
aumento de estas especies, las cuales probablemente producen que las CM/CP liberen un
exceso de glutamato, el cual es captado por los receptores glutamatérgicos de las CG. La
entrada de glutamato junto con la presencia de ERO, llevan a un aumento de los niveles
intracelulares de calcio (Ca*?) que activa fosfolipasas, proteasas, endonucleasas y a la
sintasa de oxido nitrico. El Ca*?y éxido nitrico, a través de una serie de reacciones quimicas
intracelulares, promueven la muerte neuronal por necrosis y apoptosis (Colin-Barenque y
Fortoul, 2007). Debido a esto, la pérdida de espinas dendriticas podria ser un mecanismo
para evitar la muerte neuronal, ya que cuando se reduce el nimero de espinas se reducen
los contactos sinapticos y con esto la posible citotoxicidad (Avila-Costa et al., 2004 y 2006).

Dendrita lateral de CM

Ca?t Glutamato

Dk\. :...0.0 GABA,4

f

Espina de CG

Figura 13. Sinapsis excitatoria entre dendrita lateral de una célula mitral (CM) y la
espina de una célula granulosa (CG) y sinapsis inhibitoria entre espina de una CG y la
dendrita lateral de una CM (Modificado de Lepousez et al., 2013).

Otra posible explicacion a la disminucion de la densidad espinosa es que el V altera
ciertos componentes del citoesqueleto (Mussali-Galante et al., 2007) y consecuentemente
dana la forma, estabilidad y plasticidad de las espinas. En el mismo modelo de inhalacion
de V.05 se observd disminucion de los niveles de actina en células de testiculo de ratéon
(Rodriguez-Lara et al., 2013), por lo que quiza el V también disminuye los niveles de actina
presente en las espinas dendriticas de las CG del BO y consecuentemente altera su
estabilidad y presencia. El V al tener una similitud estructural y electrénica con el fosfato
(Mukherjee et al., 2013), podria interferir con la polimerizaciéon de los filamentos de actina
pues quiza altera la fosforilacidn que requiere la actina-ADP para ser actina-ATP y asi
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poderse polimerizar (Paniagua et al., 2007). Debido a que el V compite con los grupos
fosfato (Mukherjee et al., 2013), éste podria unirse a uno de los sitios de fosforilacion (Ser-
94 y Ser-177) de la espinofilina, la cual es una proteina que se encuentra de manera
elevada en las espina dendriticas donde modula la transmisién sinaptica glutamatérgica y
la forma de las espinas, el V al unirse a esta proteina podria alterar la asociacién entre la
espinofilina y la actina del citoesqueleto y consecuentemente se alteraria la estructura de
la espina, ya que se ha observado que al ser fosforilada la espinofilina se reduce la unién
entre ésta y la actina (Feng et al., 2000; Hsieh-Wilson et al., 2003; Ferrer-Sanchez, 2009).
El V causa alteraciones en las vias de sefializacion del Ca?* (Stohs y Ragchi, 1995; Garcia
et al., 2005) por lo que podria alterar el funcionamiento de proteinas dependientes de este
elemento, como la vellosina y la gelsolina que rompen los filamentos de actina o como la
calmodulina que se une algunas proteinas asociadas a la actina (caldesmon, espectrina)
que modulan la organizacion de los microfilamentos y consecuentemente estas proteinas
al ser alteradas afectarian la estabilidad y forma de las espinas, asi como sus procesos de
plasticidad estructural dependientes de actina (Fischer et al., 1998; Jiménez y Merchant,
2003; Bourne y Harris, 2007).

Grupos expuestos a V505 y tratados con carnosina

Los grupos de ratones hembras y machos expuestos a VsOs y tratados con carnosina
presentaron mayor numero de espinas dendriticas en comparacion con los grupos
expuestos Unicamente a Vs0s respectivamente, debido posiblemente al efecto antioxidante,
quelante, al ser un atrapador de radicales hidroxilo (*OH) y al aumentar la actividad de
enzimas antioxidantes, como la glutation reductasa, en el BO (Koen et al., 1987; Boldyrev
et al., 1997; Prieto, 2010; Colin-Barenque et al., 2011a; Corona et al., 2011), la carnosina
disminuye la presencia de ERO y RL generadas por el V (Armas, et al., 2002) y
consecuentemente reduce el estrés oxidante, evitando asi la pérdida de espinas dendriticas
ya sea quiza porque no se promueve el aumento de las MMP-2 y MMP-9 en la zonas
glomerular y granulosa del BO, porque al estar capturado el V por la carnosina (Armas, et
al., 2002) éste no compite con los grupos fosfato y por consiguiente no altera componentes
del citoesqueleto y/o porque se regula la liberacion de glutamato por las CM/CP y la
participacion de las ERO que causan la citotoxicidad y muerte de las CG (Boldyrev et al.,
1999). Aunado a esto, se ha propuesto que la carnosina es un modulador del glutamato
(Sassoé-Pognetto et al.,, 1993), por lo que posiblemente el efecto adverso de este
neurotransmisor sobre las CG se ve reducido.

Otra posible explicacion del porqué el grupo de ratones hembras expuestas a Vs0s
y tratadas con carnosina presentaron mayor nimero de espinas dendriticas en comparacion
con su grupo expuestos a Vs0s es que, ademas del efecto de la carnosina, los estrégenos
pudieron haber actuado como un agente antioxidante y como favorecedores de la
espinogénesis (Behl et al., 1997; Vedder et al., 1999; Bender et al., 2010) en el grupo con
administracion de carnosina, pues en el mismo modelo de inhalacion con administracion de
acido ascoérbico, se observo que los niveles de 17-Bestradiol eran mayores en el grupo
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expuesto a VsOs con administracion acido ascérbico en comparacion con el grupo expuesto
Unicamente a Vs0s (Garcia-lbarra, 2014; Meléndez-Garcia, 2014).

Sin embargo, ambos grupos expuestos a VsOs y tratados con carnosina presentaron
menor densidad espinosa en comparacién con los grupos control respectivamente, lo que
indica que la carnosina no puede evitar por completo los efectos adversos del V, por
ejemplo: la carnosina no logra eliminar los radicales superéxido (O';) y peroxido de
hidrégeno (H20?) (Boldyrev et al., 1997) que se generan intracelularmente por la reduccion
del V (V) aV (IV) (Shiy Dalai, 1993b; Capella et al., 2002) y por lo tanto, continua habiendo
pérdida de espinas por los mecanismos, mencionados anteriormente, donde participan las
ERO y RL.

Grupos tratados con carnosina

Los grupos de ratones hembras y machos tratados uUnicamente con carnosina no
presentaron diferencias significativas en el nUmero de espinas dendriticas de las CG en
comparacion con los grupos control, lo que la indica que la densidad espinosa no fue
afectada por este compuesto.

Diferencias por sexo

Las diferencias encontradas entre sexos en los grupos expuestos a VsOs y en los expuestos
a Vs0s y tratados con carnosina, pueden deberse a que los estrogenos posiblemente actuan
como una agente antioxidante gracias a la presencia de un grupo OH en un anillo fenélico
de la molécula esteroidea, el cual puede actuar como un atrapador de RL y permite donar
un atomo de H* (Subbiah et al., 1993; Wen et al., 2000; Thibodeau et al., 2002; Angoa y
Rivas, 2006; Escalante-Gdémez et al., 2009) . Incluso, se ha demostrado que el estradiol es
igual de efectivo que la vitamina E en términos de peroxidacion (Ayres et al., 1996).
Ademas, los estrogenos quiza pueden estar modulando procesos oxidativos vy
antioxidativos, ya que funcionan como atrapadores de RL pues reducen y mantienen
reducidas las moléculas de hierro y cobre (Markides et al., 1998; Escalante-Gémez et al.,
2009) y también pueden aumentar la expresion de enzimas antioxidantes como la
manganeso superdxido dismutasa (MnSOD), la superdoxido dismutasa extracelular
(ecSOD), la superoxido dismutasa (SOD) y la glutatidn peroxidasa (GPX) (Strehlow et al.,
2003; Wassmann et al., 2005; Bellanti et al., 2013). Por lo tanto, todas estas acciones de
los estrégenos quiza reducen los efectos del V, al disminuir los niveles de RL y ERO
generados por este metal y/o al minimizar y mantener reducidas las moléculas de V, lo que
previene que estas moléculas actien como oxidante o que compitan con los grupos fosfato
y probablemente se evita la pérdida de espinas dendriticas por los mecanismos
anteriormente mencionados.
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Asimismo, los estrogenos también podrian estar favoreciendo que las hembras
presenten mayor densidad espinosa que los machos, debido, probablemente, a que estas
hormonas favorecen la espinogénesis. En ratas a las que se le habia administrado 17-
Bestradiol se observdé aumento de la densidad espinosa de neuronas piramidales del
hipocampo en comparacién con su grupo control (Murphy et al., 1998), asi como aumento
de proteinas sinapticas (sintaxina, PSD95 y espinofilina) necesarias para la sinaptogénesis,
maduracion y forma de las espinas (Li et al., 2004). Ademas, en ratas a las que se les inhibio
la aromatasa se observé disminucion de la densidad espinosa de las células de la capa
molecular del giro dentado del hipocampo (Bender et al., 2010).

# Funcion Olfatoria
Grupos expuestos a V505

Como se reportd previamente (Cervantes-Piza, 2009 Moscoso-Caballero, 2010, Jiménez-
Martinez 2012), los ratones hembras y machos expuestos a la inhalacion de V20s, a las
cuatro semanas, presentaron disminucion de la capacidad olfatoria, debido posiblemente a
la pérdida de espinas dendriticas de las CG del BO que se observé en ambos grupos, ya
que estas células, al realizar contactos sinapticos dendrodendriticos con las CM y CP,
intervienen en la integracion y modulacion de la informacion de la funcién olfatoria
(Nieuwenhuys et al., 2009; Lepousez et al., 2013). Esta pérdida de la funcién olfatoria
también puedo atribuirse a las diversas alteraciones morfolégicas, provocadas por la
inhalacion de V20s, que ocurren en el epitelio olfatorio (EO) (Arenas-Amaya 2012a) y en las
CG del BO (Aguirre et al., 2002; Colin-Barenque et al., 2003; Mondragon et al., 2003), a la
disminucion de la densidad celular en la capa glomerular y granulosa de dicha estructura
(Jiménez-Martinez 2012) y/o a la muerte por necrosis de las CG del BO (Colin-Barenque et
al.,2003). Otra explicacibn es que se ha observado que la exposicién a V.0s causa
decremento de los niveles de tiroxina hidroxilasa, dopamina y acido 3,4-dihidroxifenilacético
un precursor de la dopamina (Afeseh et al., 2014). La dopamina juega un papel importante
en la funcién olfatoria (Doty y Risser, 1989; Wilson y Sullivan, 1995; Duchamp-Viret et al.,
1997; Hsia et al., 1999; Koster et al.,, 1999) y los cambios en los niveles de este
neurotransmisor afectan la olfaccién (Afeseh et al., 2014), ya que la dopamina regula la
transmisién entre el epitelio y los glomérulos del BO para mediar las aferencias de dicha
estructura (Hsia et al., 1999).

Grupos expuestos a V505 y tratados con carnosina

A pesar de que no hubo diferencia significativa entre el grupo de hembras expuesto a V205
con administracién de carnosina y el grupo de hembras control, a las cuatro semanas, se
observd que el primer grupo hizo mas tiempo en encontrar el chocolate en comparacion
con el grupo control, lo que podria deberse a la pérdida de espinas dendriticas de las CG
del BO observada en el analisis citoldégico. Sin embargo, cuando se comparé el grupo de
hembras expuesto a V20s con administracion de carnosina contra el grupo de ratones
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hembras expuesto solamente a V,0s se observd que el primer grupo tardé6 menos tiempo
en encontrar el chocolate, probablemente debido al efecto antioxidante de la carnosina
(Colin-Barenque et al., 2013) y a que, como se mencion6 anteriormente, el grupo con
administracion de carnosina quiza presento niveles de 17-Bestradiol mas altos que el grupo
expuesto unicamente a VsO0s (Garcia-lbarra, 2014; Meléndez-Garcia, 2014), por lo que tal
vez el grupo de hembras expuesto a V205 con administracion de carnosina conto con el
efecto neuroprotector de los estrégenos, pues en un modelo de rata con discapacidad
olfatoria se observo que la administracion de 17-Bestradiol previno y mejoré la insuficiencia
olfativa, (Bernal-Mondragon et al., 2013) y en un modelo de ratas expuestas a la inhalacion
crénica de ozono se observd que la administracion de 17-3-estradiol previene el deterioro
de la percepcion olfativa (Guevara-Guzman et al., 2009). Ademas, en este mismo modelo
de inhalacion con administracién de carnosina se observé que los ratones hembras
expuestas a VsOs con administraciéon de carnosina en comparacion los ratones hembras
expuestas unicamente a Vs0s, presentan menor daio ultraestructural del neuropilo, de las
CG y de las CM del BO (Colin-Barenque et al., 2013), por lo que quiza la funcién olfatoria
de ratones hembras con administracion de carnosina se ve menos alterada.

El grupo de machos expuesto a V,0s con administracién de carnosina present6
alteracion de la capacidad olfatoria, debido probablemente a la pérdida de espinas
dendriticas de las CG del BO que se observo, puesto que estas células, como se menciond
anteriormente, intervienen en la integracion y modulacion de la informaciéon de la funcién
olfatoria (Nieuwenhuys et al., 2009; Lepousez et al., 2013). También es probable que esta
funcion se haya visto afectada dado que la carnosina, al no logra eliminar todos las ERO y
RL (Boldyrev et al., 1997) que se generan intracelularmente por la reduccién del V (V) a V
(IV) (Shi y Dalai, 1993b; Capella et al., 2002), no puede evitar por completo los efectos
adversos del estrés oxidante, provocado por el V, que causan la alteracion de la olfaccién.
Asimismo, al no presentar niveles elevados de estrogenos, los machos no cuentan con el
efecto antioxidante y neuroprotector de estas hormonas (Subbiah et al., 1993; Vedder et
al., 1999; Wen et al., 2000; Thibodeau et al., 2002; Angoa y Rivas, 2006; Escalante-Gémez
et al., 2009; Bernal-Mondragén et al., 2013) que posiblemente podrian disminuir los efectos
adversos del V. Otra posible explicacion es que se ha visto implicada la memoria olfativa
en la prueba utilizada para evaluar la funcién olfatoria (Jiménez-Martinez 2012), por lo que,
a su vez, esta implicado el hipocampo en esta funcién (Staubli et al., 1984; Staubli et al.,
1995; Wood y Macdonald, 2001). En la regién CA1 del hipocampo, en el mismo modelo de
inhalacién de V20s con administracién de carnosina, se observd pérdida de espinas
dendriticas de las neuronas piramidales, siendo esta pérdida mayor en los machos
comparado con las hembras (Valencia-Segura et al., 2012; 2013), por lo tanto dicha pérdida
de espinas posiblemente altera de manera indirecta la funcion olfatoria de los machos.
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Grupos tratados con carnosina

Los grupos de ratones hembras y machos tratados unicamente con carnosina no
presentaron diferencias significativas entre el tiempo que tardaron en encontrar el chocolate
en comparacion con los grupos control, esto quiza se deba a que la carnosina al no afectar
la citologia del BO, pues no provoco pérdida de la densidad espinosa de las CG del BO, en
consecuencia la funcién tampoco se ve afectada por la administracién de este compuesto.

Diferencias por sexo

En estudios previos se ha reportado que la disminucion de la capacidad olfatoria es mas
evidente en los machos que en las hembras (Cervantes-Piza, 2009 Moscoso-Caballero,
2010, Jiménez-Martinez 2012). Cuando se compraron los resultados obtenidos en esta
investigacion contra los obtenidos por Jiménez-Martinez (2012), quien realizd la misma
prueba olfatoria, se observé que los tiempos realizados por el grupo de ratones hembras
expuesto a V205 (inicial: 30.52 + 3.61 s y 4sE: 60.69 + 9.35 s) eran similares a los reportados
por Jiménez-Martinez (2012) (inicial: 30 s aproximadamente y 4sE: 60 s aproximadamente)
(Fig.14). Sin embargo, los tiempos realizados por el grupo de ratones machos expuesto a
V205 (inicial: 21.55 £ 4.53 s y 4sE: 39.48+7.72 s) fueron menores comparados con los
tiempos reportados por Jiménez-Martinez (2012) (inicial: 40 s aproximadamente y 4sE:70
s aproximadamente) (Fig.14). Con base en lo anterior la diferencia significativa observada
por género en los expuestos a V205 a las cuatro semanas, podria deberse a los valores de
la evaluacion inicial de los machos.
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Figura 14. Comparacion entre los tiempos registrados, por Jiménez-Martinez (2012) (A) y
los tiempos reportados en esta investigacion (B), del grupo de machos expuesto a V205 en
los tres periodos de evaluacion (TO: inicial, 2sE: dos semanas y 4sE: cuatro semanas).
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Finalmente podemos comentar que la carnosina tiene un efecto neuroprotector en
la citologia del BO, ya que logré reducir la pérdida de espinas dendriticas de la CG del BO
de ratones hembras y machos expuestos a V205, posiblemente por su efecto antioxidante,
quelante y/o de atrapador de RL. Ademas, debido a su efecto antioxidante y a que reduce
ciertos marcadores de estrés oxidante (Boldyrev et al., 2008), la carnosina ha sido
propuesta como un posible tratamiento para ciertas enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer y el Parkinson, ya que se ha observado que el estrés oxidante es un
factor de riesgo de éstas (Barnham et al, 2004). Sin embargo, se comprobo que la carnosina
no logra evitar la alteracion de la funcién olfatoria en machos, provocada posiblemente por
el estrés oxidante promovido por el vanadio, pues quiza la carnosina no logra proteger otras
estructuras implicadas en la funcién olfatoria como el hipocampo, donde se observé que la
carnosina no reduce la pérdida de espinas dendriticas de la células granulosas (Valencia-
Segura et al., 2012; 2013).
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VIll. CONCLUSION

Con base en los resultados se puede concluir que la carnosina es un agente neuroprotector
de las células granulosas del bulbo olfatorio de ratones hembras y machos, ya que logré
reducir la pérdida de espinas dendriticas de estas células, provocada por la inhalacion de
pentdxido de vanadio. Sin embargo, la carnosina no evita en su totalidad los efectos del
vanadio que provocan dicha pérdida. Ademas se demostré que la administracion de
carnosina a ratones hembra, disminuye la alteracion de la funcién olfatoria provocada por
la inhalacién de pentéxido de vanadio, pero no evita la alteraciéon de esta funcion en ratones
macho expuestos a este compuesto.
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