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Resumen

Actualmente la contaminacién atmosférica resulta ser un problema ya que ocasiona cambios en
las condiciones meteoroldgicas o climéticas. La informacion disponible sobre las enfermedades
relacionadas con el medio ambiente procede de estudios experimentales, estudios
epidemioldgicos y toxicoldgicos, que permiten extrapolar y estimar posibles riesgos para la
salud publica. Dentro de los contaminantes atmosféricos encontramos a las particulas
suspendidas (PS), las cuales se componen de un nucleo de carbén central al cual estan
adheridos diferentes compuestos, entre ellos se incluyen los metales, como el vanadio (V). Este
metal existe en diferentes estados de oxidacion que van desde el -1 hasta +5, sin embargo, s6lo
los tres estados mas altos, V"', V'V y V", tienen funciones biolégicas reconocidas. El V induce
especies reactivas de oxigeno (ERO), y por consiguiente provoca estrés oxidante. En un modelo
murino ante la exposicion a pentoxido de vanadio (V,0s) por via inhalada, se observé que este
metal provoca pérdida neuronal dopaminérgica en la sustancia nigra y pérdida de espinas
dendriticas en neuronas medianas del cuerpo estriado. En otro estudio con el mismo modelo se
observd que este metal induce aumento en la produccién de ERO, quienes generan estrés
oxidante, produciendo peroxidacion y generando productos toxicos como es el 4-HNE en
neuronas piramidales en la corteza cerebral.

Una manera de retrasar o inhibir la oxidacién causada por los ERO es por medio de los
antioxidantes, como la carnosina (B-alanil-L-histidina), dipéptido enddgeno que se encuentra
ampliamente distribuido abundantes en mdsculo y tejido nervioso. Este dipéptido media por
diferentes mecanismos incluyendo la quelacion de iones metalicos, barredor de ERO, interactua
directamente con productos de la peroxidacién de lipidos, elimina aldehidos y actda como
neuromodulador.

Se observé que la carnosina tiene efecto neuroprotector ante la inhalacion de V, ya que en
bulbo olfatorio redujo la pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas y en la
ultraestructura de corteza cerebral.

La corteza cerebral (CC) es una estructura extremadamente compleja que engloba e integra
informacion, ya que posee multiples areas sométicas secundarias, de asociacion y motoras,
resultando una estructura fundamental en la actividad motora ya que al recibir los estimulos de
los érganos sensoriales, la corteza los transforma en impulsos que se dirigen a los ganglios
basales, tallo cerebral o la medula espinal. Por eso es importante evaluar el efecto del V sobre
la actividad motora y el efecto neuroprotector de la carnosina ante el dafio ocasionado por este
metal. Se utilizaron 40 ratones machos de la cepa CD-1, se separaron en 4 grupos en cada uno
10 ratones: a) control, se expusieron a solucién salina (0.9%) durante una hora, dos veces por
semana, durante cuatro semanas, b) expuestos a vanadio, inhalaron 0.02 M de V,0s
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(Equivalente a 1436 ug/m* de V) durante una hora, dos veces por semana, durante cuatro
semanas, ¢) tratados con carnosina, se les administrd por via oral una concentracion de 1mg/Kg
de carnosina diariamente durante cuatro semanas y d) expuestos a vanadio y tratados con
carnosna, inhalaron 0.02 M de V,0s durante una hora, dos veces por semanay se les administro
carnosina simultaneamente por via oral una concentracion de 1mg/Kg diariamente durante
cuatro semanas. A todos los grupos se les evalué la actividad motora a la semana inicial, a las
dos semanas y a las cuatro semanas de tratamiento empleando la prueba de la viga, en la cual
se toma el tiempo que tarda el raton en cruzar la viga. Al pasar las cuatro semanas se
sacrificaron y perfudieron via aorta; posteriormente se extrajeron los cerebros y se procesaron
por medio de la técnica rapida de Golgi. El analisis citoldgico consistié en cuantificar el nimero
espinas dendriticas en 10 um de dos dendritas secundarias a partir de la primera bifurcacion, en
20 neuronas piramidales de la capa V piramidal interna. Los resultados obtenidos Con los datos
obtenidos se realiz6 una prueba ANOVA con un nivel de significancia de p<0.05. Se empled una
prueba post-hoc de Tukey.

Los resultados obtenidos en la prueba de la viga en los dos grosores se observé que a partir de
la segunda semana el grupo expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina su tiempo fue menor
que el grupo expuesto a Vanadio y similar al grupo Control. Mientras que el grupo tratado con
Carnosina presentd menor tiempo que los grupos anteriormente mencionados. Tras las 4
semanas, se observd que el grupo expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina presenté un
tiempo similar al grupo Control, mientras que el grupo expuesto a Vanadio aumento su tiempo
en comparacion de los tres grupos. El grupo tratado con Carnosina presento un tiempo menor
gue el grupo Control y los grupos expuestos a vanadio con y sin carnosina. Sin embargo los
ratones presentaban mayor tiempo de recorrido en la viga de 0.5 cm a comparacion de la viga
de 1lcm.

En el analisis citolégico se observo que tras las 4 semanas el grupo expuesto a Vanadio y tratado
con Carnosina presentd mayor cantidad de espinas dendriticas a comparacion del grupo
expuesto a Vanadio, mientras que este grupo y el grupo Carnosina presentaron menor cantidad
de espinas a comparacion del grupo Control.

Con base en los resultados se puede decir que la inhalacion de vanadio produce pérdida de
espinas dendriticas en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral, debido a la
capacidad del vanadio de inducir especies reactivas de oxigeno, las cuales estan implicadas en el
estrés oxidante; se ha demostrado la capacidad neuroprotectora de la carnosina ya que atenta
la pérdida de espinas. Ademas se observé que esta neuroproteccion influye en la mejora de la
actividad motora, debido que el grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina presento
menor tiempo de latencia que el grupo vanadio. Sin embargo en los resultados se observé que
la carnosina por si sola causa hiperactividad ya que el tiempo de latencia era menor en
comparacion con el grupo control.

——
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. Introduccion

.1 Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire, que en
ciertas cantidades resultan ser perjudiciales para la vida, ya que afectan estructuras, materiales,
y ocasionan cambios en las condiciones meteoroldgicas o climaticas (Vallejo et al., 2003). La
informacion disponible sobre las enfermedades relacionadas con el medio ambiente procede de
estudios experimentales, estudios epidemioldgicos y toxicologicos, que permiten extrapolar y
estimar posibles riesgos para la salud publica (Vargas, 2005).

Un contaminante atmosférico es cualquier sustancia (quimica o biolégica) que al agregarse al
aire puede modificar sus caracteristicas naturales, por ejemplo el humo, los polvos, los gases, las
cenizas, las bacterias, los residuos y los desperdicios. Estos contaminantes se clasifican segin su
origen en primarios y secundarios. Los contaminantes primarios son generados por procesos
naturales o por actividades antropogénicas, como son el monoxido de carbono (CO) y el biéxido
de azufre (SO,). Los contaminantes secundarios se forman en la atmosfera por reacciones
quimicas o fotoquimicas que involucran a los contaminantes primarios, por ejemplo el ozono
(O3) y los sulfatos (Vallejo et al., 2003).

Dentro de los contaminantes primarios y secundarios se ubican las particulas suspendidas (PS),
las cuales se componen de un ndcleo de carbdn central al cual estan adheridos diferentes
compuestos, entre ellos se incluyen los metales (Jiménez, 2012) (plomo, hierro, vanadio, niquel,
cobre, platino y otros), compuestos organicos, material de origen biol6gico (virus, bacterias,
restos de animales y plantas, tales como fragmentos de polen), iones (sulfatos, nitrato y acidez)
y gases reactivos como el ozono, perodxidos y aldehidos (Tzintzun et al., 2005).

Se clasifican en (Vallejo et al., 2003):

1. Particulas burdas, con un diametro aerodinamico menor a 10 um (PMyg) y mayor a 2.5
um. Compuestas principalmente de silice, titanio, aluminio, sodio, hierroy cloruros.

2. Particulas finas, con un diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 um (PMys).
Compuestas por productos derivados de la combustién, particularmente de diesel, e
incluyen carbono, plomo, vanadio, dioxido de azufre y didxido de nitrégeno.

3. Particulas ultra finas, con un diametro aerodindmico menor a 1 um (PM;) Compuestas
por los productos de quemas agricolas y forestales y por la combustion de gasolina y
diesel. Sin embargo permanecen aisladas en la atmosfera durante periodos muy cortos,
ya que tienden a unirse a particulas de mayor tamafio.

——
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Una gran variedad de efectos en la salud estan asociados con la exposicion de PS, comenzé con
el aumento del riesgo de mortalidad en las ciudades con altas concentraciones de PS, més tarde
se reportd una alta incidencia de infarto del miocardio y una alta emision proveniente de los
motores de combustion interna (Fortoul et al., 2015).

La exposicion a concentraciones altas de PS por breves periodos en adultos mayores, nifios,
pacientes con enfermedades cardiorespiratorias y con asma, estan relacionados con un
aumento en la morbilidad por enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumonia y
mortalidad por cardiopatia isquémica (Vallejo et al., 2003).

En un modelo murino se observo que en la exposicion concentrada a particulas ultrafinas (<100
nm de diametro) se producen alteraciones postnatales como disfuncion locomotora; y cambios
dopaminérgicos y glutamatérgicos en la sustancia nigra pars compacta y cuerpo estriado (Allen
etal., 2014).

Se ha observado que en la exposicién a PS durante el ejercicio tiene consecuencias sobre la
salud como alteraciones en los patrones de respiracion, aumento en sensibilidad bronquial y
resistencia de las vias respiratorias. También se activa la cascada inflamatoria que altera el
sistema cardiovascular provocando disfuncion endotelial, coagulacién, trombosis y estrés
oxidante (Giles & Koehle, 2014).

En un estudio realizado en hombres y en mujeres, se evaludé la acumulacion respiratoria de
particulas ultrafinas (PM;) durante reposo y ejercicio, se observo alta acumulacién respiratoria
de PUF, ademaés, conforme se da el aumento en la acumulacion, el tamafio de particula
disminuye y también que la acumulacion aumenta aiin mas con el ejercicio (Daigle et al., 2003).

A su vez, se ha reportado que las PS inducen estrés oxidante en el endotelio; A través de la nariz
estas particulas penetran el bulbo olfatorio. La funcion pulmonar es reducida y las
enfermedades respiratorias son frecuentes. Trombosis, modificaciones de la presion arterial se
han asociado con la exposicion (Anderson et al., 2012) y anomalias metabdlicas tales como
alteracion en el metabolismo de la glucosa. Bajo peso al nacer, infertilidad, genotoxicidad y
cancer (Loomis et al., 2013), son parte del espectro de alteraciones asociadas con PS. Los
metales son algunos de los componentes adheridos a la superficie de las PS, los cuales estan
asociados con su toxicidad (Fortoul et al., 2015).

[.1.1 Contaminacién en México

Las particulas suspendidas totales (PST) y las PMyo, se adoptaron en México como parametros
de evaluacién y regulacién de la calidad del aire en la norma oficial mexicana NOM-025-SSA1-
1993. Se han reportado los efectos para la salud, como son los incrementos en los indices de
mortalidad y los efectos citotoxicos y genotoxicos en la Ciudad de México, por lo cual la
Secretaria de Salud trabaja en la modificacion de dicha norma, que incluye una adicion muy

——
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importante en términos de gestion de calidad del aire y la salud publica, normando la fraccion
fina de 24 horas para PMss (65pg/m® como promedio de 24 horas y 15pg/m® como promedio
anual). También se proponen reducciones para los limites de 24 horas de PST de 260 a pg/m® y
de PMyo de 150 a 120 pg/m* Finalmente se mantiene el valor de la norma anual actualmente
vigente para PMy (50 ug/m?) (Tzintzun et al., 2005).

Las emisiones de PMy son generadas por el trafico vehicular en el oriente del Area
Metropolitana de la Ciudad de México (AMCD), incluyendo varios municipios vecinos del Estado
de México, y aunque las principales emisiones de PM; s tienen la misma distribucion geogréfica
que PMjp son més concentradas las de PM,s en las areas de trafico pesado junto con los
vehiculos diesel (Calderon-Garciduefias et al., 2015).

Como se mencion0 anteriormente, a las PS se le adosan algunos metales, entre ellos el vanadio,
este metal se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente, debido a que se
produce por actividades antropogénicas; como el procesamiento de los minerales en
fundiciones y la quema de combustibles fosiles (Avila-Costa et al., 2005).

.2 VANADIO

[.2.1 Antecedentes

Su nombre proviene de la diosa escandinava Vanadis, la diosa de la belleza y la fertilidad.
Andrés Manuel del Rio en 1801, fue el primer quimico para proporcionar la idea de este nuevo
elemento (Mukherjee et al., 2004). Sin embargo, su descubrimiento se atribuye al quimico
sueco Nils Sefstrom, en 1831, quien lo llamo asi en honor a Vanadis, debido a que sus sales
poseen hermosos colores (Garcia, 2006).

[.2.2 Generalidades

El vanadio (V) es un metal de color grisaceo, con densidad de 6.11 g/cm?®. En la tabla periddica
se ubica como el primer elemento de transicion del grupo VB, tiene como ndmero atémico 23,
configuracion electronica [Ar] 4s? 3d°, peso atdmico 50.95, punto de fusién 1950 °C y punto de
ebullicion 3600 °C. Existe en diferentes estados de oxidacion que van desde el -1 hasta +5, y
generalmente pasa de un estado a otro por medio de la transferencia de un electron dado por
procesos de 6xido-reduccion. Sin embargo, sélo los tres estados mas altos, V"', V'V y VY, tienen
funciones biologicas reconocidas (Rodriguez & Altamirano, 2006).

Este metal participa en la sintesis de clorofila en organismos fotosintéticos y es un
micronutriente para varias especies marinas y terrestres. Su requerimiento para los humanos no
ha sido confirmado, pero debido a sus multiples mecanismos de accion se ha estimado que, en
el caso de ser necesario, la ingesta aproximada seria de 15 pg por dia (Lagerkvist et al. 1986).

——
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En los alimentos se encuentra en los estados de oxidacion Il y IV. Las concentraciones en peso
fresco de grasas, aceites, frutas y vegetales van de 1 a 10 pg/kg; en granos, alimentos de mary
carnes de 5 a 40 pg/kg; en eneldo o pimienta negra las cantidades detectadas se encuentran en
431 y 987 ug/kg, respectivamente y en tabaco para fumar de 1 a 8 ug/g (Rodriguez &
Altamirano, 2006).

En los ultimos 10 afios, distintos complejos organicos y compuestos inorganicos de V han
adquirido importancia, especialmente en farmacologia. En atletas, en el mejoramiento del
rendimiento fisico y en biologia de la reproducciéon como anticonceptivo vaginal. Ademas, por
sus propiedades moduladoras de la expresion de diversos genes, es usado en modelos
experimentales como agente anticarcinogénico (Rodriguez & Altamirano, 2006).

Se encuentra presente en los humos de soldadura en forma de pentoxido de vanadio (V20s), el
cual es emitido por las soldaduras empleadas en la construccion. Tiene varias aplicaciones en la
industria metallrgica, en la produccion de aceites resistentes a las temperaturas, pigmentos
(Ngwa et al., 2014), asi como en la manufactura de aleaciones de alta resistencia y baja
corrosion; forma amalgamas principalmente con aluminio (Al), titanio (Ti), Boro (B), Cromo (Cr),
Niquel (Ni), Manganeso (Mn) y Tungsteno (W). Se utiliza en la preparacion de vidrio, de pinturas
de aplicacion comun, en colorantes para fotografia y cinematografia. En la industria agricola se
emplea en la elaboraciéon de fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes,
ademas en la produccion de acido sulfarico y caucho sintético. Se utiliza en materiales de
superconductividad y es importante en la industria de la energia atémica, en la construccion de
maquinaria aérea y tecnologia espacial (Rodriguez & Altamirano, 2006).

[.2.3 Distribucion

Es el 22° elemento méas abundante en la corteza terrestre, se encuentra en 68 minerales
diferentes y se extrae en Sudéfrica (42,2%), Rusia (39,2%) y China (12,7%) donde existen las
mayores reservas. En la biosfera, este metal se encuentra en mayor proporcion en la flora y
fauna marina, aunque alcanza una importante concentracion en hongos y otras especies
terrestres menores (Garcia, 2006).

Las emisiones de V a la atmosfera se producen en lugares proximos a las industrias siderurgicas
y refinerias de petroleo. Se estima que se liberan anualmente al medio ambiente cerca de
65,000 toneladas de V, de las cuales el 90% se originan por la combustion de petrdleo y carbén,
en la industria siderurgica y el resto son derivadas de la erosion del suelo, emisiones volcanicas,
incendios forestales y otros procesos biogénicos (Garcia, 2006; Rodriguez& Altamirano, 2006).

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climaticas, la posicion geografica y las
condiciones de urbanizacién, entre otros factores. En grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 pg/m? y en areas rurales cantidades menores a
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0.024 pg/m?®. En la Ciudad de México se han reportado valores que alcanzan 0.114 pg/m?® en
aeroparticulas de 10 pm y 0.093 pg/m?® en las de 2.5 um (Rodriguez & Altamirano, 2006).

En un estudio realizado por Fortoul y cols. en el 2002, en residentes de la Ciudad de México de
la década de los 90°s y de los 60°s, se report6 mayor cantidad de V en el pulmén de los
habitantes de los 90 (1.36 + 0.08 pg/g) en comparacion con los que vivieron en la década de los
60 (1.04 £ 0.05 pg/g).

[.2.4 Toxicocinética

La entrada de V al organismo de los mamiferos ocurre a través de la piel, por el tracto
gastrointestinal y por el sistema respiratorio. La absorcion por la piel es minima, varios reportes
coinciden en que el 10 % del V ingerido 6 el 25 % inhalado respectivamente, es absorbido y
transportado a varios tejidos del cuerpo por el torrente sanguineo (Rodriguez & Altamirano,
2006).

La principal via de entrada es por la inhalacion, ya que en las areas industrializadas trabajadores
y pobladores han manifestado sintomas tales como: lagrimeo, lengua verde, rinitis, traqueo
bronquitis, faringitis, bronquitis, insuficiencia respiratoria y cardidca (Montiel et al. 2007).

La exposicion aguda en animales por medio de la ingestion de compuestos de V conlleva a
paralisis, fallas respiratorias, convulsiones, deposiciones sanguinolentas y muerte (Garcia, 2006).
En humanos, la toxicidad de este metal incluye perturbaciones en el sistema nervioso central
(SNC) como se observd en trabajadores expuestos a V en China, quienes presentaron
alteraciones neuroconductuales tales como un aumento de actitudes de ira-hostilidad,
depresion-abatimiento y fatiga, ademés se observé disminucion en la coordinacion de
movimientos, memoria a corto plazo y reaccion lenta (Li et al., 2013).

Reportes previos sugieren que la mayoria de V ingerido (<1-2%) es transformado en forma de
vanadil catiénico en el estdbmago antes de ser absorbido en el duodeno a través de mecanismos
desconocidos (Mukherjee et al., 2004), en el cual puede ser encontrado en dos estados de
oxidacion: en el plasma sanguineo se presenta como un anion vanadato pentavalente (VO’3) y el
vanadato es absorbido intracelularmente donde es reducido a un catién vanadilo tetravalente
(VO?") (Capella et al., 2002). Se ha sugerido que el V por la via inhalada se absorbe en un 90%
(Leonard & Gerbet, 1994), siendo la principal via de entrada al cuerpo, rapidamente es
absorbido a través de los pulmones (EPA, 2011), debido a que el V esta adosado a las PM, s, que
son capaces de entrar facilmente a los sacos alveolares de los pulmones, atravesar la barrera
hematogaseosa y una vez ahi la mayor parte del V inhalado es incorporado al torrente
sanguineo (Rosales et al., 2001).

Al ser absorbido, puede encontrarse en los estados de oxidacion 11, IV y V. El vanadato (V") es
reducido a vanadilo (V") por el glutatién de los eritrocitos o por el &cido ascérbico, las
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catecolaminas y otras sustancias reductoras del plasma. V"V es transportado por la albtmina y
preferentemente por la transferrina. Las condiciones de pH neutro propician el dominio de V"
en plasma. En éste estado entra a la célula por medio de mecanismos de transporte anionico,
principalmente por los canales de fosfato. En el interior de la célula el V¥ puede ser nuevamente
reducido a V" por el glutation celular (Rodriguez & Altamirano, 2006), catecolaminas, cisteina,
NADP, NADPH y L-acido ascorbico (Rodriguez-Mercado et al., 2003).

Dentro de la célula, en estado V"V es considerado un fuerte pro-oxidante, capaz de incrementar
los radicales hidroxilo por reaccion tipo Fenton (Metal™ + H,0, — Metal” + OH + *OH) y
producir estrés oxidante en células de mamifero (Rodriguez & Altamirano, 2006).

En estudios realizados en trabajadores expuestos a éxidos de V y en modelos animales, se
detectd que después de ser absorbido es rapidamente desechado por los rifiones o a través de
la bilis y excretado en la orina o en las heces. La cinética de eliminacion por la orina sigue un
comportamiento bifasico, en las 20 primeras horas se excreta la mayor cantidad y de 40 a 50
dias la otra parte (Elinder et al., 1988).

[.2.5 Toxicodinamia

Se ha mostrado que el V impide las actividades de diferentes ATPasas, proteinas quinasas,
ribonucleasas y fosfatasas. Ademés se ha observado que inhibe o estimula la actividad de
muchas enzimas de ADN o ARN, produciendo varios efectos genotdxicos y mutagénicos
(Mukerje et al., 2004). La expresion de varios genes se ve afectada por este metal, como el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina-8 (IL-8), proteina activadora 1 (AP-1), ras, c-
raf, proteina activadora de genes mitdgenos (MAPK), p53, factores nucleares-kB (NF-kpB) y otros
mas (Mukerje et al., 2004).

La alta retenciébn de vanadato en el esqueleto puede estar relacionada con el rapido
intercambio de fosfato en el hueso, debido a la analogia entre el vanadato y el fosfato (Baran,
2008). El vanadato esta ampliamente reconocido como un anélogo estructural y electronico del
fosfato (VO,> y PO,*), porque presenta reacciones similares de protonacién (Morinville et al.,
1998, Crans et al., 2004). Esta similitud quimica del V al fosfato ayuda a explicar el efecto de
este metal sobre las reacciones de fosforilacion en los sistemas bioldgicos (Fortoul et al., 2002).

Asi mismo, tanto el fluido intracelular y extracelular, los cationes y aniones de V normalmente
se comportan como iones metélicos de transicién y compiten con otros iones metélicos para
combinarse con diferentes ligandos bioldgicos o compuestos, tales como nucleétidos,
carbohidratos y fosfatos (Mukerjee et al., 2013).
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[.2.6 Toxicidad del vanadio en el sistema nervioso

Los efectos toxicos del V y sus componentes en el organismo expuesto dependen de la dosis, la
via, la duracién de exposicion y la naturaleza del compuesto. Los Oxidos de V suelen ser mas
toxicos que las sales, aunado a que la toxicidad de los compuestos de V aumenta conforme a su
valencia, siendo el estado pentavalente el mas toxico (Evangelou, 2002).

En un modelo murino de inhalacion a pentoxido de vanadio (V20s), se observé una significativa
pérdida neuronal dopaminérgica en la sustancia nigra, asi como pérdida de espinas dendriticas
de neuronas medianas del cuerpo estriado (Avila-Costa et al., 2004). Alteraciones morfoldgicas
del epitelio ependimal, como la pérdida de cilios, la descamacién celular y el desprendimiento
de la capa de células ependimales. Lo cual permite el paso de sustancias toxicas que modifican
la permeabilidad del epitelio y asi se promueve el acceso de los mediadores inflamatorios en el
tejido neuronal causando dafio y muerte neuronal, debido al dafio ocurrido en la barrera
hematoencefalica (Avila-Costa et al., 2005).

En el mismo modelo se observé en hipocampo pérdida de espinas dendriticas de las neuronas
piramidales de CA1, muerte neuronal por necrosis y alteraciones del neurépilo como dendritas
edematosas e hiperdensas, ademas de mitocondrias y terminaciones sinapticas hinchadas, tales
dafios se correlacionan con la alteracion de la memoria espacial (Avila-Costa et al., 2006).

En bulbo olfatorio se observé que tras las 4 semanas de exposicion de V, disminuyé la densidad
espinosa de las células granulosas e incremento de lipofuscina, la vacuolizacién del aparato de
Golgi, apoptosis y necrosis. Asi mismo aumento la actividad de glutation peroxidasa y glutation
reductasa (Colin-Barenque et al., 2015).

Estos dafios se presentan debido a que el V induce especies reactivas de oxigeno (ERO), asi
como peroxidacion de lipidos y dafio oxidativo en una gran variedad de sistemas bioldgicos
incluyendo al cerebro del ratén (Garcia et al., 2005). Las ERO son mediadores en varios
mecanismos de neurotoxicidad y eventos neuropatoldgicos, tales como la enfermedad del
Parkinson y Alzheimer, en el que esta implicado el estrés oxidante (Garcia et al., 2005). Estudios
previos han asociado al V con la capacidad de producir alteracién enzimatica e incremento en la
peroxidacion lipidica (Soares et al., 2006). El sistema nervioso se caracteriza por tener acidos
grasos, los cuales son altamente peroxidados, ademas que posee bajos niveles de antioxidantes
y un alto metabolismo aerdbico; esto hace que este tejido sea mas susceptible al estrés
oxidante (Fortoul et al., 2014). Actualmente no existen estudios acerca del efecto que tiene el
vanadio sobre la actividad motora.
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[.3 Estrés oxidante

El equilibrio de oxido-reduccion es esencial para mantener la fisiologia celular, sin embargo un
desequilibrio entre la produccion de ERO y la capacidad antioxidante capaz de detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante, provoca estrés oxidante
(Fina, 2009). El estado de estrés oxidante, induce en la célula efectos téxicos por oxidacion de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucledtidos, lo cual produce acumulacion de agregados
intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis (Dorado et al., 2003). Este
proceso desempefia un papel importante en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica, Alzheimer y Huntington, asi como en
los procesos de envejecimiento (Lopez & Arancibia, 2008).

Las ERO son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en radicales libres lo que les
confiere la caracteristica de ser compuestos muy dafiinos para las células. Se forman a causa de
la reduccion parcial de oxigeno (Dorado et al., 2003).

En un estudio murino ante la inhalacion de V,0s, se observd que esté metal induce muerte
neuronal, alteracién en plexo coroideo y rompimiento de la barrera hematocefalica, debido que
induce aumento en la produccion de ERO, que a su vez generan estrés oxidante, el cual tiene
una preferencia por los lipidos de membrana, sufriendo peroxidacién y generando productos
toxicos como es el 4-HNE en neuronas piramidales en corteza cerebral (Jiménez, 2009).

.4  Antioxidantes

Un antioxidante, es cualquier sustancia que retrasa o inhibe la oxidacion, pueden actuar de
diversas formas; 1) disminuyendo la concentracion de oxidantes, 2) evitando la iniciacion de la
reaccion en cadena al “barrer” (cubrir o detener una reactividad quimica muy alta) los radicales
libres que se forman, 3) uniéndose a iones metalicos para evitar la formacion de especies
reactivas, 4) transformando los perdxidos en productos menos reactivos y 5) deteniendo la
propagacion y el aumento de radicales libres. (Dorado et al., 2003).

Una de las clasificaciones de los antioxidantes son enddgenos o exdgenos; donde los
antioxidantes enddgenos son los sistemas enzimaticos producidos por el organismo (Calderdn,
2007), como el superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GSH-PX),
tiorredoxina reductasa, glutation reductasa y carnosina (Lépez et al., 2012), mientras que los
antioxidantes exogenos son sustancias presentes en alimentos, algunos de estos son las
verduras, las hierbas, los cereales y las frutas (Calderdén, 2007), dentro los cuales podemos
encontrar a la vitamina E, vitamina C, betacaroteno, flavonoides y licopeno (Mayor, 2010).

Otra clasificacion de los antioxidantes es; a) sistemas enzimaticos, como las enzimas derivadas
del sistema citocromo-oxidasa, las superéxido dismutasas (Cu-ZnSOD y MnSQOD), las catalasas y
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peroxidasas como la glutation-peroxidasa y la glutatién-reductasa. Asi como b) sistemas no
enzimaticos, como las vitaminas A, C, E, acido Urico, aminoacidos como; glicina y taurina, y el
tripéptido glutatioén, etc., a los que se denominan barredores (scavengers) de radicales libres,
debido a su que donan e” a otras, reduciéndolas y haciéndolas menos reactivas. Estos sistemas
trabajan en forma coordinada en una serie de pasos metabdlicos, por ejemplo en los sistemas
enzimaticos el radical superoxido (=0 ;) al ser metabolizado por la SOD se produce peréxido
de hidrogeno (H,0,), los peréxidos a su vez son metabolizados hasta la obtencion de agua (H20)
y oxigeno (O,) por accion de la CAT o la GSH-PX que acttan en forma acoplada con la glutation
reductasa (Dorado et al., 2003) (Fig. 1).

50D

2 Oy + 2H C—— > H,0;+ 02
Catalasa

2H;0; C— > 2H;0+ O3

Fig. 1. Representacion esquemdtica de la reaccion de superoxido dismutasa (SOD) sobre el
radical superoxido (20,) la formacion de peréxido de hidrogeno (H,0), en el cual actian la
catalasa que lo reducen para obtener agua (H,0) y oxigeno (O,).

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al interactuar méas rapido
con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las
moléculas presentes, en un determinado microambiente (membrana plasmatica, citosol, nucleo
o liquido extracelular). Como sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas
organicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos
de carbono y las moléculas de ADN (Venereo, 2002).

Se ha demostrado la capacidad antioxidante de varios compuestos, en los afios ochenta
incremento el interés en el dipéptido, carnosina, dentro de la comunidad de investigacion
médica por su alta capacidad antioxidante. A su vez muchas funciones se han atribuido a la
carnosina y sus dipéptidos afines, incluyendo la cicatrizacion de heridas promotor, agente
guelante de iones, especialmente para el cobre () y zinc (l), eliminador de radicales libres e
inhibidor de la glicosilacion de proteinas (Bellia et al., 2011).
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.4.1 Carnosina

La carnosina (B-alanil-L-histidina), es un dipéptido endégeno que fue descubierto en el musculo
esquelético. Se sintetiza por medio de la enzima carnosina sintetasa y se degrada por las
carnosinasas presentes en el suero o el liquido intracelular, pero es resistente a las peptidasas
gue hidrolizan los a-péptidos (Prieto, 2010). La enzima carnosina sintetasa, es una enzima
dependiente de ATP, la cual cuenta con una alta afinidad para sintetizar homocarnosina (y-
aminobutiril-histidina) y anserina (B-alanil-1-metil-L-histidina) y con una menor afinidad para
sintetizar carnosina (Bellia et al., 2011).

Este compuesto enddgeno se ha encuentra ampliamente distribuido en varios tejidos animales,
junto con otros dipéptidos posteriormente aislados relacionados con carnosina, tales como la
anserina y homocarnosina. Estos dipéptidos son generalmente abundantes en los tejidos
excitables, tales como el musculo y tejido nervioso, y la carnosina pueden alcanzar una
concentracion muy alta en el musculo esquelético humano (hasta 20 mM) (Bellia et al., 2011).

La carnosina tiene diversas funciones como: antiglicante debido a que compite con las
proteinas por la unién con los azucares circulantes. De este modo, reacciona con los azlcares
“reactivos” o reductores (glucosa, galactosa, dihidroxiacetona) para formar “carnosina
glicosilada” que es muy facil de eliminar y no resulta téxica para el organismo, ya que no se
acumula (Prieto, 2010). Regula la concentracion de iones de metales de transicion en fluidos y
tejidos, debido a su capacidad para formar complejos con estos iones (Bertinaria et al., 2011).
Ademas tiene accion amortiguadora que neutraliza la produccion de acido lactico en el musculo
esquelético que es producido por glicdlisis anaerobia (Kohen et al., 1988). Barredor de ERO y de
especies reactivas de nitrogeno (ERN), que inducen la peroxidacion de los lipidos insaturados
presentes en las membranas, asi como el toxico reactivo a, B-aldehidos insaturados, acroleina,
4-HNE y malondialdehido (MDA) (Bertinaria et al., 2011).

Se encuentra en regiones cerebrales como la corteza cerebral y plexo coroideo, tejidos y fluidos
corporales, la concentracion es de 10 a 1000 (umol/L or umol/kg; logaritmico) menor que en el
musculo (Boldyrev et al., 2013). En ratas, por medio de un perfil utilizando el método de alta
precisién de la espectroscopia de cromatografia liquida / ionizacién electrospray de masas en
tandem (ESI-MS) (13), se revel6 que la carnosina era detectable en un intervalo milimolar en el
musculo esquelético (2-6 mmol / kg de tejido himedo), en el rango micromolar en el cerebro, el
cerebelo, y el miocardio (de 25-70 umol / kg de tejido himedo.) y no fue detectable en rifidon,
higado, pulmén y plasma (Boldyrev et al., 2013).

Cuando la carnosina es ingerida se absorbe en el intestino delgado, y al menos parte de este
dipéptido entra intacto a la sangre. Su absorcion se da a través de la membrana estando
acompafiada por el transportador PEPT1. Cuando la carnosina entra al enterocito es hidrolizada,
probablemente por la carnosinasa CN2 (citosélica). La carnosina en la sangre es hidrolizada por
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la carnosinasa CN1 (suero). El transportador PEPT2 contribuye a la reabsorcion en el tubulo
renal, este transportador se encuentra en la membrana apical de las células epiteliales
(Boldyrev et al., 2013) (Fig.2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la posible via absorcién intestinal de la carnosina. La
mayoria de la carnosina es hidrolizada después de la ingestion oral, ya sea en el interior del
enterocito por accion de la CN2 o al estar presente en la circulacion sanguinea por accién de la
CN1 (Boldyrev et al.,2013).

En el SNC, la carnosina tiene un papel muy importante como neuromodulador, ya que se ha
observado su liberacion después de la despolarizacion de las neuronas y su colocalizacion con
glutamato, por lo cual se le ha atribuido la capacidad para suprimir a esté como un
componente toxico por medio de la funcion neuromoduladora de glutamato (Glut) (Guiotto et
al., 2005).

En un estudio se demostr6 que la carnosina interactla directamente con productos de la
peroxidacién de lipidos, como los radicales de anién superoéxido y radicales hidroxilo. También
se demostrd que puede: eliminar aldehidos (de glucosa a MDA altamente tdxico) y la toxicidad
inducida por el aldehido en células cultivadas e in vivo; inhibir el aldehido inducido proteina-
proteina, la reticulacién del ADN-proteina, y la formacion de proteinas con grupos carbonilo,
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ademas protege contra la glicacion de proteinas y reacciona con los grupos carbonilo de
proteinas en la formacion de proteinas "carnosiniladas"(Guiotto et al., 2005).

La actividad antioxidante es mediada por diferentes mecanismos incluyendo la quelacion de
iones metalicos, barredor de ERO y radicales peroxilos (Boldyrev et al., 2013). Se ha encontrado
gue esté dipéptido actlia directamente con el anion superoxido mediante la habilidad de la
carnosina de formar un complejo de transferencia de carga con el radical superdxido cambiando
la reactividad del O, (Boldyrev et al., 2013).

En estudios previos se ha demostrado que la carnosina atrapa los aldehidos derivados de lipidos
trabajando como ‘aldehido-secuestrante’, a su vez se ha indicado que inhibe los efectos toxicos
del péptido amiloide, MDA e hipoclorito (Cheng et al., 2011).

A su vez se han realizado estudios de este dipéptido en enfermedades neurodegenerativas
como en la enfermedad de Alzheimer, la cual se caracteriza por el dafio oxidativo en neuronas
olfativas y una alta acumulacién de B-amiloide, y se ha demostrado que la carnosina tiende a
atenuar la acumulacién de este amiloide por medio de su accién quelante de iones zinc (Hipkiss,
2007), y en pacientes con enfermedad de Parkinson, para lo cual se empleo a la carnosina como
un aditivo alimenticio para aumentar la eficiencia del tratamiento con L-DOPA, se observaron
cambios positivos en los sintomas neurolégicos y la restauracion pronunciada de la SOD, que se
suprime en los pacientes, con lo cual se demuestra la funcion neuroprotectora de la carnosina
(Boldyrev, et al., 2008).

También se reportd el efecto benéfico de la carnosina en un modelo de Parkinson en rata, al
provocar una lesion con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), se observé que al implementar la
carnosina como pretratamiento ante la lesion unilateral intraestriatal reducia significativamente
la conducta de giro , atenda la apoptosis y restaura el contenido de MDA y nitrato, por lo cual la
administracion de carnosina antes de la lesion ejerce neuroproteccion contra la toxicidad de 6-
OHDA y esto puede ser benéfico en pacientes con enfermedad de Parkinson (Afshin-Majd et al.,
2015).

En un estudio se observé que la carnosina tiene efecto neuroprotector en el bulbo olfatorio, ya
gue redujo la pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas en ratones expuestos a la
inhalacion de V (Reséndiz, 2014), y en la ultraestructura de corteza cerebral en ratones
expuestos a V (Colin-Barenque et al., 2014).
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.5  CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral (CC) de mamiferos esta representada por una lamina de sustancia gris que
cubre los hemisferios cerebrales. Es una estructura extremadamente compleja en la que los
distintos drganos sensoriales aparecen representados en determinadas areas 0 zonas conocidas
como areas sensoriales primarias (Valverde, 2002).

Esta estructura tiene varias funciones las cuales consisten en englobar e integrar informacion,
para lo cual analiza, sintetiza, correlaciona y modifica acciones que lleva acabo el organismo,
por lo cual la corteza cerebral participa en distintas areas de asociacién. Desde el sentido del
olfato hasta el de la visién, cada modalidad sensorial posee su propio territorio cortical, el cual
mantiene una localizacion relativamente constante en todos los mamiferos. Ademas de estas
areas sensoriales primarias, posee multiples areas somaticas secundarias, de asociacion y
motoras, en las que los diferentes sistemas aferentes corticales y de asociacion son finalmente
elaborados en complejas respuestas de aprendizaje, memoria y comportamiento (Valverde,
2002)

La CC sirve como centro integrador de la informacion, se divide en (Fig.3):
£a Corteza motora

Ubicada delante de la cisura central, en el I6bulo frontal (Curtis et al., 2008). Esta corteza
manda la orden a las motoneuronas alfa para le ejecucion del movimiento. Se divide en a)
corteza motora primaria, b) corteza premotora y c) corteza motora suplementaria (Gal et
al., 2007).

va Corteza visual

Ocupa el I6bulo occipital. Distintas aéreas de la corteza visual se activan cuando se
estimulan zonas muy restringidas de la retina con un haz de luz muy fino (Curtis et al.,
2008)

3 Corteza auditiva

Esta corteza su ubica en el I6bulo temporal superior, procesa sefiales enviadas por las
neuronas sensoriales del oido que responden a diferentes caracteristicas del sonido
(Curtis et al., 2008).

L2 Corteza somatosensorial

Ubicada por detras de la cisura central, forma parte del |6bulo parietal, la cual recibe
sefiales tactiles y estimulos relacionados con la propiocepcion (percepcion del propio
cuerpo), la temperaturay el dolor (Curtis et al., 2008).
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Fig.3. Representacion de la division de la corteza cerebral humana en I6bulos; a) La
neocorteza esta dividida en surcos o ciscuras. b) Las areas motoras y sensoriales rodean el
cerebro. ¢) Localizacion de las principales areas funcionales (primarias y secundarias) y de
asociacion de la corteza cerebral (Curtis, 2008).

La CC ha sido dividida en dos tipos fundamentales: la isocorteza y la alocorteza. La isocorteza o
neocorteza corresponde a aquella parte de la corteza en la que siempre puede reconocerse la
estratificacion en seis capas, mientras que la alocorteza, representado por la arquicorteza
(hipocampo y giro dentado) y la palecérteza (corteza olfativa propiamente dicha), exhiben una
estructura laminar simple compuesta por tres capas (Valverde, 2002).

La isocorteza en los seres humanos corresponde al 95% de la corteza cerebral, posee una
estructura relativamente uniforme y puede clasificarse en dos grandes regiones funcionales:
sensitiva y motora. Mientras que la alocorteza solo corresponde al 5% con una estructura
diversa (Welsh, 2008).

Como se menciond anteriormente, la isocorteza se divide en seis capas (Fig. 4):
= | Capa molecular

Es una capa escasamente poblada y de naturaleza receptora, donde encontramos células
horizontales de Cajal y es donde se proyectan las dendritas apicales de las neuronas
piramidales para establecer contactos sinapticos. Predominan las ramas terminales de
dendritas y axones, que le confieren un aspecto punteado o “molecular” (Redolar, 2008).

= |l Capa granular externa

Es una capa receptora y efectora, delgada y densamente poblada por neuronas
piramidales pequefias (7 um) y células estrelladas, asi como terminaciones dendriticas y
axonicas (Lopez, 2006).
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[ll Capa piramidal externa

Es una capa efectora y esta formada por neuronas piramidales de tamafio medio (15-20
um) quienes aumentan a medida que se profundiza en la capa. Son las que predominan
existiendo un cierto nimero de células estrelladas (Lépez, 2006). Este tipo de neuronas
envian las dendritas apicales a la capa | y sus axones a la sustancia blanca (Redolar, 2008).

IV Capa granular interna

Predomina las células estrelladas (Puelles et al., 2008), estdn densamente dispuestas,
ademas es una capa receptora (L6pez, 2006). Hay una concentracion elevada de fibras en
disposicion horizontal conocidas en conjunto como la banda externa de Baillarger (Snell,
2007).

V Capa piramidal interna

Es una capa efectora y esta formada por grandes somas de neuronas piramidales (aprox.
80 um) llamadas neuronas de Betz, que envian las dendritas apicales a la capa |, sus
dendritas se establecen de forma horizontal dentro de la misma capa y sus axones
alcanzan la sustancia blanca. También encontramos a células fusiformes y células de
Martinotti (Redolar, 2008). Ademas hay una gran cantidad de fibras dispuestas
horizontalmente que forman la banda interna de Baillarger (Snell, 2007).

VI Capa multiforme

Es la capa mas interna, con lo cual queda adyacente a la sustancia blanca. Esta
conformada por diferentes tipos celulares como las células de Martinotti y las que
predominan son las células fusiformes (Lépez, 2006). Los axones de esta capa envian
fibras de proyeccion, siendo asi una capa efectora. Ademés de esta organizacion
horizontal, también se da una organizacion vertical a modo de columnas funcionales
(Redolar, 2008).
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Fig. 4. Representacion esquematica de las capas celulares de la corteza cerebral y sus
respectivas conexiones entre las neuronas de las diferentes capas que contribuyen a las
fibras corticales aferentes (flechas que apuntan hacia abajo) y eferentes (flechas que
apuntan hacia abajo). Las pequefias interneuronas aparecen indicadas en amarillo (Ross
& Pawlina, 2006).

La CC esta constituida por millones de neuronas, pero habitualmente se describen en cinco
tipos; neuronas piramidales, estrelladas y fusiformes, horizontales de Cajal y células de
Martinotti (Escobar & Pimienta, 2006)

Las neuronas piramidales (NP) llevan ese nombre debido a la forma de sus somas, miden entre
10y 50 um de longitud. Sin embargo, hay NP gigantes, llamadas neuronas de Betz, cuyos somas
miden hasta 120 um, estas se encuentran en la circunvolucion pre-central motora del I6bulo
frontal (Snell, 2007)

Los vértices de las NP estan orientados hacia la superficie de la corteza. Su aspecto es
claramente diferencial: muestra una dendrita apical que, en la mayoria de los casos, alcanza la
capa I, en donde se ramifica en numerosas colaterales divergentes, y un abanico de dendritas
basales originadas en el cuerpo celular que alcanzan distancias variables. (Snell, 2007).

Gran numero de ellas utilizan los amino&cidos glutamato o aspartato como principal
neurotransmisor. Las NP representan aproximadamente el 70% de toda la poblacion neuronal
de la corteza cerebral (Frick & Dodt, 2001).

——
N
(o]

—



http://www.novapdf.com/

Los axones de las neuronas de Betz forman el haz piramidal o corticoespinal, siendo una de las
vias descendentes directas hacia la médula espinal, este tipo de neuronas proyectan
directamente sobre las motoneuronas del asta anterior de la médula o sobre interneuronas
medulares. La corteza premotora y la corteza motora suplementaria, son las responsables de la
planificacion del movimiento, especialmente de las secuencias de movimientos complejos en la
musculatura distal, se sabe que la corteza motora suplementaria se activa aproximadamente un
segundo antes de la realizacion del movimiento, las cortezas suplementarias de ambos
hemisferios actuan juntas en la elaboracién de un plan de movimiento debido a la conexion que
tienen con el cuerpo calloso (Gal et al., 2007).

La corteza premotora, recibe un alto numero de aferencias de la corteza visual, lo cual se
relaciona con la seleccion de una accion entre las distintas posibles respecto a los estimulos
recibidos. Esta corteza junto con la corteza motora suplementaria, ademas de elaborar planes
de movimiento, también estdn implicadas en el aprendizaje de patrones de movimiento
complejos (Gal et al., 2007).

Los circuitos corteza-ganglios basales estan relacionados con la planeacion y ejecucion del
movimiento. El sistema motor se encuentra separado en dos subsistemas: el sistema motor
piramidal (SMP) y el sistema motor extrapiramidal (SME), el primero se relaciona con el
movimiento voluntario y el segundo con la iniciacién motora (Rosas, 2013). EI SMP se compone
de neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria en la corteza frontal, y de
neuronas localizadas en el tallo cerebral, sus axones envian colaterales al estriado. El SME esta
constituido por el cuerpo estriado (putamen y nucleo caudado), el globo palido, el nicleo
subtalamico y la sustancia nigra todos pertenecientes a los ganglios basales (GB) (Rosas, 2013).
La mayor entrada en el sistema de los GB proviene de las neuronas piramidales de la corteza
cerebral (Rosas, 2013) al recibir los estimulos de los érganos sensoriales, estas neuronas
piramidales de la capa V al ser neuronas de proyeccion envian sus axones a los GB, el tallo
cerebral y la medula espinal (Rosas, 2013).

Una caracteristica fundamental, tanto de las dendritas apicales como de las basales de las NP, es
gue estan cubiertas de espinas dendriticas, que aumentan considerablemente la superficie
receptora de las dendriticas. Cada dendrita posee numerosas espinas dendriticas para
establecer contactos sinapticos con otras neuronas (Snell, 2007).
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1.5.1 ESPINAS DENDRITICAS

A comienzos del siglo XX, Santiago Ramén y Cajal descubrié por primera vez las diminutas
protuberancias llamadas espinas dendriticas (ED) que adornan las pequefas superficies de las
neuronas (Bourne & Harris, 2007). Las ED representan el sitio de contacto sinaptico excitador en
neuronas del hipocampo, la neocorteza y otras regiones cerebrales. La densidad de estas va de
1 a 10 por um a lo largo de la longitud de la dendrita. Algunas neuronas como las del
hipocampo contienen miles de espinas a lo largo de la arborizacién dendritica (Soria & Perez,
2012).

Tienen una amplia variedad de tamafios, formas y composiciones subcelulares, dentro y a través
de regiones cerebrales (Bourne & Harris, 2007). Su estructura consta de tres elementos basicos:
a) la base en el cruce con el eje dendritico, b) el cuello, y ¢) la cabeza que puede hacer contacto
con el axon. Su forma y tamario es variable. Su longitud es de 0,2 a 2 um (Soria & Perez, 2012).

En base a la morfologia que presentan se clasifican en: espinas delgadas, espinas cortas sin
cuello y espinas con cabeza ancha denominadas espinas hongo (Soria & Perez, 2012). Su
importancia radica como sitio receptor de la gran mayoria de las neuronas corticales, ademas de
gue son elementos plasticos, desde los tiempos de Ramén y Cajal se les consider6 como
estructuras implicadas en procesos de aprendizaje y memoria (Ramén &Cajal, 1893).

Mas del 90% de las sinapsis ocurren en estas estructuras. La estimulacion, especialmente
durante el desarrollo post-natal puede conducir a la activacion en el cerebro, referido como
potenciacion a largo plazo (PLP) asociado con el crecimiento de las espinas (Avila-Costa et al.,
2007), por lo que la induccién de la potenciacion a largo plazo se asocia con el alargamiento
espinoso, mientras que la induccién de la depresién a largo plazo es asociado con la regresién
de las espinas (Michaluk et al., 2011).

Su funcion se basa en que estas estructuras neuronales son el principal sitio postsinaptico para
las sinapsis excitadora en el SNC, la cual es caracterizada por una densidad postsindptica (DPS)
ubicada en la cabeza de las espinas, a través de un axdn pre-sinaptico que contiene vesiculas. En
DPS se ha identificado mas de 30 diferentes proteinas involucradas en la transmision sinaptica o
el mantenimiento de la integridad de la sinapsis (Bourne & Harris, 2007).

Contienen la maquinaria postsinaptica necesaria para la trasmisién del impulso nervioso;
incluyen receptores a Glut, proteinas DPS y el citoesqueleto de actina, asi como una amplia
variedad de organelos del sistema de endomembranas (reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias y endosomas (Soria & Perez, 2012).

Las ED son estructuras plasticas, las cuales desaparecen tras isquemia experimental y
reaparecen al cesar ésta (Valverde, 2002), ademas se ha demostrado que los cambios en la
morfologia de estas estructuras, se debe a que poseen dominios postsinapticos de sinapsis
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excitatoria, los cuales podrian estar implicados en la plasticidad sinaptica, asi como en el
aprendizaje y la memoria (Michaluk et al., 2011). Ademas su numero y morfologia estan
alterados en determinadas patologias y enfermedades mentales (Valverde, 2002), la pérdida
permanente de espinas es evidente en transtornos del neurodesarrollo, epilepsia, encefalopatia
espongiforme y en la enfermedad de Alzheimer; al contrario, el exceso de espinas provoca
varios tipos de desaferentacion; la reduccion de tamafio de las ED se han descrito en la
privacion sensorial, la esquizofrenia y el sindrome de Down son patologias que se han
relacionado con la disminucion del tamafio de las espinas; mientras que la distorsion de formas
estan relacionado con la desaferentacion, epilepsia y transtornos del neurodesarrollo y
encefalopatia espongiforme (Fiala et al., 2002).

El citoesqueleto de las ED carece de microtubulos, su citoplasma se caracteriza por una red
flexible de filamentos compuestos de actina y las proteinas de union (Bourne & Harris, 2007).
Cuentan con la capacidad de cambio de forma a causa de su densa red de proteinas que le
facilitan el montaje y el répido desmontaje de la actina del citoesqueleto. Estas estructuras
contienen una rica variedad de receptores, canales ionicos, proteinas de regulacion de actina y
otra maquinaria bioquimica que apoya la organizacion del citoesqueleto de actina (Hsieh et al.,
2003).

Las proteinas de unién al citoesqueleto de actina son fundamentales en la formacién,
eliminacién, motilidad, estabilidad, tamafio y forma de las ED, ya que la transicion de un
filopodio a una espina madura involucra la regulacion de la actina (Soria & Perez, 2012). Para la
formacion de una ED, en los filopodios se distribuye una proteina de unién al citoesqueleto
denominada drebrina, en la cual después de que una terminal axdnica establece contacto con
los filopodios, se forma un complejo con drebrina y F-actina en un sitio de contacto post-
sinaptico, el complejo drebrina-actina es esencial para la maduracion de espinas dendriticas.
(Soria & Perez, 2012).

La participacion de los tres componentes de la sinapsis tetrapartita (neuronas pre- y
postsinapticas con procesos astrociticos) pueden indicar que las moléculas de la matriz
extracelular (MEC) son posibles reguladoras del desarrollo de las prolongaciones de las ED. Las
moléculas de la MEC son consideradas como el cuarto componente de la sinapsis tetrapartita
que han demostrado una interaccion con los componentes sinapticos, incluyendo las partes pre-
y postsinapticos y la glia, y que son capaces de modular la actividad de los receptores sindpticos
y canales iénicos (Szepesi et al., 2013).

La estructura espinosa puede estar regulada por proteinas de la matriz, tal como la reelina, asi
como las proteinas superficiales (por ejemplo N-cadherina), receptores de efrina e integrinas.
Mientras que el mecanismo exacto de la regulacion es poco entendida, las proteasas actuan
extracelularmente dirigidos por la MEC y/o proteinas superficiales que recientemente han sido
implicadas en diferentes formas de plasticidad neuronal (Michaluk et al., 2011).
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Metaloproteinasas de matriz (MMPs) son una familia endopeptidasas dependientes de Zn** que
regulan el volumen de las moléculas de la MEC y el mantenimiento de la homeostasis en el
desarrollo del tejido y en el cerebro adulto (Szepesi et al., 2013). Estas pueden modificar los
componentes de la MEC y controlar el comportamiento celular (Michaluk et al., 2011), tienen
una importante atencion principalmente en el contexto de problemas y dafio en el SNC (Szepesi
etal., 2013).

Estas proteinas han sido implicadas en una amplia gama de procesos patoldgicos incluyendo la
aterosclerosis, la artritis, metastasis, neuroinflamacién y la neurodegeneracion, debido que
pueden degradar la mielina y amplificar la neurotoxicidad viral, ademas se han asociado con la
enfermedad de Alzheimer (Colin-Barenque et al., 2008).

Se ha relacionado a las MMPs en la modulacion de la morfologia de las ED, como la MMP-7
dependiente de N-metil-D aspartato (NDMA), quien causa la maduracion de la estructura tipo
filopodio a espina con cabeza de hongo. También se ha demostrado que en hipocampo es
necesaria la MMP-9 para el alargamiento de espinas asociado con la induccion de potenciacion
a largo plazo (PLP) (Michaluk et al., 2011).

Colin-Barenque et al., 2008 observaron que en ratones expuestos a V,0s presentaban un
aumento de MMP-9 en corteza cerebral, por lo que asociaron el incremento de esta MMP’s en
la pérdida de ED en hipocampo y estriado, debido que estas regulan el ambiente pericelular y
participan en la remodelacion dendritica en el hipocampo adulto.

Las ED y la morfologia neuronal pueden ser observadas en tres dimensiones por medio de un
procedimiento histoldgico llamado “técnica de impregnacion argéntica de Golgi” o “técnica de
Golgi” (Torres, 2006).

Il. Justificacion

Se ha reportado que la carnosina al ser un antioxidante enddgeno posee una funcién
neuroprotectora, ya que cuenta con la capacidad de interactuar con los radicales libres,
atenuando la pérdida de espinas dendriticas ante la inhalacion de vanadio.

Considerando que las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la capa V de corteza
cerebral estan involucradas en los procesos de aprendizaje y en la actividad motora, es
necesario determinar el efecto de la carnosina en la actividad motora y en la densidad de las
espinas dendriticas en neuronas piramidales de corteza motora de ratones expuestos a vanadio.
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[1l. Hipdtesis

Si la carnosina tiene efecto neuroprotector en corteza motora, entonces se presentara un mejor
desempefio en la actividad motoray atenuara la pérdida de espinas dendriticas de las neuronas
piramidales de la capa V de corteza cerebral ante la exposicion de vanadio.

IV. Objetivos
IV.1 Objetivo general

» Determinar el efecto neuroprotector de la carnosina, evaluando la actividad motora y la
densidad espinosa de las neuronas piramidales de la corteza motora ante la inhalacion
de vanadio

IV.2 Objetivos particulares

» Evaluar la actividad motora de los ratones expuestos por inhalacién de vanadio con y sin
la ingesta de carnosina, mediante la prueba de la viga de equilibrio.

e Cuantificar el nUmero de espinas dendriticas de neuronas piramidales de la capa V de
corteza cerebral de ratones expuestos a vanadio con y sin ingesta de carnosina, con el
método répido de Golgi.

V. Método

Caracteristicas del estudio

Se utilizaron 40 ratones machos de la cepa CD-1 con un peso aproximado entre 30 y 35 g, los
cuales permanecieron en cajas de acrilico (45.5x 35.5x 20.5 cm) bajo un fotoperiodo de 12h de
luz /12 h de oscuridad, con una alimentacion de purina rat chown y agua ad Libitum.

Todos los ratones se pesaron y se registro el peso diariamente.
V.1 Tratamientos
> Controles

A 10 ratones se les colocé en una caja de acrilico conectada a una nebulizador ultrasénico (Yue

Hua®modelo: WH-802), donde inhalaron solucion salina (0.9%) durante una hora, dos veces por
semana, durante cuatro semanas.
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» Expuestos a la inhalacion de Vanadio

A 10 ratones se les colocd en una caja de acrilico conectada al ultra nebulizador, donde
inhalaron 0.02 M de V,Os (Equivalente a 1436 pg/m?® de V) durante una hora, dos veces por
semana, durante cuatro semanas.

» Ingesta de carnosina

A 10 ratones se les administré6 por via oral una concentracion de 1mg/Kg de carnosina
diariamente durante cuatro semanas.

» Expuestos a la inhalacion de Vanadio y con tratamiento de carnosina

A 10 ratones se les colocd en una caja de acrilico conectada al ultra nebulizador, donde
inhalaron 0.02 M de V,0s (Equivalente a 1436 pg/m® de V) durante una hora, dos veces por
semana y se les administré carnosina simultaneamente por via oral una concentracion de
1mg/Kg diariamente durante cuatro semanas.

Concluidas las cuatro semanas, se sacrificaron a todos los ratones.
V.2 Prueba motora

Los 40 ratones fueron evaluados utilizando la prueba de la viga. Para esto, todos los ratones
fueron entrenados durante una semana antes del inicio del experimento, en un aparato que
consiste en dos pedestales a los cuales va unida una viga de madera de 1m de largo y un grosor
de0.5cmy 1 cm, elevada del suelo, con inclinacién de 15°.

Tanto el entrenamiento y las pruebas se realizaron durante la porcién iluminada del ciclo 12/12
hr, en el mismo dia y la misma hora. Las prueba se realizaban durante los dias que los animales
no inhalaban. Cada raton se puso a prueba una vez a la semana, un dia diferente para cada
prueba (Ordofiez et al., 2008).

=  Prueba de la viga de equilibrio

Esta prueba mide la capacidad del animal para recorrer un haz estrecho para llegar a una
plataforma de seguridad. El aparato esta construido con una elevacion de 75 cm de la superficie
del suelo con soportes de madera, la viga cuenta con un area de 10x100cm y 15° de inclinacion,
en el extremo superior del haz se encuentra una caja pequefia. Los ratones fueron entrenados
durante una semana (Ordoriez et al., 2008).

En el entrenamiento, los animales se colocaron en el extremo inferior y se les ensefio el
recorrido para llegar al extremo superior e ingresar a la caja, para lo cual fueron entrenados
durante 5 dias (cuatro ensayos por dia).
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Durante la prueba se registra el tiempo que tarda el ratdén en cruzar de un extremo inferior
hasta el extremo superior, con un tiempo maximo de 120 segundos para recorrer la viga. Se
registro la latencia para atravesar por cada ensayo (3 veces por raton) en las dos vigas (0.5cm y
1 cm) Esta prueba se dividio en tres intervalos de tiempo: A) Inicial, B) 2° semana y C) 4° semana
(Ordoriez et al., 2008).

V.3 Sacrificio

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sodico (35 mg/Kg) por via intraperitoneal,
posteriormente se perfundieron via intra-cardiaca, primero con solucién salina (NaCl) 0.9%,
después se fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer fosfatos 0.1 M pH 7.4.

Posteriormente se extrajeron los cerebros y se colocaron en paraformaldehido al 4% durante 2
horas a 4°C.

V.4 Técnica rapida de Golgi

El método de impregnacidn argéntica neuronal, o técnica de Golgi, se dio a conocer en 1873,
con esta técnica se logro la visualizacion de neuronas marcadas que mostraban su estructura
completa (cuerpo celular, dendritas y axon) en una preparacion histologica. La técnica se
fundamenta en la formacion de depdésitos opacos intracelulares de cromato argéntico
producidos por la reaccion entre el dicromato de potasio y el nitrato de plata. En los afios
siguientes al descubrimiento del método original, Golgi introdujo modificaciones importantes,
una de ellas fue la adicién de tetréxido de osmio al dicromato de potasio, técnica aun conocida
como el “método rapido de Golgi” (Torres, 2006).

Después de 2 horas, los cerebros se colocaron en frascos ambar con solucion de Golgi (Ver
anexo) durante 6 dias. En el séptimo dia se realiz6 un lavado con la solucién de nitrato de plata
(0.75%) y se dejaron en ésta por un dia. En el octavo dia, los cerebros se encastraron en parafina
y se les realizé cortes en el micrétomo (90 um de grosor). Después los cortes se pasaron en un
tren de alcoholes, uno al 96% y dos al 100%, posteriormente a Eugenol y por ultimo en Xilol
(Cada uno durante 10 minutos) y finalmente se montaron en portaobjetos con resina sintética y
su respectivo cubreobjetos.

V.5 Cuantificacion de espinas dendriticas

En los cerebros procesados se analiz6 cada corte coronal de la corteza cerebral, en la cual se
cuantificaron el nUmero espinas dendriticas en 10 um de dos dendritas secundarias a partir de
la primera bifurcacién, en 20 neuronas piramidales de la capa V piramidal interna de las areas
motoras M1y M2 (Fig. 5) por ratén de todos los grupos, utilizando el 40X y un ocular calibrado.
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Figura 5. Corte coronal donde se observa las areas motoras M1 (corteza motora primaria) y
M2 (corteza motora secundaria) donde se realizo el conteo de las espinas dendriticas de las
neuronas piramidales de la capa V de corteza cerebral (Paxinos & Franklim, 2001).

V.6 Anadlisis estadistico

Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba ANOVA con un nivel de significancia de p<0.05.
Se empled una prueba post-hoc de Tukey.
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V1. Resultados
VI.1 Prueba motora
VI.1.1 Prueba motoraenvigade 1cm

De los resultados de la actividad motora en la viga de 1cm de grosor se observé que a partir de
la segunda semana el grupo expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina su tiempo fue menor
(X=22.25 + 0.4137 seg.) que el grupo expuesto a Vanadio (X=25.34 +0.4279 seg.) Yy similar al
grupo Control (X=22.41 +0.1968 seg.). El grupo tratado con Carnosina presenté menor tiempo
(X=8.781 +0.6524 seg.) que los grupos anteriormente mencionados. Tras las 4 semanas, se
observé que el grupo expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina present6 un tiempo similar al
grupo Control (X=23.36 +0.1980 seg.), mientras que el grupo expuesto a Vanadio aumenté
su tiempo (X=88.82 +4.457 seg.) en comparacion de los tres grupos. El grupo tratado con
Carnosina presento un tiempo menor (X=7.023 +0.5176 seg.) que el grupo Control (X=23.20
+0.3042 seg.) y los grupos expuestos a vanadio con y sin carnosina (Gréafica 1).

Evaluacién en viga de 1cm
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Grafica 1. Tiempo de latencia en la viga de 1 cm tras las semanas (S) de exposicion a V,0s, se observa
las diferencias entre grupos; (*) Control vs Grupos experimentales, (#) Vanadio vs Grupos
experimentales y (&) Vanadio + Carnosina vs Carnosina. N: 10 ratones por grupo. Las barras
representan el promedio + error estandar. Significancia ANOVA Post-hoc Tukey p <0.05.
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VI.1.2 Prueba motoraen vigade 0.5cm

Los resultados de la actividad motora en la viga de 0.5 cm de grosor muestran que conforme
mas estrecha sea la viga, mayor sera el tiempo de recorrido; en la segunda semana se observo
que el grupo expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina (X=24.60 +0.3547 seg.) Su tiempo
fue menor que el grupo expuesto a Vanadio (X=37 +7.257 seg.); con respecto al grupo Control
(X=23.36 +0.1349 seg.) su tiempo fue similar. El grupo tratado con Carnosina presenté menor
tiempo (X=8.178 +0.5006 seg.) en comparacion de los otros grupos. A las 4 semanas se
observé que el tiempo de latencia fue mayor en el grupo expuesto a Vanadio (X=97.16+2.720
seg.) en comparacion con los otros grupos. Mientras que el grupo expuesto a Vanadio y
tratado con Carnosina (X=26.61 +0.4534 seg.) present6 un tiempo similar al grupo Control
(X=26.02 +0.5102 seg.). A diferencia el grupo tratado con Carnosina su tiempo fue menor
(X=6.215 +0.3972 seg.) en comparacion de los otros grupos (Gréfica 2).

Evaluacién en viga de 0.5cm
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Grafica 2. Tiempo de latencia en la viga de 0.5 cm tras las semanas (S) de exposicion a V,0s, se observa
las diferencias entre grupos; (*) Control vs Grupos experimentales, (#) Vanadio vs Grupos
experimentales y (&) Vanadio + Carnosina vs Carnosina. N: 10 ratones por grupo. Las barras
representan el promedio + error estandar. Significancia ANOVA Post-hoc Tukey p <0.05.
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V.l. 2 Densidad espinosa

En el andlisis cuantitativo de espinas dendriticas de las dendritas secundarias de las neuronas
piramidales de la capa V de la corteza cerebral, se observd que tras las 4 semanas el grupo
expuesto a Vanadio y tratado con Carnosina (X=5.605 +0.04697), present6 mayor cantidad de
espinas dendriticas a comparacion del grupo expuesto a Vanadio (X=4.255 +0.07254),
mientras que este grupo y el grupo Carnosina (X=8.310 +0.05417) presentaron menor
cantidad de espinas a comparacion del grupo Control (X=8.540 +0.05708) (Figura 6 y 7;
Gréfica 3).

Figura 6. Fotomicrografia de neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral; A) Control, B)
Expuesto a V,0s , C) Expuesto V,0sy tratado con Carnosina, y D) Tratado con Carnosina. Escala 25 um.
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Figura 7. Fotomicrografia de espinas dendriticas de neuronas piramidales de la capa V de la corteza
cerebral; A) Control, B) Expuesto a V,0s , C) Expuesto V,0sy tratado con Carnosina, y D) Tratado con
Carnosina. Se observa que el grupo expuesto a V posee menos espinas dendriticas a comparacion de
los demés grupos, mientras que el grupo expuesto a V'y tratado con Carnosina presentan mayor
densidad que el grupo V. Escala 5 um.
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Grafica 3. NUmero de espinas dendriticas de las dendritas secundarias de las neuronas piramidales de
la capa V de corteza cerebral, tras la 4 semanas de exposicion a V,0s, se observa las diferencias entre
grupos; (*) Control vs Grupos experimentales, (#) Vanadio vs Grupos experimentalesy (&) Vanadio +
Carnosina vs Carnosina. Las barras representan el promedio + error estandar. Significancia ANOVA
Post-hoc Tukey p <0.05.

VII. Discusion
= Grupo expuesto a V,0s

En estudios previos se ha observado que la inhalacion de V,0s produce pérdida de espinas
dendriticas en neuronas medianas de cuerpo estriado, en neuronas piramidales de hipocampo y
en neuronas granulosas de bulbo olfatorio (Avila-Costa et al., 2004, 2006, Colin-Barenque et al.,
2015). Nuestros resultados mostraron que las NP de la capa V de la corteza cerebral del grupo
de ratones expuestos a V poseen menor numero de espinas dendriticas que el grupo control y
los grupos tratados con carnosina con y sin inhalacion de vanadio; tal pérdida se podria
relacionar con el aumento en el tiempo de recorrido en los dos grosores de la viga (0.5cmy 1
cm) conforme transcurren las semanas de exposicion; estos resultados son similares a lo que se
reporté en un estudio realizado en ratas expuestas a Mn?*, mostraron que en la viga de 12 mm
todas las ratas realizaron el recorrido llegando a su caja hogar; sin embargo en la viga de 3mmy
6mm no todas las ratas lograban recorrer con facilidad, demostrando que entre menor sea el
grosor de la viga se requiere mayor esfuerzo y habilidad motora compleja (Almazan, 2008).
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En nuestros resultados se observé que conforme transcurren las semanas de exposicion a V,0s,
el tiempo de latencia aumenta en ambos grosores, lo cual resulta ser similar a lo observado en
un modelo murino ante la inhalacién de cloruro de manganeso 0.04 M (MnCl,) y acetato de
manganeso 0.02 M [Mn (OAc);] durante 5 meses, se les realiz6 la prueba de la viga a las 0, 2, 4,
6 y 8 inhalaciones (1 vez por semana), en cual se observd que conforme aumenta el tiempo de
exposicion, el tiempo de recorrido aumenta en la viga 3mm (Ordofiez et al., 2008).

Este aumento de latencia en la viga podria estar relacionada con la pérdida de espinas
dendriticas, debido que las NP de la capa V se encuentran como neuronas motoras superiores,
esenciales para la iniciacion de los movimientos voluntarios y para las secuencias
espaciotemporales complejas de los movimientos habiles (Purves et al.,2008). Realizan sinapsis
asimétricas empleando a glutamato como neurotransmisor excitatorio, donde la activacion
excesiva de sus receptores resulta ser neurotdxica, y se ha relacionado con procesos
neurodegenerativos (Segura et al., 2003) como la excitotoxicidad, la cual podria presentarse
ante el aumento en los niveles de ERO inducidos por el V; la neurona presinaptica al liberar Glut
es captado por el receptor NMDA en la neurona postsinaptica, la entrada de glutamato junto
con la presencia de ERO conlleva al aumento de los niveles intracelulares de Ca+® que activa a
fosfolipasas, proteasas, y endonucleasas, asi como a la éxido nitrico sintasa (NOS) (Dorado et al.,
2003).

El aumento de los niveles de calcio y 6xido nitrico (NO) en la mitocondria hace que disminuya la
produccion de ATP y se forme el poro de transicion mitocondrial (MTP), el déficit de ATP no
permite el funcionamiento de las bombas dependientes de ATP que se encuentran en la
membrana citoplasmica, este hecho provoca una entrada masiva de agua (H,0) y sodio (Na+) y
una salida de potasio (K+) causando edema celular y muerte por necrosis (Dorado et al., 2003).

El dafio mitocondrial y el dafio al DNA induce la activacion de genes que llevan a la muerte por
apoptosis (Fig.8), Jiménez, 2009 observé que tras la inhalacién de V,0s, este metal genera
aumento de la marca de DAPI, la cual muestra la presencia de nucleos apoptéticos en plexo
coroideo y corteza cerebral cuya presencia fue mayor a las 4 semanas de exposicion. Ademas
Colin-Barenque et al., 2015 observé que con el mismo modelo de inhalacién en bulbo olfatorio
este metal causa alteraciones en las células granulosas como muerte neuronal por apoptosis y
Necrosis.
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Fig.8 Esquema que muestra la secuencia de eventos que ocurren durante el dafio que llevan a la
muerte neuronal (Dorado et al., 2003).

La pérdida de espinas se podria explicar debido a la capacidad del V de inducir ERO, las cuales
estan implicadas en el estrés oxidante (Garcia et al., 2005), provocando alteracion en las
enzimas antioxidantes de la célula como: SOD y CAT e incremento en la peroxidacion lipidica
causando rompimientos de la membrana celular (Soares et al., 2007), Jiménez en el 2009
observd que esté metal genera estrés oxidante en las neuronas piramidales de corteza cerebral,
con preferencia por los lipidos de membrana, sufriendo peroxidacion y generando productos
toxicos como es el 4-HNE, el cual tiene la capacidad de inhibir proteinas que participan en la
transmision sinaptica.

Ademés este aumento de ERO activa la via NF-kappa B y a las MAPs, seguido por el incremento
en la actividad de metaloproteinasas de matriz (MMPs), MMP-9 (Colin-Barenque et al., 2008),
las cuales se han relacionado con la modulacién de la morfologia de las espinas dendriticas
(Michaluk et al., 2011), por lo que los cambios en la densidad espinosa podrian estar asociados
con el aumento de las MMPs, y esto impide la regulacion del medio ambiente pericelular de las
espinas provocando su retraccion, aunado a esto la exposicién a V altera la expresion de
citocinas y quimiocinas, quienes regulan positivamente la sintesis de las MMPs (Colin-Barenque
et. al., 2008).

A su vez esta pérdida de espinas dendriticas se podria asociar con la alteracion de su
citoesqueleto, ya que su citoplasma posee una red flexible de filamentos compuestos de actina
(Ac) y las proteinas de union como; calmodulina, miosina, espectrina cerebral (fodrina),proteina
asociada a microtubulos (MAP)-2 (Bourne & Harris, 2007), cortactina, drebrina y neurabina
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(Soria & Perez, 2012). Diversos estudios han demostrado que las proteinas de unién al
citoesqueleto de Ac son fundamentales en la formacion, retraccién, estabilidad, tamafio y forma
de las espinas dendriticas (Soria & Perez, 2012).

En estudios recientes se demostr6 que el V altera la Ac, ya que en el mismo modelo de
inhalacién se observé disminucion de actina en células de testiculo de raton (Rodriguez et al.,
2013), por lo que es probable que también altere al citoesqueleto de las espinas dendriticas de
las neuronas piramidales de corteza cerebral de la capa V. El reordenamiento de la Ac tiene
efectos sobre la formacion y/o la pérdida de espinas dendriticas, asi como cambios morfoldgicos
(forma y numero de espinas) (Soria & Perez, 2012). A su vez la polimerizacion de la forma
monomeérica (G-actina) como polimérica (F-actina) y el grado de polimeracion de Ac (y por lo
tanto la relacién G-actina/F-actina) influye en la morfologia de las espinas dendriticas (Soria &
Perez, 2012).

El V al tener una similitud estructural y electrénica con el fosfato (Fig. 9) (Mukherjee et al.,
2013), podria interferir en la polimerizacion de los filamentos de Ac, la cual depende de la
disponibilidad de los mondémeros de Ac unidos con ATP (actina-ATP), cuando las subunidades se
incorporan en filamentos, la hidrdlisis lenta de actina-ATP a actina-ADP es catalizada, que
estabiliza la forma filamentosa (Carlisle & Kennedy, 2005) (Fig. 10). Debido a que el V compite
con los grupos fosfato (Mukherjee et al., 2013), éste podrian unirse a uno de los sitios de
fosforilacion de la espinofilina, proteina que tiene un dominio de unién a la actina en su
extremo N-terminal, esta proteina interactla con varias proteinas abundantes en las espinas,
organiza el citoesqueleto de actina e interactla con la proteina fosfatasa-1 (PP1), ademas
modula la actividad de una variedad de canales iénicos, incluyendo los receptores de glutamato,
por estas propiedades se evidencia que la espinofilina regula la dinamica morfoldgica y
funcional de las espinas dendriticas (Feng et al.,2000).

A su vez se ha observado que el V causa alteraciones en las vias de sefializacion del Ca®*
(Mukherjee et al., 2004), lo cual podria alterar el funcionamiento de algunas proteinas, como de
la gelsolina, proteina clave en el ensamblaje y desensamblaje ya que regula la longitud de F-
actina (mediante corte de los filamentos) y su actividad incrementa por activacion del receptor
tipo NMDA (N-Metil-D-aspartato) y la consecuente entrada de iones Ca**(Soria & Perez, 2012).
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Figura 9. Esquema donde se muestra que el vanadato, V (5), es capaz de imitar algunas de las
acciones bioldgicas de fosfato mediante la formacion de una estructura tetraédrica (Louise &
Stephen, 2009).

profilin gelsolin ADP- ATP-  ARP2/3  ADF/
actin actin cofilin

Figura 10.Esquema que muestra el control durante el ensamblaje y desamblaje. El crecimiento
del filamento de actina mediante la adicion de la actina-ATP a actina-ADP (Carlisle &
Kennedy, 2005).
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El aumento en la latencia de la viga podria estar relacionado con la pérdida de espinas de las
neuronas piramidales, las cuales proyectan sus axones a nucleos externos a la corteza como los
ganglios basales (Ibarra, 2004), en los cuales se ha observado que ante la inhalacion de V,0s se
produce una significativa pérdida neuronal dopaminérgica en la sustancia nigra y pérdida de
espinas dendriticas de neuronas medianas del cuerpo estriado (Avila-Costa et al., 2004), por lo
gue dicha alteracién en la densidad espinosa podria causar alteraciones tanto en la actividad del
sistema piramidal y extrapiramidal, debido a que la mayor entrada en el sistema de los ganglios
basales proviene de las neuronas piramidales de la corteza cerebral, las cuales al recibir los
estimulos de los 6rganos sensoriales, la corteza los transforma en impulsos que se dirigen a los
ganglios basales, tallo cerebral o la medula espinal (Rosas, 2013).

= Grupo expuesto a V,0sy tratado con Carnosina

En el grupo de ratones expuestos a V y tratados con Carnosina se observo que el tiempo de
recorrido era menor a comparaciéon del grupo de ratones expuestos a V, lo cual podria estar
relacionado con su densidad espinosa de este grupo, ya que se observd una mayor densidad en
comparacion del grupo expuesto a V, lo cual demuestra que la inhalacion de éste metal produce
pérdida de espinas dendriticas, pero con el efecto neuroprotector de la carnosina se minimiza
tal pérdida, ya que se ha reportado que la carnosina regula la concentracion de iones metalicos
de transicion en los fluidos y tejidos, debido a su capacidad para formar complejos con estos
iones; ademas de ser un potente barredor de ERO (Bertinaria et.al., 2011), por lo cual funciona
como proteccion de las células ante el estrés oxidante (Cheng et. al., 2011). Esto se podria deber
a que la carnosina es un dimero que posee tres grupos ionizables: el grupo carboxilico (pKa
2,76), el grupo amino del residuo de B-alanina (pKa 9,32), y los nitrégenos del anillo de imidazol
(pKa 6.72). Este anillo de imidazol posee dos formas tautoméricas; en su forma neutra son el Nt
protonada (Tautémero I) y el Nt protonada (tautomero Il), algunos estudios han mostrado que
el equilibrio tautomero es afectada por quelacion de metales (Boldyrev et.al., 2013), ya que este
anillo reacciona directamente con el anién superoxido, uno de los radicales libres producidos
por el V, formando un complejo de transferencia de carga con el radical superéxido cambiando
la reactividad de 02', por lo que también se le considera un desactivador eficaz de otros ERO
tales como los radicales hidroxilo (- OH) (Fig. 11)(Boldyrev et.al., 2013).

——

4 )



http://www.novapdf.com/

Figura 11. Representacion esquematica de la interaccion del anillo de imidazol de la carnosina
con los radicales hidroxilos (OH’) (Boldyrev et al., 2013).

En un estudio realizado en neurofilamentos (NF-L) se observd que la carnosina actia como
antioxidante ya que inhibe significativamente la agregacion de NF-L inducida por el sistema
Citocromo C- H,0, (Kim & Kang, 2007), donde el peréxido de hidrogeno (H,0,) es uno de los
compuestos con el que V" interactia, provocando el aumento en los radicales hidroxilo por
medio de la reaccion tipo Fenton (Fig. 12) y producir estrés oxidante (Rodriguez& Altamirano,
2006), para lo cual se ha observado que la carnosina a baja concentracion (100 mg) incrementa
la expresion de CAT en sangre (Huin-Seung al.,2014), enzima antioxidante que actia sobre los
perdxidos para metabolizarlos hasta la obtencion de agua (H,0) y oxigeno (O,) (Dorado et al.,
2003) (Fig. 13).

Los neurofilamentos son el mayor elemento en el citoesqueleto neuronal (Kim & Kang, 2007),
siendo méas abundante en el axdn, formando parte de la terminal presinaptica (Escobar &
Pimienta, 2006), sitio fundamental en la sinapsis, ya que El aumento en la latencia de la viga
podria estar relacionado con la pérdida de espinas, ya que las NP proyectan sus axones a los
ganglios basales (Ibarra, 2004).

(Metal™! + H,0, —® Metal" + OH + *OH)
Figura 12. Reaccion tipo Fenton
Catalasa

2H,0; C— > 2H,0+ 03

Figura 13. Representacion esquematica de la interaccion de la catalasa sobre el perdxido de
hidrogeno (H,0,) al reducirlo para la obtencion de agua (H,0) y oxigeno (Oy).
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En la actividad motora se observo que el tiempo de latencia es menor que el grupo expuesto a
V, lo cual se podria deber a que la carnosina funciona como neuroprotector ya que se ha
observado que este dipéptido al ser implementado junto con el tratamiento L-DOPA en
pacientes con enfermedad de Parkinson, se presentan cambios positivos en los sintomas
neurolégicos como; movimiento rapidos y alternos de manos, agilidad de piernas, disminucion
en la rigidez de piernas y manos, mejoramiento de actividades cotidianas y motoras (Boldyrev,
et al., 2008); donde una de los ganglios que se ve involucrado es la sustancia nigra, presentando
pérdida de neuronas dopaminergicas a causa de la acumulacién de ERO producidos por el V
(Avila-Costa et al., 2004), alterando el sistema antioxidante como el de: superoxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa (Boldyrev et al.,2008).

= Grupo tratado con Carnosina

En este grupo se observd mayor numero de espinas que los grupos expuestos aV cony sin
tratamiento de Carnosina; y presentdé menor ndmero de espinas que el grupo Control, sin
embargo esta disminucion no se ve reflejada en su actividad motora ya que su tiempo de
recorrido es menor en los grupos antes mencionados, lo cual podria ser explicado debido a que
la corteza cerebral no es la Unica estructura implicada, ya que las eferencias de la corteza
cerebral se dirigen también a varias regiones de la corteza, encéfalo, ganglios basales y médula
espinal.

La menor latencia en la actividad motora en este grupo en comparacion del grupo control
podria deberse a que se ha observado que en pollos la carnosina causa hiperactividad, ya que al
inyectarse carnosina (3.4 y 6.4 umol) presentaron aumento en las vocalizaciones y altos niveles
de corticoesterona en plasma, tales resultados podrian indicar que la carnosina actta sobre el
factor liberador de corticotropina (FLC) aunque adn no se ha aclarado su relacion (Tomonaga et
al., 2004).

En otro estudio se ha reportado que la carnosina acelera el metabolismo de la noradrenalina y
cortisol en el suero en ratas (Nagai et al., 1990). A suvez Alaghband-Zadeh et al.,2001 sugieren
gue la hiperactividad provocada por la carnosina puede relacionarse con la generacion de oxido
nitrico (NO) por la via oxido nitrico sintasa (NOS) en el cerebro, ya que se observé que al
emplear el inhibidor NOS (.-N®-nitro--arginina metil ester HCI) disminuia la actividad
espontanea, por lo que se podria suponer que la carnosina produce NO por via NOS (Tomonaga
et al.,2004) se ha hipotetizado que la carnosina que ha sido implementada es capturada por los
astrocitos, desde que existe ctNOS(Oxido nitrico sintasa constitutiva), la carnosina estimula la
produccion de NO via cNOS (Tomonaga et al.,2005), la liberacion de NO aumenta la
vasodilatacion en todos los niveles celulares permite la recuperacion del masculo y el aumento
de su capacidad de crecimiento (Diaz et al.,2009).
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VIII. Conclusién

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que la inhalacion de vanadio produce
pérdida de espinas dendriticas

en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral, debido a la capacidad del
vanadio de inducir especies reactivas de oxigeno, las cuales estan implicadas en el estrés
oxidante; se ha demostrado la capacidad neuroprotectora de la carnosina ya que atenla la
pérdida de espinas. Se observo que esta neuroproteccion influye en la mejora de la actividad
motora, debido que el grupo expuesto a vanadio y tratado con carnosina presenté menor
tiempo de latencia que el grupo vanadio. Sin embargo en los resultados se observo que la
carnosina por si sola causa hiperactividad ya que el tiempo de latencia era menor en
comparacion con el grupo control.

La relevancia de este estudio estd enfocada en mostrar el efecto neuroprotector que tiene la
carnosina ante la exposicién al vanadio, metal que es capaz de generar ERO capaces de producir
estrés oxidante, el cual es un factor causante de la generacion de enfermedades
neurodegenerativas, principalmente en las ciudades con altos indices de contaminacion.

IX. Anexos

e Solucién de Golgi (Osmico dicrémica)

300 ml de agua destilada con 8 g de Dicromato de potasio (K.Cr,07) y 1g de Tetradxido de osmio
(0sOy).

Se mantiene a temperatura ambiente (£25°C) por una hora, después se refrigera.
e Solucion de Nitrato de plata (Solucidn argéntica)

100 ml de agua destilada con 0.75 g de nitrato de plata (AgNO3) 0.75% 24 horas.
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