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RESUMEN

La contaminacion atmosférica se ha convertido en un problema de salud en
todo el mundo. Debido a que los contaminantes ambientales han repercutido de
forma dafiina en la salud, teniendo un impacto negativo sobre el sistema nervioso
central (SNC) provocando neuroinflamacion y neurodegeneracion.

En la Zona Metropolitana del Valle de México el uso desmedido de
combustibles fosiles, 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) que es
un metal de transiciébn ampliamente distribuido en el ambiente, en los Ultimos afios
los niveles de V han aumentado en la atmdsfera, esto como consecuencia del
incremento de la quema de combustibles fdsiles con un alto contenido de V.

Uno de los efectos adversos que provoca el V, es que promueve la
formacion enddgena de especies reactivas de oxigeno (ERO) 'y por
consiguiente, produce estrés oxidante, siendo un factor de riesgo en el desarrollo
de las enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson y el Alzheimer.
Por ende una manera de inhibir o retrasar la tasa de oxidacion provocada por
las ERO, es a través de antioxidantes como la carnosina y vitamina E, se ha
documentado que estos antioxidantes al ser administrados de forma simultanea
aumentan su eficacia antioxidante.

En un modelo de inhalacion a pentoxido de vanadio (V20s), se ha
documentado pérdida de espinas dendriticas (ED) en las neuronas piramidales de
la region CA1 del hipocampo, que se correlaciona con el deterioro en la memoria
espacial. A su vez, en el mismo modelo se evidencio que la administracion de la
carnosina no tuvo efecto neuroprotector en ésta region del hipocampo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antioxidante de la
carnosina y la vitamina E, en la regién CA1 del hipocampo de ratones expuestos a
vanadio por via inhalada.

Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CD-1, los cuales se dividieron en 6

grupos, cada uno de 5 ratones: 1) control, 2) expuestos a V20s, 3) tratados con
carnosina, 4) tratados con vitamina E, 5) tratados con carnosina y vitamina E,
6) expuestos a V20s Yy tratados con carnosina y vitamina E, lo anterior con base en
los estudios realizados por Giris M. y colaboradores en el 2014. Al concluir las cuatro
semanas, los ratones fueron anestesiados con una dosis letal de Pentobarbital
Sadico y perfundidos por via intracardiaca con solucién salina y paraformaldehido
al 4%, posteriormente se extrajeron los cerebros y se procesaron con la técnica
rapida de Golgi. El andlisis citolégico consistié en contar el nimero de ED en 10 ym
de 4 dendritas secundarias por neurona, en 20 neuronas piramidales de la region
CAZ1 del hipocampo, por individuo de cada grupo.

Los resultados obtenidos en el analisis citologico de las neuronas piramidales de
la region CA1 del hipocampo, mostraron disminucién significativa en la cantidad
de ED del grupo expuesto a V en comparacion con el grupo control. A diferencia de
lo esperado, los ratones expuestos a V y tratados con carnosina y vitamina E,
presentaron mayor pérdida de ED en comparacién con el grupo expuesto a V.



Asimismo, el grupo tratado con vitamina E presento mayor pérdida en el nimero
de ED en comparacion con el grupo tratado con carnosina, a su vez ambos grupos
presentaron menor cantidad de ED en comparacion con el grupo control. Por otro
lado el grupo tratado con carnosina y vitamina E de forma simultdnea no presento
diferencia significativa en la densidad espinosa en comparacion con el grupo control
Con base en los resultados se puede decir que la administracion simultanea de
vitamina E y carnosina no atenua la pérdida de ED de las neuronas piramidales de
la region CA1 del hipocampo provocada por la inhalacion de V20s, de hecho, es el
grupo gue presentdé mayor pérdida de espinas, posiblemente por el efecto
prooxidate de la vitamina E que probablemente potencidé el estado de estrés
oxidante iniciado por las ERO generadas por el V.



I. INTRODUCCION

1.1 Contaminacién atmosférica

La contaminacion atmosférica se caracteriza por la presencia de cualquier
tipo de sustancias en el aire, ya sean quimicas, fisicas o biolégicas que en
ciertas cantidades pueden ser perjudiciales para la vida, estas sustancias
modifican las caracteristicas naturales de la atmésfera, lo que ocasiona dafios
en la salud (Valencia-Moulton y Yang, 2012). Asimismo, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2001) constituye uno de los principales riesgos
a la salud, puesto que se ha comprobado que existe una relacién estrecha entre los
niveles elevados de contaminacién y el aumento en la mortalidad y morbilidad
tanto en paises desarrollados como en desarrollo. Por lo que se considera un
problema complejo, debido a que la calidad del aire es el resultado de
profundas implicaciones estructurales, funcionales y territoriales que tienen
qgue ver con el volumen de contaminantes emitidos, con el comportamiento
fisicoquimico de las particulas producidas y de la dindmica meteorolégica, que
determinan la velocidad de dispersion y transformacion de los contaminantes
atmosféricos (Vallejo et al., 2003).

Los contaminantes atmosféricos pueden ser originados por fuentes
naturales, como son las emisiones resultantes de incendios forestales,
emisiones liberadas en erupciones volcanicas o durante la combustion de la
madera, 0 bien pueden ser producidos por fuentes antropogénicas, como son
los residuos producidos por la quema de combustible de vehiculos
automotores, industrias, asi como la incineracion de basura (Gomez-Gomez y
Danglot-Banck., 1998). Una de las clasificaciones de contaminantes es aquella
que diferencia a los contaminantes segun su origen, clasificAandolos como
primarios y secundarios. Los contaminantes primarios son aquellos producidos
directamente por alguna fuente contaminante, originandose en los procesos de
combustion principalmente de los derivados del petroleo (HC, CO, NO, SO2). En
cuanto a los contaminantes secundarios, éstos se forman en la atmdésfera, como
resultado de la interaccion quimica entre gases y contaminantes primarios, con la
ayuda de la radiacion solar, formando asi gran cantidad de contaminantes, siendo
generalmente mas nocivos que los primarios como son el ozono (O3), el nitrato de
peroxiacetilo y las particulas suspendidas (Poljsak y Fink., 2014).

1.1.2 Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas (PM) por sus siglas en inglés (Figura 1) forman
una mezcla compleja de materiales solidos y liquidos suspendidos en el aire
por periodos variables. Las PM pueden variar significativamente en tamafio, forma
y composicién, dependiendo fundamentalmente de su origen (Englert, 2004).

L]
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Pueden ser de origen natural o bien formarse por reacciones fotoquimicas en la
atmodsfera por lo que pueden proceder de la emisién de polvos, gases y vapores
de vehiculos automotores y fabricas. Las PM estan formadas por un ndcleo de
carbono y por compuestos organicos e inorganicos, adheridos a su superficie, se
clasifican respecto a su tamafio en:

e Particulas ultra finas: se caracterizan por tener un diametro aerodinamico
menor de 1 um, son generadas directamente por combustion (quemas
forestales y quema de combustibles como la gasolina y el diésel) y actividad
fotoquimica. Tienden a unirse a particulas de mayor tamafio.

e Particulas finas: poseen un didmetro aerodinamico igual o menor a 2.5 um
(PM 2.5), estan formadas primordialmente por gases y por material
proveniente de la combustion, una gran proporcion de esta fraccion, son
secundarias., entre los cuales destacan metales como el plomo, magnesio,
carbono, niquel, vanadio entre otros. Estas particulas suelen ser méas toxicas
que las gruesas.

e Particulas gruesas: poseen un diametro menor de 10 um (PM 10) y mayor
de 2.5 ym, contienen principalmente materiales de la corteza terrestre y se
originan en su mayoria por procesos de desintegracién de particulas mas
grandes. También pueden contener material biolégico como polen, esporas,
virus o bacterias o provenir de la combustion incompleta de combustibles

fosiles.
M 1
“ Particulas de combustién, compuestos
Pelo humano 50-70 um _ orgédnicos, metales, etc.
(micras) de didmetro Diémetro de < 2,5 um [micras)
PM
Polvo, polen, moho, etc.
Didmetro de< 10 um (micras)
Arena de playa 90 um (micras)

de didmetro Image courtosy of the U.S. EPA

Particulas de combustién, compuestos
Polvo, polen, moho, stc. Pelo humano 50-70 um  Arena de pleya 90 um (micras) orgdnicos, meteles, etc.

Didmetro de< 10 um (micras) de didmetro Diémetro de < 2,5 um [micras)

(micras) de diémetro

Figura 1. Particulas suspendidas (Tomado y modificado de Gomez-GOmez
y Danglot-Banck, 1998).



El tamafio de las PM es un parametro importante para caracterizar su
comportamiento en la atmésfera y por ende, la concentracion a la que puede estar
expuesta la poblacion.

En términos de sus efectos en la salud, se sabe que entre mas
pequefas sean las PM, pueden penetrar con mayor facilidad hasta las vias
bajas del aparato respiratorio, con posibles efectos téxicos debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas. Las PM 10 pueden entrar directamente al aparato
respiratorio y depositarse en la regidn extratoracica del tracto respiratorio
(nariz, boca, nasofaringe, orofaringe y laringofaringe), mientras que las PM 2.5
conocidas también como fraccion respirable, penetran hasta vias respiratorias
inferiores fundamentalmente en la region traqueobronquial (traquea hasta
bronquiolo terminal), aunque pueden ingresar a los alvéolos y las particulas
ultrafinas PM 0.1 se depositan mayoritariamente en la region alveolar,
incrementando la posibilidad de atravesar la membrana alvéolo capilar
hacia el torrente sanguineo y migrar hacia otros érganos (Vallejo et al., 2003).

Asi, las PM son capaces de interferir con uno 0 mas mecanismos de
defensa del aparato respiratorio, o actuar como vehiculo de sustancias toxicas
absorbidas o adheridas a la superficie de la particula. La prolongada exposicion
de las PM se asocia con enfermedades respiratorias, cardiovasculares vy
neurodegenerativas debido a que las PM también causan estrés oxidante a traves
de generacion directa de ERO en las superficies de los compuestos solubles
(Englert, 2004; Calderén-Garciduefias et al., 2008; Chirino et al., 2010; Vallejo et al.,
2003). Por lo que, la composicion quimica de las particulas juega un papel
importante en relacion a los dafios especificos a la salud y varia de un sitio a otro,
dependiendo de la fuente de emision, asi como de las condiciones geograficas
y meteoroldgicas en las que se encuentran, éstas ultimas favorecen el incremento
de la contaminacion en varias ciudades entre las cuales destaca la Zona
Metropolitana del Valle de México.

1.1.3 Contaminacién atmosférica en la Zona metropolitana del
Valle de México

En la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM), la contaminacion
atmosférica se ha incrementado sobrepasando por mucho los niveles permisibles
por las normas nacionales e internacionales (Figura 2) debido a que presenta varias
peculiaridades, las cuales lo afectan negativamente con respecto a la
contaminacion. Una de ellas es que la ZMVM es una cuenca cerrada, ya que esta
rodeada de montafas de las sierras del Ajusco, Chichinautzin, Nevada, Las Cruces,
Guadalupe y Santa Catarina, las cuales forman una barrera fisica natural para la
circulacion del aire, impidiendo asi que existan vientos laminares que puedan barrer
los contaminantes.
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Figura 2. Concentracion media anual de PM 2.5 en la ZMVM (SIMAT, 2015)
La Norma Oficial Mexicana indica que la concentraciéon media anual maxima
permitida de PM 2.5 es de 12 pg/m?3, mientras que la OMS indica que el limite son
10 pg/ms. No obstante ninguno de los estandares se cumple (el valor promedio
anual en 2015 fue 27.7 pg/m?3) (Tomado de http://www.aire.cdmx.gob.mx).

Ademas, debido a su localizacion geografica a una latitud de 19° N hace
que reciba una abundante radiacion solar lo que hace que su atmésfera sea
altamente fotorreactiva, lo cual facilita la formacién de ozono y otros oxidantes
debido a que en presencia de la luz solar los hidrocarburos y los éxidos de
nitrdgeno reaccionan facilmente para formar compuestos oxidantes. Sin embargo,
el factor mas importante (responsable de 80 % de la contaminacion) es el parque
vehicular, con mas de cuatro millones de unidades, de las cuales 60% tienen
mas de diez afios de uso, aunado a esto se consumen diariamente (en millones de
litros) 20 de gasolinas, nueve de gas licuado, cinco de diesel y cinco de combustible
pesado. Las gasolinas (41%) y el diesel (12%) constituyen la fuente principal de
los combustibles quemados y se consumen principalmente en los vehiculos
(Gémez et al., 1998; Vallejo et al., 2003), siendo la quema de combustible una de
las principales fuentes de contaminacion por metales.


http://www.aire.cdmx.gob.mx/

1.1.4 Contaminacion por metales

Los metales son elementos de origen natural y presentan una composiciéon
quimica caracteristica (Chang, 1999). Los metales pesados son elementos de
transicion que se encuentran en la corteza terrestre y pueden llegar a convertirse
en contaminantes, si su distribucion en el ambiente se altera mediante actividades
antropogénicas (Tan et al., 1998). En general, ésto puede ocurrir durante la
extraccidn minera, el refinamiento de productos mineros o por la liberacion al
ambiente de efluentes industriales y emisiones vehiculares. Entre los metales que
destacan estan el cobre, hierro, niquel, cromo, cobalto, cadmio, manganeso y
vanadio entre otros (Chang, 1999).

Como resultado de la combustion, los metales pesados se transportan hacia la
atmosfera, adosados a PM (Fernandez, 2008). La mayoria de los estudios apuntan
a que el mayor impacto en la salud por particulas esta dado por los efectos toxicos
de los metales que se adosan a ellas, debido a que se ha comprobado que los
metales presentes en la superficie de las particulas son una fuente potencial de
ERO e incluso se ha descrito que los metales de transicion generan inflamacion
cronica, al producir estrés oxidante (Tan et al., 1998). Como prueba de ello un
estudio realizado en nifios y adultos por Calderon-Garciduefias y colaboradores en
2008 en la Ciudad de México, sefala que la prolongada exposicion a la
contaminacion atmosférica, genera neuroinflamacion, la cual se vio evidenciada por
alteracion de la barrera hematoencefalica, aumento de células inflamatorias,
acumulacion de B-42 y a-sinucleina amiloidea, asi como acumulacion de PM
en el bulbo olfatorio.

A su vez, las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (EA) y
Parkinson (EP) se han asociado a la contaminacién por metales, debido a que se
ha evidenciado que el mayor numero de personas que padecen estas
enfermedades se encuentran en las megaciudades (Valko et al., 2005). Asimismo,
debido al aumento de la concentracion de metales en la atmésfera de la Ciudad de
México, Fortoul y colaboradores en 2002, compararon las concentraciones de
vanadio en tejido pulmonar de personas que vivieron en los 60°sy 90°s., observando
mayor concentracion de dicho metal en las personas de los 90°s, destacando que
el vanadio se ha incrementado en los ultimos afos.

1.2 VANADIO

1.2.1 Generalidades

El vanadio (V) es un metal de color grisaceo con densidad de 6.11 g/cma3.
En la tabla periddica se ubica como el primer elemento de transicién del grupo VB,
tiene como numero atémico 23 (Migliore et al., 1993). Existe en diferentes estados
de oxidacién que van de -1 a +5 y generalmente pasa de un estado a otro por
L ______________________________________________________________________________________________________________________]
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la transferencia de un electrén a través de procesos de 6xido-reduccion. El estado
de valencia puede cambiar dependiendo del pH y de otros factores (IPCS 1988;
Rehder, 1991; Hirao, 2000; EFSA, 2004).

Sin embargo, sélo los tres estados mas altos, V", VIV'y VY, tienen funciones
biolégicas reconocidas, siendo los estados de oxidacion V" y VV los que
predominan en los tejidos corporales, mientras que el VV predomina en el plasma
(IPCS, 2001; Rehder, 1991; Hirao, 2000; EFSA, 2004).

En condiciones fisiol6gicas el VV predomina como anién vanadato (Hz2VOas)
y VIV como cation vanadil (VO?*); aunque, pueden presentarse otras especies
de cationes (VO3 VO3 ) y aniones (HVG% , VaO1%y V1002¢%) de Wy de aniones
([(VO)2(OHs)]) para V V! (Baran, 2000; Rehder, 2003; Crans et al., 2004). Aunado a
esto se conocen diversos compuestos inorganicos de vanadio (Metavanadato de
sodio, Metavanadato de amonio, Tetroxido de vanadio, etc), siendo el pentéxido de
vanadio (V20s) (Figura 3) el compuesto mas comercial, existe en estado
penavalente como una sal de color amarillo-rojizo, soluble en agua 8 g/L (20 °C),
con punto de fusion de 1750 °C y punto de ebullicibn de 690 °C , es un agente
quimico peligroso, su limite de exposicién ocupacional a polvos y humos es de 0.05
mg/m?3 (Barceloux,1999).

EI%U f':"\xuf;:f*':'
| |

o (N

Figura 3. Estructura de Pentoxido de vanadio
(Tomado de http://enciclopedia.us.es/index.php/Vanadio).

1.2.2 Usos

El V se emplea para el refinamiento final en la fabricacion de acero, aleaciones
ferrovanadio, magnetos y aleaciones no ferrosas, ademas se utiliza como colorante
en pigmentos y tintas de colores café, verde o amarillo, para dar color y filtrar rayos

ultravioleta en vidrios y en la elaboracion de reveladores fotograficas (Barceloux,
1999; OMS, 2001). Asimismo, es empleado en la elaboracion de fungicidas e
insecticidas y como micronutriente en fertilizantes, en la industria quimica en la

produccion de acido sulfurico y caucho sintético (Stokinger 1981; Baroch 1983,

Lagerkvist et al., 1986; Carson et al., 1987; Alessio et al., 1988; IPCS 1988, 2001).

Ademas, se ha utilizado como medicamento contra la diabetes y la obesidad,
debido a que puede reducir las concentraciones de colesterol, triglicéridos


http://enciclopedia.us.es/index.php/Vanadio

y niveles de glucosa, también se ha observado que tiene efectos diuréticos
(Etcheverry et al., 2012).

1.2.3 Fuentes de emision

El V es un metal ampliamente distribuido tanto en la naturaleza como en los
sistemas biolégicos, las fuentes naturales de exposicion al V son incendios
forestales, emisiones volcanicas, aerosoles marinos, erosion del suelo y otros
procesos biogénicos (Barceloux, 1999; IPCS, 2001). De igual forma, el V se
encuentra en algunos alimentos como: hongos, cerveza, vino y en pescados y
mariscos (OMS, 1995).

Sin embargo, la quema de combustibles fosiles es la fuente principal de V enel
ambiente, debido a que es uno de los elementos traza presente en forma de
complejos metalicos y organometalicos en todos los petréleos crudos y materiales
de origen fosil (Baroch 1983; IPCS 1988, 2001). Su concentracion en los petréleos
del mundo es muy variable y depende del lugar de origen. Los petréleos de América
son los que contienen mayor cantidad de V, por ejemplo en los crudos provenientes
de Venezuela las concentraciones van de 282 a 1,180 ug/g, mientras que, en la
variedad atabasca de Canada y la maya de México el contenido es de 640 y
243 ug/g, respectivamente (IPCS 1988; Crans et al., 2004).

Asimismo, su liberacion en la atmdsfera es principalmente ocasionada por la
actividad antropogénica, debido a que se ha estimado que de las 64 mil toneladas
de V descargadas anualmente, alrededor del 91% son producto de la actividad
industrial, de la combustion de petréleo, de carbdén y de aceites pesados y el resto
son derivadas de las fuentes de emisiones naturales, considerandose asi como un
contaminante ambiental (IPCS, 2001).

Se ha observado que la concentracion de V en la atmésfera es de 20-300 ng/m?3
en las grandes ciudades, aunque se han alcanzado niveles mas altos (10 pg/m? en
Nueva York y otras grandes urbes. En la Ciudad de México se han reportado
concentraciones de 0.114 yg/m? en aeroparticulas de 10 ym y 0.093 yg/m3en las
de 2.5 ym (Gutiérrez-Castillo et al., 2006).

1.2.4 Toxicocinética

La entrada de V al organismo ocurre principalmente por medio de tres vias de
exposicion, que son: inhalacion, ingestion y exposicion dérmica (Barceloux, 1999).
Ademas, otra posible via por la que el V ingresa al organismo seria, a través del
transporte transneural, el cual consiste en que, diversos materiales y sustancias que
penetran en la cavidad nasal son transportados desde la mucosa olfatoria hacia el
bulbo olfatorio. Sin embargo, la via mas importante es la inhalada, debido a que
mediante ésta, se absorbe una mayor cantidad de V (25%), en comparacion con
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cualquier otra via de exposicidon (Figura 4) (Barceloux, 1999). Una vez absorbido,
el V puede encontrarse en estados de oxidacion V", VIV'y VV, éste ultimo es reducido
a la forma V"V por la glutation de los eritrocitos o por el acido ascoérbico, las
catecolaminas y otras sustancias reductoras del plasma., después de que el VVes
reducido a vanadil, éste se adosa a la transferrina (principalmente) o a la
albumina, trasportandose asi por el torrente sanguineo hacia los diferentes 6rganos
(Elinder et al.,1988; Mukherjee et al., 2004; Rehder, 2003). Independientemente de
la forma en que ingrese el V al organismo, éste se acumula como V'V (VO?*). Los
organos que lo acumulan son higado, rifibn, hueso y bazo, mientras que en
pulmones y testiculos se concentra en menor cantidad, también se ha detectado en
corazon, tiroides, cerebro, masculo esquelético, médula 6sea y tejido graso. Los
organos que no remueven con facilidad el metal son, hueso, musculo y pulmén,
donde permanece por un tiempo prolongado (Sharma et al., 1987; Alessio et al.,
1988; Elinder et al., 1988; French y Jones, 1993).

&?
T ¢
Sistema respiratorio e
Tracto (pulmones y alvéolos) Transporte desde la mucosa
gastrointestinal olfatoria hacia el bulbo olfatorio
RN
Bilis " | Torrente sanguineo ‘ =t
g Huesos, rinén,
T (sistema linfatico) |— | bazo,pulmén
- —_— Distribuciéon . :
Higado ) <«—— | Biotransformacién [ S::z)csu;‘:é:;l:)f
(acumulacién VIV) | —» | VILYIV § YV | Gisiamidacin
X i
— < Rifién >
'Gieces ', v
\ ) i N
R o (/Orina )
N oA

Figura 4. Toxicocinética del vanadio
(Tomado y Modificado de Elinder et al., 1988).

Por otro lado, se tiene bien establecido que el VV ingresa a la célula por
mecanismos de transporte aniénico, principalmente por los canales de fosfato.Una
vez en el interior de la célula se reduce a V'V, ésto provoca estrés oxidante dentro
de la célula, ocasionando alteraciones en el sistema antioxidante, lo que puede
producir peroxidacion lipidica y/o apoptosis (Cantley et al., 1978; Yang et al., 2003,
2004). En cuanto al V que no es acumulado, éste se desecha en forma bifasica, es
decir, un alto porcentaje se elimina rapidamente en aproximadamente 20 horas y
el resto se elimina en un lapso de 40 a 50 dias, el 90% de V no acumulado se
desecha mediante la orina, en cambio solo el 10% es excretado por las heces
(Elinder et al., 1988).
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1.2.5 Estrés oxidante inducido por vanadio

El cuerpo humano mantiene un balance de O6xido-reduccion constante,
preservando el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes que se generan
como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensa
antioxidantes. La pérdida en este balance de 6xido-reduccién lleva a un estado de
estrés oxidante y este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de
RL y especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de
defensa antioxidantes induciendo en la célula efectos téxicos por oxidacion de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual produce acumulacion de
agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis
(Dorado et al., 2003).

Un RL es una molécula que tiene en su ultimo orbital un electron desapareado,
lo que la hace inestable. Para la molécula de oxigeno se conocen los radicales anién
superoxido (O2Y) y radical hidroxilo (OH-), mientras que en las ERO se encuentran
el peroxido de hidrégeno (H2032) y oxigeno singlete (Oz). Una vez que el V entra a
la célula produce ERO mediante la reaccion tipo Fenton, la cual se basa en la
transferencia de un electron entre el peréxido de hidrégeno y un metal que actta
como catalizador produciendo asi radical hidroxilo, anion superéxido y peréxido de
hidrégeno, lo que genera estrés oxidante. Esto se puede apreciar en la Figura 5, en
la cual se observa, que el V¥ entra a la célula a través de canales aniénicos, mientras
que el VV atraviesa la membrana por difusién. Una vez dentro, el V en sus diferentes
estados de oxidacion, sufre modificaciones en presencia de antioxidantes
intracelulares, no obstante predomina dentro de la célula el V", el cual es oxidado
al entrar en contacto con el oxigeno (O2), generando asi VV y un radical anién
superoxido (O2-). Asimismo, este radical es reducido por el NADPH, produciendo
asi peroxido de hidrégeno y V'V, el cual puede ser oxidado nuevamente por la
reaccion de tipo Fenton, generando un radical hidroxilo y VV (Korbecki et al., 2012).

(@)

2 -
V(IV) V(IV) ——=== V(V) + 0}

NAD(P)H
V(IV)-00® —=== V(IV)-O0H

V(V) — V()

Canal ani6nico

V(IV)
Membrana celular H,0,
—_ I V(V) + H,O
Antioxidantes ™) 272
intracelulares

OH™+ OH® + V(V)

Figura 5. Transformacion quimica de compuestos inorganicos de vanadio en
el citoplasma (Tomado y modificado de Korbecki et al., 2012).
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1.2.6 Toxicodinamia

Se ha demostrado que las alteraciones generadas por V en el organismo, se
deben principalmente a su capacidad de producir estrés oxidante (Barceloux, 1999).
Como se vio con anterioridad, el V genera ERO y el exceso de éstas, causa
peroxidacién de lipidos en la membrana, por consiguiente dafia a la célula.
Por otro lado, permite la liberacion de citocromo C de la mitocondria, lo que inicia
la via de apoptosis mediada por las caspasas 3 y 9, activando las proteinas
cinasas C (PKC) (Afeseh et al., 2009). Aunado a esto, las ERO son inhibidoras de
tirosinas fosfatasas y de la bomba ATPasa Na* K*, del mismo modo, interfiere
con otras enzimas como las ATP-hidrolasas, adenilatocinasa, ribonucleasa y
gliceraldehidos-3-fosfato hidrolasa (Korbecki et al., 2012). Asimismo, el V activa
las proteinas cinasas activadoras de mitdgenos (MAPKSs) (Fortoul et al., 2011).
Por otra parte, el V también dafia el citoesqueleto, principalmente a la proteina y-
tubulina (Fortoul et al., 2011), la cual forma unos anillos denominados anillos de
y-tubulina. Estos anillos actian como molde y lugar de nucleacién y anclaje de

nuevos microttbulos (Megias et al., 2015). Otro efecto que causa el V, es que dafa
al ADN, ya que genera la oxidacién de bases pirimicas, rompimientos de cadena
sencilla y de micronucleos, lo que tendria como consecuencia, el arresto mitético,
induccién de la transcripcion, errores de replicacion e inestabilidad genética
(Korbecki et al., 2012; Fortoul et al., 2011).

1.2.7 Efectos del vanadio en la salud

La exposicion a V, se asocia con diferentes dafios a la salud humana y la
magnitud de los efectos depende de las concentraciones que se encuentran en el
aire, de la dosis que se inhala, del tiempo, la frecuencia de exposicion y el tipo de
compuesto, por ejemplo, la exposicidbn cronica por inhalacibn en ambientes
laborales induce cambios en el sistema respiratorio como la aparicion de bronquitis,
rinitis, laringitis y faringitis, en algunos casos produce cambios en el ritmo cardiaco
(IPCS 1988, 2001; Woodin et al.,2000; OMS 2001).

Asimismo, se ha reportado que la exposicién aguda (de 0.2 a 1 mg/m?) a
polvos de V en personas, induce sintomas como tos, irritacion en nariz
y mucosa oral, mientras que una fuerte exposicién aguda causa irritacion sensorial,
fiebre, conjuntivitis, aumento del movimiento intestinal, dermatitis, vomito, diarrea,
problemas respiratorios, temblores y dafio renal. En estudios de los efectos de
diversos metales dispersos en el aire urbano sobre la poblacion, se encontraron
ligeras correlaciones entre los niveles de V y la mortalidad producida por
ciertos canceres, neumonia y bronconeumonia (IPCS 1988, 2001). Aunado a esto,
en un modelo murino por inhalacion de V20s, se reportd incremento de citosinas
como IL-6 y TNF-a en el epitelio bronquiolar, engrosamiento de la capa muscular
de los bronquios y disminucion de las células bronquiolares no ciliadas, diversas
alteraciones en diferentes sistemas, por ejemplo en el sistema nervioso,
hematopoyético, inmunolélogico, reproductor femenino (Fortoul et al., 2014). En el
sistema reproductor masculino, se ha demostrado que la inhalacion de V causa
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disminucion en la presencia de y-tubulina y actina en el testiculo de raton, lo cual se
ve reflejado en alteraciones en la espermatogénesis (Mussali-Galante et al., 2005).

1.2.8 Efectos del vanadio en el Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central (SNC) es particularmente susceptible al estrés
oxidante por su elevado consumo de oxigeno, por su alta demanda de energia,
abundancia de &cidos grasos poliinsaturados y lipidos y sus bajos niveles de
antioxidantes, lo cual lo hace vulnerable a la accion nociva de las ERO generadas
por el V (Cooper y Lowenstein, 2002). Uno de los efectos del V en el SNC, es el
decremento de la mielina en el cuerpo calloso y en el cerebelo, asi como alta
peroxidacion lipidica en el cerebelo y en el hipocampo, ésto fue demostrado en un
estudio, donde el metavanadato de sodio fue administrado por via intraperitoneal a
ratas (Garcia et al., 2004). Asimismo, en un modelo murino por inhalacién de V20s
al 0.02 M, se evidenciéo pérdida de neuronas inmunoreactivas a la tirosina
hidroxilasa (TH) en la sustancia nigra, decremento de ED en las neuronas
espinosas medianas del estriado, alteraciones de la barrera hematoencefalica
como: pérdida de cilios en el epitelio ependimal del cuarto ventriculo,
desprendimiento de la membrana basal y la ruptura de las uniones entre las células
ependimales (Avila-Costa et al., 2004, 2005). Ademas, se observé alteracion de la
funcién olfatoria, disminucién en la densidad de ED, aumento de lipofuscina, asi
como en la actividad de las enzimas la glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR) en el bulbo olfatorio, también se reporté aumento de la actividad de
las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2) (MMP-9), en el cuerpo estriado, bulbo olfatorio,
corteza prefrontal e hipocampo (Colin-Barenque et al., 2008, 2015).

Aunado a lo anterior, se observo alteracion de la memoria espacial, pérdida de
ED en las neuronas piramidales de la regiébn CA1l, necrosis y vacuolizacion del
neuropilo en el hipocampo (Avila-Costa et al., 2006).

1.2.9 Implicaciones del estrés oxidante en las enfermedades
neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan morfoldgicamente porla
pérdida progresiva de células en poblaciones neuronales. Entre los factores
desencadenantes de neurodegeneracion y muerte cerebral, se encuentra el estrés
oxidante, producido por la generacion de ERO, por lo que, existe una estrecha
relacion entre el estrés oxidante y la patogenia de las enfermedades
neurodegenerativas (Ha Kim et al., 2015; Angoa-Pérez y Rivas-Arancibia., 2007).

Aunado a lo anterior existen estudios que relacionan la patogénesis de las
enfermedades neurodegenerativas como la EP, EA, esclerosis multiple, etc, con la
generacion de ERO y especies reactivas de nitrogeno (ERN) asociadas con
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disfuncion mitocondrial (Ha Kim et al., 2015; Li et al., 2013). El dafio por estrés
oxidante, puede ser reversible o irreversible dependiendo de factores como el
tiempo que dure el estrés, la efectividad de las defensas antioxidantes, la edad del
organismo, el estado nutricional y factores genéticos que codifican sistemas
antioxidantes (Dorado et al., 2003).

1.3 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son moléculas capaces de inhibir o retrasar la tasa de
oxidacion provocada por los RL y las ERO, su funcibn homeostatica es de gran
importancia, ya que mantienen a las especies reactivas por debajo de sus umbrales
citotoxicos (Birben et al., 2012; Ha Kim et al., 2015).

Pueden actuar en las siguientes formas:

e Disminuyendo la concentracion de oxidantes.

e Evitando la iniciacion de la reaccion en cadena al “barrer” (cubrir o detener
una reactividad quimica muy alta), los primeros RL que se forman.

e Uniéndose a iones metalicos para evitar la formacion de especies reactivas.

e Transformando los peréxidos en productos menos reactivos.

e Deteniendo la propagacion y el aumento de RL.

Se sabe que existen dos vias fundamentales para proteger al organismo de
los RL., los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (endégenos y exdégenos)
(Tabla 1). La via enddgena requiere apoyo externo y por ello se recomiendan los
antioxidantes exdégenos cuyo papel es relevante, dado que son los que pueden
formar parte de la dieta (Coronado et al., 2015). Algunos de estos antioxidantes son
la carnosina y la vitamina E.

Tabla 1
Clasificacion de antioxidantes

Antioxidantes
Enzimaticos No enzimaticos
vitamina C
= Superoéxido

= Carnosina
dismutasa (SOD)

= Acido lipoide = \itariine E

= Catalasa (CAT) " L-arginina = Metales traza
= Glutatién reductasa " Coenzima Q-10 = Carotenoides
(GRXx) = Melatonina = Flavonoides
= Proteinas quelantes de = Acidos grasos omega

= Glutation peroxidasa

metales 3y6
(GPx)

= Transferrina

(Tomada y modificada de Hipkiss, 2009).
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1.4 CARNOSINA

1.4.1 Generalidades

La carnosina fue descubierta en Rusia en 1900 y fue aislada por primera vez
de un extracto de carne Liebig, es un dipéptido citoplasmético sintetizado a partir de
B-alanina e L-histidina (Figura 6), es un compuesto muy soluble en agua
(1g en 3.1 mL de agua a 25°C), caracterizado por tres grupos ionizadebles: el grupo
carboxilico, el grupo amino y los nitrégenos del anillo de imidazol (Boldyrev et al.,
2013). Se presenta en los tejidos de mamiferos como son el musculo esquelético,
el estdbmago, el riidbn, musculo cardiaco y el cerebro. Aunque solo en dos tejidos se
encuentra en concentraciones elevadas, como son el mudsculo esquelético y el
cerebro (Boldyrev et al., 2013).

N=\

NH
""-.\_\_‘

O
HQN/\)J\H OH

o

Figura 6. Estructura de la carnosina
(Tomado de Boldyrev et al., 2013).

La carnosina se sintetiza por medio de la enzima carnosina sintetasa (CS) y se
degrada por las enzimas hidroliticas denominadas carnosinasas (CN) presentes en
el suero o el liquido intracelular, se han identificado molecularmente dos
formas desde CN1 o carnosinasa séricay CN2 o Carnosinasa tisular o dipeptidasa
citosolica no especifica (Figura 7) (Lenney, 1990; Teufe et al., 2003). Se sabe que
ademas de ser un dipétido endbgeno, la carnosina ingresa al organismo de forma
exogena, siendo la principal fuente a través del consumo de carne y pescado
(Abe, 2000). Dada la diversidad de la dieta humana, el rango potencial de la
ingestién de carnosina en la dieta, es relativamente amplio y puede variar entre 50
y 500 mg¥! en la dieta omnivora (Baguet et al., 2009). Una vez que la carnosina
ingresa al organismo, se degrada en 3-alanina y L-histidina debido a la alta actividad
de la carnosinasa CN2 (citosélica) en los enterocitos, después pasa al torrente
sanguineo (Sadikali et al., 1975). Sin embargo, cuando el dipéptido no es degradado
en el intestino delgado, entra intacto a la sangre, donde es hidrolizado rapidamente
en el plasma por la carnosinasa CN1 (suero), aunque pequefias cantidades de
carnosina intacta pueden encontrarse en la orina 4 horas después de su ingestion
(Gardner et al., 1991).
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B- Alanina Histidina

“ CARNOSINA
Figura 7. Esquema de sintesis/degradacion de la carnosina; CS (carnosina
sintetasa), CN (carnosinasa) (Tomado y Modificado de Boldyrev et al., 2013).

Asimismo, la carnosina puede ser transportada a través de una serie de
transportadores oligopéptidos, los cuales son PepTl1l y PepT2 (Boldyrev et al.,
2013). Debido a que la carnosina esta presente en algunas regiones cerebrales,
entre las que destacan la mucosa y el bulbo olfatorio (Aydin et al., 2010), lo anterior
sugiere que algunas células neuronales expresan el transportador de carnosina
PepT2, lo cual ya se ha demostrado en ratas (Shu et al., 2002; Wang et al., 1998),
facilitando asi que la carnosina atraviese la barrera hematoencefalica (Figura 8).

Dieta
l i Enterocito Musculo esquelético
Carn: s--s.... 88 > Carn :-ccccesnane. pCam:------- I
B-al His
His. : > His
Carn .- SN, > Carn—®: 2 B - >
B-al O D) »B-al

Barrera /

hematoencefalica
Torrente sanguineo

Figura 8. Esquema de la biodisponibilidad y metabolismo de la carnosina
(Tomado y modificado de Sale-Craig et al., 2013).

La carnosina tiene diversas funciones de las que destacan: inhibe laformacion
de productos avanzados de glicacion, evita la oxidacién de proteinas y aldehidos
productos de la peroxidacion lipidica, lo que le confiere la funcion de agente
antienvejecimiento, tiene capacidad tampon de pH, ademas es un neuromodulador
(Trombley et al., 1998) y protege a las neuronas contra efectos de excitotoxicidad
del glutamato, aunque su funcién principal es que posee un potente efecto
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antioxidante, el cual es mediado por diferentes mecanismos que implican la
quelacion de metales, ya que la carnosina en presencia de metales de transicién
como el Zn, Cu y V entre otros, llega a formar compuestos, es un atrapador de RL
especialmente del radical «OH (Kohen et al., 1988; Boldyrev et al., 1997; Corona et
al., 2011) y actua como barredor de ERO y de radicales peroxilo. Este dipéptido
actla directamente con el anién superdoxido mediante la habilidad de la carnosina
de formar un complejo de transferencia de carga con el radical superdxido
cambiando la reactividad del O? (Figura 9). En estudios previos, se ha demostrado
gue en organelos como las mitocondrias y el reticulo sarcoplasmico, asi como en
higado, corazén y cerebro, la carnosina y sus péptidos relacionados como la
anserina y lo homocarnosina, previenen la peroxidacion de la membrana, lo que
sugiere que aparte de ser un antioxidante soluble en agua, tiene un dominio
liposoluble (Betll-Kalaz et al, 2012; Boldyrev et al., 2013). Asimismo, se sabe que
los compuestos de imidazol reaccionan con productos endoperdxidos formadores
de oxigeno singlete, cuando la carnosina se encuentra en concentraciones similares
a las encontradas en tejidos humanos, protege eficazmente la tirosina contra la
nitracion (Fontana M et al., 2002).
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Figura 9. Mecanismo antioxidante de la carnosina como barredor de
radicales libres (Tomado de Boldyrev et al., 2013).

OH
_
(0}

n R
\ / OH
—_—
NH N
NH>

T

1.4.2 Carnosinay SNC

En el SNC la carnosina se localiza en la corteza cerebral, el plexo coroideo, la
mucosa y en las neuronas receptoras olfativas, incluyendo los axones y terminales
sinapticas del bulbo olfatorio, en éste ultimo se encuentran las concentraciones mas
altas de carnosina en el cerebro (0,5-1 mM), siendo comparables con las que se
encuentran habitualmente en el masculo esquelético (Biffo et al., 1990).

La carnosina en el SNC actia como neuromodulador, ya que protege contra la
neurotoxicidad inducida por el receptor NMDA, inhibiendo la liberacion de glutamato
(Glut) (Guiotto et al., 2005). De igual forma, se ha sugerido que la carnosina esta
implicada indirectamente en la neurotransmision, a través de su capacidad para
guelar metales de transicion como el cobre y el zinc, que en si mismos han sido
identificados como moduladores de la neurotransmision (Boldyrev, 2001; Trombley
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et al., 1998). Asimismo, modula la actividad de receptores como NMDA y AMPA que
participan en la transmision de estimulos olfatorios (Trombley et al., 1998).

Por otro lado, se ha propuesto que la carnosina tiene un efecto neuroprotector
(Kozan et al., 2008), por lo que podria ayudar a prevenir las enfermedades
neurodegenerativas, como la EP y/o a la moderacion de sus sintomas neuroldgicos
(Budzen y Rymaszewska., 2013; Hipkiss, 2009). Aunado a lo anterior, en un estudio
realizado por Boldyrev y colaboradores en el 2008, se evidencio la eficacia de la
suplementacion de carnosina en pacientes con EP., en un ensayo a los pacientes
tratados con dihidroxifenilalanina (L-DOPA), se les administr6 suplementos de
carnosina (1.5 g/dia), mostrando una mejoria clinica del 36%, debido a que los
pacientes presentaron mejoria en los sintomas fisicos, por ejemplo, en la rigidez de
las extremidades y movimientos de las extremidades superiores. Los autores
concluyeron que la combinacion de carnosina con la terapia basica de pacientes
con EP, podria ser una alternativa para mejorar los resultados del tratamiento de
Parkinson y disminuir los posibles efectos téxicos de la L-DOPA.

Por otro lado, se ha evidenciado que la administracion de carnosina
(250 mg/kg i.p) disminuye los niveles de malondialdehido (MDA) (indicador de
peroxidacién lipidica), dienos conjugados (DC) y nitrotirosina (NT) en el tejido
nervioso, en contraste aumenta los niveles de antioxidantes en el mismo tejido,
como la superoxido dismutasa (SOD), la glutation (GSH), la glutatibn peroxidasa
(GPx) y las catalasas (CAT), lo anterior en comparacion con los grupos
expuestos al estrés inducido por envejecimiento o inmovilizacion (Aydin et al., 2010;
Betul-Kalaz et al., 2012).

A su vez, en un modelo de inhalacion de V20s (0.02M) con administracionoral
de carnosina (1mg/kg/dia), se evidenci6 el efecto neuroprotector de este dipéptido,
ya que, atenuo la pérdida de ED de las células granulosas del bulbo olfatorio en
ratones expuestos al V (Reséndiz, 2014), al igual que en la corteza motora, donde
redujo la pérdida de ED de neuronas piramidales, influyendo en la mejora de la
actividad motora en ratones expuestos a la inhalacion de V (Perete-Cortes, 2016).
Sin embargo, en el mismo modelo Valencia-Segura y colaboradores en el 2013,
observaron mayor pérdida de ED en el grupo de ratones con V y tratados con
carnosina, en comparacion con los ratones solo expuestos a V.

1.5 VITAMINA E

1.5.1 Generalidades

La vitamina E fue descubierta en 1922 por Evans y Bishop, quienes
observaron que la deficiencia de ésta causaba incapacidad reproductiva, la
sustancia activa fue aislada por primera vez del aceite de germen de trigo en 1936.
Es una vitamina liposoluble, reconocida como un nutriente esencial para todas las
especies animales incluyendo los seres humanos, a su vez, es una de las vitaminas
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con mas amplia distribucién, siendo extremadamente resistente al calor y
oxidandose con facilidad (McDowen-Russell, 2000).

Existen 8 formas de vitamina E entre las cuales se incluyen: cuatro tocoferoles
(a-, B-, y-, y 0) y cuatro tocotrienoles (a-, B-, y-, y 0), siendo el mas importante enla
especie humana el RRR-a tocoferol, debido a que es la forma mas activa
biol6gicamente, por lo tanto predomina en los tejidos, la deficiencia de esta vitamina
conduce a la ataxia en los seres humanos (Febles-Fernandéz et al., 2002). Se
compone de 2 partes: un anillo 6- cromanol y una larga cadena lateral (Figura 10).
Se encuentra en una gran variedad de alimentos, siendo los aceites de soya, el
girasol, mani, algoddn, chicharos, garbanzos, lentejas, avena, trigo y arroz integral.
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Figura 10. Estructura de la vitamina E
(Tomado de Sayago et al., 2007).

En cuanto a la asimilacion de la vitamina E en el organismo, ésta ingresa en
forma de ester y es absorbida en el intestino delgado de manera similar a la grasa
ingerida en la dieta. La absorcién es relativamente escasa, debido a que solo del 20
al 40% de la dosis ingerida es absorbida. Asi pues, el a-tocoferol esterificado es
previamente hidrolizado a a-tocoferol libre en el lumen del intestino y la mucosa. Su
absorcion se incrementa por la presencia de triglicéridos (TG) de cadena media y
es inhibida por los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), a su vez, la absorcion
también depende de la capacidad de digerir y absorber las grasas, debido a que
estudios previos han mostrado que la bilis es esencial para su absorcion, ya que
para que la lipasa pancreéatica pueda hidrolizar los TG, tiene que existir una
excrecion biliar normal que facilite su emulsion, ademas de una adecuada secrecion
pancreatica (McDowen-Russell, 2000; Bjorneboe et al.,1990).

Una vez en el interior del enterocito, se incorpora a los quilomicrones y es
transportada por la linfa hacia la circulacion, dirigiendose a tejidos periféricos,
incluyendo el masculo, higado, medula osea, piel y cerebro. Si bien el a- tocoferol
circulante es acumulado lentamente por los tejidos. No hay un solo érgano de
almacén de vitamina E, pero en términos de cantidad absoluta tienen mayor
cantidad de esta vitamina, el tejido adiposo, el higado y el musculo. Asimismo, a
cualquier dosis que se administre, después de pocas semanas, hay una
concentracion constante o muy poca tasa de incremento de la vitamina E, en la
mayoria de los tejidos, excepto en el tejido adiposo en el cual la concentracion se
incrementa linealmente (Borel P et al., 2001; Hacquebard y Carpentier, 2005). En
cuanto a las concentraciones de a-tocoferol en organelos, se ha evidenciado que
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es elevado el nivel de la vitamina en las microsomas y mitocondrias, a diferencia del
plasma, en el cual se observan bajos niveles, ya que, al ser transportada por los
quilomicrones, la concentracion plasméatica de esta, depende en gran medida de los
niveles de lipidos plasmaticos (McDowen-Russell, 2000). Ademas de ser
transportada por los quilomicrones, los eritrocitos también parecen ser un transporte
importante, ya que hay relativamente gran cantidad de vitamina en sus membranas,
la cual se mantiene en equilibrio con la vitamina E plasmatica (Borel P et al., 2001).

Existen 2 mecanismos para su incorporacion histica:

1.- Hidrdlisis de los TG de quilomicrones vy lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) por la lipasa lipoprotéica.

2.- La vitamina E unida a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por medio de su
receptor (McDowen-Russell, 2000; Hacquebard y Carpentier, 2005).

Asimismo, su retencion histica es dependiente de la proteina de transferencia
de a-tocoferol (a-TTP) y de su actividad biolégica. La cual se encarga de la
distribucion de la vitamina en el organismo (Ulatowski y Manor, 2013). La a-TTP se
expresa principalmente en el higado, pero se ha detectado en varios tejidos
incluyendo pulmon, bazo, rifién, cerebro, suprarrenales y Gtero (Yunsook y Maret,
2007). En cuanto a la vitamina E que no es asimilada en el organismo, se oxida,
convirtiéndose en a-tocoferilquinona, siendo biolégicamente inactiva la cual se
puede reducir a a-tocoferilhidroquinona (Sayago et al., 2007). Los conjugados de la
hidroquinona con acido glucurdnico se secretan por la bilis, lo que hace que la
excrecion por la heces sea la principal via de eliminacion de la vitamina, en cambio
menos del 1% de la vitamina ingerida por la via oral se excreta en la orina
(Bjorneboe et al., 1990).

Ahora bien, se han descubierto diversas funciones de la vitamina E,
evidenciando ser esencial para el funcionamiento O6ptimo de los sistemas
reproductor, muscular, circulatorio, nervioso e inmunoldgico (McDowen-Russell,
2000). Por ejemplo, se ha visto que tres reacciones celulares son dependientes del
a-tocoferol: la union del factor de transcripcion AP-1 al ADN, la inhibicion de la
proteina quinasa C y por lo tanto, la inhibicién final de la proliferacion celular, por
lo que, el a-tocoferol parece actuar como mensajero del estado oxidante de la
célula y como un transductor capaz de informar a las células de su situacién
(Azzi A et al.,, 1995). Asimismo, interviene en la sintesis de vitamina C y de
ubiquinona, participa en el metabolismo de aminoacidos de azufre y de la
vitamina B12, proporciona proteccion contra la toxicidad de metales pesados como
el plomo, cadmio, mercurio, plata, arsénico entre otros, también tiene funciones
neuroprotectoras, aunque su funcion principal es como antioxidante, de hecho, en
el plasma y en los eritrocitos, la vitamina E, es el principal antioxidante liposoluble
que protege los lipidos contra el dafio oxidante (Febles-Fernandéz et al., 2002),
elimina ERO, inhibe la ciclooxigenasa y eicosanoides catalizada 5-lipoxigenasa y
suprime la sefializacion pro-inflamatorias tales como NF-kB y STAT3 / 6 ( Jiang Q,
2014; Benitez-Zequeira, 2006).
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La vitamina E protege a los lipidos tisulares de la oxidacién al actuar de
manera directa con varios radicales, entre los que se incluyen el: HO*, el radical
peroxilo, el triclametilo (radical producido a partir del tetracloruro de carbén), asi
como el anién superéxido (Sierra-Vargas et al., 2004).

Representa un mecanismo antioxidante eficiente en contra del dafio a membranas
celulares, inducido por ERO, debido a que se incorpora como constituyente y
estabilizador de la estructura de la membrana celular.

El mecanismo de accién antioxidante consiste en convertir al HO* y a los
radicales lipo-peroxilo en moléculas menos reactivas. Este mecanismo inicia,
cuando la molécula de a-tocoferol dona el hidrogeno del grupo fendlico, en el anillo
cromanol a un RL, lo que ocasiona que se transforme en radical a-tocoperoxilo, este
radical es relativamente estable, ya que, no reacciona con lipidos, debido a la
estabilidad por resonacia que le confiere su anillo cromanol, disminuyendo asi, la
reactividad de su electrén no apareado, deteniendo asi, la reaccién en cadena de
los RL. En cuanto al radical a-tocoperoxilo, éste es estabilizado, al aceptar un
electrén proveniente del ascorbato (Vitamina C), restituyendo la estructura del a-
tocoferol (Sierra-Vargas et al., 2004) (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo antioxidante de la vitamina E
(Tomado de Sierra-Vargas et al., 2004).
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1.5.2 Vitamina Ey SNC

Estudios previos han reportado la accion de la vitamina E en el SNC, los
resultados mostraron que la vida media del a-tocoferol en el cerebro es 29 dias
(Ingold KU et al., 1987; Bourre JM y Clement M, 1991) y que a diferencia de
otros tejidos, el cerebro retiene exclusivamente RRR-a-tocoferol (Clément M et
al.,1995; Ingold KU et al.,1987; Podda M et al.,1996; Vatassery GT et al., 1984),
ademas se sabe que la proteina aTTP se expresa notablemente en el cerebro
(Hosomi A et al.,1998).

Aunque hay poca informacion sobre las vias por lo que a-tocoferol viaja a
través del SNC y los mecanismos que regulan este proceso de transporte, se ha
sugerido que el proceso por el cual las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y a-
tocoferol atraviesan la barrera hematoencefélica, esta mediado por una clase de
receptores B1, lo anterior hace referencia inicamente a la especie humana (Balazs
Z et al., 2004; Goti D et al., 2000; Mardones P et al., 2002). En cuanto al SNC en
los murinos, se cree la apolipoproteina E (apoE) contiene particulas que hacen
posible el transporte de a-tocoferol en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo
(Vatassery GT et al., 2006, 2007). Asimismo, se ha realizado un estudio en el que
se empleo la técnica de hibridacion in situ, el cual reveld que el gen TTPA, el cual
codifica la informacion para la sintesis de la proteina a-TTP, se expresa en las
neuronas de Purkinje del cerebelo y en los astrocitos (Hosomi A et al., 1998). Estas
observaciones sugieren que la focalizacion especifica de a-tocoferol en el cerebro
puede ser dirigida por la expresion localizada de a-TTP. Tomando en cuenta las
funciones conocidas de los astrocitos en el soporte metabdlico de las neuronas y el
transporte de colesterol entre astrocitos y neuronas mediado por apoE, la
localizacion de a-TTP en los astrocitos sugiere el siguiente modelo, en el que se
muestra el transporte de a-tocoferol en el cerebelo (Yu C et al 2010; Pfrieger FW,
2003; Vance JE y Hayashi H, 2010) (Figura 12).

Estrés
oxidante

l 0

Figura 12. Modelo propuesto del transporte de a-tocoferol entre las neuronas
y astrocitos en el cerebelo (Tomado y Modificado de Ulatowski y Manor, 2013).
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En condiciones normales, los astrocitos almacenan a-tocoferol en vesiculas
perinucleares y la a-TTP regula mediante la apolipoproteina E (ApoE), la salida de
la vitamina E a neuronas cercanas. Tras la induccion de estrés oxidante, la
expresion de a-TTP aumenta en los astrocitos, facilitando asi, la salida de la
vitamina a través de ABCA1, al salir del astrocito, la vitamina se une a la naciente
lipoproteina que contiene, la ApoE. Posteriormente, la lipoproteina es absorbida por
las neuronas vecinas, lo que facilita el suministro de a-tocoferol en toda la neurona
(cuerpo, axén y dendritas), inhibiendo asi, la peroxidacion lipidica, protegiéndolas
de esta manera del estrés oxidante, evitando el dafio neuronal (Ulatowski y Manor,
2013). Por lo tanto, la modulacion de la expresion del gen TTPA proporciona una
respuesta de retroalimentacibn homeostatica que protege a las neuronas de
Purkinje del dafio oxidante (Ulatowski y Manor, 2013).

Recientemente, se ha evidenciado en diversos estudios el efecto
neuroprotector de la vitamina E, por ejemplo Annahazi y colaboradores en el 2007,
observaron en un modelo que se indujo hipoperfusion cerebral en ratas Wistar, que
el a-tocoferol como post-tratamiento, administrado de manera intraperitoneal en una
dosis de 100 mg/kg/dia durante 5 dias, atenuaba la pérdida de espinas en neuronas

piramidales en la regién CA1 del hipocampo. Asimismo, Omer-Batanci y
colaboradores en el 2010, evaluaron el efecto de la vitamina E (100 mg/kg/dia,
durante 5 dias) en el hipocampo y en la sustancia nigra en un modelo murino en el

gue se indujo el estrés mediante la administracion de hierro, los resultados
arrojaron, que la vitamina atenuo la pérdida de neuronas tanto en la sustancia nigra
como en el hipocampo, aunque en este ultimo, el efecto neuroprotector fue mayor.

En otro estudio, Essam-Eldin y colaboradores en el 2013, administraron una
sola dosis de a-tocoferol (15 mg) durante una semana en ratas Wistar, a lascuales
se les indujo hipoxia cerebral, los resultados evidenciaron disminucion de las
alteraciones ocasionadas por el estrés en las neuronas, debido a que disminuyeron
tanto los dafos en la estructura mitocondrial, la aglutinacion de cromatina y la
lipofuscina. A su vez, en un estudio realizado a pacientes con EA, se les administré
2000 Ul de vitamina E al dia durante 2 afos, los resultados evidenciaron que el
tratamiento con vitamina E en pacientes con alteracibn moderadamente grave de la
enfermedad, retarda la progresion de la enfermedad (Sano et al., 1997).

1.6 TRATAMIENTOS CON CARNOSINA Y VITAMINA E

La carnosina al igual que la vitamina E son potentes antioxidantes que brindan
neuroproteccion bajo condiciones de estrés, por ende se han realizado diversos
estudios en los que se evalla la accion conjunta de la carnosina y vitamina E como
antioxidantes, sugiriendo que su eficacia serd potenciada, por ejemplo: En un
modelo murino de esteatosis hepatica y estrés oxidante, inducido con una dieta
elevada en fructuosa, provocando resistencia a la insulina, lo cual producia RL.,
se evalu6 el efecto antioxidante de carnosina (2 g/L/dia en agua potable,
durante 8 semanas) con vitamina E (200 mg/kg; i.m 2 veces por semana,
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durante 8 semanas), en comparacion con un tratamiento que solo utilizaba
carnosina. Los resultados arrojaron, que el tratamiento mas eficaz era en el que se
empleaban los dos antioxidantes, debido a que, se observé una disminucion en el
estado oxidante, un aumento en los niveles de enzimas degradantes de los
hidroperéxidos, como la glutation peroxidasa (GPx) y la superdxido dismutasa
(SOD), disminucién en la peroxidacion lipidica y en la esteatosis hepatica (Giris
M.et al., 2014). Asimismo, en otro estudio en el cual se indujo estrés oxidante
mediante la administracion de doxorrubicina (DOX), se evaluaron los efectos del
tratamiento preventivo de carnosina (250 mg/kg/dia; i.p durante 12 dias) con
vitamina E (200 mg /kg; i.m, una vez cada 3 dias, durante 12 dias), en corazon,
higado y rifiones de ratas. Los resultados mostraron disminucién significativa en el
estado de estrés oxidante, al disminuir los niveles de DC, proteinas carboniladas
(PC) y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), sugiriendo que es un
tratamiento Util, ya que la combinacién de carnosina y vitamina E, aumentd su
eficacia como antioxidantes (Kumral A. et al., 2015).

También se han evaluado la accion conjunta de estos antioxidantes en un
estudio que evalug el estrés oxidante en el higado, corazén y cerebro en un modelo
de envejecimiento, en el cual se encontré que la acciéon conjunta de carnosina

(250 mg /kg; i.p, 5 dias a la semana, durante 2 meses) y de vitamina E

(200 mg/kg; i.m, 2 veces por semana, durante 2 meses) aumentaba el estado

antioxidante, reflejado en la disminucién de los niveles de marcadores de estrés
como son MDA y DC, estos resultados sugieren que este tratamiento es Util para
disminuir el estrés oxidante en el higado, corazén y cerebro (Coban J. et al., 2013).

Ademas, se realizo otro estudio, en el que se evalud la eficacia del tratamiento
con vitamina E (200 mg/kg; i.m) y carnosina (250 mg/kg; i.p), en un modelo murino
de estrés oxidante testicular inducido por el envejecimiento, los resultados
evidenciaron que la combinacién de estos dos antioxidantes repercutia de manera
benéfica contra el estrés oxidante, debido al aumento en los niveles de enzimas
degradantes de los hidroperéxidos, como: GPX y glutation transferasa (GST)
(Aydin A et al., 2015).

1.7 HIPOCAMPO

El hipocampo deriva de la region medial del telencéfalo, forma parte del sistema
limbico y tiene un papel importante en la adquisicién del aprendizaje espacial y la
consolidacion de la memoria a largo y corto plazo. El hipocampo se encuentra en
los mamiferos de manera pareada, en el humano se localiza en el I6bulo temporal
mientras que en los roedores en la parte subcortical (Cooper y Lowenstein, 2002;
Squire y Zola, 1996) (Figura 13).
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Figura 13. Localizacién del hipocampo en el cerebro de un murino
(zona marcada con verde) (Tomado de Atlas de histologia vegetal animal. (2014).
http://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos a/guiada_o_a_0l1palio.php).

Anatomicamente la formacion del hipocampo consiste en tres regiones, el
cuerno de Amon también llamado hipocampo, giro dentado y el subiculum
(Figura 14) (Cooper y Lowenstein, 2002).
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Figura 14. Regiones del hipocampo en raton (Tomado de Atlas de histologia
vegetal animal. (2014). http://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos a/quiada_o_a_01palio.php).

Al giro dentado se le llama asi, debido a su forma parecida a un diente, la cual
es formada por numerosos vasos sanguineos que penetran la superficie ventricular
del hipocampo y del giro dentado. El hipocampo estd conformado por tres capas:
molecular, granulosa y polimorfica (Stanfield y Cowan, 1988). En cuanto al
subiculum, es una banda pequefia de corteza, interpuesta entre el hipocampo y la
circunvolucion del parahipocampo del I6bulo temporal, recibe informacion
suministrada de las células piramidales del hipocampo. El cuerno de Amén esta
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dividido en tres areas: CA1, CA2 y CA3, siendo el principal tipo celular, las neuronas
piramidales. La arquicorteza del hipocampo consiste en 3 capas: la molecular, la
piramidal y la polimorfica (Stanfield y Cowan, 1988; Cooper y Lowenstein, 2002)
(Figura 15).

Figura 15. Capas del hipocampo (Tomado y modificado de

http://www.slideshare.net/flakpalacios/sistema-Imbico-49538020?smtNoRedir=1)

Capamolecular: es la méas profunda de la arquicorteza del hipocampo y esta
localizada en el centro de la formacién del hipocampo y consiste en arboles
dendriticos apicales y terminales de axones. Las dendritas apicales
pertenecen a las neuronas piramidales del hipocampo, mientras que las
terminales de los axones pertenecen a las células granulares, cuyos cuerpos
se encuentran en la capa de células granulares del giro dentado. Esta capa
se fusiona con la capa molecular de la circunvolucién dentada y con la
neocorteza.

Capa piramidal: se encuentra en la zona media mas prominente de la
arquicorteza del hipocampo y esta conformada por neuronas piramidales que
presentan ED. Las dendritas de estas neuronas, se ramifican en la capa
molecular, donde sus axones pasan a la direccion opuesta, a través de la
capa polimorfica y después pasan en el alveus, la fimbria y el fornix. Los
axones de las neuronas piramidales, conocidos como colaterales de
Schaffer, se ramifican y cruzan las capas polimérfica y piramidal, alcanzando
la capa molecular, donde establecen sinapsis con las dendritas de otras
neuronas piramidales.

Capa polimérfica: es la capa superficial, la cual se encuentra por debajo del

alveus y consiste en interneuronas, asi como en dendritas de células
piramidales y ramas colaterales de axones.
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Por otra parte, el aprendizaje es un proceso mediante el cual se adquiere
conocimiento, mientras la memoria es un proceso en el que se almacena dicho
conocimiento, que a su vez, se aplica en el futuro. La memoria se clasifica en
Intermedia, de corto y largo plazo (Sweatt, 2004). La informacion recién aprendida
se almacena inicialmente en la memoria intermedia y de corto plazo, durando
segundos y minutos, respectivamente. Si la informacion recién aprendida se
refuerza, puede almacenarse en la memoria de largo plazo por un tiempo
prolongado, dicha funcién estd mediada por la formacién del hipocampo (Sweatt,
2004).
Asimismo, la memoria se consolida, gracias al circuito del procesamiento de
la informacién de la memoria declarativa, llamado circuito trisinaptico (Figura 16) el
cual inicia por la via perforante, en donde las neuronas de la corteza entorrinal
proyectan sus axones hacia las neuronas granulares del giro dentado, a su vez por
medio de la via de las fibras musgosas, los axones de estas neuronas hacen una
eferencia hacia las neuronas piramidales de la regién CA3 y finalmente los axones
de estas neuronas se proyectan hacia las neuronas piramidales de la region CA1
mediante la via colateral de Schaffer (Olivares-Hernandez et al., 2015). Lo anterior
gracias a que, las células piramidales del hipocampo tienen un alto grado de
interconexion, facilitando las relaciones entre las diferentes entradas de

informacion.

Circuito Trisinaptico
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Figura 16. Diagrama del circuito trisinaptico del hipocampo
(circuito intrinseco) (Tomado y modificado de
http://www7.uc.cl/sw_educ/neurociencias/html/205.html).

1.8 ESPINAS DENDRITICAS

Las ED fueron descritas inicialmente por Santiago y Ramén y Cajal en 1888,
quienes propusieron que éstas se conectan por axones Yy dendritas, siendo
elementos estructurales del sistema nervioso (Ramoén y Cajal S, 1888). Son
minusculas protuberancias protoplasmaticas que revisten la superficie de muchas
neuronas (Koch C et al., 1992) y representan el principal sitio de contacto sinaptico
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excitador en neuronas del hipocampo, la neocorteza y otras regiones cerebrales de
mamiferos (Figura 17). Mas del 95% de las sinapsis excitatorias en el SNC se
producen en las ED (Harris K.M y Stevens, 1988).

Figura 17. Segmento reconstruido de una dendrita espinosa de una neurona
piramidal del area CA1 del hipocampo de la rata adulta. Escala=1 pm
(Tomado de Fiala C et al., 2002).

La densidad de estéds va de 1 a 10 por micrometro a lo largo de la longitud de
la dendrita. Algunas neuronas como las del hipocampo contienen miles de espinas
alo largo de la arborizacion dendritica (Sorra 'y Harris K.M, 2000). Se ha considerado
qgue las neuronas piramidales de la region CAL tienen tres espinas por um en la
dendrita (Harris K.M et al., 1992), mientras que las neuronas cerebelosas de
Purkinje tienen hasta 15 espinas por um (Harris K.M y Stevens, 1988)

Su estructura consta de tres elementos basicos:

a) La base en el cruce con el eje dendritico,
b) Elcuelloy
c) La cabeza que puede hacer contacto con el axon.

Su forma y tamafio es variable, debido a que su longitud puede ir desde 0.2
a 2 um, con un volumen de 0.001 a 1 um3. Con base a la morfologia que presentan
se clasifican en: espinas delgadas, espinas cortas sin cuello y espinas con cabeza
ancha denominadas espinas hongo (Soria-Fregozo y Pérez-Vega, 2012)
(Figura 18).
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Filopodio Delgada Espinas cortas Hongo

Figura 18. Representacién esquematica de los filopodios y las espinas
dendriticas: delgada, corta sin cuello y hongo (Tomado y modificado de
Sekino et al., 2007).

Asimismo, las ED estan conformadas por receptores a glutamato, proteinas de
densidad post-sinaptica (PDS) (Espinofilina, Arp2/3, cortactina, ADF/cofilina,
profilina, gelsolina, drebrina y neurabina) (Sarrouilhe et al., 2006; Ethell y Pasquale,
2005) y el citoesqueleto de actina, asi como una amplia variedad de organelos del
sistema de endomembranas (reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias Yy
endosomas), en cuanto al citoesqueleto este carece de microtubulos (Figura 19)
(Bourne y Harris, 2007).

Receptores a glutamato

Moléculas de Adhesion

Terminal
posinaptica

Cabeza de la espina
Fibras de actina

Cuello de la espina

s‘
Base de la espina ‘
|

Endosomas \LJ"Q/

Microtubulos

Figura 19. Estructura de la espina dendritica (Tomado de Soria-Fregozo y
Pérez-Vega., 2012).
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Se ha evidenciado, que la principal proteina del citoesqueleto presente en
las ED, es la actina, la cual regula la motilidad y la estructura celular. Forma redes
cortas y ramificaciones largas presentes en el cuello de las ED, asi como en la
cabeza justo por debajo de las PDS; la principal funcion de estas proteinas, es la de
estabilizar y modular la estructura de la cabeza, ademas son fundamentales en la
formacién, eliminacién, motilidad, tamafio y forma de las ED (Schubert y Dotti, 2007,
Tada y Sheng, 2006). A su vez, se ha demostrado que el reordenamiento de la
actina, tiene efectos sobre la formacion y/o la pérdida de ED, asi como en los
cambios morfolégicos (forma y namero de espinas). Asimismo, tanto la forma
monomérica (G-actina) como la polimérica (F-actina), que estan presentes en las
espinas, en el grado depolimerizacién de actina (y, por lo tanto, la relacion G-
actina/F-actina) influyen en la morfologia de las ED (Cingolani y Goda, 2008;
Korobova y Svitkina, 2010).

Por otra parte, se sabe que el almacén de informacion en el cerebro, esta
dada por el fortalecimiento o el debilitamiento de las sinapsis existentes, asi como
por la aparicién o eliminacién de las ED, debido a que se ha evidenciado que la
densidad de las ED esta relacionada con el grado de conectividad entre las
neuronas y los axones que pasan a través de las arborizaciones dendriticas. Estos
cambios funcionales y estructurales en las espinas y en las sinapsis se cree son la
base tanto del aprendizaje como la memoria (Kasai H et al., 2010).

Por otro lado, se ha observado, que éstas contienen compartimientos con
Ca?*, los cuales podrian proteger la dendrita y la neurona de la excitotoxicidad al
restringir las altas concentraciones de Ca?* en la region de la sinapsis (Harris K.M y
Kater, 1994; Segal M, 1995) Por consiguiente, con base a las funciones de las
espinas, cualquier cambio patologico en el nimero o en la estructura de éstas,
repercute significativamente sobre la funcion cerebral.

Existen reportes en la literatura que han relacionado las alteraciones
morfologicas (forma y namero) de las ED, con algunos trastornos psiquiatricos y
neurologicos (Blanpied y Ehlers, 2004). Los cambios patologicos en las espinas se
pueden clasificar en dos categorias generales, las patologias de la distribucion y las
patologias de la estructura. Las patologias de distribucién incluyen aumento y
disminucién en la densidad de las espinas y cambios generalizados en la
morfologia, mientras que las patologias en la estructura incluyen todos los cambios
observables en espinas simples, tales como densificacion del citoplasma, hipertrofia
de organelos o volumen de las espinas (Fiala C et al., 2002).

Los trastornos que involucran la disminucién de la densidad espinosa, son:
retraso mental, infeccion prenatal, desnutricion, exposicion a toxinas, epilepsia,
prionesis, asi como otros trastornos neurodegenerativos (Alzheimer, Huntington,
Parkinson, etc). Dado que el estrés oxidante juega un papel crucial en la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas (Bains y Shaw, 1997; Gilgun-
Sherki et al., 2001), parece pertinente mencionar, que las ERO generan la
pérdida de ED, en células granulosas del bulbo olfatorio, en neuronas espinosas
medianas del estriado y en neuronas piramidales de la region CA1 del
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hipocampo, como se ha evidenciado en nuestro modelo de trabajo (Avila-Costa et
al., 2004, 2006; Colin-Barenque et al., 2015).

ll. JUSTIFICACION

Debido a que las particulas suspendidas han ido incrementandose en la ciudad de
México, adosandose a ellas metales como el vanadio, el cual induce estrés
oxidante, promoviendo asi, pérdida de las espinas dendriticas en neuronas
piramidales de la regién CALl en el hipocampo, en estudios previos se observo que
la administracion de la carnosina, no mostré un efecto neuroprotector en la regién
CAl, por ende es importante evaluar si la administracion simultdnea con
antioxidantes como carnosina y vitamina E, evitan o reducen la pérdida de espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de la region CA1l, producidas por la
inhalacion de vanadio.

1. HIPOTESIS
Si la carnosina y la vitamina E son potentes antioxidantes, entonces la accion
conjunta de éstos, aumentara su eficacia, por consiguiente, se evitara o reducira la

pérdida de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la region CA1l
generada por la inhalacién de pentoxido de vanadio.

V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de la carnosina y la vitamina E, en la region CA1 del
hipocampo en un modelo murino por inhalacién de pentoxido de vanadio.

4.2 Objetivo particular

Analizar la densidad de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la
region CA1 del hipocampo de ratones expuestos a pentoxido de vanadio por via
inhalada con y sin tratamiento de carnosina y vitamina E, mediante la técnica rapida
de Golgi.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales

Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CD-1 con un peso aproximado de 30-
35g, entre 8y 9 semanas de edad. Se mantuvieron en condiciones de 12h
luz/12h oscuridad, con libre acceso a agua y alimento (purina rat chown) ad
libitum. Los experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio).

5.2 Tratamientos

a) Controles

Se colocaron cinco ratones en una caja de acrilico (45.5x35.5x20.5) conectada a un
nebulizador ultrasénico (Yue Hua ® modelo: WH-802), donde inhalaron solucién
salina (0.9%) una hora dos veces por semana, durante cuatro semanas.

b) Exposicion a V20s

Se colocaron 5 ratones en una caja de acrilico (45.5x35.5x20.5) conectada al
ultranebulizador donde inhalaron 0.02 M de V20s (equivalente a 1436 mg/m3V) una
hora dos veces por semana, durante cuatro semanas.

c) Tratamiento con carnosina

A cinco ratones se les administré carnosina a una dosis de 2 g/L en agua potable,
la cual consumieron diariamente, a través de su bebida, durante cuatro semanas, lo
anterior con base en los estudios realizados por Giris M. y colaboradores en el 2014.

d) Tratamiento con vitamina E

A cinco ratones se les administrg vitamina E, a una dosis de 200 mg/kg de peso por
via intramuscular, dos veces por semana, durante cuatro semanas, lo anterior con
base en los estudios realizados por Giris y colaboradores en el 2014.

e) Tratamiento con carnosinay vitamina E

A cinco ratones se les administré carnosina a una dosis de 2 g/L en agua potable,
la cual bebieron diariamente, asimismo, se les administré vitamina E de forma
simultanea, a una dosis de 200 mg/kg de peso por via intramuscular, dos veces por
semana, durante cuatro semanas, lo anterior con base en los estudios realizados
por Giris M. y colaboradores en el 2014.
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f) Exposicion a V20scon tratamiento de carnosinay vitamina E

Se colocaron cinco ratones en una caja de acrilico (45.5x35.5x20.5) conectada al
ultranebulizador, donde inhalaron 0.02 M de V20s (1436 mg/m®) una hora, dos
veces por semana. De forma simultanea se les administré carnosina a una dosis de
2 g/L en agua potable, la cual bebieron diariamente, asimismo, fueron tratados con
vitamina E a una dosis de 200 mg/kg de peso por via intramuscular, dos veces por
semana, durante cuatro semanas (Giris M et al., 2014).

5.3 Sacrificio y fijacion

Transcurridas las cuatro semanas, todos los grupos, fueron anestesiados con una
dosis letal de Pentobarbital Sodico (35 mg/kg) por via intraperitoneal,
posteriormente se perfundieron por via intracardiaca con solucion salina (pH 7.4)
(0.9%) y se fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (0.1M, pH 7.4).
Posteriormente, los cerebros se extrajeron, se seccionaron y se colocaron en
paraformaldehido al 4% durante 2 horas a 4°C para posteriormente procesarlos por
la técnica rapida de Golgi.

5.4 Técnicarapida de Golgi

El método de impregnacion argéntica neuronal, o técnica rapida de Golgi, se
dio a conocer en 1873. La técnica de impregnacion argéntica (reaccion negra), como
la llamo Golgi (Mazzarello, 1999; Pannese, 1999), se fundamenta en la formacién
de depositos opacos intracelulares de cromato argéntico, producidos por la reacciéon
entre el bicromato de potasio y el nitrato de plata. La impregnaciéon revela la
morfologia neuronal completa (cuerpo celular, dendritas y axdén) en tres
dimensiones (Torres-Fernandez, 2006).

Esta técnica fue utilizada, después de que los cerebros seccionados estuvieran
en paraformaldehido al 4% por 2 horas, al término de éstas, los cerebros se
colocaron en una solucién de Golgi (Ver anexo) durante 6 dias. Posteriormente, en
el séptimo dia los cerebros se lavaron con la solucion de nitrato de plata (0.75%),
dejandose en ésta durante un dia. Después, en el octavo dia, se encastraron en
parafina y se realizaron cortes histologicos en el micrétomo (90 um de grosor). Una
vez que se obtuvieron los cortes, éstos se deshidrataron por medio de un tren de
alcoholes, uno al 96% y dos al 100%, posteriormente se aclararon en Eugenol y por
altimo en Xilol (en cada uno permanecieron durante 10 minutos). Finalmente los
cortes se montaron y se cubrieron con resina sintética, para su analisis cuantitativo.
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5.5 Analisis citologico

De los hipocampos que se procesaron con la técnica rapida de Golgi, se analizo la
region CA1L, contando las espinas dendriticas en 10 um lineales de cuatro dendritas
secundarias, de 20 neuronas piramidales por raton de todos los grupos. El analisis
cuantitativo del numero de espinas dendriticas de las neuronas piramidales, se
realiz6 directamente en un microscopio 6ptico modelo Olympus CH30, en el objetivo
de 40 X. Los datos obtenidos se capturaron utilizando el programa Excel 2010 como
herramienta, posteriormente se analizaron mediante una prueba de ANOVA vy
Post-hoc Tukey utilizando como herramienta el software estadistico Graph Pad
Prism.

VI. RESULTADOS

En el andlisis citologico de las neuronas piramidales de la regién CAl del
hipocampo, se observé una disminucion significativa en la cantidad de ED
del grupo expuesto a V ( ¥x14.97 + 0.19) en comparaciéon con el grupo control
(> 20.82 + 0.26). A diferencia de lo esperado, los ratones expuestos a V y tratados
con carnosina y vitamina E, presentaron mayor pérdida de ED x=12.70 + 0.12) en
comparacioén con el grupo expuesto a V. Asimismo, el grupo tratado con vitamina E
(*=17.55 + 0.18) presentd mayor pérdida en el nUmero de ED en comparacion con
el grupo tratado con carnosina (X=19.028 + 0.22), a su vez ambos grupos
presentaron menor cantidad de ED en comparacion con el grupo control. Por otro
lado, el grupo tratado con carnosina y vitamina E de forma simultanea
(¥=20.92 £ 0.25) no presentd diferencia significativa en la densidad espinosa en
comparacion con el grupo control (Grafica 1; Figuras 20-22).
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Figura 20. Fotomicrografias de neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo de ratén; A) Control, B) Expuesto a V, C) Expuesto a V tratado con
carnosina y vitamina E, D) Tratado con Vitamina E. Objetivo 20 X.

Escala = 25 pm.
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Figura 21. Fotomicrografias de neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo de raton; A) Tratado con carnosina y B) Tratado con carnosina y
vitamina E. Objetivo 20 X. Escala = 25 pm.
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Figura 22. Fotomicrografias de dendritas con espinas dendriticas de neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo de ratén; A) Control, B) Expuesto a V,
C) Expuesto a V tratado con carnosina y vitamina E, D) Tratado con vitamina E,

E) Tratado con carnosina, y F) Tratado con carnosina y vitamina E. Se observa
gue el grupo expuesto a V y tratado con carnosina y vitamina E, tiene menos
espinas dendriticas en comparacion con los demas grupos. Las flechas sefialan
una espina dendritica de una dendrita secundaria. Objetivo 100 X. Escala =5 pum.
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E3 V+CARNOSINA+VIT E
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3 CARNOSINA

E CARNOSINA+VIT E

Numero de Espinas + SEM

* = p< 0.05 Control vs Grupos experimentales

% = p< 0.05 Vanadio (V20s) vs Grupos con antioxidantes

& = p< 0.05 Carnosina + Vitamina E vs Vitamina E y Carnosina
# = p< 0.05 Vitamina E vs Carnosina

Gréafica 1. Numero de espinas dendriticas de las dendritas secundarias de
neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo. Al término de la cuarta
semana se observaron las diferencias entre grupos; (*) Control vs. Grupos
experimentales, (%) Vanadio vs. Grupos con antioxidantes, (&) Carnosina +
Vitamina E vs. Vitamina E y Carnosina y (#) Vitamina E vs. Carnosina. Las barras
representan el promedio + error estandar. ANOVA Post-hoc Tukey. p <0.05
(por grupo n=5).

VIl. DISCUSION

Se ha sugerido que las enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, presentan como posible factor de riesgo la exposicion ambiental cronica
a metales, los cuales pueden inducir estrés oxidante (Calderén-Garciduenias et al.,
2013; Korbecki et al., 2012). Siendo el hipocampo la estructura responsable de la
adquisicién y retencién de la memoria, es una de las principales estructuras en verse
alterada en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Jack CR et al.,
1997), debido a que es especialmente vulnerable al estrés oxidante (Valko et al.,
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2005). Asimismo, en estudios previos se ha reportado que la inhalacién de V20s, un
contaminante atmosférico, causa alteraciones morfoldgicas en el hipocampo,como
pérdida de ED en las neuronas piramidales de la region CAl, teniendo una
correlacion con la disfuncion de la memoria espacial (Avila-Costa et al., 2006).
Debido a que la administracion simultanea de carnosina y vitamina E aumenta su
eficacia como antioxidantes, disminuyendo el estrés oxidante en varios tejidos, entre
ellos el tejido nervioso (Coban et al., 2013), se propusieron en el presente trabajo
como tratamiento para reducir o evitar la pérdida de ED generada por la inhalacion
de V.

Grupo expuesto a V205

El grupo expuesto a la inhalacion de V presentd pérdida de ED de las
neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo como lo report6 Avila-Costa
y colaboradores (2006), esto posiblemente se deba a diversos factores, como esla
formacion de ERO y RL, generadas por el V, disminuyendo ademas el nivel de
antioxidantes (CAT, SOD) (Soares et al., 2007), lo anterior induce estrés oxidante,
lo cual ha sido evidenciado por Garcia y colaboradores (2004), reportando
peroxidaciéon lipidica en el hipocampo, evidenciada por el incremento en la
concentracion de MDA., asimismo, en nuestro modelo de inhalacion se ha
demostrado el aumento de Hidroxinonenal (4-HNE) en neuronas piramidales de la
corteza cerebral, asi como incremento de lipofuscina en las células granulosas del
bulbo olfatorio (Jiménez-Martinez, 2009; Colin-Barenque et al., 2015).

Asimismo, se ha evidenciado que las alteraciones morfoldgicas en las ED
observadas bajo la induccion de estrés crénico (inmovilizacién), son producidas por
cambios en las vias de transduccion de sefiales que estan involucradas en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina (Garcia-Rojo et al., 2017). Los miembros
de la familia Rho-GTPasa regulan la dindmica del citoesqueleto de actina y modulan
el crecimiento axonal, la arborizacién dendritica y el crecimiento de espinas (Luo,
2000; Nakayama et al., 2000; Tashiro y Yuste, 2004; Govek et al., 2005; Elia et al.,
2006). Por ejemplo, la activacion de las RacGTPasas estimula la formacion de
espinas finas (Nakayama et al., 2000), por el contrario, las RhoA-GTPasas
promueven la simplificacion de la arborizacién dendritica y reducen la longitud y el
namero de las espinas (Nakayama et al., 2000; Nakayama y Luo, 2000).

Aunado a esto, se ha reportado que los receptores tipo RTK (receptores con
actividad de cinasa de tirosinas), pueden controlar la actividad de proteinas G
pequefas, como los miembros de la familia Rho, incluyendo RhoA, (Gomperts B et
al., 2009; Macias-Silva et al., 2016), ademas una de las principales vias
intracelulares que activan es la cascada de MAPKs (cinasas de proteina activadas
por mitdgenos), la cual se ha evidenciado que es activada por la produccién
excesiva de ERO generadas por el V (Fortoul et al., 2011)., por consiguiente, podria
ser que los receptores RTKs posiblemente aparte de activar la cascada MAPKs en
el modelo de inhalacién a V, activen las Rho GTPasas, como la RhoA, la
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cual se expresa en ED de distintos tipos neuronales, (Hashimoto et al., 1999;
Olenik et al., 1997) donde juega un papel esencial en su formacién, maduracion y
mantenimiento (Tashiro et al., 2000) a través de la influencia sobre el citoesqueleto
de actina (Govek et al.,2005). Asi, una vez que RhoA es activada, se une y activa a
la cinasa ROCK Il (proteina cinasa Il asociada a Rho), siendo esta ultima altamente
expresada en varias areas cerebrales, incluyendo las neuronas piramidales del
hipocampo (Hashimoto et al., 1999), esta cinasa regula la dinamica del
citoesqueleto por medio del siguiente mecanismo: ROCK Il incrementa la
fosforilacion de MYL/MLC (cadena ligera de miosina) por fosforilacion directa de
MYL (cadena ligera esencial de miosina) e inhibe a la fosfatasa de MYL (MLC-P)
(cadena ligera de la miosina fosforilada) a través de la fosforilacién de la miosina
fosfatasa vinculada con la subunidad 1 (MYPT1) (Figura 22) (Macias-Silva et al.,
2016; Castafieda et al., 2015), produciendo asi la contractilidad de la actomiosina,
lo cual probablemente induciria la pérdida de las ED en el hipocampo del grupo
expuesto a V.

RHOA RAC
ROCK PAK
4 N et
p MYPT1 LIMK
I}
MLCP 1
COFILIN
mc <— P mic J_
|_, Modulacion
de actina

Figura 22. Vias relacionadas con la activacion RAC y RhoA
(Tomado de Castarieda et al., 2015).

Asimismo, Garcia-Rojo y colaboradores en el 2017 en un modelo de
depresion, se empled un farmaco (Fasudil) inhibidor de ROCK, en este estudio se
evidencio que el farmaco evitaba el aumento en los niveles de MYPTL1 y la pérdida
de espinas en las dendritas secundarias de las neuronas piramidales de la region
CA1 del hipocampo, sugiriendo que la interrupcion de la via Rho-ROCK Il y/o la
inhibicion de otras cinasas podria potencialmente evitar la pérdida de ED en las
neuronas del hipocampo. A su vez, ROCK también fosforila a la cinasa LIMK
(Figura 22), la cual inhibe por fosforilacion a la proteina despolimerizadora de actina
llamada cofilina, lo que lleva a la estabilizacion de actina (Macias-Silva et al., 2016),
Ademas, bajo la activacion de RhoA, ROCK Il también se asocia y fosforila a
profilina (Da Silva et al., 2003; Witke et al., 2001) que una vez activada, también
promueve la estabilidad de la actina incrementando los niveles de su forma
filamentosa. Debido a que el V compite con los grupos fosfatos al tener una similitud
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estructural y electrénica con éstos (Mukherjee et al., 2013), el V podria alterar la via
activada por la RhoA, afectando la fosforilacion que inhibe a la cofilina, resultando
quizas en la activacion de esta proteina que contribuye al acortamiento de los
filamentos (Macias-Silva et al., 2016), lo cual induciria la alteracién en la morfologia
y por ende a la funcion sinaptica de las ED (Meng et al., 2002), resultando
posiblemente en la retraccion de las mismas, ocasionando la pérdida de éstas.
Asimismo, al ser alterada la via, la fosforilacién de la profilina se ve afectada por
el V, al competir éste con los grupos fosfatos, lo cual alteraria la funcion de ésta,
que es la de cambiar el nucleétido de la actina de ADP a ATP para promover la
polimerizacion a modo de filamentos (Goldschmidt-Clermont et al., 1990)
(Pollard et al., 2000), al interferir el V con la fosforilacién de la profilina, podria afectar
la fosforilacion que requiere la actina-ADP para ser actina-ATP y poderse
polimerizar (Paniagua et al., 2007), aunado a esto, se ha reportado que la profilina
esta involucrada en la regulacion de la plasticidad morfolégica dependiente de
actina en las ED en neuronas piramidales hipocampales (Ackermann y Matus,
2003), por consiguiente la posible alteracién de ésta, ocasionada por el V, pudo
provocar la pérdida de ED.

Aunado a esto, en el mismo modelo de inhalacién a V20s, se ha reportado
disminucién de diferentes proteinas del citoesqueleto como la y-tubulina (Mussali-
Galante et al., 2005), ademas se ha evidenciado el decremento en los niveles de
actina en células testiculares (Rodriguez-Lara et al., 2013), debido a que la actina
al igual que otras proteinas del citoesqueleto es muy susceptible al efecto del estrés
oxidante (Hertelendi et al., 2008) inducido en este caso por V, lo anterior indica que,
posiblemente ocurri6 una disminucién de actina de las ED, dafiando asi el
citoesqueleto, alterando la estabilidad y plasticidad de las espinas y causando asi
la pérdida de éstas.

La pérdida de ED también podria deberse a la alteracion en la fosforilacion de
la proteina espinofilina (Sph), también llamada neurabina Il (Feng-Jian et al., 2000;
Ayako-Satoh et al., 1998), la cual se expresa principalmente en el SNC en las ED.
Se ha identificado a la Sph como una proteina que regula el citoesqueleto a través
de su union a F-actina (Ferrer-Sanchez, 2009; Sarrouilhe D et al., 2006), por lo que
el V al competir con los grupos fosfatos (Mukherjee et al., 2013), quizas alteraria la
fosforilacion de la Sph al unirse a uno de los sitios de fosforilacion (serinas 94 y
177), lo cual podria afectar su union a la F-actina y asi alterar la estructura de las
ED (Futter et al., 2005; Hsieh-Wilson et al., 2003; Ferrer-Sanchez, 2009).

Otra posible explicacion a la disminucion de las ED, es la citotoxicidad
ocasionada por el estrés oxidante inducido por el V (Korbecki et al., 2012), ya que
el aumento en los niveles de ERO, producen que la neurona presinaptica libere el
neurotransmisor excitatorio glutamato, el cual activa los receptores glutamatérgicos
(NMDA) de la neurona postsinaptica, la entrada de glutamato (Glut) junto con la
presencia de especies reactivas llevan a un aumento de los niveles intracelulares
de Ca?*, este aumento de los niveles de Ca?*y 6xido nitrico en la mitocondria hace
gue disminuya la produccién de ATP y se forme el poro de transicion mitocondrial
(MTP), el déficit de ATP no permite el funcionamiento de las bombas dependientes
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de ATP gue se encuentran en la membrana citoplasmica, este hecho provoca una
entrada masiva de agua (H20) y sodio (Na*) y una salida de potasio (K*) causando
edema celular y muerte por necrosis (Angoa-Pérez y Rivas-Arancibia., 2007).
Asimismo, cuando el aumento de Ca?* se mantiene por mas tiempo, se activan las
proteasas, lipasas y endonucleasas.

La activacion de proteasas dependientes de Ca?* puede dafiar al citoesqueleto
y a las proteinas de membrana. La activacion de las lipasas, cataliza la hidrdlisis de
los fosfolipidos de la membrana. Ademas la activacion de las endonucleasas
dependientes de Ca?*, provoca fragmentacion del DNA el cual es un evento
importante en la apoptosis (Halliwell B y Gutteridge, 1999). Debido a esto, es posible
que se retraigan las ED como un mecanismo ante la citotoxicidad para evitar la
muerte neuronal, ya que al disminuir la cantidad de ED disminuyen los contactos
sinapticos y con esto la posible citotoxicidad (Avila-Costa et al., 2006 y 2004).

Por otra parte, la pérdida de espinas, ademas podria estar relacionada conun
aumento en la actividad de las metaloproteinasas dos y nueve (MMP-2 y MMP-9)
en el hipocampo como indico Colin-Barenque y colaboradores en el 2008, en este
estudio el aumento de las metaloproteinasas se relacioné con la pérdida de ED,
debido a que, al modificar el microambiente pericelular de las neuronas, quizas se
altere el mantenimiento y formacién de las espinas (Michaluk et al., 2011).

Grupo expuesto a V205 tratado con carnosinay vitamina E

A diferencia de lo esperado los ratones expuestos a V20s y tratados con
carnosina y vitamina E de forma simultanea, presentaron mayor pérdida de ED en
comparaciéon no solo con el grupo control, sino ademas con todos los grupos
experimentales, hallazgo que podria explicarse por la inconsistencia en los efectos
de la vitamina E como reporta Rietjens-M y colaboradores en el 2002, proponiendo
que esta inconsistencia puede estar relacionada con la funcidon y comportamiento
quimico complejo de la vitamina E, siendo capaz de tener propiedades
antioxidantes, neutras o prooxidantes. Este comportamiento dual es representado
en la Figura 23.

[lOg] 4
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reactivo

I o-TOH'  Aumento
Neutral - - = -1-"-" === — -
Oxidante

L. mas reactivo
Antioxidante

o-TOH- Agotamiento

>
>

Reactividad del radical
Figura 23. Actividad pro y antioxidante de Vitamina E
(Tomado y modificado de Shane y Stocker, 2000).
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La actividad prooxidante de la vitamina E descrita en la Figura 23, esta
mediada por el aumento en los niveles de a-tocoferol y por la elevada reactividad
de un radical oxidante, posiblemente como los generados por el V (O2;, H202 y OH))
(Shane y Stocker., 2000; Korbecki et al., 2012).

Aunado a esto, el mecanismo representado en la Figura 24 indica que el
aumento antes mencionado en los niveles de vitamina E, provoca incremento en los
niveles de radicales a-tocoferoxil (a-TO:) generando estrés oxidante, debido a que
estos radicales inician por si mismos el proceso de peroxidacion lipidica, causando
asi dafno a los lipidos de las membranas y a biomoléculas (Catala, 2006). Este
proceso se inicia cuando el a-tocoferol dona un Hidrogeno (H*) de su grupo (OH),
convirtiéndose en un radical a-TO-, el cual es inocuo, sin embargo al reaccionar con
un hidrogeno bisallic (LH") éste le dona un (H*) y se genera un radical lipidico (L),
este radical es rapidamente atacado por el Oxigeno (O2) para formar un radical
peroxilo (LOO"), el cual en presencia de LH: crea hidroperéxidos y L, que reaccionan
con a-TO: dando origen a productos deletéreos de la peroxidacion, tales como MDA
regenerando el radical a-TO-. Este proceso se repite en forma ciclica, propagandose
asi la peroxidacion lipidica. De esta manera la vitamina E seria prooxidante
(Figura 24).

CH, CH
CHs Y cH
HsC 0 , HC 0
CiHn -¢" -H CysH
HO e 4
CH, CHy
a-TOC-OH a-TOC-0 +LH —> aTOC-OH+L
1 ‘ 's0, —> 100
LOO +LH —= LOOH+L
AOX-0 AOX-OH |

Peroxidacion lipidica

Figura 24. Mecanismo de accién prooxidante de la vitamina E
(Tomado y modificado de Rietjens M et al., 2002).

Con relacién a lo anterior, un meta-analisis reciente ha concluido que la
administracion de dosis altas de vitamina E, pueden no ser eficientes para prevenir
las enfermedades degenerativas cronicas y de hecho, pueden aumentar la
mortalidad (dosis aproximadamente superior a 150 Ul/d), por lo que deben evitarse
(Miller 11l et al., 2005). Lo anterior podria relacionarse con la discrepancia en los
resultados obtenidos entre el grupo expuesto a V y tratado con antioxidantes, y los
trabajos empleados como antecedentes, en los cuales si se vio neuroproteccion
(Tabla 2). Es posible que esta diferencia se deba a la dosis empleada en este grupo,
la cual es mayor en comparacién con los trabajos previos, asi como el tiempo en el
qgue fue administrada, por consiguiente la dosis elevada en este grupo podria estar
relacionada con un posible efecto prooxidante.
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Tabla 2
Antecedentes de vitamina E

Trabajo Dosis Tiempo
~ 200mgkgim  4semanas
Omer-Bastanci 100 mg/kg/i.p 10 dias
et al (2010)
Annahézi et al 100 mg/Kg/i.p 5 dias
(2007)
Essam-Eldin 15 mg/i.p Una sola dosis
et al (semana)
(2013)

La fila azul indica la dosis empleada de vitamina E en el presente trabajo.

Esta accion se veria anulada si el nivel entre los antioxidantes estuviera
equilibrado, por consiguiente la accion prooxidante de los radicales tocoferoxil seria
inhibida. Sin embargo en caso del grupo expuesto a V y tratado con antioxidantes,
posiblemente ocurrié lo contrario. Quiz4 al aumentar el nivel del a-tocoferol, se
incrementaron los radicales tocoferoxil, lo cual probablemente potencié el estado de
estrés oxidante iniciado por las ERO generadas por el V en el hipocampo, siendo
esta area del cerebro mas susceptible al estrés oxidante, debido a que el V
disminuye significativamente el nivel de antioxidantes en el hipocampo en
comparacion con otras regiones del cerebro (Cuesta et al., 2011). A su vez, se ha
reportado en modelos in vitro que las dosis elevadas de vitamina E pueden
desplazar a otros antioxidantes liposolubles (y-tocoferol) (Huang y Appel, 2003)
e inhibir la Glutation-S-transferasa (GST) (Haaften et al., 2003), alterando asi el
equilibrio en los niveles de antioxidantes y aumentando la vulnerabilidad al dafio
oxidante. Por lo cual es posible que el estrés oxidante generado por el V, al ser
probablemente potenciado por los radicales tocoferoxil, no pudo ser combatido de
manera eficiente por los démas antioxidantes, incluyendo a la carnosina. Lo anterior
explicaria por qué la pérdida de ED es significativamente mayor en este grupo, en
comparacion con el grupo expuesto a V, ya que al aumentar la citotoxicidad, es
probable que la retraccion de espinas se haya incrementado, esto como un posible
mecanismo para evitar muerte neuronal (Rietjens-M et al.,2002).

Por otra parte, se ha evaluado la eficacia de la vitamina E en la EA por
Petersen y colaboradores en el 2005, los cuales no encontraron diferencias
significativas en la tasa de progresion en la enfermedad de EA, al no haber ningin
beneficio en pacientes con deterioro cognitivo leve, al administrar vitamina E
(2000 Ul/dia). A su vez, Lloret y colaboradores en el 2009 reportaron que la
administracion de vitamina E (800 Ul/dia) tenia efectos diversos en pacientes con
la EA, siendo eficaz en algunos al reducir el estrés oxidante y perjudicial en otros,
al disminuir la cognicion y no prevenir el estrés oxidante. Llegando a la conclusiéon
que la administracién de vitamina E en pacientes con EA, no puede recomendarse
sin la determinacion de su efecto antioxidante en cada paciente, debido a
las variaciones interindividuales del efecto de a-tocoferol, que podria actuar
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como pro-oxidante en algunos casos (Abudu et al, 2004; Bowry et al., 1995;
Miller 11l et al., 2005). Por lo tanto, la administracion de un antioxidante como la
vitamina E no siempre ejerce el efecto protector, debido a que su efecto puede
depender del sutil equilibrio redox dentro de las células y del equilibrio dentro de la
red completa de antioxidantes celulares (Rietjens-M et al., 2002).

En cuanto a la carnosina, esta no atento la pérdida de ED debido al posible
efecto prooxidante de la vitamina E que probablemente potencio el estado de estrés
oxidante iniciado por las ERO generadas por el V, aumentando asi el desequilibrio
entre antioxidantes y las ERO., sugiriendo asi que la administracién de carnosina
no brindo neuroproteccidn en este grupo posiblemente porque se potencié el estado
de estrés oxidante y no necesariamente por la dosis empleada (2 g/L/dia). Lo
anterior se sugiere por los resultados obtenidos en un modelo in vitro, donde se
evidenci6 que la carnosina actuaba como prooxidante, sin embargo los
investigadores atribuyen este resultado a las concentraciones menores que
emplearon de carnosina (1ImM y 5mM) en comparacion con estudios previos, donde
la concentraciéon de carnosina era significativamente mayor (200 mM) resultando
en un antioxidante eficaz (Bekhit et al., 2004). Asimismo, lo anterior se relaciona
con el posible efecto prooxidante de la carnosina en la regién CA1 del hipocampo,
en el mismo modelo de inhalacién a V, al provocar incluso mayor pérdida de ED en
el grupo de ratones machos expuestos a V20s y tratados con carnosina en
comparacion con el grupo de ratones machos expuestos solo a V20s (Valencia-
Segura et al., 2013), sugiriendo que esté resultado se deba a la dosis empleada (1
mg/kg/dia), la cual es inferior en comparacion con la dosis utilizada en el presente
estudio (2 g/L/dia) y con las dosis utilizadas en trabajos previos, en los que se
evidencio la eficacia de la carnosina como antioxidante, al disminuir el estrés
oxidante en el cerebro (Tabla 3). Aunado a esto, es posible que, al emplear una
dosis mayor a 1 mg/kg/dia, como es el caso del presente estudio (2 g/L/dia), ya sin
la administracion de la vitamina E debido a sus efectos adversos, la carnosina
podria tener un efecto neuroprotector en la region CA1 del hipocampo.

Tabla 3
Antecedentes de carnosina

Trabajo Dosis Tiempo
Valencia-Segura et al 1 mg/kg/dia/oral 4 semanas
2013

Aydin et al 2010 250 mg/kg/diali.p 4 semanas
Betul-Kalaz et al (2012) | 250 mg/kg/i.p (5 ala 21 dias

semana)

La fila azul indica la dosis empleada de carnosina en el presente trabajo

En cuanto a la posible explicacion de que la carnosina a la misma dosis
(1 mg/kg/dia) en el mismo modelo de inhalacién, brinda neuroproteccién a distintas
partes del cerebro como en corteza motora y bulbo olfatorio, (Perete-Cortes, 2016;
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Reséndiz-Avendario, 2014) salvo en la region CA1 del hipocampo, esto es probable
gue se deba a que el hipocampo, es una de las regiones mas susceptible al estrés
oxidante (Cuesta et al., 2011), siendo incluso una de las principales estructuras
dafiadas en enfermedades neurodegenerativas como en la EA (West MJ et al.,
2004) y que a diferencia del giro dentado que al igual que la regién CA1 forma parte
de la regién hipocampal, en la region CA1l no se generan células progenitoras
neuronales (neurogenesis) (Ramirez-Rodriguez et al., 2007).

Por otra parte, lo mencionado con anterioridad hace referencia a los estudios
en los que se empled un solo antioxidante, en cuanto a los trabajos en los que se
emplearon dos antioxidantes de forma simultanea (tabla 4), se reportd disminucién
en marcadores de estrés oxidante (MDA y DC) en el cerebro (Coban J et al., 2013),
cabe destacar que la dosis y la via de administracion fue diferente a la que se ocup6
en el presente estudio, por lo que no se tiene la certeza que esta dosis sea eficaz
para la neuroproteccion en la region CA1 del hipocampo.

Tabla 4
Antecedentes de vitamina E y carnosina

Trabajo Compuesto

Dosis Tiempo  Tejido

Kumral et al Vitamina E 200 mg/kg/i.m/cada Hepatico
(2015) tercer dia 12 dias Cardiaco
Renal

Carnosina 250 mg/Kgl/i.p/dia
Coban et al Vitamina E 200 mg/Kg/i.m/2 Hepatico
(2013) veces por semana 2 meses Cardiaco
Nervioso

Carnosina 250 mg/Kg/i.p/5

dias por semana

La fila azul indica el antecedente directo del presente trabajo

En cuanto al trabajo realizado por Giris M y colaboradores (2014) en el cual
se emplearon las mismas dosis tanto de vitamina E como de carnosina que en el
presente trabajo, se evidencid una disminucion del estrés oxidante, sin embargo hay
gue destacar que el tejido hepatico es menos susceptible a sufrir dafio oxidante,
mientras que el tejido nervioso es mas susceptible (Coban J et al., 2013), lo cual
podria explicar porque aunque se administraron las mismas dosis, no se observé
neuroproteccién de los antioxidantes en la region CA1 del hipocampo, lo cual como
se menciond previamente, podria deberse al efecto proxidante de la vitamina E el
cual posiblemente potencié el estrés oxidante producido por el V, por lo que la
carnosina no pudo actuar de manera eficaz. Asi pues, probablemente seria mejor
aumentar las defensas antioxidantes endégenas como en este caso la carnosina
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gue dar antioxidantes exodgenos (Gémez-Cabrera et al., 2008; Vifia J et al., 2007),
como la vitamina E (Lloret et al., 2009).

Grupo tratado con carnosina

El grupo de ratones tratados con carnosina, presentaron disminucién en la densidad
espinosa en comparacion con el grupo control, aunque esta diferencia fue minima
(1 unidad), si bien es significativa por el numero elevado de datos (400), no se tiene
la certeza si esto tiene una relevancia funcional. Como lo demostr6 Perete-Cortes
en el 2016 en el mismo modelo de inhalacién a V20s, donde una menor cantidad de
ED en neuronas piramidales de ratones tratados con carnosina en comparacion con
el grupo control, no se reflej6é en la actividad motora.

Grupo tratado con vitamina E

El grupo de ratones tratados con vitamina E, presentaron mayor pérdida en el
namero de ED en comparacion con el grupo control, lo anterior posiblemente esté
relacionado con los resultados obtenidos por Coban J y colaboradores en el 2013,
ya que, al administrar la misma dosis que en el presente estudio, reportaron un
aumento significativo en los niveles de MDA y DC en el grupo tratado con vitamina
E en comparacién con el grupo control.

Por otra parte, en el presente grupo se observé mayor pérdida en el niumero de ED
en comparacion con el grupo tratado con carnosina, lo anterior podria estar
relacionado con los resultados obtenidos en el grupo expuesto a V y tratado con
carnosina y vitamina E, en el cual se sugiere que la pérdida de ED se debe al posible
efecto prooxidante de la vitamina E y no necesariamente por la administracion de
carnosina.

Grupo tratado con carnosinay vitamina E

El grupo de ratones tratados con los dos antioxidantes de forma simultanea, no
presentaron diferencias significativas en la densidad espinosa en comparacién con
el grupo control, lo cual indica que el numero de ED no se ve afectado por la
administracion simultanea de carnosina y vitamina E.
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VIIl. CONCLUSION

Con base a los resultados se puede concluir que la administracion simultanea de
vitamina E y carnosina no atenda la pérdida de ED de las neuronas piramidales de la
region CA1 del hipocampo provocada por la inhalacién de V20s, de hecho, es el grupo
que presentd mayor pérdida de espinas, posiblemente por el efecto prooxidate de la
vitamina E que probablemente potencio el estado de estrés oxidante iniciado por las
ERO generadas por el V.

La relevancia de este estudio se relaciona con la importancia de evaluar el efecto
neuroprotector de antioxidantes administrados de forma simultanea como la
carnosina y vitamina E ante la exposicion de V, el cual induce estrés oxidante, siendo
este un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.
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X. ANEXO

Soluciones empleadas en la Técnica rapida de Golgi
Material:

Solucién A (Osmico dicrémica)

+ 300 mL de agua destilada

« 8 gramos de dicromato de potasio (K2Cr207).

« lgramo de Tetradxido de Osmio (OsOa4).

Solucion B (Solucion argéntica)

« Nitrato de Plata (AgNO3) 0.75%
» Agua destilada
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