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Resumen

Objetivos: se ha demostrado que el microtitanio puede tener efectos sobre el sistema nervioso. En el presente estudio,
examinamos el efecto del microtitanio en la actividad espontanea durante el periodo de suefio y al darse actividad
nerviosa autdnoma en ratones.

Meétodos principales: se (utilizaron)cogieron ratones del Instituto de Investigacion del Cancer (ICR, por sus siglas en
inglés) y se dividieron en dos grupos (grupo placebo y grupo con microtitanio) que se encontraban en unos
habitaculos con laminas de goma impregnadas de microtitanio o ldminas placebo. En ambos grupos se midio el
movimiento activo espontaneo, los parametros metabdlicos y la variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV, por sus
siglas en inglés).

Conclusiones clave: la actividad espontanea durante el periodo de luz disminuyo en los ratones que se encontraban
rodeados de laminas con microtitanio en relacion con los ratones rodeados de ldminas placebo. Asimismo, el
microtitanio redujo el nivel de noradrenalina urinaria. Se evalu¢ la variabilidad de la frecuencia cardiaca utilizando
un sistema telemétrico y se calculd la actividad nerviosa autdnoma. El andlisis espectral de potencia de los datos del
intervalo R-R reveldé que la banda de alta frecuencia, que muestra la actividad parasimpatica, aumentd
considerablemente por el microtitanio, mientras que el ratio espectral de potencia entre la baja y la alta frecuencia
disminuy6 en aquellos ratones que se encontraban rodeados de laminas con microtitanio, en comparacion con los
ratones rodeados de ldminas placebo.

Importancia: el microtitanio favorecio el descanso después del periodo de suefio regulando la actividad nerviosa
auténoma, lo cual indica que el microtitanio tiene un efecto relajante.
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Introduccion

El titanio es uno de los elementos de transicion y se utiliza como componente de varios
materiales, como en las aleaciones de metales y en pinturas. En el campo médico, se
utiliza para la fabricacion de dispositivos implantables, debido a su alta
biocompatibilidad. Ademas, el titanio cuenta con algunos efectos beneficiosos, como la
actividad antiinflamatoria y antioxidante y el favorecimiento del aumento de las células
nerviosas (Carballo-Vila et al. 2008; Overgaard et al. 1998; Sahlin et al. 2006; Suzuki et
al. 2003). Asimismo, se ha sugerido que hay algun tipo de titanio procesado que puede
influir en el sistema nervioso de los mamiferos, ya que se reduce el potencial de accion
compuesto y la transduccion de sefales en el nervio ciatico (Cehreli et al. 2003; Onur et
al. 2004). En un estudio previo reciente (Korte 2008), se demostrd que, aunque haya un
espacio entre el metal y las neuronas, el tratamiento con microtitanio (particulas de
titanio cuyo diametro es de solo unas micras) reducia el potencial de la membrana en
reposo y la tasa de disparo del potencial de accion de neuronas piramidales en rodajas
del hipocampo del ratén. Dichos efectos del microtitanio en las neuronas piramidales
podrian aliviar la sensacion de dolor. Estas observaciones nos llevaron a la hipotesis de
que el titanio procesado podria eliminar la excitabilidad neuronal, asi como también
podria regular el potencial de la membrana de otras neuronas, como las que se hallan en
los nervios autonomos. El sistema nervioso autonomo es uno de los encargados
principales de controlar el sistema cardiovascular (Julius y Johnson 1985; Kawashima
2005; Schultz et al. 2007), las funciones de los drganos internos (Kiba 2002; Tougas
1999) y la inmunidad (Bellinger et al. 2008; Nance and Sanders 2007). Por
consiguiente, el trastorno prolongado del equilibrio entre la actividad simpdtica y
parasimpatica lleva a distintos desordenes. El sistema nervioso autonomo esta asimismo
muy asociado a las emociones, la excitacion y el estrés, y su actividad refleja el estado
mental. El estrés mental induce a la elevacion de la actividad de los nervios simpaticos
(SNA, por sus siglas en inglés) y provoca excitacién (Ziegler et al. 1993). Si el
microtitanio pudiera eliminar la actividad de los nervios simpaticos, podria regular
respuestas anormales, como las anormalidades cardiovasculares causadas por el estrés
psicologico. Es decir, si el microtitanio induce la predominancia de la actividad
parasimpatica (PSNA, por sus siglas en inglés) en la actividad simpatica, podria ejercer
un efecto relajante. Para investigar esta hipotesis, estudiamos el efecto del microtitanio
en el sistema nervioso auténomo y el estado emocional de los ratones. Al cambiarles el
habitaculo, los ratones se alteran y se mueven activamente en sus jaulas, con lo que su
tiempo de suefio se ve fuertemente reducido. Si tener a los ratones en una jaula con
microtitanio redujera la actividad simpdtica, se podria reducir su alteracion y se
contribuiria a la prolongacion del tiempo de suefio. Por ello, examinamos el efecto del
titanio en un modelo de estrés psicoldgico murido.
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Materiales y métodos
Preparacion de la lamina de goma con microtitanio

El microtitanio se produjo rompiendo titanio hasta alcanzar un didmetro medio de 26,7
um (Phiten Co., Ltd. Kyoto, Japdn). Posteriormente, se prepar6 una lamina de goma que
contenia microtitanio en una concentracion del 0,94% p/p, asi como una ldmina de
goma sin microtitanio a modo de placebo, y éstas se engancharon a las paredes de las
jaulas, por dentro y por fuera.

Los animales y el diseiio experimental

Este estudio cumpli6 con todos los principios y normas del Japanese Council on Animal
Care' y fue asimismo aprobado por el Committee for Animal Research® de la Kyoto
Prefectural University (permiso N.° M19-42). Los ratones (de diez semanas de vida) del
Institute of Cancer Research® (ICR) se obtuvieron de Shimizu Laboratory Supplies Co.,
Ltd. (Kyoto, Japén) y se aclimataron durante seis semanas en una sala con aire
acondicionado (22 £ 2 °C) con un ciclo de luz/oscuridad de doce horas (las luces
estuvieron encendidas de 07:30 a 19:30 horas). Utilizamos Unicamente ratones macho,
puesto que la actividad espontanea de las hembras se ve afectada por el ciclo menstrual.
Los ratones se dividieron en dos grupos: un grupo de control y un grupo con
microtitanio. En ambos grupos se midid6 el movimiento activo espontaneo, los
parametros metabolicos y la variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV, por sus siglas
en inglés). Se evaluo a los ratones del grupo con microtitanio en jaulas con laminas de
goma que contenian microtitanio, mientras que la evaluacion de los ratones del grupo de
control se realiz6 en jaulas con laminas de goma placebo. Ademas, para examinar el
efecto del microtitanio, se expuso a los ratones a una ldmina con microtitanio envuelta
en aluminio. A las 7:30, se dispuso a los ratones en jaulas individualmente; se les
permitio moverse libremente y tuvieron acceso a su comida habitual y a agua potable.
Se comenzaron todas las evaluaciones a partir de las 19:30.

Determinacion de la actividad espontanea y de la tasa metabolica

Se examino la actividad espontanea de cada raton tal y como se ha descrito (Shibakura
et al. 2006) con multiples lentes (Kyohritsu Electronic Industry Co.,Ltd., Osaka, Japon)
que detectan la radiacion infrarroja que emitieron los animales durante doce horas a
partir de las 19:30. El movimiento activo se evalud segin un recuento unitario cuando el
animal se movia de una zona del area de medicidén, que a nivel Optico estaba dividida
por las lentes multiples, a otra zona vecina. Los ratones eran sedentarios y no estuvieron
sujetos a ningun tipo de ejercicio antes de realizar las mediciones. Los computos totales
se calcularon mediante la suma de todos los recuentos durante un periodo de doce horas.

A su vez, se efectud un andlisis calorimétrico indirecto para evaluar la actividad
metabolica en reposo. Se han descrito anteriormente (Aoi et al. 2008) los detalles de la
medicion calorimétrica indirecta de los ratones. Resumidamente, se midio el consumo
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de oxigeno y la produccién de dioxido de carbono cada tres minutos durante doce horas
mediante un analizador metabolico para animales pequefios (MK-5000R, Muromachi
Kikai, Tokyo, Japén). A continuacion, se calculd el cociente de intercambio respiratorio
(RER, por sus siglas en inglés) a partir del nivel de consumo de oxigeno (VO2) y la
produccion de didxido de carbono (VCO2).

Andalisis de la HRV

Con tal de evaluar la actividad auténoma, realizamos un andlisis espectral de potencia
de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (Lanfranchi y Somers 2002; Stein y Kleiger
1999). Se obtuvieron electrocardiogramas mediante el uso de un sistema telemétrico
para ratones (Daiya Medical Co., Ltd., Tokio, Japon). Se implantd subcutaneamente un
pequefio transmisor en el lomo de cada raton (bajo los efectos de la anestesia) y, a cinco
dias del registro, se les insertaron electrodos subcutdneamente en la parte superior del
pecho y en el abdomen. Se registro la frecuencia cardiaca (HR, por sus siglas en inglés)
en los ratones que estuvieron despiertos de las 19:30 hasta las 20:30 en el ECG. Los
datos del ECG se analizaron utilizando una conversion A/D y el espectro de potencia
del intervalo R—R se calculé6 mediante el método de entropia maximo con software
MemCalc (Suwa Trust Co. Ltd., Sapporo, Japén). Las bandas de frecuencia adoptadas
para el andlisis en ratones fueron una banda de baja frecuencia (LF, por sus siglas en
inglés) de 00,75 Hz y una banda de alta frecuencia (HF, por sus siglas en inglés) de
0,75-2,4 Hz.

Nivel de noradrenalina urinario

Los ratones se alojaron en jaulas metabdlicas con laminas de goma (con microtitanio o
placebo) y se tomaron muestras de orina durante 24 horas para poder analizar el
contenido de noradrenalina.

Estadisticas

Todos los datos presentan las medias + el error estandar. Las diferencias entre grupos se
evaluaron mediante las funciones ANOVA unidireccional o test t de Student. Si por
ANOVA se indicaba una diferencia importante, se efectuaba el test de Fisher's PLSD
para determinar la importancia de las diferencias entre los valores medios. En todos los
analisis, se considerd que p<0,05 indicaba la importancia estadistica.



Resultados

La actividad espontdnea y la calorimetria indirecta

Se midio la actividad espontdnea y se realiz6 un andlisis calorimétrico durante doce
horas en el periodo de luz. La actividad espontanea pasadas doce horas se vio
considerablemente reducida en el grupo con microtitanio comparado con el grupo de
control (p=0,031) (Fig. 1). Sin embargo, no se encontr6 tal reduccion cuando la lamina

de titanio estaba envuelta en aluminio. El consumo de oxigeno medio no varid entre
ambos grupos y el RER tampoco se vio alterado por el microtitanio (Tabla 1).

Andalisis de la HRV

Se realiz6 el analisis de la HRV, que se midi6 a partir de intervalos R—R de latidos del
corazdn, durante la primera hora inicial después del movimiento
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Fig. 1. El movimiento activo espontdneo se evalu6 durante el periodo de luz. El recuento motor se midié con
multiples lentes que detectaban la radiacion infrarroja que emitian los animales. Asimismo se calculd el valor
integrado durante doce horas para cada raton. Los valores expresan la media + el error estandar de ocho ratones.
*Diferencias estadisticamente importantes a partir del control en el nivel de p<0,05.

Tabla 1
Rendimiento metabdlico respiratorio.

Control Titanio
Consumo de oxigeno (ml/kg BW/min) 36,4+0,8 36,4+0,6
Cociente de intercambio respiratorio 0,88+0,04  0,91+0,03

La calorimetria indirecta se examind durante el periodo de luz. El cociente de intercambio respiratorio se midio segiin
el consumo de oxigeno y el agotamiento de didxido de carbono. Se calculé el valor medio durante doce horas por
cada raton y los valores expresan la media + el error estandar de ocho ratones.



para evitar el efecto del suefio en la actividad auténoma. Los valores por hora medios de
HR, LF, HF y el ratio de potencia (LF/HF) se calcularon para cada raton después de la
implantacion del transmisor y de los electrodos. La LF era mas baja en el grupo con
microtitanio que en el grupo placebo (Tabla 2). A pesar de que la potencia de LF no se
vio modificada por el microtitanio, la potencia de HF aument6 considerablemente en los
ratones expuestos al microtitanio (p=0,001) (Tabla 2). En los ratones que se
encontraban con las ldminas de microtitanio, la relacion LF/HF también disminuy6 en
relacion con la de los ratones con laminas placebo (p=0,017) (Tabla 2).

Noradrenalina urinaria

Para evaluar la actividad de los nervios simpaticos, el nivel de noradrenalina se midid
en la orina recogida durante 24 horas. La noradrenalina urinaria era considerablemente
mas baja en el grupo con microtitanio comparado con el grupo placebo (p=0,035) (Fig.
2). No obstante, dicha disminucion no se encontré cuando el titanio estaba envuelto en
aluminio.

Discusion

Hemos examinado el efecto relajante en un modelo de estrés psicoldgico para ratones.
Los ratones duermen durante las horas de luz del dia, asi que la actividad espontanea
siempre se reduce durante este periodo. Por consiguiente, el incremento en la reduccion
del movimiento espontaneo percibido en el grupo con microtitanio durante este estudio
deberia darse a causa de la prolongacion del periodo de suefio en el periodo de suefio y
podria indicar un efecto relajante del microtitanio. Ademas, hemos evaluado el efecto
del microtitanio en la actividad autébnoma mediante el andlisis espectral de la potencia
de la HRV que, desde hace tiempo, se ha utilizado como un marcador no invasivo de la
actividad autonoma (Ohnuki et al. 2001; Stein y Kleiger 1999). En este estudio se
definié 00,75 Hz como el espectro de potencia de LF y 0,75— 2,4 Hz como el espectro
de potencia de HF, de acuerdo con estudios anteriores en animales pequefios (Marusato
et al. 1998; Waki et al. 2003). La actividad auténoma se ha evaluado a partir de una
variabilidad R-R en estas frecuencias bajo distintas condiciones estresantes, tales como
cambios en la inclinacidn, estrés mental y actividad fisica (Lanfranchi y Somers 2002;
Terkelsen et al. 2005). La relacion LF/HF, que refleja la actividad de los nervios
simpaticos, se redujo en los ratones que se encontraban rodeados de laminas con
microtitanio, en comparacion con el nivel que presentaban los ratones con ldminas
placebo, junto con una elevacion de la potencia de HF que refleja la PSNA. Asimismo,
el nivel de noradrenalina se segrega principalmente gracias a los nervios simpaticos, con
lo que una disminucion de la noradrenalina urinaria corrobora que el microtitanio
elimina la actividad simpatica.



Tabla 2
Variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Control Titanio
Frecuencia cardiaca (latidos/min) 652+7 634+6
LF (ms2) 1,74+0,14 1,65+0,15
HF (ms2) 2,83+0,16 3,77+0,18*
LF/HF 0,60+0,05 0,45+0,03*

La actividad nerviosa auténoma se determina por el analisis espectral de potencia. La frecuencia cardiaca se registrd
desde el electrocardiograma y se obtuvo por sistema telemétrico de las 19:30 a las 20:30 en ratones que estaban
despiertos. Las bandas de frecuencia se adaptaron para el analisis en ratones: una banda de baja frecuencia (LF) de 0—
0,75 Hz y una banda de alta frecuencia (HF) de 0,75-2,4 Hz. Se calculé el valor medio para una hora para cada ratén.
Los valores expresan la media + el error estandar de siete u ocho ratones. *Diferencias relevantes estadisticamente
respecto al control en el nivel de p=<0,05.
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Fig. 2. Se midi6 el contenido de noradrenalina en la orina recogida durante 24 horas. Los valores expresan la media +
el error estandar de ocho ratones. *Diferencias relevantes estadisticamente respecto al control en el nivel de p<0,05.

Estas observaciones sugieren que el microtitanio podria eliminar la activacion simpatica
generada en los ratones por un cambio de entorno y, consecuentemente, facilitar la
relajacion y la prolongacion de las horas de suefio.

El mecanismo de accion del microtitanio no esta claro, aunque uno de los factores
importantes puede ser la influencia en el umbral de despolarizacion neuronal. Korte
(2008) anuncid que una cinta con titanio podria influenciar la plasticidad sinaptica y que
¢sta reducia considerablemente la tasa de disparo de las neuronas piramidales
individuales comparado con cinta de tipo placebo. En consecuencia, la regulacion del
potencial de la membrana gracias al microtitanio también puede darse en la actividad de
los nervios simpaticos, tal y como se halldé en el estudio anterior. Por otro lado, el
potencial de HF (que indica la actividad parasimpética) era superior en los ratones que
se encontraban rodeados de microtitanio respecto a los que tenian placebo a su
alrededor. Los sistemas simpdtico y parasimpatico pueden interactuar directamente el
uno con el otro (Benthem et al. 2001; Berthoud y Neuhuber 2000; Smith et al. 2002;
Vanhoutte y Levy 1980), de modo que el aumento aparente de la PANS puede haberse



dado en parte por una inhibicidn de la actividad de los nervios simpéticos. A pesar de la
necesidad de realizar mas estudios para determinar el mecanismo mediante el cual el
microtitanio influencia el sistema nervioso autonomo en detalle, se considera posible
que el efecto de modificacidon en el potencial de la membrana del nervio simpatico
alterase el equilibrio autonomo y favoreciera la prevalencia de la PANS por encima de
la actividad de los nervios simpaticos en una situacion de estrés emocional.

Hemos descubierto que no se daba una disminucion de la actividad de los nervios
simpaticos ni de noradrenalina cuando los ratones estaban expuestos a las ldminas de
microtitanio envueltas en aluminio. Asimismo, en un estudio anterior (Korte 2008) se
demostré que se bloqueaba el efecto de la cinta que contenia microtitanio en las
neuronas piramidales colocando una lamina de plomo de 0,5 cm de didmetro entre las
neuronas y la fuente de titanio. Asi, la influencia del microtitanio en las neuronas parece
estar mediado por algtin factor que puede cruzar un espacio abierto pero que no penetra
el metal, como una onda electromagnética, o que afecta directamente al cuerpo a través
de la piel en contacto con la lamina de microtitanio. En ese estudio, el titanio ejercia el
efecto aun y cuando la cinta de microtitanio no estaba en contacto con las neuronas, lo
cual indica que el microtitanio puede afectar a las neuronas aunque haya un espacio
entre el metal y el objetivo. En este estudio, unicamente examinamos una concentracion
de microtitanio del 0,94% en laminas de goma, que es la mayor concentracion que se
puede afiadir a dicha ladmina sin alterar sus propiedades. Asimismo, cabria considerar
estudiar el efecto dosis-respuesta del microtitanio en estudios posteriores, ya que el
efecto del microtitanio en las neuronas puede depender de su concentracion, tal y como
se muestra en el estudio anterior (Korte 2008).

En conclusion, el microtitanio redujo la actividad espontanea en los ratones expuestos a
estrés mental. Asimismo, la actividad de los nervios simpaticos disminuy6 en los
ratones expuestos a microtitanio, segin el analisis espectral de potencia de la HRV,
junto con una reduccién del nivel de noradrenalina urinaria. Estas observaciones
sugieren que el microtitanio propicié un periodo de suefio mas largo mediante la
regulacion de la actividad nerviosa autonoma e indican que el microtitanio tiene un
efecto relajante.
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