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Resumen

Entendemos como contaminacion del aire cualquier alteracion de las condiciones
atmosféricas dada la presencia de sustancias que se encuentran en concentracion
suficiente para ocasionar dafios y afecciones en seres humanos, animales, y
vegetales (Guarneros, 2009). La contaminacion, como ya es bien conocido ha ido
en aumento en las ultimas décadas, sobretodo en zonas urbanas, ocasionada
gracias a las diversas actividades antropogénicas, como lo son la quema de
combustibles fosiles, el uso indiscriminado de automoviles, las industrias, etc;
este problema mundial se ha relacionado de manera importante con dafios
severos a la salud, alteraciones de diversos érganos y con el aumento de la
morbilidad y mortalidad de los habitantes de las ciudades con altos indices de
contaminacion; dichos efectos pueden variar de persona a persona y conforme a
la duracion e intensidad de la exposicion a los contaminantes.

Aunado a la contaminacion podemos encontrar a las particulas suspendidas, que
toman gran relevancia ya que mediante éstas se transportan muchos materiales
organicos e inorganicos entre los que destacan los metales, como es el caso del
vanadio y a través de las cuales estos componentes ingresan al organismo ya sea
por via dérmica, digestiva y de mayor relevancia mediante la via inhalada.

Los estudios que asocian los efectos de los contaminantes en particular del
vanadio con la retina son muy pocos. En el 0jo el sintoma principal del efecto de la
contaminacion es la conjuntivitis o irritacion. En este trabajo se observo el efecto
de la inhalacién de pentéxido de vanadio en la morfologia general de la retina y los
efectos sobre los fotorreceptores en particular en los bastones a diferentes
tiempos de exposicion.

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 de 33 g. se dividieron en grupos de 5
ratones cada uno, incluyendo un grupo control y grupos de inhalacion 1 hora dos
veces por semana durante 4, 8 y 12 semanas. Los ratones fueron sacrificados por
sobredosis de pentobarbital sédico y se enuclearon ambos ojos, los cuales se
procesaron mediante tincion hematoxilina-eosina, inmunohistoquimica contra
rodopsina e inmunohistoquimica contra 4-hidroxinonenal.

Encontramos en la evaluacion de la retina mediante HE diferencias
estadisticamente significativas compradas con el control, observando alteraciones
morfologicas en las capas de la retina a partir de la 4° semana de exposicion,
siendo los fotorreceptores y las capas nucleares las mas afectadas.



En cuanto a la inmunohistoquimica contra rodopsina la presencia del pigmento a
las 4, 8 y 12 semanas de exposicidn es menor comprada con la del control. La
inmunohistoquimica con 4-hidroxinonenal registré la presencia del marcador a
partir de las 4 semanas, asi como a las 8 y a las 12, obteniendo una marca mas
intensa sobre los fotorreceptores y las capas plexiformes, lo cual indica la
presencia de estrés oxidante.

Los resultados indican que la inhalacibn de pentéxido de vanadio produjo
alteraciones considerables en la retina lo cual toma gran importancia en nuestra
vida actual ya que dicho metal se encuentra presente en el aire que respiramos
diariamente e ingresa al organismo a través de las particulas suspendidas a las
gue se adosa.

Palabras claves: Vanadio, Pent6xido de Vanadio (V»0s), particulas suspendidas
(PM), especies reactivas de oxigeno (ROS), peroxidaciéon lipidica, retina,
fotorreceptor, baston, capa nuclear externa (NE), capa nuclear Interna (NI),
rodopsina, 4-hidroxinonenal.
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Introduccion:
Contaminacion atmosférica

El aire que respiramos se encuentra compuesto por un 78% de nitrdgeno, 21%
oxigeno, 0.093% argon y una porcion de vapor de agua; cuando se altera este
equilibrio y cambia su composicion, se genera la contaminacion del mismo, ya
sea por fuentes naturales, o antropogénicas (Ferreira, 2010 ecoportal).

Sustancias quimicas, microorganismos, radiacion de todo tipo, se emiten al
ambiente diariamente y la poblacion se vuele vulnerable antes sus efectos, uno de
los mayores problemas es el hecho que las sustancias persistan en el ambiente y
con esto se acumulen en los seres vivos siendo aun mas toxicos (Curtis, 2011).

La vida moderna, junto con el desarrollo de la tecnologia, ha incrementado la
cantidad de particulas y gases liberados en la atmésfera como consecuencia de
actividades en las que ocurre la combustion de diversos compuestos, la actividad
industrial, el humo del cigarro, los aerosoles, etc. (Mussali, Fortoul, 2008). Una
fuente importante de contaminantes hacia la atmosfera se ha asociado al
incremento en el uso de vehiculos con motores de combustion interna (Bourcier,
2003), los cuales queman gran cantidad de combustibles fésiles (Hales, 2007).
Esta combustion, de acuerdo con las condiciones en que se lleva a cabo, libera
particulas a la atmosfera (Goénzalez, 2010).

En las ciudades se exceden los lineamientos de la calidad del aire recomendados
internacionalmente a pesar de las restricciones cada vez mas fuertes impuestas
por organizaciones internacionales y gobiernos nacionales (Guarneros, 2009). En
particular en la ciudad de México en diciembre de 1994, se establecieron las
normas oficiales mexicanas para la evaluacion de la calidad del aire respecto al
ozono, didxido de nitrogeno, dioxido de azufre, mondxido de carbono, plomo y
particulas suspendidas (NOM-024-SSA1-1993), instaurando los niveles maximos
permisibles de concentracion de estos contaminantes para garantizar la proteccion
de la salud.

Efectos de la contaminacién en la salud

Numerosos estudios epidemioldgicos asocian los altos niveles de contaminacion
ambiental, con el incremento de ciertas enfermedades, tales como el asma,
bronquitis, alteraciones cardiovasculares, cefalea, entre otras (Bourcier, 2003). Por
lo mismo se ha convertido en un importante problema de salud publica,
responsable de la muerte de millones de personas en todo el mundo, sobre todo al
exponerse por tiempos prolongados a la contaminacion, este problema se
incrementa cuando el contaminante es lo que se conoce como particulas finas
(Hales, 2007).



Gran cantidad de estudios, indican que los efectos de la contaminacion no
solamente pueden observarse en el sistema respiratorio ya que otro tipo de
afecciones se han detectado en la sangre y se asocia con alteraciones en la
coagulacion, episodios de trombosis, asi como alteraciones cardiovasculares; de
igual forma se han registrado alteraciones importantes en el sistema nervioso,
como desordenes del suefio, pérdida de memoria, fatiga, temblor en las manos,
vision borrosa, cefalea y migrafia (Fortoul, 2009).

Contaminacion por particulas suspendidas

Las particulas suspendidas que se encuentran en el aire, consisten de un nucleo
de carbon més una mezcla heterogénea de compuestos tanto sélidos como
liquidos. Estas particulas varian en tamafio y composicion quimica dentro de los
cuales se pueden incluir metales de transicion, compuestos aromaticos
policiclicos, hidrocarburos, iones, gases reactivos y material biolégico como
endotoxinas y polen (Fortoul, 2009) .

Las particulas por su emision se distinguen en primarias, las cuales son emitidas
directamente a la atmosfera y las secundarias derivadas de transformaciones
fisicoquimicas de los diversos compuestos (Fortoul, et al. 2011). Estas particulas
se clasifican de acuerdo con el tamafio, composicion y fuente de la que provienen
(Mussali, Fortoul 2008).

Por su tamafio las particulas suspendidas se clasifican en:

- PM 10, diametro <10 pum llamadas particulas gruesas, compuestas por
oxidos de metales, esporas, partes de plantas, polvo, etc.

- PM 25, didmetro < 2.2 um llamadas particulas finas, compuestas por
sulfatos, nitratos y/o amonio, estdn asociadas al incremento y causas
especificas de mortalidad y morbilidad por enfermedades respiratorias y
cardiovasculares.

- PM con diametro -0.1 - 1.0 um son conocidas como particulas ultrafinas e
incluyen compuestos organicos, metales, amonio, etc.

El tamafio de las particulas, determina la porcion del tracto respiratorio en el que
pueden depositarse (Fortoul, 2009), las particulas finas y ultrafinas pueden
penetrar hasta lo mas profundo del tejido pulmonar y con esto llegar al torrente
sanguineo.

Existen varios mecanismos mediante los cuales las particulas ejercen su efecto
toxico, de manera que se ha relacionado con la produccion de citocinas
inflamatorias y la produccion de estrés oxidante, mecanismo de dafio comun a
varios contaminantes , entre los que destacan los metales de transicion como es el
caso del vanadio (Fortoul, 2009, Mussali, Fortoul 2008).

Los 6xidos de vanadio presentes en las particulas de menos de 10 um de
diametro, por ejemplo en cenizas y polvos, producto de la quema de combustibles



fésiles (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006) se han asociado con
alteraciones en la salud.

Los metales como agentes participantes en el dafio por particulas

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, muchos son
micronutrientes y constituyentes esenciales en los sistemas biologicos, sin
embargo en concentraciones altas algunos tienen propiedades toxicas,
genotoxicas y carcindgenas (Rodriguez Mercado, Altamirano-Lozano, 2006).

La asociacion de los metales de transicion solubles como hierro, cobre, cromo y
vanadio a las PM es la manera por la que éstos ingresan a los diversos
organismos y ocasionan en su mayoria estrés oxidante, fendbmeno que puede
ocurrir de dos maneras, debido a la generacion directa de especies reactivas de
oxigeno en la superficie de las particulas (Mussali, Fortoul 2008), o incrementar
los radicales hidroxilo (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano. 2006) mediante
reacciones de tipo Fenton; de otra forma pueden actuar mediante la activacién de
células inflamatorias capaces de generar especies reactivas de oxigeno y
especies reactivas de nitrégeno (Mussali, Fortoul 2008).

En la reaccion de Fenton se genera el radical superdxido o los radicales hidroxilo
a través de los metales de transicion, asociado a mitocondria y peroxisomas, .La
NADPH oxidasa, cataliza la transferencia de un electron desde NADPH hacia el
oxigeno con la formacion del radical superéxido que se convierte rapidamente en
perdxido de hidrégeno, radical hidroxilo (el cual es capaz de atacar a la mayoria
de los componentes celulares) (Fortoul, 2009, Fortoul,2007)

Perdxido de hidrégeno + Hierro -> Radical hidroxilo
H,O, + Fe* — OHs + OH- + Fe®
Radicales libres

Un radical libre (RL) se define como un &tomo o grupo de a&tomos que son muy
reactivos al presentar un electron desapareado o impar en el orbital externo,
dandole una configuracion que genera una alta inestabilidad (Mayor,2010), por lo
qgue tienden a tomar un electrén de moléculas estables, con el fin de alcanzar la
estabilidad electroquimica; ya que esto ocurrié la molécula estable que lo cede se
convierte a su vez en un radical libre al quedar con un electrén desapareado, de
manera tal que se da paso a una reaccion en cadena (Avello,2006)

El problema de este tipo de moléculas es que reaccionan de manera rapida y
continua con todo lo que se encuentre a su alrededor lo que resulta en un gran
dafio en las moléculas y membranas celulares. Para contrarrestar el efecto de los
radicales libres, el organismo produce enzimas tales como las catalasas y
dismutasas que se encargan de neutralizar su efecto, sin desestabilizarse
(Avello,2006)



Especies Reactivas de oxigeno

Las especies reactivas se forman como producto del metabolismo de los radicales
libres, por lo tanto son moléculas oxidantes con alta capacidad de causar dafio en
otras células (Dorado, 2003), como principales efectos generan radicales hidroxilo
y produccion de estrés oxidante (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano,2006).
Las especies reactivas se dividen en Especies Reactivas de Oxigeno (ROS),
Especies reactivas de Nitrégeno (RNS) y Especies Reactivas de Hierro (RIS) y
son moléculas oxidantes que se transforman facilmente a Radicales Libres
(Dorado, 2003).

Aunque en todos los procesos metabdlicos inherentes al organismo, se producen
pequefias cantidades de radicales libres, tal como en el reticulo endoplasmico,
microsomas y peroxisomas, la fuente enddgena principal de ROS es el sistema
mitocondrial de trasporte de electrones, ya que se generan como producto del
metabolismo energético oxidante (Dorado,2003)

El problema para la salud, se presenta cuando el organismo se ve expuesto a una
gran cantidad de radicales libres y por tiempo prolongado, como es en el caso de
los contaminantes atmosféricos (Avello,2006). El oxigeno es un elemento
imprescindible para la vida, pero es la fuente principal de radicales libres, que si
no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos deletéreos sobre la
funcion celular.

Estrés oxidante

Se presenta estrés oxidante cuando existe un desequilibrio bioquimico debido a
la exposicion excesiva y prolongada a oxidantes y/o una capacidad antioxidante
disminuida que se ven sobrepasada por las fuerzas oxidantes, ya que existe un
aumento en la cantidad de ROS o RL, con lo cual se altera el equilibrio y funciéon
celular y se induce dafio a los lipidos, acidos nucléicos, proteinas, etc, contribuye
al desarrollo de enfermedades de tipo degenerativas y al envejecimiento. Los
antioxidantes son moléculas que en concentraciones normales posee afinidad
para interaccionar con los RL o ROS y neutralizar la reaccion (Mayor,2010).

La alteracion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, pueden tener
distintos grados de magnitud, cuando se da un estrés oxidante leve las defensas
antioxidantes son suficientes para restablecer el balance; pero cuando se trata de
estrés oxidante grave se generan alteraciones de suma importancia en el
metabolismo celular, como rompimiento de las cadenas de DNA, aumento en la
concentracién de calcio intracelular, descompartamentalizacién de iones de Fe™y
Cu*? cataliticos, dafios a los trasportadores membranales de iones, cambios en
las proteinas funcionales, enzimas y transportadores (Soledad,2007) vy
peroxidacion de lipidos (Soledad,2007 , Mayor,2010).

-Peroxidacion de lipidos

Las ROS atacan con facilidad a los acidos grasos poliinsaturados, este tipo de
dafio es conocido como peroxidacion lipidica y trae como consecuencia la



afeccién de los lipidos constituyentes de las membranas bioldgicas, que a su vez
modifican las propiedades tales como la fluidez, permeabilidad iénica y el potencial
de membrana, lo que ocasiona la pérdida de la integridad de la célula. Los
peréxidos lipidicos y/o los derivados carbonilicos citotoxicos pueden ocasionar la
inactivacion de enzimas, o bloquear la sintesis de proteinas (Soledad,2007).

El 4-hidroxinonenal surge como producto final de la peroxidacién lipidica, el cual
puede ocasionar alteraciones en las proteinas cuando interacciona con la lisina,
cisteina e histidina (Soledad,2007); Es un a,B-aldehido altamente reactivo que
puede causar muerte neuronal, por medio de la alteracion de ATPasas,
relacionadas con transferencia idnica y la homeostasis del calcio (Christen,2000).
Para determinar el grado de oxidacion del tejido se puede utilizar como
biomarcador y asi cuantificar el contenido de este producto (Soledad,2007).

El tipo de dafio que ocasionan en general las ROS, puede ser reversible o
irreversible dependiendo de factores como el tiempo que dura la exposicion al
estrés y de elementos como la edad, el estado nutricional, factores genéticos del
individuo ; Un estado de estrés oxidante implica dafios toxicos en las células, que
puede producir disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis, este tipo de
dafio es comun en las enfermedades neurodegenerativas y aun no esta claro si
contribuyen iniciando el proceso o es una consecuencia del mismo (Dorado,2003).

El vanadio como contaminante inhalado.

El vanadio es uno de los metales que en los ultimos afios ha incrementado
formando parte de la contaminacion del aire (Cano, 2009) y que ingresa al
organismo por medio de la inhalacién de las particulas suspendidas a las que se
adosa.

Existe como metal de transicién en diferentes estados de oxidacién que van del -1
al +5 y generalmente pasa de un estado a otro por medio de la transferencia de un
electron en procesos redox, siendo un metal que participa en los procesos
biolégicos en forma de anién o cation (Rodriguez Mercado y Altamirano Lozano
2006).

El vanadio forma una amplia variedad de compuestos inorganicos tales como
vanadil sulfato, metavanadato, ortovanadato y pentéxido de vanadio, que pueden
generar ROS, como resultado de la reaccion de Fenton o por su union con el
oxigeno atmosférico (Korbecki,2012).

Los compuestos de vanadio, son genotdxicos y pueden generar la oxidacion de
las bases pirimidicas del ADN, lo que resulta en dafio al material genético y el
posible desarrollo de tumores. Otro mecanismo de los compuestos de vanadio en
células tumorales es la apertura de la permeabilidad de los poros de transicion en
la mitocondria, como resultado la liberacién del citocromo c¢ y la induccién de
apoptosis (Korbecki,2012)



Las consecuencias toxicas de este metal en los organismos vivos, se presentan
debido a su continua emision hacia la atmésfera, lo que eleva sus concentraciones
en el aire y por lo tanto su acumulacién en los organismos (Korbecki,2012). La
entrada de vanadio al organismo puede ocurrir de diversas maneras, la absorcion
por la piel es minima, la ingerida y la inhalada son las méas importantes (Rodriguez
Mercado, Altamirano Lozano. 2006

-Usos del vanadio

Se utiliza en la industria metallirgica, aleaciones de alta resistencia, en la
formacion de amalgamas, preparacion de vidrio, pinturas, colorantes, fungicidas,
insecticidas, fertilizantes, asi como en la produccion de &cido sulftrico y caucho
sintético. También se utiliza en la estructura de piezas para aviones y en
tecnologia espacial (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006).

Su liberacion a la atmosfera es causada principalmente por la actividad humana,
ya que en la naturaleza no se encuentra en forma pura dado que reacciona con
otros elementos. Se genera en la industria, combustion de petroleo, carbon,
aceites de pescado, emisiones volcanicas, incendios forestales, y otros procesos
biogénicos (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano. 2006). La contaminacién por
este metal también se genera en cuerpos de agua como rios, mares o lagos
(Korbecki, 2012).

El pentoxido de vanadio (V20s) es una compuesto de color amarillo-rojizo,
disponible en grandes cantidades en forma de complejos metalicos en todos los
petréleos crudos y materiales de origen fosil; siendo de suma importancia destacar
que los petréleos de América contienen mayor concentracion de este compuesto y
entre ellos destacan el de México y el de Venezuela (Fortoul, et al. 2011).

Como particularidad el pentéxido de vanadio se registra como uno de los
principales elementos en la contaminacién del aire, genera ROS que causan dafio
al DNA, modifica la apoptosis y posiblemente causa cancer (Korbecki,2012).

-Toxicocinéticay Toxicodinamia del Vanadio

Los 6rganos que acumulan vanadio, posterior a su ingreso en el organismo
principalmente son: higado, rifién, hueso, bazo, en menor cantidad en pulmones y
testiculos, asi como el corazon, tiroides, cerebro, masculo esquelético, médula
Osea y tejido graso; por otro lado se conoce por su alta afinidad por el DNA, como
se observa en la figura 1(Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006).

Después de entrar al sistema circulatorio del organismo mediante la via inhalada o
gastrointestinal y absorberse en el sistema, puede encontrarse en estados de
oxidacion I1I, IV y V; el V¥ es reducido a V'Y por el glutatién de los eritrocitos o por
el acido ascérbico o catecolaminas, sustancias reductoras del plasma.



El vanadio es trasportado por la albumina y la transferrina; el V¥ entra a la célula
mediante mecanismos de transporte anionico por los canales de fosfato
principalmente (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006).

Los compuestos de vanadio V (vanadato) son trasportados en el citoplasma y
reducidos al estado de oxidacion IV (vanadil) y finalmente depositados en el
ambiente acido de las vacuolas, como compuestos Ill. En el cuerpo humano, el
vanadio se encuentra como +4 0 +5; los compuestos en estado +5 entran a las
células por via canales aniénicos, cuando se encuentran como compuestos +4, se
hacen permeables a la membrana celular e ingresan por medio de difusion
(Korbecki,2012).

Las ROS generadas mediante la reaccion de Fenton y/o durante la reduccion
intracelular de V¥ a V" por medio de la NADPH, participan en la mayoria de los
eventos intracelulares inducidos por el vanadio (Fortoul,2007); la reaccion
procede con la generacion de peréxido de hidrégeno o de un radical hidroxilo,
(Korbecki,2012).
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Los efectos del vanadio dependen de varios factores, entre ellos el tipo de célula
en el que actua, el tipo de compuesto del que se trate, la dosis, el tiempo de
exposicion y la via (Korbecki,2012).

En un estudio realizado por Fortoul et al, 2002 se detect6 en tejido pulmonar de
autopsias practicadas a residentes de la Ciudad de México comparados con los de
otros Estados de la republica que vivieron en la década de los 90, que la cantidad
de vanadio aument6 en el pulmén, en tanto las concentraciones halladas no
correlacionaron con el género, edad, habito tabaquico, ocupacion o la causa de
muerte (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano. 2006, Fortoul et al., 2011).
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Figura 1. Vias de exposicidn, toxicocinética y toxicodinamia, tomado
de Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006.

Efecto de la contaminacion atmosférica en el Sistema nervioso.

Se cuenta con informacion sobre el efecto que el vanadio produce en el tejido
nervioso: en un modelo de administracion intraperitoneal de metavanadato de
sodio a ratas, se encontr6 que la administracion del compuesto por 5 dias
consecutivos altera el metabolismo de los lipidos y la concentracion de proteinas,
junto con la generacion de lipoperoxidacion en el hipocampo y cerebelo, se
registro que atraviesa la barrera hemato-encefélica e induce alteraciones en los
neurotransmisores (Sasi,1994). En el modelo de inhalacion de pentdxido de
vanadio, se encontraron alteraciones en el bulbo olfatorio incluyendo la reduccion
del numero de espinas dendriticas, muerte celular por apoptosis y necrosis,
deterioro de la memoria espacial conforme el tiempo de exposicion (Avila-Acosta,
2007, Colin Barenque et al., 2003, 2004).

Efectos en el ojo

La informacién con la que contamos sobre este tema se ha enfocado
prioritariamente a sintomas por exposicion a gases irritantes que se encuentran
en la atmosfera y que son altamente oxidantes, en las que la exposicion a 6xido
de nitrégeno, dioxido de nitrogeno, ozono, dioxido sulfurico, y particulas
suspendidas gruesas, se asocia con la presencia de conjuntivitis y problemas de
la superficie ocular (Bourcier, 2003).



Los sintomas mas frecuentemente reportados en el ojo son ardor, pesadez del
parpado, prurito, sensacion de cuerpo extrafio dentro del ojo, fotofobia |,
conjuntivitis, reduccién de la visién y cambios en el pH del lagrimal (acidificacion)
(Bourcier,2003).

Dado que la conjuntiva (mucosa ocular) es la mas expuesta al ambiente externo y
con esto a los altos niveles de contaminacién, se han reportando anormalidades y
cambios clinicos, siendo indicadores del dafio potencial en el ojo y representantes
como biomarcador ante los efectos adversos en la salud, inducidos por la
contaminacion ambiental; de cualquier manera el tipo de dafio encontrado es
proporcional al grado de exposicion (Novaes, 2007).

En el caso particular de la conjuntiva, se ha visto hiperplasia en las células
caliciformes, posterior a la exposicion cronica ante contaminantes atmosféricos,
ya que éstas responden ante la irritacion o inflamacidén crdnica que correlaciona
con el NO,, contaminantes primarios como metales pesados, PM10, COy SO,
(Novaes, 2007).

Estudios recientes sugieren que los estilos de vida y los factores asociados a la
contaminacion, afectan la morfologia de la vasculatura de la retina y por lo tanto
pueden presentarse problemas en la microcirculacion de ésta, lo que se ve
reflejado en patologias que afectan al sistema en general (Serre, 2012).

El ojo como estructura blanco del vanadio

» El estrés oxidante se ha relacionado con la degeneracion de células de la
retina, en especial los fotorreceptores (Roger,2012).

= La exposicion aguda a polvos de vanadio, induce alteraciones como la
conjuntivitis (Rodriguez Mercado, Altamirano Lozano, 2006).

= Se ha visto que el vanadato en bajas concentraciones, activa a la
fosfodiesterasa del segmento externo de los bastones aun en ausencia de
luz, casi de la misma manera en que se activa la enzima en presencia de
luz (Del Priore, 1985).

» El vanadato aplicado tépicamente, puede ocasionar inhibicién o activacion
del trasporte de Na+ o Cl- en la cornea de conejo, e influye modificando la
presioén intraocular, haciéndola mas baja y con esto reduciendo la secrecién
del humor acuoso (Mittag, 1984).



Estructura normal del ojo

El ojo es un drgano sensorial complejo receptor del aparato de la vision, se
encuentra en dérganos pares que envian al cerebro dos imagenes algo diferentes
y superpuestas (campos visuales), tratAndose de una vision binocular nos permite
percibir la profundidad y distancia y lograr una imagen tridimensional (Ross, 2012)

El globo ocular se compone de tres capas:
-La tanica fibrosa, capa mas externa que comprende a la esclerdtica y a la cérnea

-La tunica vascular, capa media comprende la coroides y la estroma del cuerpo
ciliar y del iris

-La tunica nerviosa (retina) es la mas interna, se encuentra en continuidad con el
sistema nervioso central a través del nervio optico.

La coroides es un tejido que cuenta con gran vasculatura y pigmentos, comprende
desde la ora serrata en direccion anterior hasta el nervio 6ptico en direccion
posterior, se une a la esclera por medio de filamentos de tejido conjuntivo, lo cual
ocasiona que dichas capas se separen facilmente en la parte anterior, por otra
parte se encuentra fuertemente unido al nervio Optico y al epitelio pigmentario de
la retina. La circulacion de la coroides también nutre al epitelio pigmentario y a la
retina hasta la cara externa de la capa nuclear interna (Ryan, 2009).

La arteria oftalmica, es la primera rama de la arteria carétida interna, se divide en
una arteria ciliar posterior lateral y una medial antes de perforar la esclera; cada
uno de estos vasos se divide en una arteria ciliar posterior larga y un namero
variable de arterias ciliares posteriores cortas, la entrada por la esclera transcurre
en direccién anterior a través del espacio supracoroideo, hacia los puntos de
ramificacion cercanos a la ora serrata (Ryan, 2009).

El cristalino es bicdncavo y transparente, se mantiene a través del ligamento o
zonula ciliar, el cual se inserta sobre el cuerpo ciliar, de frente se encuentra el iris.
El ojo posee tres compartimientos, cadmara anterior, camara posterior entre las
cuales se encuentra el humor acuoso, seguido por el espacio vitreo repleto del
cuerpo vitreo (Junqueira, 2005).

-Irrigacion

El ojo se encuentra irrigado mediante la arteria oftdlmica, la primera rama de la
cardtida interna; entra directamente a la 6rbita a través del canal 6ptico y recorre
inferolateralmente al nervio Optico, cuando se divide de manera superior al nervio
Optico, se fragmenta en pequefias ramas. La vasculatura se divide en dos
sistemas, el retinal que provee de sangre a los dos tercios internos de la retina y el
sistema uveal que irriga a la coroides, cuerpo ciliar y capas externas de la retina.
El epitelio pigmentario provee de nutrientes a los fotorreceptores e intercambia
sustancias con la coroides (Beshare, et al. 2011).
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Figura 2 . Irrigacion del ojo.
Imagen tomada de Beshare, et al. 2011.

-Estructura de la Retina

La retina se encarga de procesar todas las sefales visuales que recibe, es decir
es un procesador de informacion construidos sobre un mosaico de conos y
bastones que son las células que responden a luz y producen el cambio de sefial
luminosa a sefiale eléctrica (Ryan, 2009).

Es parte del sistema nervioso central, parte del encéfalo que consta de los mismos
componentes y estructuras especializadas requeridas por los fotorreceptores,
siendo el glutamato el principal neurotransmisor excitador, la retina sensorial se
ocupa de la fototransduccion por medio de los fotorreceptores y la retina neural
consiste en neuronas que llevan a cabo los primeros pasos del procesamiento de
informacion visual (Ryan, 2009).

El epitelio pigmentario (cubico simple) se encarga de la sintesis de melanina y
absorbe el exceso de luz que estimula a los fotorreceptores, también lleva a cabo
la digestion y fagocitosis de los fragmentos externos de los bastones y re-sintetiza
los pigmentos visuales (Junqueira,2005), lo que mantiene estable a los
fotorreceptores.

La capa nerviosa, se encuentra apoyada en la coroides y esta estructurada por
ocho capas celulares mas el epitelio pigmentario, la informacién visual codificada
por dichos fotorreceptores es enviada al cerebro en forma de impulsos
transmitidos por el nervio 6ptico, la cual sera integrada y permitira identificar
imagenes. Estas capas se agrupan de diversas formas de acuerdo con la funcién
o0 la ubicacion celular, Figura 3 (Ross, 2012).
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Capa de conos y bastones: son células con dos polos cuya Unica
dendrita es fotosensible, el otro polo establece sinapsis con otras células
bipolares (Junqueira,2005), en esta capa se encuentran los segmentos
externos e internos de las células fotorreceptoras (Ross, 2012).

Membrana limitante externa: limite superficial de las células de Mduller
(Ross,2012).

Capa nuclear externa: contiene los cuerpos celulares y los ndcleos de
conos y bastones. (Ryan, 2009).

Capa plexiforme externa: se sitla entre la capa nuclear externa y capa
nuclear interna, se encuentran las prolongaciones de los conos, bastones
y otras prolongaciones de las células y neuronas bipolares y horizontales
con las que hacen sinapsis.

Capa nuclear interna: contiene los cuerpos celulares de las, células
bipolares y amacrinas horizontales y también se encuentran los cuerpos de
las células de Muller (Ryan, 2009).

Capa plexiforme interna: entre la capa nuclear interna y la capa celular
ganglionar, se dan las conexiones de células bipolar con células amacrinas
y células ganglionares (Ryan, 2009).

Capa ganglionar contiene células amacrinas desplazadas vy
principalmente células ganglionares que forman las sefiales salientes de la
retina hasta el encéfalo a través del nervio optico (Ryan, 2009).

Capa limitante interna es la lamina basal de las células de Miller, que
separan la retina del cuerpo vitreo (Ross, 2012).

Figura 3 .Imagen histologica de las capas de la retina
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La retina contiene dos tipos de fotorreceptores, siendo los bastones los de mayor
abundancia, especializados para tener una alta sensibilidad en condiciones de
oscuridad o poca luz, los conos son de mayor tamafo y proporcionan mayor
agudeza visual con la luz del dia al ser abundantes los fotones, en los humanos
existe una zona con un valor madximo de células, conocido como fovea, lo cual lo
hace la regién con mayor agudeza visual, por otro lado en la zona donde se juntan
los axones de las células ganglionares para formar en nervio éptico no hay
fotorreceptores y se conoce como punto ciego (Ryan, 2009).

Los fotorreceptores se extienden de la capa externa de la retina nerviosa al
epitelio pigmentario. La luz que llega a los fotorreceptores debe atravesar primero
todas las capas internas de la retina nerviosa. Los conos y bastones estan
organizados en forma de empalizada, que se observan en el microscopio Optico
como estriaciones verticales. La retina contiene aproximadamente 120 millones de
bastones y 7 millones de conos para humanos (Ross,2012).

Los bastones miden unos 2 um de espesor y 50um de largo, los conos van de
85um en la févea central y 25um en la regién periférica de la retina en humanos
(Ross,2012). Este tipo de células son finas, alargadas y formadas por dos
porciones distintas, sSu segmento externo se encuentra constituido por
microvesiculas aplanadas las cuales forman discos apilados en forma de moneda,
este segmento estd separado del segmento interno por una constriccion
(Junqueira,2005).

-Composicion de fotorreceptores:

-Segmento externo: cilindrico o conico, esta porcion del fotorreceptor esta en
relacion intima con las microvellosidades de las células del epitelio pigmentario
contiguo (Ross,2012) contiene el fotopigmento lo que hace esta regidon
fotosensible mediante la rodopsina en bastones y la conopsina en conos (Solari,
2007).

-Pediculo de conexioén: contiene un cilio compuesto de nueve dobletes periféricos
de microtubulos que parten de un cuerpo basal, siendo la porcion estrecha de la
célula que une el segmento externo con el segmento interno (Ross,2012). Incluye
una prolongacion calicial que surge desde el extremo distal del segmento interno
para rodear la porcion proximal del segmento externo.

-Segmento interno: dividido en una porcion elipsoide externa y una mioide interna.
Contiene organulos tipicos de células activas en la sintesis de proteinas. Alberga
la maquinaria metabdlica, por lo que se sintetizan las proteinas y pigmentos
necesarios para la vision (Ross,2012) .

Los pigmentos visuales estan formados por una parte proteinica (apoproteina), las
opsinas y un cromoforo derivado de la vitamina A, un aldehido (11-cis-retinal en
rodopsina) que resulta indispensable para la fotosensibilidad (Solari, 2007).
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Fototransducciodn

Cuando la luz incide sobre los sacos de los segmentos externos, el 11-cis-retinal
recibe un fotén y se isomeriza instantdneamente a la forma trans-retinal, este
cambio se transmite a la opsina, entonces se produce la cascada de
fototransduccion, conocida como la conversion de la sefial luminica en impulso
nervioso (Solari, 2007). Todos los fotorreceptores responden a la luz mediante una
hiperpolarizacion que depende de la intensidad del estimulo luminoso (Ryan,
2009).

En la obscuridad los bastones y conos son despolarizados por una corriente de
entrada positiva a lo largo del segmento externo, transmitida por el sodio y calcio,
estos canales de cationes regulados por el GMPc se abren por la interaccion
directa entre una region del receptor del canal del ion y el GMPc del citosol (Ryan,
2009).

1- Laluz isomeriza al retinal y la rodopsina sufre un cambio conformacional.

2- Se une la opsina con la proteina G “transducina” que se encuentra en los
discos de los bastones.

3- Se da la disociacion de la subunidad a de la transducina.

4- La subunidad a de la transducina activa a su vez la fosfodiesterasa que
hidroliza la guanosina 3,5-fosfato ciclico o GMPc.

5- La reduccién en los niveles del GMP cierra los canales de sodio regulados
por GMPc en el segmento externo.

6- Se da la hiperpolarizacién de la membrana del receptor.

7- Se presenta la disminucion en la liberaciébn del neurotransmisor en la
sinapsis del fotorreceptor con la célula bipolar.

En su estado abierto los canales permiten que entre el calcio en la célula, lo cual
tiene un efecto depresor de la enzima guanilato-ciclasa, y permite controlar el la
sintesis del GMPc, por lo que al cerrarse disminuyen la entrada de Calcio y se
libera a la ciclasa de esta inhibicién, aumentando asi la produccién de GMPc, que
tiene un importante efecto en la adaptacion a la luz (Ryan, 2009).

En la recuperacion del fotorreceptor interviene la enzima guanilato ciclasa y la
proteina “recoverina” la cual es afin al calcio (Solari, 2007). La arrestina participa
en la fijacion de la rodopsina fosforilada lo cual inhibe su capacidad para
interaccionar con la transducina (Ryan, 2009).

Los fotorreceptores son células que no se dividen en toda la vida adulta a pesar
de su metabolismo tan intenso, el cual se pone de manifiesto por la continua
separaciéon y reposicion de los sacos aplanados que se renuevan por completo en
10 dias (Solari, 2007). En los bastones todas las mafianas se produce una
eliminacién brusca de discos, después de un periodo largo de obscuridad al recibir
luz nuevamente (Ross, 2012).
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-Retina y estrés oxidante.

La retina es una de los tejidos metabdlicamente mas activos del organismo, dados
los procesos como fototransduccion que lleva acabo, ademas consume grandes
cantidades de oxigeno para su correcto funcionamiento, siendo los fotorreceptores
las células que consumen niveles mayores, ademas se encuentra expuesta de
manera constante a la estimulacion luminica. Por lo anterior se conoce que la
retina es mas vulnerable a sufrir los efectos de cambios en los niveles de oxigeno,
y alteraciones ocasionadas por ROS y radicales libres. Dentro de la gran
variedad de tipos celulares los fotorreceptores son las mas susceptibles al dafio y
a los procesos degenerativos; la pérdida de fotorreceptores, ocasiona cambios
metabdlicos en toda la retina (Punzo,2012, Hara, 2006).

Justificacion:

La contaminacion atmosférica ha incrementado durante las ultimas décadas de
manera importante, por lo que se han visto efectos adversos en el organismo en
general; aunado a la contaminacion se pueden encontrar particulas suspendidas a
las que se adosan una gran cantidad de componentes toxicos para el organismo y
qgue entran al organismo por inhalacién, pasando por todo el tracto respiratorio,
hasta llegar a los alveolos, donde ingresan al torrente sanguineo, lo que les
permite llegar a varios 6rganos y tejidos.

El ojo en general es un 6rgano sensible que puede verse mas afectado ya que la
exposiciébn a contaminantes puede ser por medio de la conjuntiva, o al recibir
estos contaminantes inhalados por la via vascular sistémica, ademas es un érgano
que se encuentra en constante exposicion a estrés por medio de la luz y su alto
consumo de oxigeno. Sin embargo, aunque existe una gran cantidad de estudios
sobre contaminacién atmosférica y el efecto del vanadio inhalado sobre el sistema
nervioso, se tienen pocos reportes acerca del efecto de este elemento en el ojo,
en especial en la retina que es también parte del SNC, por lo que es importante
realizar estudios para identificar estos cambios, ya que es factible que la visién de
la poblacién expuesta, en ciudades con altos niveles de contaminacion esté
alterada y no estemos considerando la posibilidad de la participacion de la
contaminacion atmosférica, como un factor mas en este problemas de salud.

Hipotesis:

La inhalacién de vanadio inducira cambios histolégicos en las diferentes capas de
la retina, en especial en los bastones, que se manifestara por la disminuciéon en la
poblacién de estas células, relacionado con la participacion del estrés oxidante, el
cual incrementara con el tiempo de exposicion.
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Objetivo general:

@ Identificar los cambios histolégicos en las capas de la retina secundarios a
la inhalacién de vanadio y la participacion del estrés oxidante en un modelo
murino.

Objetivos particulares:

@ Identificar los cambios histolégicos en las capas nucleares de la retina en
relacion con el tiempo de exposicion.

@ Identificar los cambios histologicos en los bastones de ratones expuestos y
compararlos con el control.

® Comparar por inmunohistoquimica las diferencias en la densidad celular de
los bastones de la retina de ratones expuestos y controles utilizando como
marcador a la rodopsina.

@ Identificar por inmunohistoquimica la participacion del estrés oxidante
(4-hidroxinonenal) en los cambios observados en la retina de los ratones
expuestos.

Método:
-Inhalaciéon del Pentéxido de Vanadio

Se utilizaron grupos de 5 ratones macho de la cepa CDl1 de 35g
aproximadamente, con alimentacién ad libitum y ciclo luz/obscuridad 12:12, para
Su exposicion a inhalacion de pentéxido de vanadio (V.0s) concentracion [0.02M]
una hora, dos veces por semana durante cuatro, ocho y doce semanas, se incluyo
un grupo de ratones control el cual se sometio a inhalacion de soluciéon salina en
los mismos tiempos. La exposicion se llevo a cabo en una caja de acrilico sellada,
conectada a un nebulizador tipo hospitalario. Nebulizador Ultrasonico Yuehua
(modelo WH-802)

-Obtencion de tejido

Los ratones expuestos y controles se sacrificaron en las semanas seleccionadas
de exposicion (4,8,12) por medio de una sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital sédico (Marca Sedalphorte para uso veterinario, dosis 0.2ml), para la
fijacion de los tejidos, los ratones se perfundieron por via intracardiaca, realizando
primero un lavado con solucion salina y en seguida con paraformaldehido al 2% ,
se disecto la cabeza y se mantuvo en inmersion con paraformaldehido durante 24
horas, después de este tiempo se realiz6 la enucleacion de ambos 0jos.

Posteriormente los ojos se procesaron mediante su inclusibn en bloques de
parafina, se realizaron cortes con el micr6tomo con un grosor de 5 pm que se
colocaron en laminillas, los cortes en blanco se utilizaron para realizar
inmunohistoquimica con rodopsina y con 4-hidroxinonenal y para la observacion
histol6gica general se realiz6 la tincidn con hematoxilina eosina (HE).
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-Observacion histologica

Las muestras de ambos grupos, controles y expuestos, tefiidos con HE se
observaron al microscopio a un aumento de 40x, se utiliz6 el programa Image Pro
V6, donde se fotografiaron a lo largo de la curvatura de la retina, cinco campos de
cada uno de los animales al mismo aumento y se midio, en micras, el grosor de
las capas nucleares (externa e interna).

-Inmunohistoquimica

Para marcar y observar los cambios en la cantidad de fotorreceptores (bastones)
se realiz6 la inmunohistoquimica para la identificacion de la presencia de la
rodopsina, por otra parte se utilizé el 4-hidroxinonenal como marcador de estrés
oxidante asociado a la exposicion.

1. Se fundio la parafina de las laminillas que contienen los cortes (de los
blogues de parafina) en el horno de secado a una temperatura de 60°C durante 30
minutos.

2. Se desparafinaron los tejidos mediante la deshidratacion en el tren de
xiloles y alcoholes, se enjuagaron en agua corriente, agua destilada y se
transportaron en Kopplins con PBS.

3. Las laminillas se cambiaron a solucion Diva Decloaker 20X (Biocare
medical) y se colocaron en la olla de presion hasta llegar a 15 psi por 3 minutos,
con el fin de desenmascarar proteinas y exponer el epitope. Se colocaron en hielo
para enfriarlas y posteriormente se hizo un lavado de 5 minutos con PBS (pH 7.4)
en la cAmara humeda.

4. Para el bloqueo de peroxidasa se utiliz6 una solucion de peroxido de
hidrégeno 3% con acetona, se sumergieron las laminillas durante 40 minutos, en
el Kopplin, trascurrido el tiempo se sacaron las laminillas y se realizdé un lavado
con PBS por 5 minutos.

5. Se realizé el bloqueo de proteinas con PBS-Albumina, mediante una
incubacion de 5 minutos

6. Se colocaron en la camara humeda las laminillas en presencia del
anticuerpo anti rodopsina (marca Abcam, dilucién 1/500) o anti 4-hidroxinonenal
(marca Genetex, dilucion 1/1000) en la estufa a 37°C, durante 60 minutos, al
terminar la incubacion se realizo un lavado de 5 minutos con PBS.

7. En la camara humeda las laminillas se incubaron con anticuerpo
secundario universal (Dako) por 60 minutos en la estufa a 37°C, al terminar se
realizo lavado con PBS por 5 minutos.

8. Se incubaron bajo las mismas condiciones las laminillas con HRP-
Estreptavidina (Dako) y se realiz6 el lavado.
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9. Las laminillas se revelaron con diaminobenzidina (Invitrogen) a
temperatura ambiente, monitoreando la reaccién al microscopio al observar la
marca, la reaccion se detuvo con PBS.

10. Se realiz6 la contratincion con HE, la deshidratacion con alchol y xilol,
se dejaron secar y se montaron en resina sintética y se cubrieron con el
cubreobjetos.

-Analisis de inmunohistoquimicas

En un microscopio Olympus BX51 acoplado a una camara y computadora
mediante el uso del software Image Pro V6, se fotografiaron cinco campos de
varias zonas de la retina de cada uno de los animales, tanto de controles como de
expuestos, a un aumento de 40X; mediante el programa Densife se midio la
densidad de los fotorreceptores mediante la evaluacion de los pixeles de color
registrados sobre el pigmento (marca de la rodopsina); y con la marca del 4-
hidoxinonenal, se midio la presencia del marcador de estrés oxidante.

-Andlisis Estadistico

Para cada pardmetro evaluado, tanto del grosor de las capas nucleares como
para los resultantes de las inmunohistoquimicas, se obtuvieron las medias y las
medidas de dispersion de los valores; con el programa Prisma, se aplicé una
prueba de ANOVA (con una prueba post hoc de Dunnet) con el fin de determinar
las diferencias estadisticamente significativas de cada semana de exposicion con
respecto del control. Se consider6 que se registraba una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos cuando p<0.05.
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Resultados:

Tincion HE y capas nucleares

Los cortes tefiidos con HE permitieron analizar la morfologia completa de la retina
de los ratones, observamos en los controles un arreglo continuo de todas las
capas (Figura 4 A,C,E), por el contrario en los grupos de animales expuestos por
4, 8 y 12 semanas expuestos a la inhalacion de V,0s (Figura 4 B,D,E), de
manera general se registran cambios en la integridad de las capas nucleares,
ganglionar y de fotorreceptores , es decir se observo un desarreglo de nucleos, vy
aumento en el grosor de las capas .

Al observar mediante la tincion de HE cambios morfolégicos en las capas
nucleares de la retina, se realizé la medicion del grosor (micras) de dichas capas,
con lo que se encontrd que la capa nuclear externa (NE) en los controles mide en
promedio 32.62+1.3 um y existe un aumento estadisticamente significativo a partir
de las semanas 4 de inhalacion; en la semana 8 no se registra diferencia, aunque
a las 12 de nuevo encontramos diferencia con el control, obteniendo un grosor
total promedio de 41.53+1.9 um. Entre los grupos de semanas de exposicion el
grupo de 4 semanas resulto tener diferencia significativa contra el grupo de 8 y 12
semanas. Grafica 1.

Por otro lado la capa nuclear interna (NI) en los controles midié 27.25+1.6 um y se
encontro que el aumento en el grosor a las 4 semanas es casi imperceptible por lo
gue no es significativo; por el contrario a partir de las 8 semanas, al igual que a las
12 de inhalacion, se registré una diferencia estadisticamente significativa con una
grosor promedio de 37.14+1.4 um; No se encontré diferencia al comparar entre
grupos expuestos. Gréfica 2.

Las capas nucleares de los ratones control se observaron uniformes, con una
densidad homogénea de nucleos y de grosor constante, comparado con los
ndcleos de estas capas, en los ratones expuestos que se observaron de tamafio
mas pequefio ademas de la pérdida de organizacion y la presencia de espacios
entre éstos.
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Figura 4. En la imagen A se observa la retina de un ratén control, la flecha verde sefiala la capa nuclear externa
ordenada y de tamafio constante, la flecha naranja indica la capa ganglionar que también se encuentra ordenada y
compacta, en la figura B retina expuestas 4 semanas, se sefialan las mismas estructuras donde la NE en comparacién
se observa aumentada y desordenada al igual que la ganglionar donde aparentemente se pierde el orden de los
nucleos. La fig. C retina de un ratdn control sefiala con una flecha amarilla la capa nuclear interna con pocos nucleos,
por el contrario en la D retina expuesta 8 semanas se nota un aumento de nucleos y separacién entre ellos. En la
imagen E se sefialan las tres capas, (NE verde, NI amarillo y ganglionar naranja ) de la retina del ratéon control que al
compararlo con el F expuesto 12 semanas observamos aumento en el grosor de dichas capas nucleares, mayor
numero de nucleos, desorden que también se nota en la capa ganglionar, por otra parte los fotorreceptores de todos
los expuestos se observan desorganizados , de menor tamafio y con menor continuidad, siendo el segmento externo
el mas afectado Barra = 20u. Todas las imagenes fueron tomadas en la region central de la retina cercana al nervio

dptico.
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Grafica 1. Grosor en micras capa nuclear externa, semanas de exposicion, tinciéon HE.

Prueba de ANOVA (post hoc de Dunnet) , p <0.05, 5 animales por grupo, 5 campos por animal, barra
indica Desviacion estandar.

*Diferencia estadisticamente significativa con el control, *** Diferencia estadisticamente
significativa con el control y entre los grupos expuestos.
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Gréfica 2. Grosor en micras capa nuclear interna, semanas de exposicion, tincidon HE.

Prueba de ANOVA (post hoc de Dunnet) , p <0.05, 5 animales por grupo, 5 campos por
animal, barra indica Desviacidn estandar.

**Diferencia estadisticamente significativa contra el control.
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Inmunohistoquimica contra Rodopsina

Al analizar la inmunohistoquimica con rodopsina, se observé la marca en la retina
de todos los ratones, localizada en el segmento externo de los fotorreceptores
como era esperado. Sin embargo se registrd una disminucion estadisticamente
significativa en la densidad de la marca rodopsina respecto al control
(Fig.5A,2C,2E) a las 4 ,8 y 12 semanas de inhalacion (Fig. 5B,2D,2F,
respectivamente), al realizar la cuantificacion de la densidad medida en pixeles
(Fig. 5). La presencia e intensidad del marcador disminuy6 a lo largo del tiempo
de exposicion comparado con el control, entre los grupos expuestos no existio
diferencia estadisticamente significativa, como se observa en la gréafica 3.

22



Figura 5. Inmunohistoquimica con rodopsina en retinas de ratones control y expuestos a V,Os .
Las imagen A, C y E presenta la marca de la rodopsina en ratones control, ésta se encuentra
localizada en el segmento externo de los fotorreceptores, es de color café intenso a lo largo de todo
el segmento, contrario a lo que se muestra en las imagenes B ratén expuesto 4 semanas, D, expuesto
8 semanas donde vemos que la intensidad vy brillo del pigmento son menores, en la imagen F
expuesto 12 semanas podemos notar los espacios en blanco que se encuentran entre los segmentos
de los fotorreceptores, ademds de tener una marca menos intensa comparada con su control E.

Barra =20
H 23
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Grafica 3. Pixeles totales de la marca rodopsina, de ratones expuestos a V,0s
comparados con el control.

Prueba de ANOVA (post hoc de Dunnet) , p <0.05, 5 animales por grupo, 5 campos por
animal, barra indica Desviacion estandar.

**Diferencia estadisticamente significativa con el control.
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Inmunohistoquimica contra 4-hidroxinonenal

Al analizar la inmunohistoquimica, se encontré que la marca de 4-hidroxinonenal
se presentd desde las 4 semanas de inhalaciéon (Fig.6B) haciéndose un poco
menos intensa a las 8 semanas (Fig.6D) e incrementando de manera importante
su presencia a las 12 semanas de inhalaciéon (Fig.6F), marca que no fue
encontrada en los ratones control (Fig.6 A, C, E) , haciendo de la diferencia entre
éstos estadisticamente significativa, comprobado con la medicion de la densidad
en pixeles registrados por grupo. La marca se concentra de manera importante en
los 3 grupos expuestos en los cuerpos neuronales, tanto de los fotorreceptores
como de las neuronas de conexion, pero también se observa entre los nucleos de
las neuronas.

El aumento se observo en relacidén al tiempo de exposicion y la diferencia entre
grupos solo se registra en 12 semanas contra 4 y 8 semanas tal como se observa
en la Gréfica 4 donde se registra una marca muy intensa a ese tiempo de
exposicion.
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Figura 6. Inmunohistoquimica con 4-hidroxinonenal, grupos control y expuestos a V,Os
En los ratones control cuyas imagenes corresponde a A, C, E no se observa marca de éste anticuerpo,
o su intensidad es minima, en comparacién a las retina de cuatro semanas, cuya imagen corresponde a
B la marca es muy clara en toda la retina sobre todo en la parte externa del fotorreceptor (flecha azul)
y en las capas plexiformes sefialadas con flecha roja, a las 8 semanas , retina D si hay marca aunque es
un poco mas leve comparada con 12 semanas retina F la marca es muy intensa en las plexiformes
(flecha roja), y en los fotorreceptores (flecha azul), e incluso entre los propios nucleos observamos
marca de este aldehido. Barra =20 p. 26
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Grafica 4. Pixeles totales de la inmunohistoquimica contra 4-hidroxinonenal, grupos
control y expuestos a V505

Prueba de ANOVA (post hoc de Dunnet) , p <0.05, 5 animales por grupo, 5 campos por
animal, barra indica Desviacion estandar.

**Diferencia estadisticamente significativa con el control.
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Discusiodn

A pesar de las normas la Ciudad de México se ve expuesta a grandes cantidades
de contaminantes, rebasando muchas veces los rangos permitidos, entre las que
destacan las particulas suspendidas que por sus caracteristicas toman un papel
muy importante ya que en ellas se transportan gran cantidad de elementos
dafiinos para la salud como lo es el caso del vanadio.

Se han relacionado numerosas emergencias oftalmolégicas como la conjuntivitis y
el cambio en el pH lagrimal, con la contaminacion del aire y las particulas
suspendidas en las ciudades, ademas la constante aparicién de sintomas como la
irritacion, comezdn, sensacion de cuerpo extrafio y ardor en los ojos (Bourcier,
2003).

Dados los pocos antecedentes encontrados sobre la relacion de contaminacion,
en particular el vanadio con los dafios en la retina se decidio realizar este estudio
en el que utilizamos al pentéxido de vanadio ya que es uno de los compuestos
mas comunes y que se localiza en grandes cantidades en forma de complejos
metalicos en el petréleo crudo de México (Rodriguez Mercado, 2006)

Morfologia general

La barrera hematorretiniana, previene la entrada al interior del ojo de agentes
toxicos que llegan al organismo y viajan por medio de la sangre
(Mecklenburg,2007), sin embargo en ocasiones puede verse modificada como
sucede en la vasculitis retiniana, hipertension y edema macular, alterando su
funcionamiento y permitiendo el paso de sustancias, proteinas de mayor tamafio y
el ingreso de los compuestos toxicos que viajan por todo el sistema hacia la
retina (Salorio, 1997) desde la ramificacion de la aorta conocida como carétida
comun interna que a su vez se divide en la rama oftalmica y que se encarga de
irrigar al ojo, probablemente en este caso el vanadio es capaz de acceder ya que
se transporta mediante la particulas suspendidas que funcionan como vehiculo;
atravesando asi la barrera y la membrana limitante externa con lo que se
distribuye dentro de la retina; otra forma de ingresar a las células es mediante el
transporte aniénico con la utilizacion de canales de fosfato y asi interactuar con
proteinas, péptidos, aminoacidos y nucleétidos como lo ha reportado Rodriguez
Mercado, 2006.

El sistema visual es susceptible a los efectos téxicos de iones y contaminantes
diversos (Mela, 2012), no se cuenta con estudios que asocien al vanadio como
contaminante inhalado y efectos en la retina; la retina guarda una configuraciéon
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de células muy definida, lo cual permite su correcto funcionamiento para la
posterior generacion de imagenes, en este caso la exposicion a V,0s indujo
cambios histologicos en distintas capas de la retina, por lo que podemos pensar
en dafios de diversas indoles como el deterioro celular, cambios estructurales de
membranas o cambios en la fisiologia normal de las células.

El deterioro de la retina, en general, en mamiferos se ha reportado posterior a
exposicion de metales y ha sido asociado con la muerte de bastones y conos
(Mela, 2012). La retina es uno de los tejidos metabdlicamente mas activos del
cuerpo, por lo que requiere de un aporte continuo y estable de oxigeno y
nutrientes para mantener su correcto funcionamiento, si por cualquier razén esto
se modifica se da como resultado el dafio; los cambios metabolicos en la retina
contribuyen a una degeneracion progresiva (Hara, 2006).

Fotorreceptores, rodopsina

Al finalizar el desarrollo embrionario, los fotorreceptores terminan de diferenciarse
y posteriormente no existe un mecanismo que compense la pérdida de éstas
células si mueren (Berta ,2011), por lo que si existe una lesion de los bastones
ocasionada por la inhalacion de vanadio, no hay forma en que esta poblaciéon
pueda recuperarse.

Gorin, 2010 asegura que los fotorreceptores pueden morir por muchos
mecanismos, incluyendo la destruccion fisica mediante lisis, por medio de sefiales
que desaten la apoptosis como lo son factores de crecimiento, depleciéon de
energia por fallo de la mitocondria, dafio oxidante a proteinas y lipidos, liberacion
de calcio por modificaciones de membrana, y por lo tanto desequilibrio de iones,
procesos que alteran la homeostasis de la célula.

Se utilizé a la rodopsina como marcador de bastones, ya que este fotopigmento se
ubica en el segmento externo de esta estructura (Garcia J, 2007) La
inmunohistoquimica contra rodopsina confirmé la disminucién en la presencia del
pigmento perteneciente a los bastones conforme al tiempo de la exposicién, dicho
resultado probablemente se deba a causas como la respuesta de la célula ante el
estrés oxidante ocasionado por el vanadio, degeneracién de los fotorreceptores
(Bhanuprakash, 2009) o quiza un cambio funcional del propio fotorreceptor.

La rodopsina es una proteina de membrana e importante componente estructural
del segmento externo (Kennedy, 2009) compuesta de tres regiones distintas,
intracelular o citoplasmatica, transmembranal y extracelular o intradiscal, todas las
regiones son esenciales para el funcionamiento correcto y adecuado de los
fotorreceptores (Stojanovic, 2003), si alguna de los componente de la proteina se
dana , ésta deja de funcionar adecuadamente. La regulacion en los niveles de este
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pigmento es de suma importancia y su reduccion resulta en degeneracion
(Kennedy, 2009), en este modelo encontramos que los niveles de pigmento
disminuyen por lo que es posible que la degeneracion retiniana esté ocurriendo.

De manera normal se produce una renovacion diaria de los discos que componen
a los fotorreceptores mediante la fagocitosis de los desechos por parte del epitelio
pigmentario; por éste y otros procesos los fotorreceptores se encuentran
sometidos a un ambiente de constante cambio, tienen un metabolismo elevado y
por lo tanto un alto consumo de oxigeno, factores que hacen que los
fotorreceptores sean mas susceptibles al dafio oxidante (Punzo,2012), es posible
gue en este caso el vanadio altere o interrumpa el ciclo de renovacion de discos
como sucede en el estudio realizado con inhalacion de metilmercurio de Mela, et
al, en el 2012, y con esto dicha alteracion esté modificando la fagocitosis de los
discos membranales, lo cual a su vez acelera la pérdida de los segmentos
externos o disminuye la produccion del pigmento visual.

Probablemente la disminucién en la densidad de la rodopsina es un indicador de
la afeccién en particular del segmento externo de los fotorreceptores, en el que se
pueden estar presentando modificaciones de su estructura o defectos en el
trasporte intracelular de nutrientes y materiales bésicos para su correcto
funcionamiento lo cual alteraria todos los demas proceso (Kennedy, 2009),
asociado a lo anterior se reporta que los cambios en la morfologia del segmento
externo del fotorreceptor pueden alterar la eficiencia de la fototransduccion y
disminuir la calidad de la absorcién del foton y su procesamiento causando
desérdenes visuales (Mela, 2012).

Fain, en su estudio del 2006 en el que se enfoca al dafio inducido a los
fotorreceptores mediante exceso de luz, reporta que la activacion excesiva y
constante de la cascada de fototransduccidén produce apoptosis en particular de
los bastones, asociado a varios mecanismos como lo es la alteracion en el
equilibrio de iones , mayor cantidad de Ca2+ intracelular , la alteracion de la
energia utilizada por la retina que conlleva al decremento en la concentracion de
una variedad de cationes en el segmento externo y disminucion de diversas
moléculas de sefalizacion, llevando a la retina al desequilibrio y por la tanto a la
apoptosis.

El segmento externo de los fotorreceptores contiene a la fosfodiesterasa, enzima
que interviene en la hidrélisis del GMP durante la fototrasduccion y que es
activada mediante el estimulo luminoso. Del Priore en 1985 trabajé con diversos
compuestos de metales y reportd que en particular el vanadato es capaz de
activar a la enzima fosfodiesterasa aln en ausencia de luz y consecuentemente
ocasionar la activacion constante de la fototransduccion.
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Aunado a lo anterior, podemos pensar que si el vanadio actua tal como se reporto
con el vanadato, uno de los mecanismos de dafio hacia los bastones en nuestro
modelo, es que al ser inhalado al distribuirse por el organismo y llegar a la retina,
causa la activacion directa y constante de la fototransduccion aun en ausencia de
luz lo que conllevaria a la apoptosis, a pesar de los estudios el mecanismo exacto
por el cual la sobre estimulacién puede llevar a la apoptosis alin no se encuentra
definido. Debido a la similitud del vanadio con el fostato, el vanadio compite por
entrar a la célula mediante los canales de fosfato (Rodriguez Mercado, 2006) co lo
que es probable que se encuentre compitiendo con la fosfodiesterasa
perteneciente a la cascada de fototransduccion, impidiendo el correcto
funcionamiento y la alteracién de esta reaccion en cadena.

Capas nucleares

La capa nuclear externa se encuentra formada por los cuerpos de los
fotorreceptores tanto de conos como bastones, la capa nuclear interna se
compone de los nucleos de células con las que se lleva a cabo la sinapsis como lo
son las neuronas horizontales, bipolares, amacrinas.

Al observar los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina encontramos alteraciones
en dichas capas, por lo que recurrimos a la medicion del grosor de éstas en
diversos campos y encontramos gue las capas nucleares aumentaban de tamafio
en los ratones expuestos, la capa NE registr6 cambios significativos a las 4
semanas y a las 12, ya que en la semana 8 no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas comparada con el control, por el contrario NI tuvo
cambios desde la 82 semanas al igual que en la semana 12.

Probablemente este resultado indique que a las 4 y 12 semanas el dafio es mucho
mayor para la capa nuclear externa, tratandose primero de una exposicion
subaguda por ser rapida y constante y la segunda de una subcrénica por ser mas
prolongada, tiempos en los que las células fotorreceptoras estan respondiendo
ante los cambios mediante un posible edema, contrario a lo sucedido a las 8
semanas en una exposicion subcrénica, donde la respuesta es menor, por lo que
la diferencia con respecto al control no es significativa, posiblemente el dafio es
menor en el segmento interno de la célula en particular, dado que si vemos
afeccion en la cantidad de pigmento de rodopsina, 0 quiza a este tiempo la retina
tenga la capacidad de compensar el dafio con algin mecanismo que permita
conservar las células.

Sabemos que los fotorreceptores no son células que puedan regenerarse por lo
tanto no es posible pensar en una compensacion mediante células de éste tipo,
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tendriamos que profundizar en el estudio ya que al observar mas nucleos
pensamos en el surgimiento de un nuevo tipo celular que ayude a la
compensacion del dafio, como es el caso de las células gliales o la modificacién
del tipo celular.

En la capa nuclear interna existen varias posibilidades que podrian explicar el
engrosamiento de la capa a partir de la 8 semana, en primera al tratarse de
neuronas estas pueden responder ante el dafio mediante edema; otro mecanismo
mediante el cual podria aumentar el grosor es la posible pérdida de conexinas y la
modificacion de las uniones GAP, que son fundamentales en el procesamiento de
la informacion visual (Besharse, 2011) tal como ocurre en el estudio de la
expresion de la conexina36 realizado por Feifenspan en el 2006. En dicha capa
podriamos suponer en la respuesta al dafio por parte de la microglia, debido a
que su nucleo se encuentra localizado en esta parte, quiz4 si el vanadio esta
alternado la homeostasis en la retina , la célula de Muller siendo la microglia,
tenga la capacidad de responder dividiéndose para tratar de ejercer un efecto
protector mayor en la retina con lo que vemos un incremento en el nimero de
ndcleos y grosor de esta capa.

Los resultados obtenidos sobre las capas nucleares fueron contrarios a lo que se
esperaba al disminuir la presencia de rodopsina conforme el tiempo de exposicién
ya que suponiamos que este cambio nos indicaria pérdida de la célula
fotorreceptora completa y lo veriamos con la disminucion del grosor de la capa
nuclear externa compuesta con un menor nimero de nucleos debido a la falta de
los bastones, tal como se ha reportado en varios estudios como el de Roger, en el
2011 enfocado al andlisis de enfermedades como la retinitis pigmentaria y la
degeneracion macular, sin embargo en este modelo observamos un aumento en el
grosor de dicha capa que parece estar condicionada por un aumento en el nUmero
de ndcleos y desorganizacion de los mismos. Esto nos hace pensar por un lado
que la pérdida celular del fotorreceptor no es total y solamente cierta parte del
bastdn esta presentando alteracién en particular el segmento externo donde se
ubica el pigmento, lo que da como resultado la disminucion en la presencia de
éste.

Okano en el 2012 report6é que el alineamiento irregular de la capa nuclear externa
se ha observado en estudio con pacientes con degeneracion macular relacionada
a la edad (AMD) y asoci6 este hecho con la disminucion en la longitud del
segmento externo del fotorreceptor comparado con los segmentos de individuos
sanos, en donde se ha visto que por mucho, los bastones son mas vulnerables a
sufrir dafio por distintas causas que los conos pero que su afeccion es capaz de
inducir la degeneracion completa de la retina.
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Las causas del dafio en el segmento externo pueden ser multiples, entre las que
destacan la pérdida y alteraciones de membrana, incorrecta formacién y
fagocitosis de los discos entre muchas otras, al suscitarse dicho dafio la union del
segmento interno con el externo puede alterarse y desarreglarse, sin embargo a
pesar de esta modificacion el segmento interno puede mantenerse por un tiempo
en funcionamiento sin modificaciones en su morfologia (Lawwil, 1977). En dicho
segmento se organiza el nucleo y los organelos del fotorreceptor entre los que
destacan las mitocondrias, por lo que se adecuado funcionamiento es esencial
para el mantenimiento de la célula completa, la suceptibilidad ante el dafio es alta
debido a que las mitocondrias son vulnerables ante los radicales libres y las ROS
(Lawwil, 1977), en este modelo en efecto vemos un dafio inducido por la
inhalacion de vanadio en el segmento externo, pero la posibilidad de que el
segmento interno aun se encuentre funcionando y por esto no sea evidente la
pérdida de nucleos en la capa nuclear interna.

Estrés oxidante

En el modelo utilizado se ha reportado en otros 6rganos y en particular en el SNC,
dafio posterior a la inhalacién de vanadio como consecuencia del estrés oxidante,
y la produccién de las ROS que se generan durante la exposicién a este metal
(Jimenez, 2009), por lo que fue de interés estudiar si dentro de la variedad de
mecanismos por los cuales se genera un dafio en los fotorreceptores se encuentra
dicha via; ademas reportes previos como el de Chen Yu,2012 afirman que el
estrés oxidante es un mecanismo que dafia a los fotorreceptores en enfermedades
degenerativas de la retina, retinopatia inducidas por luz y dafio por enfermedades
cronicas.

Los lipidos son los principales componentes de membrana, le confieren la
estructura y propiedades basicas para su correcto funcionamiento, asi como
proveen de energia, permiten la sefalizacién y la regulacién, un cambio minimo
en la fluidez de la membrana ocasiona dafios y procesos patolégicos a la célula
(Catala, 2009). El sistema nervioso contiene una gran cantidad de lipidos
insaturados y acidos grados polinsaturados, ademas utiliza mucho oxigeno para
su correcto funcionamiento, estos factores hacen de éste sistema muy vulnerable
ante el estrés oxidante. Por su composicibn todas las membranas son
susceptibles a la oxidacién, en especial por radicales libres proceso conocido
como lipoperoxidacién (Forman, 2008).

El 4-hidroxinonenal es uno de los principales marcadores de lipoperoxidacion, ya
gue se genera como producto toxico de este proceso en forma de aldheido
insaturado (Zarkovic,2003), y el cual en concentraciones superiores a las
fisiologicas puede estimular la proliferacion celular o diferenciacion de las células,
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asi como la apoptosis en varios tipos celulares como lo reporta Forman en el
2008 . EIl equilibrio en la concentracion de este producto es crucial para que el
ciclo celular se mantenga integro, cuando existe estrés oxidante se altera y este
producto incrementa, llevando a las células al desorden (Awasthi, 2003).

Nuestros resultados son consistentes con estudios previos realizados con el
mismo modelo, en Sistema nervioso (Jimenez, 2009), debido a que se comprobo
que el mecanismo de lipoperoxidacién en la retina durante la inhalacion tiene gran
relevancia ya que a partir de la 42 semana se observo la presencia de este
marcador. En la retina, se encuentran altos contenidos de acidos polinsaturados,
siendo los componente principales de membrana de los fotorreceptores en
particular de los segmentos externos (acido docosahexanoico), a su vez éstas
células contienen proteinas como la rodopsina, que se encuentra rodeada de
fosfolipidos , juegan un papel esencial en el proceso de fototransduccion durante
los cambios conformacionales; Catala en el 2006 en su estudio de
quimioluminicencia y dafio de los fotorreceptores por estrés ha sugerido que la
lipoperoxidacion por factores oxidantes es un proceso relativamente comun en la
retina que participa en el dafio y degeneracién que trae como consecuencia la
pérdida progresiva de los acidos polinsaturados y la pérdida de la integridad de la
membrana.

Cuando la integridad de la membrana esta alterada por mecanismos como la
lipoperoxidacién el gradiente entre iones sodio, calcio y potasio no se puede
mantener, lo que ocasiona cambios estructurales y funcionales severos en el
fotorreceptor (Garcia J, 2007), afectando varias vias y sobretodo causando un
desequilibrio en su metabolismo.

El incremento del aldehido 4-hidroxinonenal en el modelo es muy claro en toda la
retina, siendo mas intensa en la parte del segmento externo, que como se indica
con anterioridad se encuentra formado por gran -cantidad de acidos
polinsaturados susceptibles a dicho proceso, con éste resultado comprobamos
que la peroxidacion de lipidos es uno de los mecanismos de dafio responsable de
la alteracién en la homeostasis de dichas células que se genera a partir de la
exposicién a pentoxido de vanadio, acarreando consecuencias como la pérdida de
continuidad en el arreglo de empalizada y la probable modificacion de la union del
segmento externo con el segmento interno, que coincide con la disminucion
progresiva de la rodopsina ; de la misma manera la marca del 4-hidroxinonenal
destaca sobre los axones de las distintas neuronas que se unen a los
fotorreceptores para transmitir la sefal luminosa a eléctrica, siendo las capas
plexiformes las de mayor marca donde podria ocurrir la lipoperoxidacion.
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Al conjugar todos los resultados podemos proponer que en nuestro modelo de
inhalacion de vanadio el estrés oxidante, en dicho caso la peroxidacion lipidica, y
por lo tanto la generacion de ROS, es uno de los mecanismos por los cuales se
generan las alteraciones encontradas en las células de la retina comprobado con
la presencia del 4-hidroxinonenal, por otro lado es probable que el vanadio afecte
0 sobreactive la cascada de fototransduccion alterando la homeostasis. Al
enfocarnos en el estudio de los fotorreceptores encontramos evidencia de su
alteracion mediante el cambio en su morfologia y la presencia disminuida del
pigmento rodopsina, suponiendo entonces que existe pérdida de dicho tipo celular,

(Fig.7).

Alteraciones en:
- Fotorreceptores Estrés oxidante

AP - gated — Capasnucleares Lipoperoxidacién
ion channel - Ganglionares

Posible degeneracion de
fotorreceptoresy otras células

Fototransduccion

o X :
Segmento

externo

N terminus

Rodopsina
disminuye

Imagen 7. Representacion esquematica del dafio inducido sobre la retina, por la inhalacion de
Vanadio.
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Conclusiones:

El pentdxido de vanadio se distribuye el organismo al ser inhalado, probablemente
llega al ojo atravesando la barrera hematorretiniana y de esta forma ocasiona
cambios morfologicos y bioquimicos en diversas capas de la retina , en particular
en los fotorreceptores.

El vanadio induce cambios en la densidad del pigmento rodopsina, aumento
significativo del grosor de las capas nucleares tanto externa como interna y
desorganizacion de los nucleos, siendo las alteraciones mas evidentes a las 12
semanas.

La inhalacion de este metal de transicion induce estrés oxidante con lo que
probablemente se afecten los lipidos componentes de las membranas de las
neuronas que forman parte de la retina.

Concluimos que el vanadio indujo alteraciones histoldgicas, que correlacionan con
el tiempo de exposicion y que probablemente tengan implicaciones en la visién
nocturna de los ratones.

Perspectivas:

Utilizar algin marcador de apoptosis para confirmar que la inhalacion de este
metal ocasiona la muerte de cierto tipo celular.

Es deseable realizar estudios mas especificos con los cuales se pueda hallar la
explicacion para el engrosamiento de las capas nucleares y conocer si se trata de
un tipo celular nuevo que se encargue de compensar la pérdida de los bastones y
asi mantener en las mejores condiciones posibles a la retina

Se podria llevar a cabo un estudio, en el que se evalle si las alteraciones a nivel
histologicos conllevan a una alteracion de la funcion visual mediante pruebas
conductuales o potenciales evocados, mediante el cual se evaluaria de manera
mas completa las alteraciones del Vanadio en la retina y por lo tanto en la visién.
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