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1) Resumen

El manganeso (Mn) es un elemento natural que se encuentra en varios tipos de suelo y
es fundamental para la fabricacion de diversos productos que utilizamos en la vida
diaria, incluyendo el acero, baterias y gasolinas. Ademas, es un metal de transicion que
en condiciones normales es necesario para diversos procesos fisioldgicos en el
organismo, como la formacion de metaloproteinas, la regulacion de la energia celular y
co-factor en varios procesos enzimaticos. No obstante, es de creciente preocupacion el
papel que ocupa como contaminante toxico del aire debido a que ingresa sin resistencia
del epitelio olfativo al bulbo olfatorio y, a diferencia de otros metales como el cadmio y el
niquel, es transportado trans-sinapticamente a estructuras profundas dentro del
cerebro. Ha sido documentado que la exposicion de forma tanto ocupacional como no
ocupacional al Mn produce problemas psiquiatricos y neurologicos. Ademas se ha
descrito que la exposicion al Mn ocupacional provoca un bajo desempefio en la
capacidad de percibir e identificar olores; sin embargo, poco se sabe acerca del posible
efecto de la exposicidon no ocupacional al Mn en la funcién olfativa. Usando una bateria
estandarizada de pruebas olfativas comparamos el desempefio olfativo de sujetos de
una comunidad minera a menos de un kildbmetro de una planta de procesamiento de
manganeso, con sujetos no expuestos de una comunidad a 50 km de la fuente de
exposicion mas cercana (N=30/grupo). Los grupos fueron pareados por edad, género y
nivel educativo, y ninguno de ellos fue trabajador en actividades mineras. Se midieron
las concentraciones de Mn en cabello como un biomarcador de exposicion; los sujetos
expuestos tuvieron concentraciones significantemente mas altas que los sujetos no
expuestos. También fueron significativamente superados por los sujetos no expuestos
en todas las medidas olfativas (umbral, discriminacion e identificaciéon de olores), lo que
indica efectos adversos de la exposicion a Mn en un rango de funciones olfativas,
incluyendo aquellas involucradas en procesos cognitivos de alto orden. Esto contrasta
con hallazgos previos que muestran efectos adversos periféricos pero no centrales en
la funcion olfativa provocados por la contaminacion del aire de la Ciudad de México,
que consiste principalmente en contaminantes con efectos conocidos sobre el epitelio
olfatorio pero con una menor capacidad de movimiento trans-sinaptico en comparacién
con el Mn. Los resultados de la tesis permiten concluir que la exposicion atmosférica no
ocupacional a Mn atmosférico esta asociada con decrementos en la funcién olfativa
periférica y central.



2) Introduccion

El manganeso (Mn) se encuentra en el medio tanto en formas organicas como en
inorganicas. En la manera inorganica es un ingrediente esencial del acero, también se
usa en la produccion de baterias secas, vidrio, fuegos artificiales, industria textil y
fertilizantes (Agencia de Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, ATSDR
2008).

El Mn es un metal esencial en varios tejidos bioldgicos, es necesario para la actividad
regular del organismo y en una variedad de procesos fisiolégicos incluidos el
metabolismo de macromoléculas (aminoacidos, lipidos, proteinas y carbohidratos), el
funcionamiento normal del sistema inmune, la regulacion de la energia celular mediante
complejos formados con ATP y fosfato inorganico, el crecimiento normal de los huesos
y de tejido conectivo. EI Mn es parte importante de metaloenzimas como la arginasa
(enzima que interviene en la degradacion de la arginina para formar ornitina), y funciona
como factor para otras enzimas como la antioxidante manganeso superoxido
dismutasa. En circunstancias normales juega un papel en la sintesis y metabolismo de
varios neurotransmisores como dopamina y serotonina por medio de sus actividades en
las enzimas monoamina oxidasa y catecolamina metil-transferasa (Schneider et al.,
2006).

Sin embargo la sobre-exposicion al Mn ocasiona problemas psiquiatricos (llanto y risa
excesivos, anormalidades en el sueno, irritabilidad, apatia y anorexia) y neurolégicos
(perturbaciones en la marcha, disartria, torpeza, calambres musculares, temblores
cinéticos, y expresiones faciales enmascaradas), inclusive puede derivar en sintomas
extrapiramidales similares a la enfermedad de Parkinson, tales como distonia
irreversible e hiperflexion de los musculos (Cotzias et al., 1968; Chu et al., 1996; Davis
et al., 1998). Lo anterior se debe a que el Mn no solamente es transportado sin
resistencia del epitelio olfatorio al bulbo olfatorio, la primera estacion en el
procesamiento central de la informacién olfatoria en vertebrados, sino que a diferencia
de otros metales como el cadmio y el mercurio, también es transportado trans-

sinapticamente a estructuras profundas del cerebro (Sloot et al.,1994; Roels et al.,



1997; Takeda et al., 1997; Tjalve y Henriksson, 1999; Aschner et al., 2007; Dorman et
al., 2006; Leavens et al., 2007; Thompson et al., 2011).

Aunque no se conoce exactamente el mecanismo neurotoxico del Mn, se ha
demostrado que promueve la destruccion de neuronas dopaminérgicas en diversas
partes del encéfalo, de las cuales el bulbo olfatorio y el cuerpo estriado son las mas
afectadas; el mecanismo propuesto involucra la autooxidaciéon de catecolaminas
intracelulares, inhibiendo asi la sintesis de ATP, lo que conduce a una mayor
produccion de radicales libres, especies reactivas de oxigeno y otros metabolitos
citotoxicos, ademas de una disminucion de los mecanismos celulares de defensa
antioxidante (Eriksson et al., 1992; Burton y Guilarte, 2009; Martinez y Gavin, 2013).
También se indica que existe una reduccidn del transporte de glutamato y una
alteracion en el ciclo de glutamato-glutamina en corteza, estriado, talamo-hipotalamo y
bulbo olfatorio (Erikson et al., 2002, 2007; Bagga et al., 2012).

Es de particular importancia estudiar los efectos del Mn sobre el sentido del olfato
debido a que el Mn posee la habilidad de sortear la barrera hematoencefalica y alcanzar
el sistema nervioso central, principalmente por medio de la inhalacion y reclutamiento
por parte de las neuronas olfativas receptoras que se originan en la cavidad nasal
(Tjalve y Henriksson, 1999; Vitarella et al., 2000; Dorman et al., 2006; Thompson et al.,
2011). Actualmente existen estudios que demuestran que en grupos de personas
expuestas ocupacionalmente a altos niveles de Mn, tales como soldadores y mineros
ocurre un incremento de los umbrales olfativos (Sjogren et al.,1996), asi como una
disminucién de la capacidad para identificar olores (Bowler et al., 2007; Antunes et al.,
2007). Y aunque es creciente la evidencia de que la exposicion créonica de menor
intensidad a Mn en el ambiente, también puede tener efectos téxicos persistentes en la
salud humana (Hudnell, 1999; Mergler et al., 1999; Rodriguez-Agudelo et al., 2006; Zoni
et al., 2007; Solis-Vivanco et al., 2009; Riojas-Rodriguez et al., 2010; Lucchini et al.,
2012), poco se han descrito los efectos que ocasiona la toxicidad del Mn en el sentido
del olfato, a pesar de ser la principal entrada del téxico al sistema nervioso central
(SNC) (Zoni et al. 2012)



2.1) Descripcién del manganeso

El Mn es un elemento natural que se encuentra en diferentes tipos de suelo y rocas. En
la tabla periodica tiene un numero atémico de 25 y se encuentra en el grupo 7. El Mn
puro es un metal plateado, sin embargo no se encuentra de esta manera en el
ambiente. Se presenta combinado con otras sustancias como el oxigeno, sulfuro y
cloro. Es un metal de transicidon necesario para diversas funciones organicas. (Agencia
para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades de Estados Unidos “ATSDR”
por sus siglas en inglés, 2008).

Existe en distintas formas quimicas y fisicas en la tierra, el agua y particulas
suspendidas en la atmdsfera. De importancia ambiental son Mn*2 | Mn** y Mn*’. En
tejido viviente se encuentran Mn*?, Mn*3 y posiblemente Mn** (Aschner et al., 2007).
Segun la ATSDR el Mn es un nutriente esencial que comprende el 0.1% de la corteza
terrestre, es el duodécimo elemento mas abundante y el décimo quinto metal, de forma
natural se encuentra con otros elementos formando silicatos, 6xidos y carbonatos en
mas de 100 minerales, siendo el mas comun el didoxido de manganeso (MnOz2, conocido
como pirolusita. (ATSDR, 2008).

Se encuentra en el medio tanto en formas organicas como en inorganicas. En la
manera inorganica es un ingrediente esencial del acero, también se usa en la
produccion de baterias secas, vidrio, fuegos artificiales, industria textil y como
fertilizante. Ademas se utiliza como pigmento inorganico en cosméticos y pinturas,
llamado “violeta de manganeso”. En la forma organica se utiliza como fungicida, aditivo
en la gasolina, inhibidores de humo y como agente para imagenes médicas (ATSDR,
2008).

Otro uso se da con una sustancia llamada Mn tricarbonil metilciclopentadienil o MMT la
cual se utiliza como aditivo para aumentar el octanaje en las gasolinas; éste compuesto
se empez6 a utilizar en los afos setenta y se ha ido disminuyendo su uso hasta la fecha
(Pellizari et al., 2001). En el presente en Estados Unidos la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental) solo permite la concentracion de 1/32 g. por galén, pero continua las
discusion sobre el dafio que puede producir éstas emisiones en los seres vivos (Davis
et al., 1998).



En los Estados Unidos la media de concentracion de Mn en el aire es de 0.02ug/m3; sin
embargo en zonas mineras e industriales puede aumentar desde 0.22ug/m?3 hasta
0.3ug/m® (ATSDR, 2008).

2.1.1) Papel que desempefia el Mn en el organismo.

El Mn es un metal esencial en varios tejidos biologicos, es necesario para el
funcionamiento normal y una variedad de procesos fisiolégicos incluyendo:
metabolismo de aminoacidos, lipidos, proteinas y carbohidratos; funcionamiento normal
del sistema inmune; regulacion de la energia celular mediante complejos formados con
ATP y fosfato inorganico; crecimiento normal de los huesos vy tejido conectivo. El Mn es
parte importante de metaloenzimas como la arginasa y funciona como co-factor para
otras enzimas. En circunstancias normales juega un papel en la sintesis y metabolismo
de varios neurotransmisores como dopamina y serotonina por medio de sus actividades
en las enzimas monoamina oxidasa y catecolamina metil transferasa (Golub et al.,
2005; Schneider et al., 2006).

2.1.2) Efectos de la exposicion anormal al Manganeso

La deficiencia de Mn en humanos y otras especies esta asociada a pérdida de peso,
problemas de crecimiento, defectos esqueléticos, tolerancia anormal a la glucosa y
problemas de coagulacion (Erikson et al., 2005, 2007; Schneider et al., 2006).

Los primeros estudios sobre la exposicion ocupacional excesiva al Mn incluyen
problemas neuroldgicos, reproductivos y respiratorios. EI Manganismo es caracterizado
por varios desordenes psiquiatricos y del movimiento, regularmente consiste en dos o
tres fases. La primera fase son los efectos psiquiatricos que incluyen problemas de
llanto y risas excesivas, anormalidades en el suefio, irritabilidad, apatia y anorexia; a
estos sintomas algunas veces se les ha nombrado “locura manganica”. La segunda
fase consiste en signos neuroldgicos y neuromusculares como: perturbaciones en la

marcha, disartria, torpeza, calambres musculares, temblores cinéticos, expresiones



faciales enmascaradas. Ademas una etapa final de Mn intoxicacion puede implicar
sintomas de distonia irreversible e hiperflexién de los musculos, pero éstos problemas
no suelen aparecer hasta varios afos después del inicio de la exposicion (Cotzias et al.,
1968; Chu et al., 1996; Davis et al., 1998).

2.1.3) Efectos del Mn en trabajadores expuestos.

Diversas investigaciones se han realizado con trabajadores que se encuentran
directamente expuestos a la toxicidad del manganeso, ya sean soldadores, mineros o
trabajadores del acero. En estos estudios se ha encontrado que existe un deterioro
psiquiatrico, motor y cognitivo considerable en los sujetos expuestos (sin sintomatologia
aparente), al ser comparados con controles. Los problemas psiquiatricos descritos
incluyen ansiedad, (Bowler et al., 2007), problemas de suefio, disfuncién sexual,
dolores de cabeza, depresion y fatiga (Lucchini et al., 1995; Bowler et al, 2007). En
cuanto a las afectaciones motoras se han encontrado deficiencias en el desempefo de
las pruebas de “Sistema de analisis de temblor asistido por computadora”, “Temblor en
las manos”, “Test de Balance Corporal’ (Bowler et al. 2007), “Golpeteo de dedos”
(Lucchini et al. 1995), Prueba de “Pegboard” en ambas manos y el “Test motor de Luria-
Nebraska” (Sjogren et al. 1996). Referente a la evaluacién cognitiva se encontraron
déficits en memoria de trabajo, concentracién, memoria y habilidades verbales (Lucchini
et al. 1995; Bowler et al. 2007). Ademas se observaron efectos sobre las funciones
cognitivas mas complejas, tales como tareas aritméticas de la prueba de las adiciones y

la tarea de codificacion de la prueba de pares simbolo- digitos (Lucchini et al. 1995).

2.1.4) Entrada y transporte del Mn al SNC

Cuando se administra por inhalacién el Mn no solamente es transportado sin resistencia
del epitelio olfatorio al bulbo olfatorio (la primera estacion en el procesamiento central
de la informacion olfatoria en vertebrados), sino que a diferencia de otros metales

como el cadmio y el mercurio, también es transportado trans-sinapticamente a
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estructuras profundas del cerebro (Sloot et. al. 1994; Roels et. al. 1997; Takeda et.
al.1997; Leavens et al. 2007; Thompson et. al. 2011).

Con la intenciéon de determinar la respuesta del organismo a la inhalacién de Mn,
Vitarella (1999), administré fosfato de manganeso por via nasal a cuatro grupos de
ratas macho adultos en diferentes concentraciones, 0, 0.03, 0.3 o0 3 mg Mn/m3
respectivamente. Los animales fueron expuestos seis horas al dia durante dos
semanas, y posteriormente se analizd el contenido de Mn en los siguientes tejidos:
plasma, eritrocitos, bulbo olfatorio, cuerpo estriado, cerebelo, pulmones, higado, fémur
y el musculo esquelético. Los resultados arrojaron que comparado con los controles se
encontré un aumento en los niveles de Mn en el bulbo olfatorio, fémur, pulmones vy el
musculo esquelético, luego de la exposicion a 3 mg Mn/m3; en tanto, la concentracion
de 0.3 mg Mn/m?3 tuvo un efecto en el bulbo olfatorio, estriado y pulmones. El estudio
indica que el bulbo olfatorio es la zona que mas acumula manganeso.

Asi mismo Roels (1997), observé la absorcion y distribucion cerebral del Mn mediante
un estudio con ratas macho adultas. Dividio a las ratas en tres grupos, a uno de ellos se
le administré MnClz, al siguiente MnOz, y al ultimo solucion salina. Luego cada uno de
los grupos anteriores lo fraccioné en tres partes conforme a la via de administracién: al
primero se le aplicé de manera oral, al segundo por inyeccion intraperitoneal y al tercero
mediante la instalacién intracraneana. A cada uno de los nueve grupos les fue aplicado
el tratamiento una vez a la semana por un periodo de cuatro semanas. Cuatro dias
después de la ultima dosis, las ratas fueron sacrificadas y se midié el volumen de Mn en
los siguientes tejidos: sangre, higado, corteza, cerebelo y estriado. Como resultado de
lo anterior se encontré que hubo aumento significativo de Mn en la corteza (g., 22%;
intraperitoneal, 36%,; intracraneana, 48%), en comparacion con los controles. La
aplicacion oral de MnClz2 no tuvo gran incremento en el estriado, mientras que la
aplicacién intracraneana tuvo un incremento de 205% en el estriado de forma paralela a
un incremento en la sangre. Se concluye que cualquiera que sea la forma de
administracién, la absorcion de Mn en el cuerpo estriado fue consistentemente mayor
cuando se aplica por inhalacién que cuando se da de manera oral.

Para estudiar el transporte neuronal del Mn, Takeda (1997) inyecté >*Mn dentro del

cerebro y lo analizd por autorradiografia. Un dia después de aplicar **MnCl2 en el



estriado encontré una fuerte concentracion de Mn en el talamo, hipotalamo y sustancia
nigra. Posteriormente inyectd la misma sustancia en un solo lado del bulbo olfatorio y
describio que el %*Mn fue distribuido en la corteza piriforme ipsilateral, areas de la
amigdala (corteza olfativa primaria), y luego a las corteza entorrinal (corteza olfativa
secundaria). Estos resultados sugieren que el Mn estda sujeto a un transporte
generalizado en los circuitos neuronales. Ademas el Mn solamente puede ser tomado
por las neuronas piriformes para después salir a las terminales neuronales olfativas
secundarias y ser transportado a la corteza entorrinal.

Por ultimo un estudio se han encontrado evidencias del transporte axonal anterior del
Mn en los ganglios basales. Microinyecciones de Mn en la sustancia nigra y el
estriado revelaron que existe acumulacion y retencidon de Mn en ciertas regiones
especificas del cerebro. Concluyen que tanto las células gliales como la vias nigro-
estriada como las estriado-nigras son blancos de la neurotoxicidad al Mn y las areas

afectadas son globo palido, estriado, tdlamo y sustancia nigra (Sloot et al. 1994).

Tabla 1. Regiones en donde se acumula el Mn segun los autores.

BO S Globo  Estriado Talamo Hipotalamo Cx Cx Entorrinal
Nigra Palido Piriforme
Vitarrella X X
Roels X
Takeda X X X X X
Sloot X X X X




2.2) Mecanismo de toxicidad del manganeso

2.2.1) Entrada del manganeso a la célula

Varios estudios revelan que el Mn es transportado dentro de la célula por mecanismos
similares al hierro (Fe™) y junto con otros metales divalentes de transicion compite por
la absorcion en la células.

Existen dos formas de transporte de Mn y Fe*™, uno de ellos dependiente de la
transferrina y el otro independiente de transferrina. El dependiente propone que el
complejo transferrina-Mn*3 (Tf-Mn*3) inicialmente se une al receptor de transferrina
(TfR) en la superficie celular, similar al proceso que sigue el Fe™. Después de la unién
de la Tf-Mn*3 a la TfR, vesiculas endosémicas que se forman en la superficie celular se
internalizan y posteriormente se acidifican por medio de iones hidrégeno de la bomba
ATPasa, produciendo la liberacién del metal del complejo TF / TfR. Dentro de las
vesiculas presumiblemente el Mn*? se convierte en Mn*? aunque una reductasa
especifica responsable de esta reaccion no ha sido identificada. El Mn*?
subsecuentemente se transporta a través de la membrana endosdmica por medio de la
proteina transportadora de metales divalentes 1 (DMT1).

En la ruta independiente de transferrina, el Mn*? es absorbido directamente por los
receptores DMT1 que se encuentran en la superficie celular. También existe un
transporte de Mn regulado por voltaje y operado por canales de Ca*2asi como también
por los canales Ca*? ionotrépicos receptores de glutamato, para esto se requieren
sefales externas para iniciar la entrada a la célula, tales como pueden ser la
despolarizacion de la membrana por medio del agotamiento de el Ca*? almacenado, o la

union del glutamato con su receptor (Roth et al., 2006).

2.2.2) Respiracion mitocondrial

El Mn usa los canales de calcio como puerta de entrada a la mitocondria. En las

mitocondrias, la mayor parte de Mn esta unido a la membrana mitocondrial interna, o
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proteinas de la matriz, lo cual permite al Mn interactuar directamente con proteinas
involucradas en la fosforilacion oxidativa. También estd demostrado que in vitro
interfiere con la sintesis de ATP particularmente inhibiendo la funcion de la F1ATPasa.
El Mn se ha asociado con la supresion de las corrientes de calcio dependientes de ATP
en los astrocitos, lo que sugiere que Mn promueve el potencialmente perjudicial

secuestro mitocondrial de calcio (Gavin et al., 1992).

2.2.3) Estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son radicales libres producidos normalmente
durante el metabolismo del oxigeno, y se producen en exceso durante el curso de la
isquemia a través de una variedad de mecanismos. Las ERO son capaces de inducir
dafno y en casos severos la muerte celular a través de alteraciones mitocondriales que
llevan a la liberacidén de citocromo ¢, mediante la activacion de la via de JNK o por la
activacion de factores de transcripcidn. La capacidad para controlar ERO es por lo tanto
critico en enfermedades neurodegenerativas porque produce dafio neuronal cuando el
equilibrio "oxidante anti-oxidantes" se altera a favor de estrés oxidativo (Swamy et al.,
2010).

Las EROS estan intimamente ligadas con la actividad mitocondrial, y existe mucha
evidencia del rol que desempenan en la neurotdxicidad inducida por Mn. Desole (1994)
administrd6 Mn a ratas durante siete dias y encontrdé que existia una elevacion en la
concentracion estriatal de los niveles de antioxidantes como el glutation (GSH) y acido
ascorbico, lo cual es un signo de la presencia de niveles elevados de ERO. Un estudio
posterior de Dobson (2003), menciona la aparicién de marcadores de estrés oxidativo
después de exponer a ratas al Mn por medio de inhalacion, éstos fueron el decremento
de GSH e incremento de metalotioneinas.
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2.2.4) El papel del glutamato en la toxicidad de Mn

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC de los mamiferos.
Tiene el potencial para participar en la patogénesis de muchas enfermedades del SNC,
ya sea debido a la excesiva liberacion, la absorcion reducida o la alteracion de los
receptores (Swamy et al., 2010).

La excitotoxicidad neuronal se refiere a la lesion y muerte de las neuronas derivadas de
la exposicion prolongada a glutamato asociada a una excesiva afluencia de iones en la
célula. La sobrecarga de calcio resultante es particularmente neurotdxica, provocando
la activacion de enzimas que degradan proteinas, membranas y acidos nucleicos. El
glutamato es liberado de los axones dafados y la glia bajo condiciones hipoxico-
isquémicas y la excitotoxicidad mediada por receptores de glutamato ha sido descrita
como un mecanismo predominante de lesidn hipdxica en el desarrollo de la sustancia
blanca cerebral (Swamy et al., 2010).

En el SNC, la conversion de glutamato en glutamina por medio de glutamina sintetasa
que tiene lugar dentro de los astrocitos, representa un mecanismo clave en la
regulacion de la neurotransmision excitatoria en condiciones normales, asi como en la
lesién cerebral. Asi la glutamina sintetasa esta implicada en la modulacién de la
renovacion de glutamato a través del ciclo de glutamato-glutamina (Swamy et al., 2010).
El aumento de los niveles de glutamato en el cerebro se han documentado en roedores
expuestos a Mn (Gwiazda et al., 2007). Los estudios in vitro han implicado al Mn en la
reduccion de la expresion del transporte de glutamato (Erikson et al., 2002) y la
captacién astrocitica del mismo. Estas alteraciones podrian afectar negativamente en el
metabolismo la distribucion y la sinapsis del glutamato.

La evidencia disponible sugiere que los primates no humanos expuestos a Mn existe
una mayor expresion de mRNA y disminucion de los niveles de proteina de GLAST y
GLT, los dos transportadores astrociticos principales de glutamato y GS, la enzima que
convierte el de glutamato en glutamina, en multiples regiones del cerebro. La
administracién crénica de Mn a roedores produce un aumento en las concentraciones
de GABA del cuerpo estriado y abolido el declive dependiente de la edad de acido
glutamico descarboxilasa, la enzima que convierte el glutamato a GABA. Estudios
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adicionales en roedores apoyan una asociacion entre la exposicion al Mn y el aumento
de las concentraciones de GABA en el cerebro. Sin embargo, otros estudios de
roedores muestran que el Mn disminuyen los niveles de GABA en el estriado y la
corteza frontal . (Erikson et al. 2007).

La neuropatologia de manganismo se investigd mediante la evaluacion regional
neuronal y el metabolismo astroglial en ratones bajo la exposicién cronica de Mn.
Ratones machos fueron tratados con MnCl2 (25 mg/kg, i.p.) por veintiun dias.
Posteriormente su metabolismo celular fue estudiado mediante la co-infusion de [U-
13Ce]glucosa y [2-'3C]acetato y monitorearon el etiquetado de Carbono ('3C) para
aminoacidos en tejido cerebral usando una espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear para Carbono ('3C—['H]-NMR spectroscopy). Ellos encontraron una reduccion
en el etiquetado del acido glutamico (Glucs4), tanto para glucosa como para acetato, lo
que sugiere una disminucion en la oxidacion de glucosa de neuronas glutamatérgicas y
el ciclo de glutamato-glutamina en corteza, estriado, talamo-hipotalamo y bulbo olfatorio
como resultado de la exposicion cronica al Mn. Ademas encuentran un decremento en
la oxidaciéon del acetato de la astroglia en las mismas regiones. Sin embargo, la funcién
GABAérgica fue disminuida en los ganglios de la base. Los autores concluyen que la
intoxicaciéon cronica al Mn produce una pérdida en la funcion excitatoria
(glutamatérgica) en casi todas las regiones cerebrales, mientras que solo existe una

caida inhibitoria GABAérgica en los ganglios basales (Bagga et al. 2011)

2.2.5) Toxicidad en neuronas dopaminérgicas

Se ha descrito que los cambios en la percepcion olfativa de las personas que han
estado expuestas al manganeso se puedan dar porque el Mn produce una falla en la
regulacién dopaminérgica (Zoni et al. 2012).

El mecanismo bioquimico preciso por el cual el Mn conduce a la destruccién selectiva
de las neuronas dopaminérgicas no se conoce, pero muchos investigadores creen que
el Mn promueve la autooxidacién de varias catecolaminas intracelulares, lo que

conduce a una mayor produccion de radicales libres, ERO, y otros metabolitos
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citotoxicos, ademas de una disminucion de los mecanismos celulares de defensa
antioxidante (Burton y Guilarte, 2009).

Se sabe que in Vitro el Mn puede promover la autooxidacion de la dopamina (DA), lo
que conduce a la creacidon de dopamina quinonas reactivas. En los primates no
humanos, altas exposiciones acumulativas a Mn> 300 mg / kg muestran una reduccion
de las concentraciones de DA estriatal. Otros estudios en primates no humanos
sugieren que el Mn induce una disminucidn postsinaptica de los niveles de receptores
tipo 2 de DA (Eriksson et al. 1992).

2.3) Procesamiento de olores

Para entender como funciona la percepcion de los olores, lo primero a tomar en cuenta
es su entrada al organismo. Para esto Hornung (2006), explica que cuando el aire llega
a la nariz durante la respiracion o la inhalacion, las moléculas odorantes pasan a través
del area de la valvula nasal y llega por encima de los receptores olfativos recubiertos de
mucosa. Una vez en el espacio aéreo encima de los receptores, moléculas odoriferas
se unen a los receptores en los cilios que se encuentran en el extremo de las células
receptoras olfativas. Cuando las moléculas odorantes se unen a los receptores de olor,
la estructura de las proteinas unidas a la membrana cambia de una manera tal, que
permite a los iones de calcio extracelular entrar en la célula. Esto produce un cambio en
el potencial de membrana en la punta de la célula olfativa del receptor, que a su vez
crea una sefal eléctrica que fluye a lo largo de los axones de las neuronas olfativas al
bulbo olfatorio (BO).

Los pasos iniciales del olfato se producen en las neuronas sensoriales primarias
ubicadas en el epitelio olfativo de la cavidad nasal de los vertebrados. Estas neuronas
son responsables de la deteccion de moléculas odoriferas presentes en el medio
ambiente circundante y la generacion de la sefal neuronal que se transmite al cerebro
(Hornung et al., 2006).

Las neuronas sensoriales primarias del epitelio olfativo, son neuronas bipolares con una
sola dendrita que termina con un boton, de donde sobresalen varios cilios y es donde la
transduccion de la sefal olfativa se lleva a cabo (Malnic et al., 2010).
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La activacion odorante de las neuronas sensoriales olfativas es mediada por una via
dependiente de la proteina G, lo que lleva a la activacién de la adenilil ciclasa, y a su
vez aumentos en las concentraciones intracelulares de adenosin- monofosfato ciclico
(AMPc), la activacion de canales activados por nucledtidos ciclicos (NCC) y la
despolarizacion de la neurona (Malnic et al., 2010; Pifferi et al., 2010 ).

Los NCC situados en la membrana ciliar se activan directamente por el AMPc,
provocando una despolarizacion y afluencia de iones Na* y Ca**. Se ha demostrado
que la corriente hacia el interior de transduccion de olor inducida se compone no soélo
de un flujo de cationes a través de canales de NCC, sino también de un flujo de salida a
través de canales activados por Ca** (Pifferi et al., 2010).

Posteriormente, el bulbo olfatorio (BO) es la primera estaciéon de retransmision del
sistema olfativo central en el cerebro de los mamiferos y contiene unos pocos miles de
glomérulos en su superficie. Debido a que los glomérulos individuales representan un
solo receptor odorante, la capa glomerular del BO constituye mapas de receptores
odoriferos. Los receptores odorantes individuales funcionan como unidades detectoras
de caracteristicas moleculares y se forman como glomérulos individuales en el bulbo.
Los glomérulos individuales suelen responder a una serie de olores que comparten una
determinada combinacion de caracteristicas moleculares, cada glomérulo parece ser
unico en su rango receptivo y glomérulos con rangos receptivos similares se reunen en
la proximidad y forman grupos especializados en detectar caracteristicas moleculares
similares (Mori et al., 2006).

Los grupos de caracteristicas moleculares similares se encuentran en posiciones
estereotipadas en el BO y podria ser parte de la representacion neural de la calidad del
olor basico. Estudios detallados sugieren que la capa glomerular representa las
caracteristicas moleculares caracteristicos en forma sistematica, de forma gradual, y
multidimensional (Mori et al., 2006).

A diferencia de las regiones sensoriales primarias de la neocorteza (somatosensorial,
visual y auditiva), no existe una organizacion espacial aparente de proyecciones
aferentes o la actividad evocada sensorial dentro de la corteza olfativa. En el bulbo

olfatorio, las neuronas sensoriales olfativas que se expresan en el mismo receptor
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olfativo distribuido a través del epitelio olfativo, convergen en un pequefio numero de
glomérulos individuales. Dado que los diferentes receptores imparten diferentes
caracteristicas de union a ligando a las neuronas sensoriales, la convergencia
homogénea neuronal sensorial a distintos glomérulos crea patrones espaciales de
olores especificos de la actividad en el bulbo olfatorio. Las neuronas de segundo orden
asociadas y las interneuronas locales parecen formar columnas alineadas con los
glomérulos. Por lo tanto, diferentes patrones espaciales de glomérulos y sus células
mitrales asociadas se activan en respuesta a diferentes sustancias odoriferas (Wilson y
Rennaker, 2010).

2.3.1) Corteza olfativa

La corteza olfativa se define tipicamente como aquellas areas que reciben de entrada
directa desde el bulbo olfatorio. Esto incluye amplias regiones del pedunculo olfatorio
del cerebro anterior y ventrolateral en roedores, y regiones mas ventromediales en los
seres humanos. Las estructuras diana especificas incluyen el nucleo anterior olfativo, el
tubérculo olfatorio, el nucleo cortical de la amigdala, la corteza piriforme, e inclusive las
regiones laterales de la corteza entorrinal, aunque la entrada directa a la corteza
entorrinal desde el bulbo olfatorio es de menor importancia (Wilson y Rennaker, 2010).
Las funciones de la corteza piriforme tienen un contexto mas amplio dentro de la
actividad del cerebro anterior (Wilson y Sullivan, 2011). Mas alla de estas regiones
corticales olfativas primarias, existen areas neocorticales con entrada olfativa sustancial
(por ejemplo, a través de la corteza olfativa primaria), que incluyen la corteza entorrinal
lateral y la corteza orbitofrontal (Wilson y Rennaker, 2010).

Ademas de la entrada del bulbo olfatorio, la corteza olfativa tiene relaciones fuertes, a
menudo reciprocas con areas limbicas, tales como la amigdala, el hipotalamo, y la
corteza perirrinal. También hay gran inervaciéon por entradas moduladores de la rama
horizontal de la banda diagonal de Broca (acetilcolina), los nucleos del rafe (serotonina),
y el locus coeruleus (norepinefrina) (Wilson y Rennaker, 2010).

Estas diversas conexiones agregan considerable riqueza a la informacion disponible de

la corteza olfativa, en términos del contexto, la valencia heddnica, la recompensa, y la
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expectativa. De hecho, unidades individuales de células en la corteza piriforme
muestran cambios de actividad al realizar una tarea de discriminacion de olores y estos
cambios se dan en distintas fases desde el muestreo de olor, la aproximacién al puerto
de olor, hasta en la adquisicidon de la recompensa (Wilson y Sullivan, 2011).

La corteza piriforme funciona como un dispositivo de reconocimiento, capaz de
contener memoria dirigible que permite el almacenamento de patrones familiares de
entrada de neuronas distribuidas a través de la plasticidad de las sinapsis de fibras de

asociacion intracortical uniendo asi neuronas dispersas (Wilson y Sullivan, 2011).

2.3.2) La discriminacién e identificacion de olores como procesos
sintéticos

La capacidad de discriminar, por ejemplo, entre el olor de las manzanas y las naranjas
es una notable hazana que se lleva a cabo facilmente por la mayoria de los vertebrados
e invertebrados. Para explicarlo, Wilson y Stevenson (2003) y Shepherd (2005)
proponen que esta funcion se da por medio de un procesamiento sintético.

Por procesamiento sintético, nos referimos al hecho de que generalmente los
mamiferos tienen una capacidad muy limitada para identificar los componentes en
mezclas de olor (o caracteristicas sub-moleculares de odorantes monomoleculares) v,
mas bien, tratan a las mezclas como un unico conjunto perceptivo (Shepherd et al.,
2005).

Los receptores olfativos responden diferencialmente y de una manera aparentemente
sistematica a las caracteristicas moleculares del mundo de los olores. Estas
caracteristicas son codificadas en patrones de actividad en la capa glomerular, que
funciona como imagenes que representan el mundo de los olores. Las imagenes de olor
se procesan sucesivamente por microcircuitos, para proporcionar la base para la
deteccion y la discriminacién de olores (Shepherd et al., 2005).

Los autores proponen que los circuitos del bulbo olfatorio crean patrones espacio-
temporales de olores especificos que se sintetizan y se almacenan en la corteza
piriforme a través de la plasticidad sinaptica Hebbiana. Existe la base anatémica para

dicha sintesis tanto en la proyeccion de las células mitrales de transporte de entrada de
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receptores especificos que convergen en los parches terminales en la corteza piriforme
anterior y, quizas que es mas importante, a través del extenso sistema de asociacién de
fibras intracorticales (Wilson y Stevenson, 2003; Shepherd et al., 2005).

La experiencia con un olor (0 mezcla de olor), en una variedad de condiciones permite
crear un patron de actividad olor-especifica que se sintetiza como un unico conjunto
perceptivo a través de la plasticidad sinaptica cortical y ademas, permite que el patron
para ser posteriormente comparado contra otros patrones de fondo de la actividad. Este
ultimo fendmeno podria, en algunos casos, resultar en la adquisicion de propiedades
perceptivas para los componentes de las mezclas. (Wilson y Stevenson, 2003;
Shepherd et al., 2005).

La evidencia indica que la percepcion olfativa es también dependiente en gran medida
del aprendizaje y la memoria. En primer lugar, los participantes son inicialmente pobres
en discriminar olores desconocidos de uno al otro, pero mejoran rapidamente con la
exposicién. En segundo lugar, las cualidades que se describen por los participantes al
detectar un olor pueden ser adquiridas. En una serie de estudios se ha mostrado que al
combinar olores no familiares con los sabores dulces, las personas creen oler dulce, y
al combinar con sabores acidos, creen oler acido (Wilson y Stevenson, 2003; Shepherd
et al., 2005).

El circuito basico de la corteza olfativa posee caracteristicas esenciales de un circuito
cortical canonico. Las propiedades del circuito basico olfativo le permiten funcionar
como una memoria de contenido direccionable, que le facilita asociar nuevos estimulos
de olor con huellas de la memoria de los estimulos anteriores para favorecer el
reconocimiento de olores. La organizaciéon de microcircuitos contiene largas fibras de
asociacion similares a la zona cortical involucrada en el procesamiento de caras. Esta
forma de patrones sintéticos de reconocimiento permite la transformacién de objetos
odorantes en caracteristicas de olor complejas. La separacioén del patrén cortical que
llega a dominar promueve la discriminacién perceptiva (Wilson y Stevenson, 2003;
Shepherd et al., 2005).

Las entradas moduladoras y los cambios dependientes del estado en la conectividad
funcional permiten mas ajustes en la codificacion de olores, la asociacion de la calidad

del olor con el contexto y el hedonismo. Juntos, estos procesos colocan plasticidad
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neural y la memoria en el centro de la percepcion del olor, similar a la percepcién de los
objetos en otros sistemas sensoriales y la memoria espacial en el hipocampo (Wilson y
Stevenson, 2003; Shepherd et al., 2005).

Como evidencia suplementaria a ésta teoria existen estudios de casos que sirven como
apoyo, uno de ellos es el del paciente H. M., quien recibié reseccion bilateral de los
I6bulos temporales mediales, incluyendo la corteza piriforme, como un tratamiento para
la epilepsia intratable. H.M. es facilmente capaz de distinguir el mismo olor presentado
a diferentes concentraciones y dos cualitativamente diferentes olores presentados en
diferentes concentraciones. Sin embargo, H.M. es totalmente incapaz de discriminar
cualitativamente diferentes los olores cuando se eliminan las sefiales de intensidad. En
otras palabras, para H. M., todos los olores huelen igual (Mair et al.,1980)

Hallazgos similares han surgido a partir del estudio de otras condiciones que se sabe
que afectan la memoria, por ejemplo el sindrome de Korsakoff. En este sindrome, la
discriminacidon de olores se puede observar independiente de cualquier cambio en la
capacidad de los participantes para detectar la presencia y la intensidad de los
odorantes. Tomados en conjunto, estos hallazgos apuntan a un sistema perceptual
sintético basado principalmente en el aprendizaje y la memoria (Eichenbaum et al.,
1983).

2.3.3) La capacidad olfativa disminuye con la edad

La capacidad de identificacion de olores se midié en un total de 1955 personas de
edades comprendidas entre 5-99 afios. En promedio, las mujeres superaron a los
hombres en todas las edades, y los no fumadores superaron a los fumadores. El
maximo rendimiento se produjo en la tercera a quinta décadas y se redujo
notablemente después de la séptima. Mas de la mitad de los sujetos entre 65 y 80 afios
de edad mostraron un deterioro olfativo. Después de 80 anos, mas de tres cuartas
partes evidenciaron mayores trastornos. De acuerdo a estos resultados, no es de
extrafiar que muchas personas mayores se quejan de que la comida le falta sabor y que
la cuenta de ancianos tenga un numero desproporcionado de casos de
envenenamiento accidental de gas cada ano (Doty et al., 1984).
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También utilizando la prueba Sniffin’ Sticks Hummel (2007) examiné a 3282 sujetos y
encontré que haciendo caso omiso de las diferencias relacionadas con el sexo, la
puntuacion total o TDI fue de 24,9 en sujetos menores de 15 anos, 30,3 para las
edades de 16-35 afnos, el 27,3 para las edades de 36-55 anos y el 19,6 para los sujetos

mayores de 55 afos

2.4) Riesgos del Mn como contaminante en el aire

Los estudios previos han indicado que los habitantes de ciudades contaminadas
obtienen valores significativamente inferiores en su desempefio olfativo cuando son
comparados con personas de lugares con condiciones geograficas y climaticas
parecidas. Guarneros (2009), usé la bateria de pruebas olfativas “Sniffin’ Sticks” y una
prueba establecida para la percepcién del trigémino intranasal, para comparar las
capacidades olfativas y la sensibilidad olfativa trigémino de los residentes de la Ciudad
de México, una regidon con alto nivel de contaminacion en el aire, con el rendimiento de
una poblacion de control del estado mexicano de Tlaxcala, una region geograficamente
comparable pero menos contaminada. Se evalud la capacidad de los 30 jévenes de
cada lugar de detectar un olor a rosa (2-feniletanol), a discriminar entre diferentes
olores, y para identificar otras sustancias olorosas comunes. Los sujetos de control de
Tlaxcala detectan 2-feniletanol en concentraciones significativamente mas bajas que los
sujetos Ciudad de México, ya que podian discriminar entre odorantes significativamente
mejor, y ellos se desempefiaron significativamente mejor en la prueba de la sensibilidad
del trigémino. Los autores llegaron a la conclusion de que la contaminacion del aire en
la Ciudad de Meéxico deteriora la funcion olfativa y la sensibilidad del trigémino
intranasal, incluso en adultos jéovenes sanos.

Al igual que la investigacion anterior, Hudson (2006), realiz6 un estudio comparativo
entre el desempeno olfativo de los habitantes de la ciudad de México y de Tlaxcala, a
los dos grupos se les mostraron fragancias de bebidas cotidianas en botellas de
compresion. Al final encontré que alrededor del 10% de los sujetos de la Cd. de México
en comparacion con alrededor del 2% de los sujetos de Tlaxcala se considerd que
tienen mal desempeno olfativo, todos eran de mayor edad (edad media: 48,6 afios). Por
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lo tanto, la contaminacion del aire en la Ciudad de México parece tener un impacto
sustancial en la funcién olfativa, incluso en los residentes jovenes y de mediana edad.
Un aspecto al cual recientemente se le ha dado particular relevancia es la
concentracion de manganeso en el ambiente de las grandes ciudades como resultado
de la combustién de metilciclopentadienil tricarbonilo de manganeso (MMT, por sus
siglas en inglés), un compuesto que forma parte de las gasolinas desde la década de
1970.

Con el objetivo de medir el impacto de las gasolinas en el nivel de Mn en el aire Boudia
(1995), realizd mediciones del metal en tres distintas estaciones del subterraneo de
Montreal, dos de ellas aledanas a vias con una alta densidad de automoviles y una de
ellas en una zona de baja densidad, cabe sefalar que el aire que entra a las estaciones
no pasa por ningun filtro y llega directamente de la calle. Sus resultados arrojaron que
las concentraciones de Mn en el aire de las dos estaciones cercanas al trafico fueron
mas del doble que las mediciones de la tercera y también superaron el minimo
permitido por la EPA que es de 0.05 ug/m?® lo cual indica que las emisiones de los
automoviles promueven niveles elevados de Mn en el ambiente.

Smargiassi (2002) llevo a cabo una investigacion con el fin de demostrar que el MMT
producido por los automoviles conlleva a una alza de niveles de Mn en el organismo.
Examiné las concentraciones de toxicos en el corddn umbilical de neonatos de dos
diferentes ciudades, una de ellas Paris en la cual se continuaba usando plomo (Pb)
como aditivo a la gasolina y otra Montreal en donde el MMT era el potenciador del
octanaje en la gasolina. Al hacer la correlacion encontré que los niveles de Mn en los
cordones era significativamente mayor en los habitantes de Montreal y a su vez los
niveles de Pb eran significativamente superiores en Paris. Sugiriendo que el MMT
puede ser el principal responsable de los niveles superiores de Mn en los habitantes de

Montreal.
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2.5) Efectos del Mn en poblaciones expuestas.

La exposicion al manganeso puede causar signos y sintomas neuroconductuales y
neurologicos (Zoni et al., 2007).

Riojas-Rodriguez (2010), llevé a cabo una investigacion con dos grupos de nifios en
edad escolar de 7 a 10 afos, los participantes del primer grupo (n=79) habitan en el
distrito de Molango en poblaciones que se encuentran expuestas al Mn debido a que
en ese lugar se ubica el yacimiento mas grande de Norteamérica y su principal
actividad econdémica es la explotacién de dicho metal, los sujetos del segundo grupo
que son el utilizados como control (n=93) pertenecen a localidades que tienen un perfil
sociodemografico parecido, pero no tienen contacto con Mn. A los dos grupos se les
aplicaron mediciones de concentracion de Mn tanto en sangre (MnS), como en cabello
(MnC), y éstos resultados fueron comparados con el desempefio que obtuvieron los
nifos en la escala de inteligencia Wisc adaptada a poblacidon mexicana. La presencia
en sangre MnS de las personas expuestas fue de 9.5 ug/g y en cabello MnC fue de
12.6 ng/g, mientras que para el grupo control fue significativamente menor con 8.0 ug/g
en sangre y 0.6 ug/g en cabello. Al relacionar éstas mediciones con los resultados de la
escala intelectual mostraron que el MnC se encuentra inversamente asociado con la
capacidad intelectual, o sea, que entre exista mas presencia de MnC, el desempefio
intelectual es menor en los siguientes parametros de la escala: Coeficiente intelectual
verbal, Intervalo de Confianza, Desempenio y Escala total.

Al terminar, ellos concluyen que la exposicion ambiental al Mn esta inversamente
asociada a la funcion intelectual en nifios en edad escolar.

Rodriguez-Agudelo y cols. (2006), estudiaron el riesgo de alteraciones motoras en
personas que habitan un distrito minero en México. Para saber lo anterior trabajaron
con 288 participantes (168 mujeres y 120 hombres) de ocho comunidades. Midieron las
concentraciones de MnS en la poblacion y ademas obtuvieron las concentraciones en
particulas aéreas, agua, suelo y cultivos. Al mismo tiempo aplicaron en los habitantes la
bateria neuropsicolégica que evalua funciones motoras llamada “Esquema de
Diagnostico Neuropsicolégico” de Ardila y Ostrosky-Solis. Las concentraciones en el

agua y el grano de maiz fueron inferiores a los limites de deteccién en la mayoria de los
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sitios de muestreo, mientras que las concentraciones en sangre variaron de 5.0 ug/l a
31.0 pg/l y en aire entre 0.003 a 5.86 pg/m3. Al obtener los datos, reportaron que no
existia una correlacion entre el MnS y las funciones motoras, sin embargo, al evaluar la
asociacion entre la concentracion en el aire y el desempefio motor, describieron que el
Mn en el aire es inversamente proporcional a las calificaciones de las pruebas motoras,
es decir, a mayor concentracion de Mn habia un mayor déficit en funciones motoras, los
test relacionados fueron los siguientes: Coordinacién de dos movimientos, Cambios de
posicion en movimiento manual y Test que evalua reacciones conflictivas (Regulacion
verbal del movimiento). Lo cual indica la inhalacion de Mn provoca déficit motor.

Para efectuar una evaluacion del riesgo de exposicion al manganeso en un distrito
minero, Santos-Burgoa (2001), realizé un estudio transversal se llevé a cabo con una
muestra de residentes adultos de dos comunidades cercanas a una planta de refinacion
de Mn. Se recopilaron datos sobre las condiciones socioecondémicas de vida, las
fuentes de emision, las concentraciones de medios de comunicacidon del medio
ambiente (aire, agua, suelo, polvo, alimentos), sintomatologia respiratoria, y un examen
neuropsicolégico (Prueba de deteccién Mini-Mental, la prueba Organizacion Visual
Hooper, el Esquema de Diagndstico Neuropsicolégico de Ardila y Ostrosky-Solis , y
otros). Se examinaron 73 sujetos (52 mujeres), la mayoria de nivel socioeconémico
bajo. Las concentraciones en el aire del medio ambiente fueron de 2 a 3 veces mas
altos que en otras concentraciones urbanas. Las concentraciones de MnS variaron
desde 7,5 hasta 88 ug/l, con una concentracién media de 15, la partida cuartil superior a
20 png/l, el superior 10% estaba por encima de 25 pug/l. Se identific6 que la
concentracion de MnS es directamente proporcional al aumento del riesgo de tener un

desempefio cognitivo deficiente.

Menezes-Filho (2009), realizé un estudio en nifios en donde correlaciond los niveles de
MnC y los de plomo en sangre con indicadores de comportamiento (obtenidos mediante
el “Check list del comportamiento de los nifios”) y los problemas de atencién. Encontré
que existe una asociacién positiva entre la exposicién elevada al Mn y problemas de
conducta externa y la falta de atencién, con las nifias presenta efectos mas

pronunciados que con los varones.
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2.6) Los “Sniffin’ Sticks”, una prueba confiable para medir el desemperio
del sistema olfativo.

“Sniffin’ Sticks” es una nueva prueba de rendimiento quimiosensorial nasal basado en
dispositivos de dispensacién de olor de tipo pluma. Es una prueba olfativa global creada
por Hummel (1997), y se compone por tres tests de funcion olfativa: Umbral olfativo,
Discriminacién de olores e ldentificacion de olores.

Los “Sniffin’ Sticks” son plumones de aproximadamente 14 cm de largo y 1.3 cm de
ancho, a los cuales en la goma (en vez de tinta) se les ha llenado con perfumes liquidos
disueltos en glicol propileno a un total de 4 ml. Para presentar los olores, se remueve la
tapa y se colocan por aproximadamente tres segundos, a aproximadamente dos cm de
la nariz del examinado.

Esta prueba ha demostrado ser confiable tanto en test-retest de hasta cuatro
repeticiones (Albrecht et. al., 2008), asi como cuando ha sido comparada con otros test
olfativos como el “Connecticut Chemosensory Clinical Research Center Test, CCCRC”
(Hummel et al., 1997), el “University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT)”
(Kobal et. al., 1996) y el “Indian Smell Identification test (INSIT)” (George et al. 2013).
También ha mostrado ser confiable en estudios transculturales y ha sido adaptado para
distintos paises (Konstantinidis et. al.,2008; Orhan et. al., 2011; Neumann et al. 2012).
Los “Sniffin’ Sticks” han sido constantemente utilizados en el estudio del papel que
desempefia el sentido del olfato en distintos padecimientos neurolégicos como el
Parkinson (George et al. 2013) y el Alzheimer (Forster et al., 2012; Seligman et al.,
2013)

2.7) Estudios de medicion del manganeso en cabello (MnC)

Eastmann (2013) describié que la ausencia de biomarcadores bien validados para el
Mn eran un obstaculo para los estudios de toxicidad, por lo cual realizé un estudio en
dos grupos de nifios, los del primer grupo vivian cercanos a plantas de procesamiento
de acero y los del segundo grupo no tenian acercamiento al contaminante. Al terminar

sus resultados arrojaron que existian diferencias significativas en los dos grupos siendo
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el grupo expuesto el que obtenia concentraciones mas altas de Mn en el pelo. Por lo
tanto concluye que el analisis de cabello es un buen biomarcador para mostrar la
toxicidad del Mn en las personas.

Diversos estudios apoyan que la mediciéon del MnC es un marcador que se encuentra
asociado a los desordenes cognitivos debidos a la intoxicacion (Menezes et al., 2013;
Riojas-Rodriguez et al., 2010). Un estudio con nifios que viven cerca de una planta de
procesamiento del acero en Brasil realizado por Menezes (2013) observo la correlacion
entre los déficits atencionales y los problemas de conducta la acumulaciéon de MnC. En
los niveles de MnC obtuvo una mediana para de 11.48 ug/g. Los analisis de correlacion
mostraron que varios indices de comportamiento y problemas atencionales se
correlacionaron significativamente con los niveles de MnC en las nifias, pero no en los
varones.

También, Riojas-Rodriguez (2010) observo que en sujetos de una poblacion minera la
presencia de manganeso en sangre (MnS) de las personas expuestas fue de 9.5 ug/g y
el MnC fue de 12.6 ug/g, mientras que para el grupo control fue significativamente
menor con 8.0 ug/g en sangre y 0.6 ug/g en cabello. Al relacionar éstas mediciones con
los resultados de la escala intelectual mostraron que el MnC se encuentra inversamente
asociado con la capacidad intelectual, o sea, que entre exista mas presencia de Mn en
cabello, el desempeno intelectual es menor en los siguientes parametros de la escala:
Coeficiente intelectual verbal, Intervalo de Confianza, Desempefio y Escala total.
Aunque es reconocido que el examen de cabello es muy util para identificar la
exposicidon historica a algunos contaminantes y puede tener un valor predictivo de las
condiciones de salud, también existe gran incertidumbre respecto a los procedimientos
de muestreo, la evaluacion y el control de calidad y la falta de valores de referencia asi
como los resultados dosis-efecto. El color del pelo y uso de productos de tratamiento

capilar pueden influir en los resultados (Smolders et al., 2009).
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2.8) Investigaciones sobre el efecto del manganeso en el sentido del
olfato

Bowler (2007), compardé los resultados obtenidos en la prueba UPSIT (Test de
identificacion olfativa de la Universidad de Pennsylvania) de una muestra de soldadores
expuestos al manganeso, con un grupo control de sujetos pareados por edad, sexo,
escolaridad y habitos de tabaquismo obtenido de la base de datos del Centro del gusto
y del olfato de la Universidad de Pennsylvania, sus resultados arrojaron que el 88% de
los participantes del grupo expuesto mostréo una desempefio significativamente menor
que los del grupo control. Posteriormente en un estudio realizado en la region de
Valcamonica lItalia (Poblado que se encuentra bajo el impacto de emisiones de
manganeso vertidas al ambiente por plantas de produccién de acero), Lucchini 2012
utilizo el test de identificacion de Sniffin’ Sticks para evaluar el desempeio olfativo de
alumnos de una escuela publica (n=154), los cuales fueron comparados con un grupo
control de sujetos de una region no expuesta. Al terminar la investigacion encontré que
los resultados de los sujetos de la region de Valcamonica fueron significativamente

inferiores a los resultados de los habitantes del poblado no expuesto

3) Justificacion

Desde finales de los afios setenta, con la finalidad de eliminar el uso del plomo de las
gasolinas, les afadieron el compuesto de manganeso llamado MMT, que es un aditivo
que proveé mayor octanaje a los combustibles (Davis, 1998; Samargiassi et al., 2002).
Sin embargo, existen varios estudios que indican que el manganeso al ser inhalado,
resulta dafiino para el organismo (Lucchini et al. 1995; Santos-Burgoa et al., 2001;
Rodriguez-Agudelo et al., 2006; Bowler et al. 2007; Zoni et al., 2007; Riojas-Rodriguez
et al., 2010) e inclusive puede llegar a tener consecuencias en zonas profundas del
SNC (Sloot et. al. 1994; Roels et. al. 1996; Takeda et. al.1997; Leavens et al. 2007;
Thompson et. al. 2011). También existe evidencia de que en algunas grandes ciudades,
los habitantes expuestos a diversos contaminantes del aire, estan obteniendo

puntuaciones bajas en la medicion de su desempefio olfativo (Guarneros et al., 2009;
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Hudson et al., 2006). Por lo anterior, el presente estudio investigo si la exposicién al Mn
podria ser una causa de dafio en el sentido del olfato. Adicionalmente, plantea afadir
evidencias de que existe una relacion entre la intoxicacién cronica al Mn y el bajo
desempefio olfativo. Para ello, se eligi6 medir el desempefio olfativo de dos
poblaciones, una del distrito minero de Molango en el estado de Hidalgo (la cual se
encuentra en contacto constante con el Mn, pero no asi con otros contaminantes) y se
le compard con una segunda poblacion del mismo distrito que se encuentra alejada 50

km de cualquier mina y también a tres horas de cualquier asentamiento urbano.

4) Objetivos

Objetivo general: Identificar si existe una relacion entre la intoxicacion al Mn y el bajo
desempefo olfativo, mediante la aplicacion de pruebas olfativas y medicion de
concentracion de manganeso en el cabello de dos poblaciones una de las cuales se
encuentra en constante exposicion a una mina de Mn y la otra a mas de 50 km de

distancia.

Objetivos especificos:
a) Establecer si existen diferencias en el desempeno olfativo entre la poblacion
expuesta y los sujetos control.
b) Identificar las diferencias entre las concentraciones de Mn en el cabello de la
poblacion expuesta en comparacién con la control.
c) Analizar si las altas concentraciones de Mn en el cabello se correlacionan con el

desempefio olfativo.
5) Hipotesis

a) La exposicidon al Mn produce un dafio significativo en la funcién olfativa.
b) Las altas concentraciones de Mn en los tejidos se correlacionaran directamente

con la disminucion de la funcion olfativa.
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6) Materiales y métodos

Sitio de estudio. El estudio fue conducido en el distrito de Molango en la Sierra del
Estado de Hidalgo, en donde el Mn ha sido extensivamente extraido de las minas ahi
presentes por los ultimos 50 afos (Rodriguez-Agudelo et al. 2006; Solis-Vivanco et al.
2009; Catalan-Vazquez et al. 2012). Las minas y depdsitos asociados de Mn ocupan el
segundo lugar en dimensiones en Latinoamérica y el quinto en el mundo (Rodriguez-
Agudelo et al. 2006; Catalan-Vazquez et al. 2012). Se seleccioné como sitio focal las
comunidades vecinas de Tolago y Chiconcoac (T/C), que tienen una poblacién de 1,269
personas (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, México 2010), localizadas
aproximadamente en las coordenadas 20°80’ N, 98° 42’ W; 1,900 msnm, y a <1 Km. de
la planta de procesamiento de Mn. El sitio control fue el pueblo de Calnali, con una
poblacién de cerca de 15,000, localizado aproximadamente en las coordenadas 20°50’
N, 98° 36’ W; a 1,800 msnm, y a 50 Km. de T/C y de cualquier actividad minera o fuente
de exposicion. Los dos sitios tienen una temperatura similar, un clima humedo de tierras
altas, y las poblaciones tienen un nivel socio-econémico y cultura similares. (INEGI,
2012)

Sujetos. Reclutamos 30 adultos de cada poblacién con ayuda del personal de las
clinicas de salud locales; 25 mujeres y 5 hombres pareados tanto como fue posible para
edad y nivel educativo (Tabla 1). De acuerdo con los registros de las clinicas, todos
estaban en buena salud general. Se reclutaron mas mujeres que hombres debido a que
la mayor parte de los hombres en la comunidad T/C eran trabajadores de la mina o
habian migrado fuera del pais en busqueda de trabajo. Todos los sujetos fueron no
fumadores, todos habian pasado toda su vida en su respectiva comunidad, y ninguno
habia sido empleado antes en actividades relacionadas con la mina (las ocupaciones se

muestran en la Tabla 1).

Los procedimientos se apegaron a la declaracion de Helsinki para investigacion médica
en humanos, y a los lineamientos para tratamiento de sujetos humanos en investigaciéon

del Instituto de Fisiologia Celular y del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM,
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México. El estudio estuvo aprobado por el Subcomité del Campo de Conocimiento en
Biologia Experimental y Biomedicina, Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM, y
también se obtuvo aprobacion de las autoridades locales de salud (Desarrollo Integral
de la Familia y Secretaria de Salud en Calnali; Clinica de Salud y Secretaria de Salud
en Chiconcoac). Las pruebas fueron conducidas en presencia del personal clinico, y no
involucraron intervenciones fisicas invasivas ni consecuencias por tratamientos. Los
sujetos fueron totalmente informados acerca del propdsito y de los procedimientos del
estudio, y se aseguré su anonimato. Todos los sujetos dieron su consentimiento

informado antes de ser evaluados.

Tabla 2. Caracteristicas generales de la muestra.

Caracteristicas Manganeso Control
Tamafo de muestra 30 30

Mujeres 25 25
Hombres 5 5

Edad, afios (media, DS) 39.9 (15.8) 42 (12.6)
Escolaridad, Ahos (media, DS) 6.4 (4.36) 7.2 (4.63)
Ocupaciones

Ama de casa 17 (mujeres) 22 (mujeres)
Enfermera 8 (mujeres) 1 (mujer)
Estudiante 1 (mujer)
Guardia 2 (hombres) 1 (mujer)
Agricultor de autoconsumo 5 (hombres)
Musico 2 (hombres)

Conserje 1 (hombre)

Procedimientos de las pruebas. Las pruebas fueron aplicadas en la clinica local de
servicio de salud publica de cada comunidad por el mismo experimentador (NOR),
quien estaba familiarizado con la cultura local y tenia una extensa experiencia con los

métodos utilizados.
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Después de obtener el consentimiento informado de los sujetos, se registréo su edad,
genero, historia de habitos tabaquicos, ambiente de trabajo, nivel escolar, e historia
médica (Tabla 1). Posteriormente se evalu6 el desempefio olfativo utilizando la prueba
estandarizada de Sniffin’ Sticks (ver abajo) la cual fue ligeramente modificada en ajuste
a las condiciones locales. Tres odorantes (regaliz, manzana verde y aguarras) fueron
retirados de la prueba de identificacion, dado que repetidamente se ha encontrado que
estos estimulos no son familiares para los mexicanos, y por lo tanto son en general no
identificables. Ademas, debido a los bajos niveles de alfabetismo, el experimentador
leyé la lista de 4 opciones para cada uno de los odorantes de la prueba de identificacion
(ver abajo), y si asi lo solicitaba el sujeto, con repeticiones. Cada sujeto fue evaluado en
una sesion individual con duracion maxima de 30 min. Las pruebas fueron conducidas
en abril y mayo de 2011 para excluir posibles efectos estacionales entre las dos
poblaciones. También, se obtuvieron pruebas de cabello de la mayoria de los sujetos

para confirmar la mayor exposicién a Mn en el grupo focal (ver abajo).

El procedimiento estandar de Sniffin’ Sticks evalua la habilidad que tienen los sujetos
para detectar un olor (umbral), para distinguir entre odorantes (discriminacién), y para
nombrarlos correctamente usando una lista verbal de opciones (identificacion). Una
ventaja de combinar estas diferentes medidas de funcién olfativa es apuntar en dénde
en la ruta quimiosensorial ocurre el dano sensorial (Hudson et al., 2006; Guarneros et
al., 2009, 2011). Otro es que al usar mas de una medida de funcion olfativa se
incrementa la posibilidad de detectar la pérdida olfativa (Dalton et al., 2006; Lotsch et
al., 2008).

Desemperio olfativo. Al igual que en un estudio previo de los efectos de la
contaminacion del aire de la Ciudad de México sobre la funcion olfativa (Guarneros et
al. 2009), los odorantes se presentaron a los sujetos con los ojos vendados siguiendo
un procedimiento establecido (Hummel et al. 1997; Kobal et al., 2000). Los odorantes
presentados en contenedores similares a marcadores con punta de fieltro (Sniffin’

Sticks) rellenados con 4 ml de odorante liquido o bien disuelto en propilenglicol. En el
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momento de la prueba, la tapa era removida por el experimentador, quien sostenia la
pluma de tal manera que la punta quedara aproximadamente a 2 cm en frente de las
fosas nasales del sujeto por aproximadamente 2-3 s. Los sujetos fueron instruidos
sobre cuando olfatear y, excepto por la prueba de identificacion, se les permitié oler

cada estimulo una sola vez. (Figura 1)

Umbral. Se determind la habilidad de los sujetos de detectar 2-fenil etanol (olor a
rosas), mediante un procedimiento de seleccion forzada de una de tres alternativas.
Todos los participantes realizaron la prueba con los ojos vendados para evitar la
identificacion visual de los plumones. Se prepararon dieciséis disoluciones en una serie
geométrica comenzando con una disolucion a wuna concentracion de 4%,
subsecuentemente diluida por un factor de 2:1 en propilenglicol. En cada ensayo se
presentaron tres plumones separadamente de forma consecutiva; uno de los plumones
contenia el estimulo en la concentracion mas baja de la serie de disoluciones, y los
otros dos so6lo contenian el solvente. El intervalo de la presentacion de plumones dentro
de un mismo triplete fue de aproximadamente 3 segundos, y entre tripletes fue de
aproximadamente 15 segundos. Si los sujetos fallaban la tarea, se les presentaba otro
triplete con el plumon objetivo que contenia la siguiente mayor concentracion de la
serie. La direccion del cambio de concentracion presentada era revertida cuando el olor
era identificado en dos intentos sucesivos; es decir que si acertaban dos veces
sucesivas, entonces se les presentaba el plumén con la concentracidn anterior (menor),
y nuevamente se revertia la direccion del cambio de concentracién presentada cuando
fallaban en la tarea. El umbral fue definido como la media de los ultimos cuatro (de un
total de siete) puntos de reversa. Los puntajes de los sujetos, por lo tanto, podian ir de 1

(minima sensibilidad/anésmico para 2-fenil etanol) a 16 (maxima sensibilidad).
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Figura 1. Para las pruebas olfativas, los plumones eran colocados aproximadamente a
2 cm de los orificios nasales para que el sujeto los olfateara.

Discriminacion. Una vez mas, usando un paradigma de seleccién forzada de tres
alternativas, 16 tripletes de plumones contenian concentraciones de sustancias
odorantes muy por encima del umbral para normdsmicos, y los tripletes fueron
presentados en orden un orden establecido. En cada triplete, dos de los plumones
contenian un mismo olor, mientras que el tercero tenia uno diferente (Tabla 2). Los
sujetos tenian que determinar cual de los tres plumones era el que tenia el olor distinto.
Como en la determinacion del umbral, el intervalo entre presentaciones de los
plumones de un triplete fue aproximadamente de 3 segundos, y entre tripletes de
aproximadamente 20 segundos. Dado que se hizo la prueba con 16 tripletes, los

puntajes de los sujetos podian ir de 0 a 16.
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Tabla 3. Concentraciones de Mn en el cabello de los sujetos expuestos al Mn (N = 25) y
en los sujetos control (N = 23).

Estimulo objetivo Estimulos distractores

1 Butanol 2-fenil etanol

2 Isoamilacetato Anetol

3  Anetol Eugenol

4 Limoneno Fenchona

5 L-5-isopropenil-2-metil-2 D-5-isopropenil-2-metil-2-
ciclohexanona ciclohexanona

6 Eugenol Canela-Aldehido

7  Dihidro rosenoxido Mentol

8 Acetaldehido] Isoamilacetato

9 Citronelal Linalool

10 Piridina Limoneno

11 Limoneno Citronelal

12 Eucaliptol Dipiridil

13 Dipiridil Ciclopentadecanoato

14 Butanol Fenchona

15 Odctilacetato Canela-Aldehido

16 Carvona Acetaldehido

Identificacion. Los sujetos fueron presentados con 13 odorantes comunes (ver
Procedimiento de las pruebas arriba sobre la eliminacion de 3 de los 16 odorantes
originales), en el mismo orden para todos los sujetos, y se les pidié que escogieran el
descriptor mas apropiado de una lista de cuatro posibilidades (ejemplo: limén como
objetivo contra manzana, durazno y toronja como distractores); (Tabla 3). Los odorantes
estaban a concentraciones supraumbrales para normdsmicos. El intervalo entre la
presentacion de un plumén y otro fue de aproximadamente 10 segundos y, una vez

mas, los puntajes de los sujetos iban de 0 a 16.

Desemperfio general. Para cada sujeto, los resultados de las tres pruebas fueron
sumados para dar un puntaje de desempefo general (maximo de 16+ 16 + 16= 48;
(Wolfensberger et al., 2000; Hummel et al., 2007). Los puntajes iguales o mayores a 31
representan una habilidad olfatoria normal (normosmia), los puntajes entre 30.75 y 16
son indicativos de hiposmia, y los puntajes por debajo de 16 representan anosmia
funcional (Kobal et al., 2000).
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Tabla 4. Prueba de identificacion. Para cada uno de los 16 intentos, el estimulo
odorante objetivo esta indicado en negritas para distinguirlo de los tres distractores.

1 naranja mora azul Fresa Pifa

2 humo cuero de zapato pegamento Pasto

3 miel Vainilla chocolate Canela

4 ajo Menta Pino Cebolla

5 COCOo Platano Nuez Cereza

6 durazno Manzana Limén Toronja

7 regaliz ositos de goma Chicle Galletas

8 mostaza Hule mentol Trementina
9 cebolla Col Ajo Zanahoria
10 cigarro Café Vino humo de vela
11 meldn Durazno naranja Manzana
12 clavo Pimiento canela Mostaza

13 pera Ciruela durazno Pinha

14 manzanilla Frambuesa Rosa Cereza

15 anis Ron Miel Pino

16 pan Pez Queso Jamoén

Contenido de manganeso en el cabello. EI Mn se acumula en el cabello, y se ha
sugerido que la medicion de las concentraciones proveen un buen marcador general de
intoxicacién por éste metal (Riojas-Rodriguez et al. 2010). Asi que se tomaron 0.5 g de
cabello de la region occipital de los sujetos, cerca del cuero cabelludo; de 22 mujeres y
3 hombres en el grupo expuesto, y de 20 mujeres y 3 hombres en el grupo control. El
cabello fue almacenado en refrigeracién en tubos de polipropileno libres de metales de
5-ml hasta su analisis. . Las muestras de ambos grupos fueron analizadas en la misma
sesion por la Dra. Mireya Alcaraz Zubeldia en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia. Siguiendo un procedimiento previamente establecido (Riojas-Rodriguez
et al. 2010), las muestras fueron lavadas tres veces por medio de agitacion vigorosa en
una solucién detergente de Triton X-100 al 2%, y enjuagadas con agua desionizada.
Posteriormente el cabello fue secado a 60 °C, cortado en pequefas piezas para facilitar
la digestion de acido, y se colocaron 300 mg en los tubos de propileno con 250
microlitros de acido nitrico concentrado (Suprapur; Merck, Naucalpan de Juarez, Estado

de México) por 30 minutos a 60 °C. La solucién resultante fue analizada usando un
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espectrofotometro de absorcién atomica Perkin-Elmer, AAnylyst 600 (Menezes-Filho et
al. 2009; Riojas-Rodriguez et al. 2010). El control de calidad del analisis fue asegurado
mediante una medio biolégico de referencia (higado bovino 1577b; National Institute of

Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) analizado junto con las muestras.

Tratamiento y analisis de los datos. Debido a que los puntajes de desempeio olfativo
no siempre estuvieron normalmente distribuidos (pruebas de Kolmogorov-Smirnov) y en
su mayoria estuvieron basados en frecuencias, los datos para los 2 grupos fueron
graficados como medianas y rangos intercuartiles, o como correlaciones de rango de
Spearman, y fueron comparadas mediante pruebas no-paramétricas U de Mann-
Whitney. Las pruebas de dos colas fueron llevadas a cabo mediante el programa
estadistico SYSTAT 12, y tomando P < 0.05 como el nivel de significancia. Dado que
los grupos fueron pareados por género, los puntajes de hombres y mujeres fueron

combinados.

8) Resultados

Todos los sujetos amablemente aceptaron participar en el estudio y no hubo diferencias
significativas entre el grupo expuesto a Mn y el grupo control en edad, indicadores
socioecondémicos tales como empleo o afios de escolaridad, o en salud general

aparente (Tabla 1).

Desempefio olfativo

Umbral. Los sujetos control detectaron el 2-fenil etanol en el paradigma de presentacion
de concentraciones ascendentes y seleccién forzada de una de tres alternativas a
concentraciones significativamente mas bajas (puntajes mas altos) que los sujetos
expuestos a Mn de T/C (Figura 2a; prueba U de Mann-Whitney: U = 312.530,30, P =
0.042). Basados en las medianas de los puntajes, esto representd una diferencia entre
los grupos de 2 a 4 veces en la concentracion requerida para detectar la presencia del

estimulo.
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Figura 2. Desempefio del grupo expuesto a Mn y del control en las tres pruebas de
desemperio olfativo (a-c), ademas de la puntuaciones totales (TDI). Para cada uno de
los primeros test, (a y b) los sujetos podian obtener un puntaje maximo de 16 puntos y
para la el test (c) un maximo de trece, por lo tanto la puntuacion mas alta de TDI puede
alcanzar hasta 45. Gréficas de cajas: las lineas horizontales dentro de las cajas marcan
las medianas, los limites horizontales dan los rangos intercuartiles y las barras
verticales muestran los rangos absolutos: N = 30 por grupo; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.005 (Test U de Mann-Whitney)
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Discriminacion. Los sujetos control fueron mas eficientes en distinguir los estimulos
objetivo de los distractores en las pruebas de seleccion forzada de una de tres
alternativas que los sujetos T/C (Figura 2b). Esta diferencia también fue significativa (U
= 27230,30, P =0.008).

Identificacion. Aunque los odorantes en esta prueba fueron originalmente seleccionados
por su familiaridad para los europeos, después de haber eliminado los estimulos no-
familiares para mexicanos (manzana verde, regaliz y aguarras, ver arriba), los sujetos
control identificaron 8 de 13 estimulos correctamente en mas de 90% de los ensayos, y
10 de 13 en mas de 80% de los ensayos. En contraste, los sujetos T/C identificaron
sb6lo 4 de 13 correctamente (café, ajo, platano, pescado) en mas de 90% de los
ensayos, ¥ 8 en menos de 70% de los ensayos. Nuevamente, la diferencia en
desempefio entre los dos grupos fue significativa (Figura 2c; U = 265.530,30, P =
0.005).

Desemperio general. Como consecuencia de lo anterior, los sujetos controles tuvieron
puntajes globales (TDI) significativamente mas altos que los sujetos T/C, expresados
como la suma de los puntajes obtenidos en las pruebas de umbral, discriminacion e
identificacion (Figura 2d; U = 213.030,30, P < 0.001).

Mientras que 4 sujetos T/C (13%) tuvieron puntajes por debajo del sujeto control con
menor puntaje, 3 sujetos control (10%) tuvieron puntajes por arriba del sujeto T/C con
mayor puntaje.

Interaccion con la edad. En todas las pruebas de habilidad olfativa, el puntaje decliné
con la edad de los sujetos (Figura 3). Sin embargo, para el umbral, identificacion, y
desempeno general (Figura 3 a, c, d), el declive fue mayor para el grupo T/C que para
el grupo control. La falta de una diferencia clara con la edad entre los dos grupos en la
prueba de discriminacién olfativa (Figura 3b), fue probablemente al menos en parte
debido a que los sujetos mas jovenes expuestos a Mn presentaban ya puntajes tanto
menores que sus coetaneos controles que los sujetos en este grupo no podian declinar
mucho mas para aproximarse al nivel de desempefio azaroso. Sin embargo, estos

resultados en conjunto sugieren una interaccién negativa entre la edad y la exposicién a
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Mn, que resulté en un decremento en el desempefio olfativo con la edad en el grupo
T/C (Figura 3d).

a} Umbral b} Discriminacion

Edad Edad

Figura 3.Correlacion de Spearman entre sujetos, edad en anos y el desemperio en tres
test (a-c), ademas de la suma de los tres test o puntuaciéon TDI (d).Las cruces y lineas
solidas muestran los valores del grupo expuesto Mn y los circulos y la linea punteada
indican los valores del grupo control; N = 30 por grupo; coeficientes de correlacion: *P <
0.05, ns = no significativa.
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Contenido de manganeso en cabello (MnC). Los sujetos T/C tuvieron concentraciones
significativamente mas altas de Mn en cabello que los suejtos control (Figura 4; U =
0.00 25, 23, P < 0.001). Basados en los puntajes de las medianas de 9.73 ug/g versus
1.01 ug/g, esto representd una diferencia de cerca de 9 veces entre los dos grupos.
También encontramos una correlacion negativa tendencial entre las concentraciones de
MnC y el desempefio de los sujetos dentro de cada grupo en cada una de las pruebas
olfativas; umbral, discriminacion, identificaciéon y puntaje TDI. Aunque esto fue mas
claro para el grupo expuesto que para los sujetos control, ninguna de las correlaciones

alcanzé la significancia para ningun grupo.
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Figura 4. Concentraciones de Mn en el cabello de los sujetos expuestos al Mn (N = 25)
y en los sujetos control (N = 23).Gréaficas de cajas: las lineas horizontales muestran las
medianas, los limites horizontales de las cajas indican los rangos intercuartiles y las
barras verticales dan los rangos absolutos: ***P < 0.001 (Test de U de Mann Whitney)
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9) Discusion

Los hallazgos del presente estudio proveen un claro apoyo a la prediccion de que los
sujetos de la comunidad minera de T/C, crénicamente expuesta a niveles elevados de
Mn en el ambiente, mostrarian un dafo notable en la funcién olfativa, y a pesar de
nunca haber trabajado en actividades relacionadas con la mineria. Asi, en comparacion
con los sujetos controles del pueblo cercano de Calnali, una comunidad comparable
pero sin actividad minera, los sujetos expuestos a Mn se desempefaron
significativamente peor en las tres pruebas de funcion olfativa; deteccion,
discriminacion, e identificacion. Ademas, el declive normal de la funcién olfativa con la
edad (Doty et al. 1984) fue mayor para el grupo expuesto que para el grupo control.
Particularmente es notable el pobre desempefio del grupo expuesto en comparacion
con el control en la prueba de identificacidon de olores. La prueba Sniffin’ Sticks permite
evaluar la habilidad de los sujetos de reconocer y nombrar olores, y es por lo tanto
dependiente de procesos cognitivos asociados con el aprendizaje, la memoria y el
lenguaje, importantes para un amplio rango de funciones cognitivas a parte del

reconocimiento de olores.

Es posible que el Mn atmosférico haya sido un contribuyente importante en los déficits
olfativos de los sujetos T/C. La regién T/C ha sido senalada por sus altos niveles de Mn
atmosférico, los cuales estan por arriba de los recomendados por la Environmental
Protection Agency de los Estados Unidos, que son de 0.05 ug/m3 (US EPA 1997; Solis-
Vivanco et al. 2009), y el aire ha sido reportado como la fuente mas significante de
exposicion a Mn en T/C (Santos-Burgoa et al. 2001, Rodriguez-Agudelo et al. 2006).
Los altos niveles de Mn atmosférico en T/C también son consistentes con los niveles
significativamente mas altos de Mn en el cabello de los sujetos T/C comparados con el
grupo control. El hallazgo de s6lo una débil correlacidon entre MnC y desempenio olfativo
quizas no sea sorprendente dada nuestro pequefio tamafo de muestra y la
considerable varianza en los valores de MnC, particularmente entre los sujetos T/C
expuestos a Mn (Figura 4). Factores tales como tipo de cabello, frecuencia de lavado y

otras formas de cuidado capilar pueden afectar la acumulacion de Mn
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considerablemente y asi contribuir a tal varianza (Smolders et al. 2009). Ademas, no es
posible asegurar que el Mn haya sido unico metal que contribuy6 a los déficits olfativos
reportados aqui. Sin embargo, un estudio que exploré la posible contaminacion por
plomo, reporté niveles de plomo en sangre en sujetos de la localidad T/C similares a los

observados en otras comunidades rurales mexicanas (Santos-Burgoa et al. 2001).

También en apoyo al efecto de la exposicion a Mn atmosférico, la inhalacion ha sido
reportada como una ruta mas eficiente que la digestién para el ingreso de Mn en el
cuerpo, y las concentraciones de Mn en cabello son un buen biomarcador de exposicion
cronica (Menezes et al., 2013 ; Riojas-Rodriguez et al. 2010). La pérdida de funcién
olfativa, que particularmente involucra la participacién de procesos cognitivos centrales,
debido a Mn aéreo, también es consistente con estudios previamente reportados en la
Introduccion que demuestran el fluido transporte de Mn por vias olfativas: reclutamiento
de Mn por las neuronas receptoras olfativas en la cavidad nasal y transporte trans-
sinaptico a regiones centrales del cerebro. (Sloot et. al. 1994; Roels et. al. 1996; Takeda
et. al.1997; Thompson et. al. 2011).

Dado que ninguno de los sujetos habia trabajado nunca en actividades relacionadas a
la extraccion o procesamiento de Mn, nuestros hallazgos sugieren que la exposicion
cronica incluso a niveles relativamente bajos de Mn puede afectar a la salud por
inhalacion, incluso en personas jovenes y por demas saludables. Ademas, nuestros
hallazgos podrian incluso ser conservativos dado que reclutamos sujetos de las clinicas
de salud locales, y posiblemente eran mas conscientes de su salud y con un mayor
nivel educativo que otros miembros de la comunidad, como lo sugiere el hecho de que
la mayoria tenian trabajos en interiores, y ocupaciones profesionales (Tabla 1). Los
residentes mas pobres de T/C quienes trabajan principalmente en exteriores (en el
campo y en la mina), y posiblemente con una dieta mas pobre y mas baja calidad de

vida, podrian ser incluso mas vulnerables.

Nuestros hallazgos también demuestran la pertinencia de las pruebas olfativas para

monitorear los efectos de la contaminaciéon atmosférica en la salud. Las pruebas
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olfativas tales como los Sniffin’ Sticks son no-invasivas, rapida y faciles de aplicar, y
pueden aplicarse de manera adecuada independientemente del nivel de educacion de
los sujetos, como lo demuestra el buen desempefio de los sujetos expuestos en los
odorantes “faciles” mencionados anteriormente. Ademas, en nuestra experiencia, las
pruebas olfativas tienen una buena recepcion por parte de los sujetos. En el presente
estudio, todos los sujetos aceptaron gustosamente participar e incluso se mostraron
entusiastas de ser sujeto de estas pruebas de aspecto amigable. A pesar del hecho de
que tuvimos que excluir 3 odorantes por ser no familiares para los mexicanos, los
plumones frescos pueden ser rellenados con cualquier odorante (no téxico, soluble y no
perecedero) para seleccionar estimulos adecuados a cualquier poblacién particular
(e.g. Shu y Yuan 2008).

Particularmente notable es la habilidad de los Sniffin’ Sticks para detectar y distinguir
entre los déficits que ocurren a diferentes niveles en el sistema olfativo. Asi, usando el
mismo método en un previo estudio de funcién olfativa de los residentes de la Ciudad
de México, se pudo demostrar que la contaminacion de una gran ciudad tiene un efecto
negativo en la deteccion de olores, menos en la discriminacion, y —en contraste con el
presente estudio- aparentemente no tiene efecto alguno en la identificacion de olores
(Guarneros et al. 2009, 2011), esto sugiere que el aire contaminado de la Ciudad de
México, que contiene mas bajos niveles de sustancias tdxicas capaces de alcanzar
estructuras cerebrales centrales por medio del transporte trans-sinaptico en
comparacion con los niveles atmosféricos de Mn en T/C, tiene un efecto negativo
principalmente en la periferia del sistema olfativo (superficie receptora en la cavidad

nasal).

10) Conclusién

Los resultados del presente estudio sugieren que la exposicion cronica a Mn
atmosférico, incluso fuera del lugar de trabajo, puede afectar la salud de las personas.
Nuestros hallazgos también sugieren que las pruebas olfativas estandarizadas, no

invasivas, economicas y de facil administracién proveen un medio eficiente de
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monitorear los efectos en la salud general de la exposicion a altos niveles atmosféricos
de contaminantes potencialmente dafinos como el Mn. En el caso del Mn, esto es
relevante no sélo para grupos ocupacionalmente expuestos, sino también en relacion a
cuestiones mas generales como el uso de Mn en gasolinas o en pesticidas, y para el
debate de posibles efectos de esto por causa de la contaminacion atmosférica en la

salud de las comunidades (Boudia et al. 2006; Smargiassi et al., 2002).
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