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Resumen

El sentido del olfato es crucial en un amplio rango de actividades cotidianas y procesos
fisiolégicos. La pérdida severa o total de este sentido es un sintoma de diferentes
enfermedades neuroenddcrinas, neuroldgicas y desordenes asociados al envejecimiento, y
las pruebas olfativas han demostrado ser Utiles en el diagndéstico de algunas de estas
patologias. Las moléculas odorantes se unen a los receptores olfatorios localizados en la
superficie sensorial intranasal o epitelio olfatorio, el cual esta continuamente expuesto al
ataque de las particulas téxicas presentes en el aire inhalado. Los impulsos olfatorios viajan
del epitelio olfatorio a los bulbos olfatorios dentro del cerebro, y de ahi son transmitidos a
diferentes areas cerebrales asociadas con el procesamiento de la memoria, la respuesta
emocional y la percepcién consciente del olor. Algunos contaminantes aéreos son capaces
de eludir la barrera hematoencefalica y alcanzar el cerebro transportandose por rutas
olfatorias. Tal es el caso del manganeso (Mn), que como contaminante atmosférico ha
generado preocupacion en aumento. De manera similar a otros metales, como el plomo y el
mercurio, el Mn inhalado, al alcanzar el epitelio olfatorio al fondo de la cavidad nasal, se
desplaza trans-sinapticamente a los bulbos olfatorios, en donde ejerce sus efectos toxicos.
Mas aun, dado que el Mn tiene una alta capacidad de transporte interneuronal, llega a
depositarse en zonas mas centrales como los ganglios basales y la corteza prefrontal. Si
bien se han descrito efectos neurolégicos y conductuales del Mn en distintos contextos
ocupacionales, no existen reportes disponibles acerca del efecto de la exposicion
atmosférica no ocupacional a Mn sobre la percepcién de olores. Utilizando la bateria de
pruebas olfativas Sniffin’ Sticks, se compard el desempefo olfatorio de habitantes de un
distrito minero, a <1 km de una planta de procesamiento de Mn, con sujetos no expuestos
que vivian 50 km rio arriba de la fuente de exposicion mas cercana (N=30/grupo). Los
grupos fueron pareados por edad, sexo, y escolaridad, y ninguno habia trabajado en
actividades mineras en el pasado. Se midieron las concentraciones de Mn en cabello como
biomarcador de exposicion; los sujetos expuestos tuvieron concentraciones
significativamente mas altas que los sujetos no expuestos. Ademas, los sujetos no
expuestos tuvieron puntajes mas altos en todas las medidas olfatorias (umbral,
discriminacién, e identificacién), lo que indica efectos adversos de la exposiciéon a Mn en un
rango de funciones olfatorias, incluyendo aquellas que requieren de una mayor mediacion

cognitiva.



Esto contrasta con hallazgos de estudios anteriores que indican un efecto adverso de la
exposicion a la contaminacion de la Ciudad de México sobre el umbral pero no sobre la
identificacion, y sugiere que la mezcla de contaminantes atmosféricos de la ciudad consiste
de sustancias toxicas con evidentes efectos sobre la periferia del sistema, pero con una
fluidez trans-sinaptica menor que la del Mn. Se comprobdé la utilidad de las pruebas
olfatorias para evaluar, de manera no invasiva, funciones neurales en una poblaciéon con
exposicion toxica. La conclusion de este estudio es que la exposicidon no ocupacional a Mn

aéreo esta asociada a decrementos de la funcidn olfatoria periférica y central.

Palabras clave: olfato humano, edad, funcidén cognitiva, exposicion a manganeso.

Los articulos derivados de este trabajo se presentan en los ANEXOS 1y 2.



Abstract

The sense of smell is crucial in a wide range of everyday tasks and physiological processes.
Severe or total loss of this sense is a symptom of different neuroendocrine, neurological, and
age-related disorders, and olfactory testing has proven useful in the differential diagnosis of
some of these pathologies. Odorant molecules bind to olfactory receptors located in the
intranasal sensory surface or olfactory epithelium, which is continually exposed to insult from
the toxic particles present in the inhaled air. Olfactory information travels from the olfactory
epithelium to the olfactory bulbs in the brain, where it is subsequently relayed to different
brain areas involved in memory, emotion and conscious perception. Some airborne
contaminants are able to bypass the blood brain barrier and reach the brain via olfactory
pathways. Such is the case of manganese, a toxic air pollutant of growing concern, as it is
readily transported from the olfactory epithelium to the olfactory bulb, and unlike other
metals, it is further transported transynaptically to structures deep within the brain. However,
little is known regarding the possible effect of nonoccupational exposure to manganese on
olfactory function. Using the Sniffin’ Sticks test battery, we compared the olfactory
performance of subjects from a manganese mining district living <1 km from a manganese
processing plant, with nonexposed subjects living 50 km from the closest source of exposure
(N = 30/group). Groups were matched for age, sex, and schooling, and none had ever
worked in mining-related activities. Concentrations of manganese in hair were measured as
a biomarker of exposure; exposed subjects had significantly higher concentrations than
nonexposed subjects. They were also significantly outperformed by the nonexposed subjects
on all olfactory measures (threshold, discrimination, and identification), indicating adverse
effects of manganese exposure on a range of olfactory functions, including those involving
higher order cognitive processes. This contrasts with previous findings showing adverse
peripheral but not central effects on olfatory function of big city air pollution, which mostly
consists of toxicants known to affect the olfactory epithelium but with lower transynaptic
transport capacity compared with manganese. The usefulness of olfactory testing for broadly
evaluating neural responses in an exposed population was demonstrated. We conclude that
nonoccupational exposure to airborne manganese is associated with decrements in both

peripheral and central olfactory function (for a complete report in English see p.96).
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INTRODUCCION

Generalidades del olfato humano

En la vida cotidiana resulta natural interpretar las sensaciones como propiedades de
los objetos. Asi, es comun que el término olor se utilice para denominar tanto a las
sustancias volatiles que emanan de la fuente como a la sensacién que evocan. En
investigacion cientifica es importante hacer una distincion; los odorantes son
moléculas, propiedades del mundo externo, objetivamente definibles en términos de
sus caracteristicas fisico-quimicas y capaces de ser transducidos a olores por
sistemas nerviosos particulares. Olores, por otro lado, son constructos del sistema
nervioso moldeados por las muchas influencias moduladoras de la mente (Hudson
1999, 2000).

La percepcién de olores contribuye al funcionamiento normal de un amplio rango de
procesos fisioldgicos. En una revision reciente se clasificaron las funciones olfatorias
en tres categorias principales: 1) funciones relacionadas con la conducta ingestiva,
2) evasion de peligros ambientales, y 3) comunicacion social (Stevenson 2010). Por
ejemplo, el sentido del olfato humano en estado saludable es capaz de discriminar
entre alimentos comestibles y aquellos en descomposicién (Fallon y Rozin 1983);
también, puede modular el apetito, las conductas de ingestién de alimentos, y el
estado nutricional (Duffy et al. 1995; Aschenbrenner et al. 2008; Seo y Hummel
2009); advierte de posibles fuentes de amenazas microbianas (p. ej. heces, vomito,
o material organico en descomposicion) evocando disgusto, y de amenazas no
microbianas (p. ej. fugas de gas, fuego, y materiales téxicos) evocando miedo
(Stevenson et al. 2010). También se ha descrito la funcidén de este sentido quimico
en la seleccion de pareja (Jacob et al. 2002; Pause 2004) y en la comunicacion entre

madres e hijos durante la lactancia (Simpson et al. 2003; Zelano y Sobel 2005).
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La pérdida del olfato altera negativamente la calidad de vida de las personas, pues
afecta la percepcion de sabores, y es causa de deficiencias de higiene y uso
excesivo de perfumes, desencadena sentimientos de inseguridad social, disminucién
de la satisfaccion sexual y depresidon, e incrementa el riesgo de accidentes en el
hogar (Miwa et al. 2001; Temmel et al. 2002; Santos et al. 2004; Doty 2005; Croy et
al. 2012).

La utilidad de la evaluacién del sentido del olfato en el diagnéstico de un amplio
rango de patologias ha sido reconocida e investigada en afios recientes, y
particularmente en enfermedades neuroenddcrinas, neuroldgicas, y enfermedades
asociadas al envejecimiento (Hudson et al. 1994; Fernandez-Ruiz et al. 2003;
Velazquez-Pérez et al. 2006; Hummel et al. 2010a). De hecho, la pérdida de la
funcidn olfatoria es un sintoma de diferentes desérdenes que comunmente afectan a
personas de la tercera edad, y el interés en la disfuncién olfatoria ha sido
fuertemente estimulado por el hallazgo de que la anosmia (ausencia de funcién
olfatoria) es un sintoma comun de la enfermedad de Parkinson (Ansari y Johnson
1975; Doty et al. 1988; Ross et al. 2005; Haehner et al. 2009) que aparece afios
antes que los sintomas motores que caracterizan a la enfermedad (Haehner et al.
2007). Las pruebas olfatorias son Uutiles en la practica clinica; por ejemplo, un
desempefio normal en una prueba de identificacion de olores en un paciente
diagnosticado con enfermedad de Parkinson es excepcional, por lo que tal hallazgo
deberia provocar una revision del diagnéstico. Asi que las pruebas olfativas pueden
ser utiles en el diagnostico de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson, al ayudar a distinguirla de otros trastornos
neurodegenerativos que no cursan con anosmia (Tabla 1) (Doty et al. 1993;
Wenning et al. 1995; Daum et al. 2000; Hughes et al. 2001; Hawkes 2006).
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Tabla 1. Grado relativo de disfuncién olfatoria en enfermedades neurodegenerativas
(escala arbitraria). Adaptado de Hawkes et al. 2006.

Severidad relativa

Enfermedad de la pérdida del olfato
Enfermedad de Parkinson (idiopatica) +++

Enfermedad de Alzheimer +++

Ataxia espinocerebelosa tipo Il +++

Demencia de cuerpos de Lewy +++

Sindrome de Guam +++

Atrofia de sistemas multiples ++

Enfermedad de Huntington ++

Parkinsonismo inducido por drogas ++

Esclerosis lateral amiotrofica

Ataxia de Friedreich

Temblor esencial

"
n
Pardlisis supranuclear progresiva +
0
0

Degeneracion corticobasal

El sistema olfatorio también ofrece informacién importante en otras enfermedades
neuroldgicas. Recientemente se han desarrollado métodos para aislar el linaje
neuronal del epitelio olfatorio de humanos. Esta técnica ha permitido estudiar las
caracteristicas histopatologicas asociadas al trastorno bipolar y a la esquizofrenia
(Benitez-King et al. 2011).

El olfato como herramienta en la practica clinica ha demostrado ser util en la
deteccion de cancer. La deteccion canina de cancer se basa en la habilidad olfatoria
de los perros para detectar concentraciones muy bajas de los alcanos y compuestos
aromaticos generados por los tumores. Esta técnica fue descrita por primera vez en
1989, pero sélo recientemente se ha estimulado el interés por ella, después de que
varios estudios encontraran que es altamente confiable en la deteccion de cancer de
pulmén (Williams y Pembroke 1989; Church y Williams 2001; Willis et al. 2004;
McCulloch et al. 2006).
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Una manera no invasiva de evaluar procesos neurales en pacientes individuales,
poblaciones expuestas y grupos vulnerables es mediante el uso de pruebas olfativas
(Hummel et al. 1997; Bowler et al. 2007; Zoni et al. 2007; Sorokowska et al. 2013).
Un ejemplo bien establecido y ampliamente utilizado en la investigacion y en la
practica clinica es la bateria de pruebas Sniffin’ Sticks, en la cual se presenta al
paciente una serie de odorantes en contenedores tipo plumones con punta de fieltro
como se muestra en la Figura 1, siguiendo un protocolo estandar (Hummel et al.
1997, 2007; Kobal et al. 2000). Los Sniffin’ Sticks permiten evaluar la habilidad de
los pacientes para detectar un odorante (umbral), para distinguir entre odorantes
(discriminacién), y para nombrarlos en un procedimiento de opcion mudltiple
(identificacién). Una ventaja de combinar estas diferentes medidas de funcion
olfatoria es ayudar a sefalar en cuales de las rutas neurales asociadas a la
percepcion quimiosensorial existe dafio (Hudson et al. 2006; Guarneros et al. 2009).
Otra conveniencia es que el usar mas de una medida de desempefio olfatorio
incrementa la probabilidad de detectar una disfuncion en el paciente (Dalton et al.
2006, Lotsch et al. 2008; Guarneros et al. 2011).

El desempefio de una persona en una prueba de olfato depende particularmente de
la cultura y de las condiciones ambientales locales. Odorantes familiares en una
cultura pueden ser desconocidos y dificilmente identificables por sujetos de una
cultura diferente (Ayabe-Kanamura et al. 1998; Distel et al. 1999; Hudson 1999;
Wilson & Stevenson 2003). Factores ambientales como la altitud, la temperatura y la
humedad (Kuehn et al. 2008; Riveron et al. 2009), y la contaminacién del aire
(Hudson et al. 2006; Guarneros et al. 2009) también pueden afectar el desempefio
olfatorio de las poblaciones. Estos factores hacen necesario determinar valores de
referencia regionales con los cuales comparar los resultados de una evaluacion

clinica.
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Acorde con esto, varios grupos de investigacion alrededor del mundo han
establecido valores de referencia locales de respuesta olfatoria que toman tales
factores en cuenta (Mackay-Sim et al. 2004; Katotomichelakis et al. 2006; Schu &
Yuan 2008; Silveira-Moriyama et al. 2009; Hudson et al. 2012; Neumann et al. 2012;
Orhan et al. 2012).

a)

b)

C) tapén cuerpo del plumén

punta de

cubierta fieltro "
| — esponja absorbente

Figura 1. La bateria de pruebas de funcion olfatoria Sniffin’ Sticks evalla el umbral de
deteccion (a), la discriminacion de olores (b), y la identificacion de olores (c). En estas
pruebas, al paciente se le presentan soluciones de odorantes en contenedores tipo
plumones (d) cuyos componentes se ilustran también (e).
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Fisiologia del olfato

Como en otros mamiferos, el olfato en humanos comienza con la adquisicion del
estimulo u olfateo. Las moléculas odorantes alcanzan los receptores olfatorios en las
dendritas del epitelio olfatorio al fondo de la cavidad nasal. La informacién es
transmitida por medio del nervio olfatorio, a través de la placa cribiforme, hacia el
bulbo olfatorio en el cerebro. Los impulsos enviados desde el bulbo olfatorio se
transmiten por medio del tracto lateral olfatorio hacia la corteza (Figura 2),
particularmente las cortezas olfatorias primaria y secundaria, que consisten
principalmente de la corteza piriforme y de la corteza orbitofrontal, respectivamente
(Price 1990), (Figura 3).

i J o L

Figura 2. Anatomia del sistema olfatorio. En este dibujo, Santiago Ramoén y Cajal plasmo la
circuiteria olfatoria y la trayectoria de los impulsos nerviosos (flechas). (A) Células bipolares
del epitelio olfatorio. (B) Glomérulos olfatorios. (C) Células mitrales. (D) Células granulares.
(E) Tracto lateral olfatorio. (F) Corteza olfatoria. (a) Célula en penacho, (b) dendrita de una
célula mitral, (c) rama terminal de una célula granular, (e) colaterales recurrentes de una
célula mitral, (h) células de soporte (Ramoén y Cajal 1894). Tomado de Figueres-Ofate et al.
2014.
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Figura 3. Esquema de la direccion de los impulsos olfatorios en el cerebro humanos. (1) Los
odorantes son transducidos en el epitelio olfatorio. (2) Diferentes axones convergen a lo
largo del nervio olfatorio en glomérulos comunes en el bulbo olfatorio. (3) Desde el bulbo
olfatorio la informacion viaja a través del tracto lateral olfatorio hacia la corteza olfatoria. (4)
Los impulsos se transmiten a otras areas corticales. (5) La corteza orbitofrontal es
importante en el procesamiento consciente de los olores. Tomado de Sela y Sobel 2010.

Esta organizacion es bilateral y simétrica, y aunque la conectividad estructural
parece mayormente ipsilateral (esto es, del epitelio derecho al bulbo derecho y a la
corteza derecha), los estudios funcionales en humanos sugieren que la conectividad
a nivel de la corteza también incluye rutas contralaterales (Savic y Gulyas 2000;
Porter et al. 2005).

Los odorantes presentes en el aire inhalado entran a la cavidad nasal, y algunos
alcanzan el epitelio olfatorio localizado principalmente sobre la superficie externa de
la placa cribiforme, pero también sobre la superficie de la turbina superior, la turbina
media, y la porcién superior del septum (Feron et al. 1998; Leopold et al. 2000;
Escada et al. 2009).
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El epitelio olfatorio esta formado por varios tipos de células: neuronas sensoriales
olfatorias, células de soporte y las células de las glandulas de Bowman, encargadas
de secretar moco (Lapid y Hummel 2013). Ademas, estan las células basales, a
partir de las cuales se generan nuevas neuronas receptoras olfatorias a lo largo de
la vida (Figura 4). Se han identificado cuatro linajes principales de células basales
gue dan lugar a las neuronas receptoras olfatorias cada uno nombrado seglin un
gen caracteristico que expresa: Sox2, Mashl, Ngnl y Ncam (Calof et al. 2002,
Gokoffski et al. 2010).
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Figura 4. Representacién esquematica del epitelio olfatorio. 1. Epitelio olfatorio — capa
apical, 2. Cilios olfatorios (prolongaciones dendriticas), 3. Célula del epitelio respiratorio
(célula de soporte), 4. Neurona sensorial olfatoria madura, 5. Lamina basal — capa de
células progenitoras, 6. Precursor inmediato de las células de soporte, 7. Precursor
inmediato neural, 8. Neurona sensorial olfatoria inmadura, 9. Célula basal globosa
proliferando, 10. Célula basal horizontal proliferando, 11. Nervio olfatorio, 12. Capa
superficial glandular de la lamina propia, 13. Glandula de Bowman, 14. Ducto de la glandula
de Bowman, 15. Capa vascular de la lamina basal, 16. Vaso sanguineo, 17. Capa glandular
de la lamina propia. Tomado de Lapid y Hummel 2013.
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El proceso por el cual una célula convierte un tipo de estimulo o sefal en otro se
denomina transduccion. La transduccion olfatoria es una serie de eventos en los
cuales las moléculas odorantes son detectadas por receptores olfatorios, iniciando
un proceso de sefializacion que da lugar a la experiencia de oler (Hudson 1999; Ma
2007).

La mayoria de las neuronas sensoriales olfatorias expresan receptores acoplados a
proteinas G y emplean la cascada canonica de adenosin monofosfato ciclico (CAMP)
para transformar la energia quimica en sefales eléctricas. Como se muestra en la
Figura 5, la union del odorante con el receptor activa una proteina Go (olfatoria)
cuya estructura es similar a la de otras proteinas G, ya que consiste de tres
subunidades (alfa, beta y gama) que se localizan en la superficie citoplasmica de la
membrana ciliar. La proteina G transforma guanosin difosfato (GDP) en guanosin
trifosfato (GTP), y se disocia en sus tres subunidades. La subunidad alfa
subsecuentemente activa a la adenilato ciclasa Il (ACIIl), que es una proteina con
12 dominios transmembranales. La region catalitica de la ACIIlI convierte ATP en
cAMP, una molécula que tiene una funcion fundamental en el olfato como un
segundo mensajero, y media la transduccion de sefiales de los odorantes. La cCAMP
es una molécula pequefia y soluble en agua que activa los canales iGnicos que

despolarizan a la célula (Pifferi et al. 2010).

Cuando la neurona sensorial olfatoria es despolarizada, se libera el neurotransmisor
glutamato en la terminal sinaptica: tanto receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
como receptores no-NMDA son subsecuentemente activados por el glutamato en las

dendritas de las neuronas de segundo orden (Rawson y Yee 2006).
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Figura 5. Mecanismos moleculares de la transduccién olfatoria. La uniéon de las moléculas
odorantes a un receptor (OR) provoca que una proteina G active a la adenilato ciclasa lll
(ACIIN, que genera adenosin monofosfato ciclico (CAMP) a partir de adenosin trifosfato
(ATP). La cAMP abre canales iénicos (CNG) que permiten la entrada de Na* y Ca*" lo que
despolariza a la neurona y produce la salida de iones CI. El calcio unido a calmodulina
(CaM) y a otras proteinas regula la sensibilidad de los canales i6nicos a cAMP, y activa a la
fosfodiesterasa (PDE) que hidroliza el cAMP a adenosin monofosfato (AMP). Las
concentraciones intradendriticas de Ca®' regresan a los niveles basales a través de la
actividad de un intercambiador de Na* y Ca®' y de la ATPasa de Ca?". Tomado de Pifferi et
al. 2010.

Los patrones de activacion de receptores olfatorios conforman sefiales que se
envian del epitelio olfatorio al bulbo olfatorio. El bulbo olfatorio es una estructura de
forma ovoide, localizada en la fosa craneal anterior, sobre la placa cribiforme del
hueso etmoides, y por debajo del I6bulo frontal. En humanos saludables, el bulbo
olfatorio tiene un volumen promedio de alrededor de 70 mm?® (Buschhuter et al.
2008).
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El bulbo olfatorio tiene distintos tipos de células. Por un lado, estan las células
mitrales y las células en penacho, que transmiten los impulsos hacia la corteza
olfatoria primaria por medio del tracto lateral olfatorio. Otro tipo de células en el
bulbo olfatorio son las que incrementan el contraste e inhiben las sefales ruidosas
gue no representan informacion relevante para el individuo. Estas son las células
periglomerulares y las células granulares, que inhiben o exacerban los impulsos
provenientes de las neuronas sensoriales olfatorias. Los procesos que ocurren en el
bulbo olfatorio son la base de la discriminacion de olores, y permiten modular la
transmision de los impulsos olfatorios, asi como la sensibilidad y la atencion a olores
(Rawson y Yee 2006).

Del bulbo olfatorio, la informacion es proyectada por medio del tracto olfatorio hacia
la corteza olfatoria primaria. De acuerdo a la definicion actual, la corteza olfatoria
primaria consiste de las regiones cerebrales que reciben informacion directa de los
axones de las céulas mitrales y en penacho del bulbo olfatorio. Estas zonas son el
ndcleo anterior olfatorio, la tenia tecta, el hipocampo, el tubérculo olfatorio, la corteza
piriforme, el ndcleo cortical anterior de la amigdala, la corteza periamigdaloide, y la

corteza entorrinal (Carmichael et al. 1994).

Desde la corteza olfatoria primaria, la informacion es distribuida ampliamente en el
cerebro, y mas notablemente en la corteza orbitofrontal (OFC). Las proyecciones de
la corteza piriforme pueden alcanzar la OFC ya sea directamente o indirectamente a
través del nucleo mediodorsal del talamo. La significancia funcional de esta ruta
talamica permanece incierta, sin embargo, una hipétesis es que el tdlamo permite
mediar la atencion a olores (Plailly et al. 2008). La OFC participa en una amplia
variedad de funciones de alto orden relacionadas con integracion multisensorial,
procesamiento de recompensas, y aprendizaje asociativo (Gottfried et al. 2006). Una
sugerencia reciente es que esta corteza tiene una funcion fundamental en la

percepcion consciente de los olores (Figura 6) (Li et al. 2010).
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Figura 6. Vista esquemaética las estructuras cerebrales implicadas en el olfato humano. Las
cortezas olfatorias primaria y secundaria estan representadas en azul y verde
respectivamente. Amyg: amigdala, Ento: corteza entorrinal, PC: corteza piriforme, OFC:
corteza orbitofrontal, Thal; tAlamo. Tomado de Saive et al. 2014.

Aunque la mayoria de los estudios sobre la anatomia y la fisiologia del olfato han
sido llevados a cabo en animales, mediante algunas técnicas modernas los
investigadores han podido medir respuestas neurales en sujetos humanos in vivo. A
nivel periférico, la accesibilidad de las neuronas sensoriales olfatorias permite a los
investigadores colocar un electrodo sobre el epitelio olfatorio y medir la actividad
eléctrica combinada de miles de neuronas sensoriales olfatorias en respuesta a la
presentacion de estimulos odorantes por medio de la técnica conocida como electro-
olfatograma (EOG) (Hummel et al. 2006; Lapid y Hummel 2013).

El EOG consiste en el registro de la actividad eléctrica del epitelio olfatorio mediante
la aplicacion de electrodos intranasales. El epitelio olfatorio responde a la
estimulacién emitiendo una variacion de potencial. Las sefiales captadas por el EOG
son generadas por la suma de las corrientes receptoras producidas por numerosas
neuronas sensoriales olfatorias (Lapid y Hummel 2013). Esta técnica proporciona

informacion general sobre la sensibilidad del epitelio a los odorantes y su adaptacion
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al estimulo. Aunque tiene poca resolucion espacial, el EOG ha servido para mostrar
la existencia de una distribucion no homogénea de la quimiosensibilidad en todo el
epitelio. También ha permitido demostrar que distintos receptores olfatorios pueden
tener distintos umbrales de respuesta a un mismo odorante. EI método consiste en
insertar por la fosa nasal un electrodo tubular flexible (hilo de plata, y catéter lleno de
solucion conductora) que se guia hasta la region olfatoria. Cuando un odorante
activa el receptor olfatorio, se genera un potencial negativo seguido de un potencial
de recuperacién, y esto se puede medir usando electrodos colocados en la
superficie del epitelio olfatorio. La aplicacion clinica del EOG ha sido escasa, en
parte debido a que son muchos los pacientes que no toleran los electrodos
intranasales sin anestesia topica (Martinez-Capoccioni y Alobid 2012). Una version
no invasiva del electro-olfatograma es la que utiliza electrodos externos en lugar de
electrodos intranasales. Esta técnica permite obtener informacién fiable, aunque los
potenciales registrados estan marcadamente atenuados en comparacion con las

mediciones intranasales (Wang et al. 1994).

La técnica de potenciales evocados olfatorios es otro método para conocer procesos
centrales relacionados con el olfato, y consiste en el registro de la actividad eléctrica
del bulbo olfatorio y de la corteza frontal mediante electrodos externos (potenciales

evocados) (Tateyama et al. 1998; Lapid y Hummel 2013).

Los potenciales evocados olfatorios surgen de las estructuras corticales y son
considerados el campo final de medicion de los potenciales olfatorios; se pueden
medir de forma fiable a partir de la superficie del cuero cabelludo. Algunos
odorantes, incluso a baja concentracion pueden inducir potenciales en el trigémino
gue se confunden con los potenciales evocados olfatorios. Por esta razon, se
recomienda utilizar odorantes que involucren minimamente al trigémino, como el
fenil-etanol y el sulfuro de hidrogeno (Hummel y Kobal 1992 Martinez-Capiccioni y
Alobid 2012).
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A nivel central, los avances metodologicos en las técnicas de neuroimagen
funcional, tales como la tomografia de emision de positrones (PET) y la resonancia
magnética funcional (fMRI; Figura 7) permiten visualizar la actividad del cerebro
humano en respuesta a la estimulacion por odorantes y durante tareas olfatorias.
Por ejemplo, en un estudio de resonancia magnética en pacientes con enfermedad
de Parkinson (Hummel et al. 2010a), los pacientes enfermos y controles recibieron
un estimulo con olor de rosas (fenil-etanol) y uno con olor de huevo podrido (sulfuro
de hidrégeno) por medio de un dispositivo (olfatbmetro) que permitia entregar un
estimulo olfatorio al paciente de manera controlada. Para cada estimulo, los sujetos
recibieron 10 pulsos de estimulacion, con duracion de 1 s cada uno. Se observo que
la activacion de la amigdala y del hipocampo en los enfermos esta reducida en
comparacién con sujetos controles. Los componentes del circuito corticostriatal
parece estar sobreactivados, lo que indica la presencia de procesos compensatorios
gue involucran al sistema dopaminérgico. Dado que no se han encontrado
diferencias epiteliales entre pacientes de esta enfermedad y sujetos controles, se
cree que los cambios centrales son la base de la pérdida olfatoria observada en

pacientes con enfermedad de Parkinson (Hummel 2010a, 2010b).

A controles B pacientes

estimulo:
fenil
etanol

Figura 7. Patron de activacion en resonancia magnética funcional durante la exposicién a
un estimulo agradable (olor a rosas) en pacientes de Parkinson y sujetos controles. Los
pacientes presentan patrones de activacidon anormales, e hipoactivacion en estructuras
implicadas en el procesamiento emocional de los olores. (Adaptado de Hummel et al.
2010a).
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ANTECEDENTES

La contaminacion del aire afecta la percepcion de olores

A pesar de numerosos reportes en la literatura sobre los efectos de la exposicion
cronica a sustancias potencialmente dafiinas en diferentes ambientes de trabajo
(e.g., Cometto-Muiiiz y Cain 1991; Berglund et al. 1992; Smeets y Dalton 2002,
Smeets et al. 2002; Hastings y Miller 2003; Vent et al. 2004; Zibrowski y Robertson
2006; Heiser et al. 2010) y considerable evidencia de efectos patologicos de la
exposicién no ocupacional a la contaminacion del aire sobre la estructura celular del
epitelio nasal (Calderon-Garciduefias et al. 1996, 1997, 1998, 2000, 2001, 2003,
2009) y sobre el material genético de las células epiteliales de la cavidad nasal
(Valverde et al. 1997), hasta hace poco (Hudson et al. 2006) los efectos de la
contaminacion del aire urbano sobre la percepcion de los olores permanecian sin ser

descritos.

Efectos sobre funciones olfatorias

Recientemente (Guarneros et al. 2009) se compar6 la funcién olfatoria jévenes de la
Ciudad de México y del vecino estado de Tlaxcala, el cual presenta niveles de
emisiones antropogénicas a la atmosfera marcadamente menores que los de la
Ciudad de México (Tovalin et al. 2010; SEMARNAT 2012, Figuras 8 y 9). Los
sujetos Tx presentaron puntajes mayores que los sujetos CM para las pruebas de
umbral (concentracién minima para deteccion) y discriminacion de olores (distinguir
entre pares de olores), pero no para la identificacibn de olores (nombrarlos

correctamente con ayuda de una lista de opciones).
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Figura 8. La ciudad de Tlaxcala ha sido seleccionada en varios estudios sobre la
contaminacion de la Ciudad de México como region control por la relativa similitud cultural y
climética, ademas de presentar niveles de contaminantes atmosféricos marcadamente
menores.

En general se acepta que las funciones cerebrales de mayor orden (tales como
memoria, habla y pensamiento) estan implicadas en tareas de reconocimiento de
olores en mayor medida que en otras medidas de desempefio olfativo tales como el
umbral de deteccion (Lotsch et al. 2008; Hedner et al. 2010). Esto podria explicar
por qué en ese estudio (Guarneros et al. 2009) no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en la prueba de identificacion, y posiblemente revela
la habilidad que tiene el cerebro para compensar el déficit observado en funciones
gue requieren menor mediacién cognitiva tales como la discriminacion y, sobre todo,

el umbral de deteccion (Figura 10).
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Figura 9. El reporte mas reciente sobre emision de contaminantes atmosféricos por entidad
federativa coloca a Tlaxcala como la segunda entidad con menos emisiones del pais. Las
abundantes emisiones de la Zona Metropolitana del Valle de México (Estado de México y
Distrito Federal) tienden a estancarse en el suroeste de la Ciudad de México debido a las
condiciones geograficas. (Tomado de Semarnat 2012).
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Figura 10. En un estudio previo se midi6é el desempefio de sujetos de la Ciudad de México y
de sujetos de Tlaxcala en tres pruebas olfatorias: umbral, discriminacion e identificaicon (a-
¢) asi como sus puntajes TDI, que son la suma de los puntajes de las tres pruebas (d). Para
cada una de las tres pruebas, los sujetos podian obtener un puntaje maximo de 16
respuestas correctas y por lo tanto un maximo puntaje TDI de 48. Diagramas de cajas y
bigotes: lineas horizontales dentro de las cajas indican las medianas, los limites horizontales
de las cajas dan los rangos intercuartiles, y las lineas verticales indican los rangos totales. *
P < 0.05, * P < 0.01, ns = no significativo. (Pruebas U de Mann-Whitney; Adaptado de
Guarneros et al. 2009).

También se ha recurrido a otro tipo de métodos para evaluar el efecto que la
contaminacion del aire tiene en el olfato. El uso de pruebas que utilizan mezclas
moleculares tipicas de la vida real pueden permitir una aproximacion mas
ecologicamente relevante que las pruebas que utilizan sustancias monomoleculares
(Ayabe-Kanamura et al. 1998; Distel et al. 1999; Hudson 1999; Distel y Hudson
2001; Guarneros et al. 2011).
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Un estudio (Hudson et al. 2006) compar6 los umbrales de deteccion para una
preparacion de jugo de naranja, y para café instantaneo, y la capacidad para
discriminar entre los olores de horchata (bebida de arroz) y atole (bebida de maiz).
Los hallazgos fueron consistentes, pues las personas de la regidbn menos

contaminada presentaron mayor sensibilidad olfatoria (Hudson 2006).

La contaminacion del aire también parece afectar la capacidad olfatoria para advertir
amenazas microbianas por medio de la evocacion de disgusto (Stevenson et al.
2010). Un estudio comparo la capacidad para detectar dimetil disulfuro (DMDS), un
subproducto de la descomposicion de la leche (van Aardt et al. 2005), entre
habitantes de una zona contaminada y de una regién control. Una vez mas, los altos
niveles de contaminacion en el aire estuvieron asociados a una mayor dificultad para
detectar la presencia de DMDS diluido en una preparacion de leche. Estos hallazgos

aportan evidencia de dafios olfatorios causados por la contaminacién del aire, y la

relevancia que esto puede tener en la vida cotidiana (Figura 11; Guarneros et al.
2011).
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Figura 11. En un estudio previo se registré la concentracion de dimetil disulfuro (un producto
de la descomposicion de la leche) que era percibida como desagradable cuando se
presentaba la sustancia disuelta en leche a sujetos expuestos a contaminantes de la Ciudad
de México y a controles de Tlaxcala. Diagramas de cajas: lineas horizontales que dividen las
cajas = medianas, limites de las cajas = rangos intercuartiles, barras verticales = percentiles
10y 90. *** P < 0.001, prueba U de Mann-Whitney. (Adaptado de Guarneros et al. 2011).
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Efectos sobre la funcion trigeminal

Lo que comunmente se conoce como sentido del olfato esta compuesto por
multiples sensaciones predominantemente mediadas por dos rutas neurales
distintas, si bien funcionalmente interconectadas; el sistema olfatorio y el sistema
trigeminal (von Skramlik et al. 1925; Hudson et al. 1994, Laska et al. 1997). De
hecho, la gran mayoria de estimulantes quimiosensoriales producen ambos tipos de
activacion: olfatoria y trigeminal (von Skramlik 1925; Doty et al. 1978; Cometto-Mufiz
y Cain 1991, 1998; Hummel 2000). Picante, caliente, acre, fresco e irritante son
descriptores comunes de sensaciones intranasales mediadas por el sistema
trigeminal que consiste de terminales nerviosas trigeminales sensibles a sustancias
guimicas en el tercio anterior de la cavidad nasal, y sus proyecciones hacia otras
regiones del sistema nervioso central como la amigdala, que procesa respuestas
emocionales tales como el miedo (Hacquemand et al. 2010; Damasio y Carvalho
2013).

A pesar de estar tan estrechamente integrados, los sistemas olfatorio y trigeminal
intranasal parecen haber evolucionado como adaptaciones funcionales distintas.
Una funcion importante del sistema trigeminal intranasal es prevenir la inhalaciéon de
sustancias téxicas por medio de la detencion refleja de la respiracion (Walker et al.
2001, Scheibe et al. 2006) y desencadenando otros reflejos protectores como
estornudos, inflamacion neurogénica local de la mucosa (Tizzano et al. 2010) y
produccion de lagrimas (Kjaergaard et al. 2004). Por otro lado, la principal funcion
del sistema olfatorio es permitir el aprendizaje de los olores relevantes para la

experiencia del individuo (Hudson 1999).

En un estudio (Guarneros et al. 2009) se encontré6 que la sensibilidad trigeminal
intranasal de sujetos de la Ciudad de México se encuentra disminuida en
comparacion con sujetos controles del estado de Tlaxcala. Los sujetos de Tlaxcala
presentaron puntajes mas altos en pruebas de sensibilidad trigeminal, en las cuales

tenian que distinguir la fosa nasal por la que recibian el estimulo de eucalipto
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(eucaliptol, una sustancia que evoca sensaciones tanto olfatorias como trigeminales
en humanos; Doty et al. 1978). La fosa nasal en la que se entregaba el estimulo era
pseudoaleatorizada y simultdneamente se entregaba aire ambiental en la otra fosa.
Este método (Hummel et al. 2003; Dalton et al. 2006) se basa en el bien establecido
hallazgo de que aunque existe una dificultad inherente al olfato para identificar la
fosa nasal en la que se recibe un estimulo puramente olfatorio, se es capaz de
identificar la fosa nasal de entrada cuando hay activacién trigeminal (Cometto-Mufiz
y Cain 1998; Hummel et al. 2003; Wysocki et al. 2003; Dalton et al. 2006) (Figura
12).

Esto es potencialmente relevante dada la contribucion del sistema trigeminal en la
percepcion de olores (Hudson et al. 1994; Laska et al. 1997; Boyle et al. 2007,
Frasnelli et al. 2009) y en la deteccion oportuna de sustancias toxicas u otros
estimulos asociados con situaciones que representan una amenaza para la
supervivencia, como el humo de incendio, y las fugas de gas en el hogar (Silver
1991, Croy et al. 2012).
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Figura 12. En un estudio previo se investigaron los efectos de la contaminacién del aire en
la sensibilidad trigeminal. A. Los sujetos recibian el estimulo trigeminal de eucaliptol en una
fosa nasal y en la otra aire ambiental como se muestra en el panel de la izquierda. B.
Habilidad de sujetos para identificar la fosa nasal que recibia el estimulo. Cajas: lineas
horizontales dentro de las cajas = medianas, limites horizontales de las cajas = rangos
intercuartiles, barras verticales = rangos totales. *p<0.05 (Prueba U de Mann-Whitney).
(Adaptado de Guarneros et al. 2009).
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Mecanismos de dafio intranasal y de defensa

El sistema cuenta con mecanismos de defensa que evitan que las neuronas
olfatorias de la mucosa nasal entren en contacto directo con los agentes toxicos del
aire inspirado. El primero es el sistema intranasal, cuyas terminales nerviosas
pueden detectar y responder a los irritantes aéreos. Cuando no es posible escapar
de la fuente de peligro, el ritmo de la respiracion se altera y pueden ocurrir
estornudos y lagrimas que minimizan la entrada de irritantes a las vias respiratorias.
Ademas, la cavidad nasal contiene epitelios escamoso y respiratorio que producen
anticuerpos y proteinas antimicrobianas que protegen al sistema de agentes
dafiinos, asi limitando el efecto de estos sobre el epitelio olfatorio. Un tercer
mecanismo de defensa consiste en incrementar la produccion de moco, el cual
retiene muchos de los agentes que podrian dafar al sistema. Sin embargo, la
eficiencia de estos mecanismos defensivos depende en grado considerable de la
calidad del ambiente local del individuo. La exposicién crénica a contaminantes
atmosféricos puede dafiar seriamente los epitelios respiratorio y olfatorio, incluso al
grado de inducir el desarrollo de tumores (Harkema et al. 1987; Berglund et al. 1992;
Calderon-Garciduerias et al. 1994, 1998, 1999; Lewis y Dahl 1995; Hastings y Miller
2003).

Aunque el organismo es eficiente en limitar el dafio al tejido intranasal cuando la
exposicién a contaminantes es breve, en el caso de exposicidn crénica, la mucosa
puede desarrollar caracteristicas anormales que reduzcan sus capacidades de
defensa, causando incomodidad nasal y enfermedad. Las formas mas comunes del
dafio que la contaminacion del aire tiene dentro de la cavidad nasal son la pérdida
de cohesién intercelular, el acortamiento y la pérdida parcial o total de cilios
olfatorios -los cuales surgen de los botones dendriticos de las neuronas olfatorias y
a lo largo de los cuales los receptores olfatorios estan localizados-, necrosis, y
manifestaciones cancerigenas en la poblacion de células basales, a partir de las
cuales las neuronas receptoras olfatorias se originan en el proceso de regeneracion
neuronal del epitelio olfatorio (Calderén-Garciduefias et al. 1998; Schierhorn et al.
1999).
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Cuando el sistema mucociliar se ve afectado, la capacidad de la mucosa para
remover particulas toxicas se reduce, lo cual afecta el resto del sistema (Halpern
1982, Boat y Carson 1990) incluyendo a las glandulas de Bowman quedan
directamente expuestos al ambiente. Estas glandulas producen el moco que bafia a
la cavidad nasal e interviene en la eficiente regeneracion del epitelio (Morrison y
Constanzo 1990; Hastings y Miller 2003).

Entre los contaminantes mas dafiinos de la atmdsfera encontramos al ozono que
probablemente sea el que ha recibido mayor atencién (Tyler et al. 1988; Chen et al.
2014). Es altamente reactivo e interacciona con una gran variedad de moléculas
organicas, incluyendo grasas no saturadas, proteinas y acidos nucleicos. Tanto en
animales de laboratorio como en humanos, la exposicion crénica o aguda a ozono
produce dafio significativo en el epitelio y en los bulbos olfatorios (Harkema et al.
1987; Calderon-Garciduefias et al. 1996, 1998, 1999, 2002, 2009; Colin-Barenque et
al. 1999).

Resulta interesante que mientras que el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas ha sido relacionado tanto a los altos niveles de contaminacion
del aire (e.g. Lucchini et al. 1995; Campbell 2004; Villarreal-Valderon et al. 2010)
como a una disminucion de las capacidades olfatorias (Doty et al. 1991; Fernandez-
Ruiz et al. 2003; Velazquez-Pérez et al. 2006; Haehner et al. 2007; Hummel et al.
2010b), la relacion entre estos elementos aparentemente entrelazados se ha
comenzado a investigar solo recientemente (Calderon-Garciduefias et al. 2009; Zoni
et al. 2012; Lucchini et al. 2014). Un tema importante para la investigacion futura es
la interseccion entre contaminacion del aire, la disfuncién olfatoria, y el desarrollo de
procesos neurodegenerativos en poblaciones en las que se predice un incremento

en la proporcion de adultos mayores.
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El manganeso: un contaminante atmosférico con propiedades neurotéxicas

Existe una creciente preocupacion acerca del efecto de los contaminantes
ambientales en la salud humana, no so6lo en el &mbito laboral, sino también en la
poblacién general expuesta a niveles variables de contaminacion atmosférica
(Molina y Molina 2004; Chen y Kan 2008; Parrish y Zhu 2009). Los metales como el
plomo, niquel, cadmio, mercurio y manganeso son particularmente preocupantes
como contaminantes, dados sus efectos neurotoxicos, que resultan de la habilidad
gue tienen para alcanzar el sistema nervioso central al ser capturado por las
neuronas receptoras olfatorias (Tjalve y Henriksson 1999; Dorman et al. 2006;
Thompson et al. 2011).

Aungque el manganeso (Mn) es un elemento traza esencial, la exposicién a altas
concentraciones de este metal se ha asociado fuertemente a procesos neurotéxicos
y neurodegenerativos. El Mn tiene una alta capacidad de transporte en el sistema
nervioso central, ya que no solamente es transportado del epitelio olfatorio al bulbo
olfatorio, la primera estacién en el procesamiento central de la informacién olfatoria
en vertebrados, sino que, a diferencia de otros metales como el cadmio y el
mercurio, también se desplaza trans-sindpticamente a estructuras cerebrales mas
centrales, como los ganglios basales y la corteza prefrontal (Tjalve y Henriksson
1999; Aschner 2000; Dorman et al. 2006; Leavens et al. 2007). En consecuencia, la
exposicién a cantidades excesivas de Mn ha sido implicada en una variedad de
trastornos motores y psiquiatricos (Hudnell 1999; Pal et al. 1999; Aschner et al.
2007; Bowler et al. 2007, 2012; Zoni et al. 2007), asi como en disfuncion olfatoria

(Antunes et al. 2007; Bowler et al. 2007, 2011).

La exposicién severa a Mn a través de la inhalacion induce el desarrollo de un
sindrome neuroldgico progesivo llamado manganismo, Yy caracterizado por
desérdenes psiquiatricos en la fase inicial (“locura manganica”), ademas de dolores
de cabeza, fatiga, pérdida de apetito y apatia. Esto es seguido por un sindrome

extrapiramidal con hipokinesia, disartria, distonia e inestabilidad postural,
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impasividad facial, movimientos lentos, disminucion del volumen de la voz,
micrografia y balanceo sobre las puntas de los pies con ausencia de balanceo de los
brazos. Varios de estos sintomas fisicos aparecen en la enfermedad de Parkinson,
lo cual llevé al término “parkinsonismo inducido por manganeso”. La condicion es
progresiva aun cuando el contacto con el metal sea interrumpido, y afecta
particularmente los ganglios basales (Rodriguez-Agudelo et al. 2006; Stepens et al.
2010).

Fuentes de exposicion y limites permisibles

El Mn es el quinto metal mas abundante de la corteza terrestre. De forma natural se
encuentra con otros elementos formando silicatos, 6xidos y carbonatos en mas de
100 minerales (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR 2008).
El estado de Hidalgo en México tiene los depdsitos de Mn méas grandes del pais
(Rodriguez-Agudelo et al. 2006). La rodocrosita (carbonato de Mn), la pirocroita
(hidréxido de Mn) y la pirolusita (dioxido de Mn) son los minerales mas importantes

presentes en la zona minera de Hidalgo.

El Mn es un componente esencial del acero, y también se usa en la produccion de
baterias secas, vidrio, fuegos artificiales, sustancias de uso textil, cosméticos,
pinturas, fungicidas agricolas, agente de contraste en neuroradiologia, y como
potenciador del octanaje de la gasolina en varios paises (Davis et al. 1998; ATSDR
2008).

En Estados Unidos la media de concentracién de Mn en el aire es de 0.02 pg/m?; sin
embargo en zonas mineras e industriales puede aumentar hasta 0.3 pg/m*® (ATSDR
2008). Existen datos sobre la alta concentracion de Mn en tejido cerebral de
individuos expuestos a la contaminacion de la Ciudad de México (Calderén-
Garciduefias et al. 2013), y aunque no parece haber informacién accesible sobre las

concentraciones del metal en el aire, o sobre el origen preciso de las emisiones de
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Mn a la atmoésfera en esa ciudad, se sabe que el Mn es un componente de las
particulas PM,s (Saldarriaga-Norefia et al. 2009), cuyas concentraciones

atmosféricas se han correlacionado con el trafico vehicular (Cortez-Lugo et al. 2013).

Transporte de Mn

El Mn?* tiene un radio iénico cercano al del calcio (Ca?") y su habilidad para afectar
varios aspectos de la transmision neuronal ha sido adjudicado principalmente a esta
capacidad calcio-mimética (Aschner y Aschner 1991; Gavin et al. 1999). Se ha
observado que el Mn entra a las terminales nerviosas por los canales de calcio
durante los potenciales de accién nerviosos (Narita et al. 1990), y que tiene una vida

media en el sistema nervioso central de 50 dias (Rodriguez-Agudelo et al. 2006).

Una plétora de proteinas plasmaticas han sido implicadas en el transporte de Mn,
incluida la transglutaminasa, la albumina y la beta globulina. De hecho,
aproximadamente el 80% del Mn en plasma estd unido a beta globulina (Yokel
2002). El ingreso de Mn al cerebro a través de la barrera hematoencefalica se da por
medio de la proteina transportadora de metales divalentes (DMT1), el receptor de
transferrina, las proteinas transportadoras Zip8 y Zipl4, el producto del gen park9,
varios canales de calcio, los transportadores de zinc, el transportador de magnesio
hipl4 y el receptor de melastina 7 (Aschner 1994; Gavin et al. 1999; Yokel et al.
2002; Fitsanakis et al. 2007; Gunter et al. 2012).
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Genes impicados en el metabolismo de Mn

La predisposicion genética a la toxicidad del Mn ha sido correlacionada con el gen
PARK9 que codifica para un transportador de Mn (ATP13A2) (Dewitt et al.2013).
Las mutaciones en otro exportador putativo de Mn (el producto del gen SLC30A10)
se asocian a un marcado déficit motor que incluye un sindrome similar a PD. Se han
estudiado 10 diferentes familias con problemas genéticos en el metabolismo de Mn
(Tuschl et al. 2012; Stamelou et al. 2012, Quadri et al. 2012). Algunos miembros de
estas familias presentan sintomas como hipermanganesemia (concentraciones de
Mn en sangre mayores a los 2000 nmol/L, cuando lo normal es 320 nmol/L), distonia
(temblores o torsiones repetitivos e involuntarios), policitenia (sobreproduccion de
glébulos rojos), y comunmente cirrosis hepatica. La causa de la falla en el
metabolismo de Mn fue identificada como una mutacion autosémica recesiva en el
gen SLC30A10 (Tuschl et al. 2012) que ha sido encontrada en ocho familias, con
individuos sintomaticos homocigotos e individuos no sintomaticos heterocigotos. La
edad inicial de los sintomas varia entre los 2 y los 57 afios. SLC30A10 es una
proteina perteneciente a la superfamilia de los transportadores de metales,
responsables del transporte de Fe, Cu, Zn, y Mn. Es posible que las mutaciones
heterocigdéticas o mutaciones en nucleétidos individuales de SLC30A10 interactien
con la exposicion ambiental para promover y exacerbar el inicio de una enfermedad

de Parkinson de otro modo considerada idiopética (DeWitt et al. 2013).

Acumulacion de Mn en el organismo y en la célula

El Mn se acumula principalmente en los siguientes oOrganos: cerebro, tiroides,
hipofisis, glandulas suprarrenales, pancreas, higado y rifidn. En ratas tratadas con
manganeso se observé un incremento en la concentracidon de Mn de esos mismos

organos (Sakurai et al. 1985).
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Las mitocondrias son, segun algunos autores (Suzuki et al. 1983; Henriksson et al.
1999), los organelos en donde se acumula mas Mn en el cerebro, en parte porque la
entrada del metal a la mitocondria es facilitada por el transportador de Ca?",
mientras que su salida del organelo ocurre mediante un mecanismo lento
dependiente de Na+. En contraste con la mitocondria, la membrana citoplasmica
contiene la proteina exportadora ferroportina-1, la cual saca Mn de la neurona
(DeWitt et al. 2013; Li et al. 2013).

También se ha observado por medio de técnicas de nanoimagen fluorescente que el
Mn se acumula en los aparatos de Golgi de las células dopaminérgicas. Este
organelo es capaz de almacenar el excedente de Mn hasta que se excede su
capacidad y es colapsado por accion de la brefeldina. Esto resulta en una
redistribucién del Mn, que entonces se acumula en el citoplasma y en el nucleo.
Estos hallazgos sugieren que el aparato de Golgi tiene una funcion importante en la

desintoxicacién celular de Mn (Carmona et al. 2010).
En células renales el Mn parece acumularse en los microsomas, y en las células

pancreaticas en el nacleo. Los nucleos y las mitocondrias de las células del higado

también concentran el metal (Sakurai et al. 1985).

Efectos celulares del Mn

Cuando el Mn es incorporado en las mitocondrias inhibe el complejo | de la cadena
respiratoria, lo que conduce a una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno. Las quinonas que participan en la transferencia de electrones de la cadena
respiratoria son dafiadas y con esto la cadena comienza a donar electrones
directamente al oxigeno molecular creando el radical superéxido, que es altamente

reactivo (Eriksson et al. 2004).
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En las células dopaminérgicas, el Mn induce alteraciones en la liberacion de
dopamina e incrementa los niveles de radicales superoxido (Drapeu y Nachsen
1984; Allinovi et al. 1996; Hamai et al. 2001; Nam y Kim 2008). También favorece el
estrés oxidativo que ocurre como resultado de la oxidacion de dopamina y otras
catecolaminas (Erikson et al. 2004). Otro efecto adverso que se ha reportado para el
Mn es la inhibicibn de receptores de glutamato. Esto afecta directamente las
concentraciones de glutamato extracelular, pues se bloquea el reciclamiento del

neurotransmisor y se favorece la excitotoxicidad (Eriksson et al. 2004).

También se ha reportado que la intoxicacion por Mn en ratas tiene efectos adversos
en la fertilidad y en la reproduccion, y en la viabilidad de los espermatozoides,
posiblemente debido al dafio que ejerce el metal sobre las mitocondrias (Elbetieha et
al. 2001; Wirth et al. 2007; Li et al. 2012).

El sistema tiene pocos mecanismos para hacer frente a la acumulacién de Mn. La
ferritina, una molécula intracelular que almacena fierro y amortigua la deficiencia y la
sobrecarga de ese metal, también tiene una funcion en el metabolismo del Mn. Se
ha observado que individuos con bajos niveles de ferritina absorben mas Mn que los
individuos con niveles mas altos (Solis-Vivanco et al. 2009). Otra proteina, la
ferroportina-1, esta implicada en la mobilizacion de Mn de adentro hacia fuera de la
célula (DeWitt et al. 2012).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aungque la mayor parte de la evidencia sobre los efectos patolégicos del Mn ha
provenido de estudios sobre la salud de sujetos ocupacionalmente expuestos a altos
niveles del metal tales como soldadores, mineros, o trabajadores en plantas de
procesamiento (Mergler et al. 1999; Lucchini et al. 1995; Chu et al. 1996; Crump y
Rousseau 1999; Autunes et al. 2007; Bowler et al. 2007, 2011; Zoni et al. 2007), hay
evidencia de que los niveles mas bajos de exposicion cronica a Mn aéreo en el
ambiente general también puede tener efectos toxicos duraderos 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). En patrticular, el
debate se ha estimulado a raiz del uso del metilciclopentadienil manganeso
tricarbonil como un potenciador del octanaje de gasolinas en algunos paises (Davis
1998; Hudnell 1999; Pellizzari et al. 2001; Pfeifer et al. 2004).

Si bien otros estudios se han concentrado importantemente en los efectos en las
funciones motoras y cognitivas, o en un decremento de la calidad de vida (Catalan-
Vazquez et al. 2010, 2012), no existe informacion disponible del posible efecto de la
exposicién atmosférica no ocupacional a Mn sobre la funcidn olfatoria. También,
ademas de cualquier efecto negativo en la funcion olfatoria per se, esto podria
proveer una aproximacion sensible y no invasiva para evaluar el impacto de la
exposicién a Mn sobre los procesos del sistema nervioso central de modo general.
Para investigar esto, se selecciond una regién del México rural, en donde el Mn ha
sido extensivamente explotado por la industria minera durante los ultimos 50 afios
(ver Sitio de estudio), en donde previamente se han registrado altos niveles de Mn
en el suelo (mayores a los 0.05 ug/m3 recomendado por la Environmental Protection
Agency de los Estados Unidos (US EPA 1997) , el agua, la vegetacion, y el aire
(Solis-Vivanco et al. 2009; Juarez-Santillan et al. 2010), y déficits significativos en la
funcién motora y cognitiva de la poblacion (Rodriguez-Agudelo et al. 2006; Solis-
Vivanco et al. 2009; Riojas-Rodriguez et al. 2010).
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En el pasado, se encontr6 que residentes saludables de la Ciudad de México
expuestos a los altos niveles de contaminacion del aire, muestran una reduccion
significativa en la habilidad para detectar odorantes presentados a bajas
concentraciones, pero tienen poca o0 ninguna reduccion en la habilidad para
describirlos 0 nombrarlos correctamente cuando son presentados a concentraciones
por encima del umbral de deteccion olfatoria (Hudson et al. 2006; Guarneros et al.
2009, 2011). Esto sugiere que los efectos negativos de la contaminacion del aire de
la ciudad dafia la periferia del sistema, sin afectar procesos centrales en la misma
medida (discusién en Hudson et al. 2006; Guarneros et al. 2009, 2011). Dada la
habilidad del Mn para alcanzar estructuras cerebrales cruciales para el
procesamiento cognitivo que subyace funciones como la memoria y el aprendizaje, y
por otro lado, tomando en cuenta el importante papel que juegan tales procesos en
la identificacion olfatoria (Hudson 1999; Wilson y Stevenson 2003; Herz 2009), se
predijo que los sujetos expuestos a Mn del presente estudio mostraran bajos

puntajes en la prueba de identificacion de olores.
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HIPOTESIS

La exposicibn a manganeso atmosférico afecta adversamente la funcién olfatoria

periférica y central.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de la exposicibn no ocupacional a manganeso atmosférico sobre

la funcién olfatoria en humanos.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar la prueba de identificacién de olores Sniffin Sticks para llevar a
cabo estudios en la poblacién mexicana.

Investigar el efecto de la exposicidbn no ocupacional a manganeso sobre la
funcion de deteccion de olores.

Investigar el efecto de la exposicidbn no ocupacional a manganeso sobre la
funcion de discriminacion de olores.

Investigar el efecto de la exposicidbn no ocupacional a manganeso sobre la
funcion de identificacion de olores.

Medir las concentraciones de manganeso en cabello como biomarcador de
exposicion.

Investigar la relacion entre concentracion de manganeso en cabello y
desempeiio olfatorio.

Conocer los efectos del manganeso sobre la relacion entre edad y

desempeiio olfatorio.
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DISENO EXPERIMENTAL

Adaptacion de la prueba « Universum UNAM. N=1446.

e Grupo expuesto a Mn:
comunidad minera en el
municipio de Molango, en el
estado de Hidalgo, México.

Locaciones
e Grupo contro: a 50 km del
expuesto.
. e N= 30 por grupo, sin diferencias
Sujetos en edad, sexo ni escolaridad
entre los grupos. Ningln sujeto
era trabajador de la mina.
Pruebas i
olfatorias e Sniffin sticks: detecciodn,
discriminacidn e identificacion.
Biomarcador de e Concentraciones de manganeso
exposicion en cabello. Espectofotémetro de
masas.
Analisis
de datos

Reporte



MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la prueba

El primer paso fue evaluar la identificabilidad de los estimulos de la prueba de
identificacion de olores (ver abajo), desarrollada en Alemania (Hummel et al. 1997),
en una muestra grande de sujetos mexicanos (N=1441, Mujeres=943,
Hombres=498, Edad: rango:16-84 afios, media=31.84 afios) con el fin de descartar
aguellos estimulos que fueran desconocidos o poco identificables para los
mexicanos. Esta parte fue llevada acabo en las instalaciones de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, en la Ciudad de México, y las pruebas fueron
aplicadas en una cabina con ventilacion en el Museo de las Ciencias (Universum,
UNAM) (Anexo II).

Sitio de estudio

La parte central de este estudio se llevo a cabo en el distrito de Molango, en la Alta
Sierra del estado mexicano de Hidalgo, en donde el Mn ha sido extensivamente
explotado por la industria minera durante los dltimos 50 afios (Rodriguez-Agudelo et
al. 2006; Solis-Vivanco et al. 2009; Catalan-Vazquez et al. 2012). Los recursos
mineros de Mn de esta zona ocupan el segundo lugar en tamafio en Latinoamérica,
y el quinto lugar en el mundo (Rodriguez-Agudelo et al. 2006; Catalan-Vazquez et al.
2012). Se escogié como sitio focal las localidades adyacentes de Tolago y
Chiconcoac, que en conjunto tienen una poblacibn de 1269 (Secretaria de
Gobernaciéon 2010), y se localizan aproximadamente en las coordenadas 20°80’N,
98°42'0, 1900 msnm, y a <1 km de la planta de procesamiento de Mn. El sitio
control fue el pueblo de Calnali, poblacién aproximada: 15,000 habitantes, localizada
en las coordenadas 20°50’'N, 98°36'W; 1800 msnm, y a 50 km de
Tolago/Chiconcoac y de cualquier exposicion de origen minero. Los dos sitios tienen

un clima templado humedo, y las poblaciones tienen una cultura similar (Figura 13).
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Figura 13. Las comunidades aledafias de Tolago y Chiconcoac han sido seleccionadas
como regioén focal en investigaciones sobre los efectos de la exposicion a Mn en la salud. La
fotografia de la izquierda fue tomada en esta region, en ella se observa el depdésito de Mn.
Se selecciono al pueblo de Calnali (derecha) como regién control por ser un pueblo vecino
con clima y cultura similar, pero sin contaminacién por Mn.

Sujetos

Participaron 30 adultos de cada poblacion con la ayuda del personal de las clinicas
publicas de salud; 25 mujeres y 5 hombres. Los grupos fueron equiparados tan
minuciosamente como fue posible por edad y escolaridad (Tabla 1). De acuerdo con
los registros de las clinicas, todos estaban en buena salud general. Mas mujeres
gue hombres fueron reclutadas porque la mayoria de los hombres en la comunidad
expuesta son trabajadores de la mina o han migrado al extranjero en busca de
trabajo. Los sujetos agricultores reportaron no estar expuestos a fertilizantes ricos en
Mn como Maneb o Mancozeb. Todos los sujetos fueron no-fumadores, todos habian
pasado la mayor parte de sus vidas en cada una de las respectivas comunidades, y
ninguno habia sido empleado en actividades mineras en el pasado (las ocupaciones

se muestran en la Tabla 2).
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Tabla 2 Caracteristicas generales de la muestra de estudio.

Manganeso Control
Tamafno de muestra 30 30
Mujeres 25 25
Hombres 5 5
Edad (Media, DE) 39.9 afios (15.8) 42 afos (12.6)

Escolaridad (Media, DE) 6.4 afios (4.4) 7.2 afios (4.6)
Ocupaciones

Amas de casa 17 (mujeres) 22 (mujeres)
Enfermeras 8 (mujeres) 1 (mujer)
Estudiante 1 (mujer)
Comerciantes 2 (hombres) 1 (mujer)
Agricultores 5 (hombres)
Mdusicos 2 (hombres)

Conserje 1 (hombre)

Todos los sujetos fueron no-fumadores

Los procedimientos descritos a continuacion se llevaron a cabo en apego a los
principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos de la
Declaracion de Helsinki, y a los lineamientos para el tratamiento de sujetos humanos
en investigacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México. El
estudio fue aprobado por el Subcomité del Campo de Conocimiento en Biologia
Experimental y Biomedicina, Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM, y también se
obtuvo la aprobacién de las autoridades de salud locales (Desarrollo Integral de la
Familia, Secretaria de Salud, Calnali, y Clinica de Salud, Secretaria de Salud,
Chiconcoac). Las pruebas se llevaron a cabo en presencia del personal clinico y no
involucraron intervencion fisica o consecuencias por tratamiento. Los sujetos fueron
del todo informados acerca del propésito y los procedimientos del estudio, y se
aseguré el anonimato de su participacion. Cada sujeto dio su consentimiento

informado antes de ser evaluado.
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Procedimientos de las pruebas

Los sujetos fueron evaluados en la clinica local del servicio publico de salud en sus
respectivas comunidades y por el mismo experimentador, quien estaba familiarizado
con la cultura de la region de los sitios de estudio y tenia una amplia experiencia en
el manejo de los Sniffin’ Sticks (ver abajo). Después de obtener el consentimiento
informado de los sujetos, se tomaron datos de cada paciente (edad, sexo, historia de

tabaquismo, ambiente laboral, escolaridad e historial médico) (Tabla 2).

El desempefio olfatorio de los sujetos fue evaluado usando una prueba psicofisica
de olfato, Sniffin’ Sticks (ver abajo), ligeramente modificada para la poblacion local.
Dados los bajos niveles de alfabetismo, el experimentador leyo la lista de 4 opciones
para cada uno de los odorantes de la prueba de identificacion (ver abajo), y con

repeticiones cuando el sujeto lo solicitaba.

Cada sujeto fue evaluado en una sola sesion con duracion maxima de 30 min. Las
pruebas fueron conducidas entre abril y mayo del 2011 para excluir posibles efectos
estacionales. Ademas, se tomaron muestras de cabello de la mayoria de los sujetos

para confirmar una mayor exposicion a Mn en el grupo focal (ver abajo).

Desempefio olfatorio. Como en un estudio previo del efecto de la contaminacion de
la Ciudad de México sobre la funcion olfatoria (Guarneros et al. 2009), los odorantes
fueron presentados a los sujetos —con ojos vendados- siguiendo un procedimiento
descrito previamente (Hummel et al. 1997; Kobal et al. 2000). Dispositivos similares
a plumones (Sniffin’ Sticks) fueron rellenados con 4mL de odorante liquido o de

odorante disuelto en propilenglicol (solvente inodoro).
En el momento de la prueba, la tapa del plumdn era removida por el experimentador,

el cual aproximaba la punta del plumén a 2 cm en frente de las fosas nasales del

sujeto por 2—-3 s. Los sujetos recibian la indicacién de cuando olfatear el estimulo, y
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excepto por la prueba de identificacion, se les permitia olfatear cada estimulo una

sola vez (Figura 1).

Umbral. Se determiné la habilidad de los sujetos para detectar un odorante (2-fenil-
etanol), que tiene un caracteristico olor de rosas, utilizando un procedimiento de
presentacion de concentraciones en orden ascendente y seleccion forzada de una
de tres alternativas. En esta prueba se utiliza una serie geométrica de dieciséis
concentraciones. La concentracion mas alta de la prueba, 4% del odorante en
propilenglicol, es sucesivamente disminuida en una proporcion 2:1 para dar lugar a

los 16 pasos de dilucion.

En cada ensayo (paso de concentracion), 3 plumones se presentaban de manera
sucesiva y aleatoria; 2 de las 3 veces se presentaban plumones que contenian sélo
solvente, y en 1 de 3 se presentaba el odorante. La tarea de los sujetos consistia en
indicar el plumon que olia diferente (i.e. que contenia el odorante). El intervalo entre
las presentaciones de plumones dentro de un triplete fue de aproximadamente 3 s, y

entre tripletes de aproximadamente 20 s.

Los pasos de concentracion eran presentados ascendentemente (la concentracion
del odorante se incrementaba) mientras el sujeto fallara. La direccion en el cambio
de concentracién era revertida (disminuia en vez de incrementarse) cuando el
estimulo objetivo era correctamente detectado en dos ensayos sucesivos, y seguia
incrementandose toda vez que el sujeto detectara el estimulo correcto en dos
ensayos consecutivos. Por el contrario, la concentracion se volvia a incrementar
cuando el sujeto volvia a fallar en una tarea. Los pasos de concentracion en los que
se revierte la direccion en el cambio de la concentracién se denominan puntos de

retorno. La prueba termina cuando ocurre el séptimo punto de retorno.
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El umbral fue definido como la concentracién (el paso de concentracion) promedio
de los ultimos 4 puntos de retorno. El puntaje para esta prueba podian variar en el
rango de 0 (minima sensibilidad/an6smico para el odorante 2-fenil etanol) a 16

(méxima sensibilidad), puntaje que, sin embargo, ningun sujeto alcanzo.

Discriminacién. Utilizando un paradigma de seleccion forzada de una entre tres
alternativas, 16 tripletes de plumones rellenados con concentraciones de odorante
bien por encima del umbral para normésmicos y se presentaron en el mismo orden
para todos los sujetos. Dos plumones contenian el mismo odorante, y uno contenia
un odorante diferente (Tabla 3). Los sujetos tenian que determinar cual de los tres
plumones olia diferente. Como en la determinacién del umbral, el intervalo entre
presentaciones de plumones fue de aproximadamente 3 s y entre tripletes de
aproximadamente 20 s. Dado que se aplicaron 16 tripletes, el rango de puntajes

para esta prueba iba de 0 a 16.

Identificacion. A los sujetos se les presentaron 13 odorantes comunes (ver
Procedimientos de las pruebas sobre la eliminacion de 3 de los 16 odorantes
originales) en el mismo orden para todos los sujetos, y se les pidié seleccionar el
descriptor mas apropiado de entre 4 alternativas posibles (p. ej. Cuero de zapato
como objetivo, y pegamento, pasto, y humo como distractores). Debido a los bajos
niveles de alfabetismo, el experimentador ley6 a los sujetos la lista de alternativas.
Los estimulos se presentaron a concentraciones supraumbrales para normosmicos,
el intervalo entre presentacion de cada pluma fue de aproximadamente 10 s, y los

puntajes de los sujetos podian ir de 0 a 13 (Tabla 4).
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Tabla 3. Estimulos (objetivos y distractores) utilizados en la prueba de discriminacion.

# 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 ciclohexanona D-5-isopropenil-2-metil-2-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 Octilacetato Canela-Aldehido

16 Carvona Acetaldehido

Desempefio general. Para cada sujeto, los resultados de las 3 subpruebas fueron

sumados para dar un puntaje compuesto de umbral + discriminacion + identificacion

denominado ‘puntaje TDI' (por las iniciales en inglés de cada una de las tres

pruebas), cuyo valor maximo era de 16 + 16 + 13 = 45 (Hummel et al. 1997,
Wolfensberger et al. 2000).
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Tabla 4. Prueba de identificacion. Para cada una de las 16 tareas, el estimulo odorante
objetivo esta indicado en negritas para distinguirlo de los tres distractores en el mismo
renglén. Tres estimulos de la prueba (regaliz, aguarrds y manzana) original fueron
eliminados del andlisis por su baja familiaridad en la poblacion mexicana.

1 naranja mora azul fresa pifia

2 humo cuero de zapato pegamento  pasto

3 miel Vainilla chocolate canela

4 ajo Menta pino cebolla

5 coco Platano nuez cereza

6 durazno Manzana l[imén toronja

7 regaliz ositos de goma chicle galletas

8 mostaza Hule mentol aguarras
9 cebolla Col ajo zanahoria
10 cigarro Café vino humo de vela
11  melbn Durazno naranja manzana
12 clavo Pimiento canela mostaza
13 pera Ciruela durazno pifia

14 manzanilla  Frambuesa rosa cereza

15 anis Ron miel pino

16 pan Pescado gueso jamoén

Determinacion del contenido de manganeso (Mn) en cabello

Se ha observado que los niveles de Mn en sangre u orina podrian no ser confiables
para reflejar la exposicion ambiental crénica. Sin embargo, dado que el cabello crece
de forma relativamente lenta, y que el Mn es incorporado de la sangre al cabello
durante el crecimiento capilar, el cabello refleja e integra los cambios en los niveles
de Mn en el cuerpo que son producto de una exposicion crénica de varios meses
(Riojas-Rodriguez et al. 2010; Eastman et al. 2013). Asi que se tomaron
aproximadamente 0.5 g de cabello de la region occipital de los sujetos, en el
extremo proximal al 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 de 5-mL, libres de metales,
hasta el momento de su andlisis. Las muestras de ambos grupos fueron analizadas

en la misma sesion. Siguiendo un procedimiento previamente establecido (Riojas-
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Rodriguez et al. 2010), las muestras fueron lavadas 3 veces por medio de agitacion
vigorosa en una solucion detergente de 2% de Triton X-100, y enjuagadas con agua
desionizada. El cabello fue posteriormente secado a 60°C, cortado en pequefias
partes para facilitar la digestion por acido, y 300 mg fueron colocados por 30 min. a
60°C en tubos de polipropileno libres de metales con 250 uL de acido nitrico
concentrado (Suprapur; Merck, Naucalpan de Juarez). La disolucién clara resultante
fue analizada con un espectrofotometro de absorcidn atomica (Perkin-Elmer,
AAnylyst 600; Menezes-Filho et al. 2009; Riojas-Rodriguez et al. 2010). El control de
calidad del analisis fue asegurado con la medicion de un material biolégico de
referencia (higado bovino 1577b; National Institutes of Standards and Technology,

Estados Unidos) junto con las muestras.
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Tratamiento y andlisis de los datos

Para la caracterizacion de la prueba de identificacion de olores se consideraron las
frecuencias de identificabilidad de los estimulos. Dado que los puntajes de
desemperfio no presentaron distribuciones normales en todos los casos (pruebas de
Kolmogorov-Smirnov) y la mayoria estuvieron basados en frecuencias, los datos
para los dos grupos estan graficados como medianas y rangos intercuartiles, o como
correlaciones de rango de Spearman, y comparadas por medio de pruebas no
paramétricas de U de Mann-Whitney. Se utilizaron pruebas de dos colas utilizando el
programa estadistico SYSTAT 12, y tomando P < 0.05 como el nivel de significancia.
Como los grupos fueron pareados por género, los puntajes para hombres y mujeres

fueron combinados.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la prueba de identificacion

Se observé la siguiente identificabilidad en los estimulos de la prueba de
identificacion (N=1,446): naranja (90%), cuero de zapato (84%), canela (85%),
menta (97%), platano (98%), limén (63%), regaliz (74%), aguarras (41%), ajo (92%),
café (87%), manzana (34%), clavo (76%), pifia (72%), rosa (88%), anis (91%),
pescado (97%).

Las palabras “regaliz” y (su sinbnimo) “orozuz”, fueron desconocidas para 97% de
los individuos a quienes se les preguntd si conocian el nombre de ese producto.
Ademas de eso, el olor de regaliz fue mas comunmente descrito como “anis” el cual
es otro estimulo de la prueba de identificacién. Por estas razones, el estimulo de
regaliz fue eliminado del andlisis. Es notorio que 74% de los sujetos lo identificaran
correctamente gracias al procedimiento de seleccibn mdltiple, que les permitia

descartar las opciones conocidas.

También se retiraron del analisis los estimulos de manzana y de aguarras, ya que
fueron identificados por menos del 60% de los sujetos, lo cual indica que son poco

tiles para ayudar a detectar disfuncion olfatoria en la poblacion (Shu y Yuan 2008).

En el Anexo Il se presenta un estudio completo sobre la descripcion de los patrones
demograficos asociados a funcion olfatoria, asi como valores de referencia para una

poblacién mexicana.

Sujetos

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

salud general aparente (Tabla 1).
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Desempefio olfatorio

Umbral. Los sujetos del grupo control detectaron el 2-fenil etanol en la prueba de
presentacion de concentraciones ascendentes, en un procedimiento de seleccion
forzada de 1 de 3 alternativas, a concentraciones significativamente mas bajas que
los sujetos expuestos a Mn (U de Mann-Whitney: U = 312.5 3030, P = 0.042). Basado
en las medianas de los puntajes, esto representa una diferencia de entre 2 y 4 veces
en la concentracién necesaria para detectar la presencia de este estimulo (Figura
14a).

Discriminacion. Los sujetos del grupo control fueron mas eficientes para distinguir el
estimulo objetivo en las pruebas de seleccidon forzada de 1 de 3 alternativas que los
sujetos expuestos (Figura 14b). Esta diferencia también fue significativa (U = 272
30,30, P = 0.008).

Identificacion. Aunque los odorantes de esta prueba han sido originalmente
seleccionados por su familiaridad entre europeos, después de eliminar los estimulos
no familiares (manzana verde, regaliz, y aguarras, ver arriba), los sujetos control
identificaron 8 de los 13 estimulos correctamente en mas de 90% de los casos, y 10
de 13 en mas de un 80% de los casos. En contraste, los sujetos expuestos
identificaron so6lo 4 de 13 correctamente (café, ajo, platano, pescado) en mas de
90% de los casos, y 8 en menos de 70% de los casos (Figura 14c). Una vez mas,
esta diferencia en el desempefio entre ambos grupos fue significativa (Figura 3; U =
265.5 30,30, P = 0.005).

Desempefio general. Como consecuencia de lo anterior, los sujetos controles
tuvieron puntajes TDI (suma de los puntajes obtenidos en las pruebas de umbral,
discriminacion, e identificacibn) mas elevados que los sujetos expuestos (Figura
14d; U = 213.0 3030, P < 0.001) (Figura 14d).
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Cuatro sujetos expuestos (13%) tuvieron puntajes por debajo del puntaje mas bajo
obtenido por un sujeto control, mientras que 3 sujetos controles (10%) tuvieron

puntajes por encima del puntaje mas alto obtenido entre los sujetos expuestos.
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Figura 14. Desempefio de sujetos expuestos a Mn y de sujetos controles en pruebas
olfatorias (a-c), asi como sus desempefios generales TDI (d) que representan la suma de
Sus puntajes en estas pruebas. Para cada una de estas pruebas (a) y (b), los sujetos podian
obtener un maximo puntaje de 16 respuestas correctas; para la prueba (c) el maximo
puntaje posible era de 13, y consecuentemente el puntaje TDI maximo de 45. Diagramas de
cajas y bigotes: lineas horizontales dentro de las cajas indican las medianas, los limites
horizontales de las cajas dan los rangos intercuartiles, y las barras verticales dan rangos
absolutos: N = 30 por grupo, * P < 0.05; ** < 0.01, **P < 0.005 (pruebas U de Mann-

Whitney). Adaptado de Guarneros et al. 2013.
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Interaccion con la edad

En todas las pruebas de habilidad olfatoria, el desempefio se correlacion6 de modo
inverso con la edad de los sujetos. Para el umbral, la identificacion, y el desempefio
general el declive fue tendencialmente mayor en el grupo expuesto que en el grupo
control. El valor de correlacidn mas bajo se registré en la prueba de discriminacion
para la cual los sujetos expuestos presentaron puntajes notoriamente bajos a
cualquier edad. El resultado sugiere una interaccién negativa entre la edad y la
exposicién a Mn, que resulta en un decremento mayor en el desempefio olfatorio en
relacion con la edad en el grupo expuesto, lo cual sugiere un efecto acumulativo de

la exposicion cronica (Figura 15).

Los sujetos del grupo expuesto presentaron concentraciones significativamente mas
altas de Mn en cabello (MnH) que los sujetos del grupo control (Figura 3.3; U=0.00
25 23, P < 0.001). Basados en las medianas de los puntaje (9.73 ug/g contra 1.01
Mg/g respectivamente), la diferencia en la concentracibn de MnH entre ambos
grupos fue de 9 veces (Figura 16). También se encontrdé una correlacion tendencial
negativa entre MnH y el desempefio de los sujetos dentro de cada grupo para cada
una de las pruebas olfatorias; umbral, discriminacién e identificacion, y puntajes TDI.
Aunque esto fue mas claro para el grupo expuesto que para el grupo control,

ninguna de las correlaciones alcanzé la significancia.
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Figura 15. Correlaciones de Spearman entre la edad de los sujetos en afios y las tres
pruebas de desempefio olfatorio (a-c), asi como los puntajes TDI que representan la suma
de los puntajes en las tres pruebas olfatorias (d). Las cruces y las lineas sdlidas dan los
valores para los sujetos expuestos a Mn, y los circulos huecos y lineas punteadas para los
sujetos del grupo control; N = 30 por grupo, coeficientes de correlacién: * P < 0.05, ns = ho

significativo.
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Figura 16. Concentraciones de Mn medidas en el cabello de los sujetos expuestos al metal
(N = 25) y de sujetos controles (N = 23). Diagramas de cajas y bigotes: lineas horizontales
dentro de las cajas indican las medianas, los limites horizontales de las cajas dan los rangos

intercuartiles, y las barras verticales indican los rangos absolutos: ***P < 0.001 (pruebas U
de Mann-Whitney).
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DISCUSION

Caracterizacion de la prueba

Se observo que tres de los estimulos de la prueba original de identificacién Sniffin
Sticks desarrollada originalmente para la poblacion alemana (Hummel et al. 1997)
no son identificables en la poblacion mexicana. Esto nos permiti6 retirar de la prueba
los estimulos que no son utiles para detectar disfuncién olfatoria en la poblacion
(Shu y Yuan 2008). Con esto, se demostré la necesidad de considerar la cultura
local en la evaluacion clinica de la funcion olfatoria humana (Mackay-Sim et al. 2004;
Hummel et al. 2007; Orhan et al. 2012). Esta adaptacién es una referencia para

futuras investigaciones sobre funcién olfatoria en la poblacion mexicana.

Efectos del manganeso

Los hallazgos del presente estudio apoyan claramente la prediccion de que los
sujetos de la comunidad minera de Tolago/Chiconcoac, crénicamente expuestos a
niveles elevados de Mn en el ambiente, mostrarian una disminucion de la funcion
olfatoria, a pesar de no haber trabajado en actividades relacionadas a la mineria.
Asi, en comparacion con los sujetos controles del cercano pueblo de Calnali, una
comunidad comparable pero sin actividad minera, los sujetos expuestos a Mn
tuvieron un desempefio mas bajo en las 3 pruebas de funcién olfatoria: deteccion,
discriminacion, e identificacion. Ademas, el declive normal de la funcion olfatoria con
la edad (Doty et al. 1984) fue mayor para el grupo expuesto que para el grupo
control. Particularmente notable fue el pobre desempefio del grupo expuesto en la
prueba de identificacion de olores, que evalla la habilidad de los sujetos para
reconocer y nombrar olores, y por lo tanto depende de procesos cognitivos
asociados con aprendizaje, memoria, y lenguaje, importantes para un amplio rango

de funciones cognitivas ademas del reconocimiento de olores.
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Por varias razones, es posible que el Mn aéreo sea un importante causante de los
déficits olfatorios observados en los sujetos expuestos. La region de
Tolago/Chiconcoac presenta niveles de Mn por encima del nivel de 0.05 ug/m3
recomendado por la Environmental Protection Agency de los Estados Unidos (US
EPA 1997; Solis-Vivanco et al. 2009), y el aire fue sefialado como la fuente mas
significativa de exposicion a Mn en Tolago/Chiconcoac (Santos-Burgoa et al. 2001;
Rodriguez-Agudelo et al. 2006). Los altos niveles de Mn atmosférico en
Tolago/Chiconcoac también son consistentes con las concentraciones
estadisticamente mayores de Mn en cabello en los sujetos expuestos en
comparacion con el grupo control. El hallazgo de tan solo una correlacion débil entre
MnH y funcién olfatoria es quizas poco sorpresiva dado el pequefio tamafio de
muestra y la considerable varianza en los valores de MnH, particularmente entre los
sujetos expuestos a Mn (Figura 15). Factores irrelevantes para los fines de esta
investigacion tales como los efectos crénicos del cuidado capilar pueden afectar la
acumulacion de Mn considerablemente y contribuir a la magnitud de esa varianza
(Smolders et al. 2009). Tampoco existe la certeza acerca de si el Mn fue el Unico
metal, o toxico liberado al ambiente, que contribuyéo a los déficits olfatorios
reportados aqui. Sin embargo en un estudio previo en la region focal de
Tolago/Chiconcoac se descartdé el plomo como contaminante importante en la
region, al encontrarse niveles de plomo en sangre similares a los registrados en

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

Dado que ninguno de los sujetos habia trabajado anteriormente en actividades
relacionadas con el Mn, estos hallazgos sugieren que la exposicidn cronica a este
metal, aun a niveles mas bajos que los observados en contextos ocupacionales,
puede incluso afectar la salud de jévenes adultos dedicados a actividades que no
implican un particular riesgo de exposicion laboral (Tabla 1). Los sujetos mas pobres
de las comunidades, muchos de los cuales trabajan al aire libre, podrian ser incluso

mas vulnerables a dicha intoxicacion.
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El conocimiento de la toxicidad de los metales fue desarrollado a través de copiosas
investigaciones que comenzaron con el plomo y el mercurio y proceden actualmente
con el Mn. Desafortunadamente, la implementacion consecuente de medidas
preventivas ha sido demasiado lenta, lo que ha derivado en importantes efectos
negativos en las poblaciones expuestas. Las reconstrucciones historicas del
desarrollo de la investigacion han resultado en un entendimiento moderno de los
efectos del plomo y el mercurio que han derivado en lecciones Utiles para la
prevencion de la neurotoxicidad por Mn. Se requiere de mayor informacion acerca
de los efectos neurotoxicos y neuroconductuales que ocurren por la exposicion
cronica a bajos niveles de Mn. Esta es quizas la leccion mas importante que
aprender y aplicar de mas de 30 afios de neurotoxicologia ambiental de metales
(Alessio et al. 2007).

Otro tema de investigacion para el futuro es como el estado nutricional afecta la
vulnerabilidad a exposiciones toxicas. Por ejemplo, las dietas vegetarianas proveen
mayores concentraciones de magnesio, cobre y manganeso que las dietas no
vegetarianas, pero se desconoce si la vulnerabilidad a la intoxicacion por Mn podria

depender en cierto grado de la dieta (Haddad et al. 1999).

El presente estudio también demuestra la practicidad de la evaluacion olfatoria para
monitorear los efectos de la contaminacion atmosférica sobre la salud, y sobre los
procesos neurales de modo general, no sélo en pacientes neurolégicos, y pacientes
con enfermedades respiratorias, sino también en grupos vulnerables y poblaciones
expuestas (Hummel et al. 2010b; Calderdon-Garciduefias et al. 2012; Sorokowska et
al. 2013). Las pruebas olfatorias tales como los Sniffin’ Sticks son no invasivas,
rapidas y faciles de aplicar, y confiables independientemente de la escolaridad del
paciente, como lo sugiere el buen desempefio de los sujetos expuestos en las tareas
olfatorias de identificacibn mencionadas previamente. Ademas, las pruebas de olfato

tienen una buena aceptacion por parte de los sujetos.
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En conjunto, los resultados del presente estudio sugieren que la exposicion cronica
a Mn atmosférico, incluso fuera del ambito laboral, puede afectar la salud de los
residentes. Estos resultados también sugieren que las pruebas olfatorias
estandarizadas, no-invasivas, econdémicas y versatiles como los Sniffin Sticks
proveen un medio eficiente para monitorear los efectos sobre la salud general de la
exposicidn a niveles potencialmente dafinos de contaminantes atmosféricos como el
Mn. En el caso del Mn, esto es relevante no sélo en grupos ocupacionalmente
expuestos, sino también en relacion a otros temas de interés general como el uso de
Mn en gasolinas o0 en pesticidas, y el debate sobre los efectos de este tipo de
contaminacion sobre la salud de las comunidades en general (Boudia et al. 2006;
Finkelstein y Jerret 2007; Walsh 2007).

Asociacion entre exposicion toxica, deterioro olfativo y neurodegeneracion

La pérdida del olfato es un sintoma que suele presentarse en pacientes con
enfermedades neurodegenerativas, e inicia afios antes que los caracteristicos
efectos cognitivos y motores. Por otro lado, diversos estudios sefialan vinculos entre
la exposicion a la contaminacién ambiental y la pérdida parcial de funcion olfatoria
en humanos (Hudson et al. 2006; Velazquez-Pérez et al. 2006; Hummel et al.
2010a).

También se han indicado asociaciones entre la inhalacion de sustancias toxicas
aéreas y el inicio de procesos neurodegenerativos (Doty 2001, 2008; Bowman et al.
2011), y que los residentes de ciudades con problemas graves de contaminacién del
aire presentan una acumulacion significativamente mayor de la proteina beta-
amiloide en el cerebro, en comparacion con los residentes de ciudades menos
contaminadas (Calderdon-Garciduefias et al. 2004). La presencia de esta proteina es
un indicador principal de procesos neurodegenerativos que también se ha asociado

a disfuncion olfatoria (Wesson et al. 2010).

63



Aunqgue la prevalencia de diversos desordenes neuroldgicos es comunmente similar
en las ciudades contaminadas del tercer mundo y en otras con alta calidad
atmosférica, la investigacion epidemioldgica indica que la contaminacion del aire,
aunada a factores vinculados a la pobreza, agrava la prevalencia de condiciones
demeciales entre sujetos relativamente jévenes e incrementa la mortalidad entre los
enfermos de mayor edad. Esto resulta en una disminucion en la edad promedio de
los enfermos; en las ciudades con altos indices de contaminacién los jovenes tienen
un mayor riesgo de contraer algun padecimiento neurolégico, y los enfermos de
mayor edad presentan un mayor riesgo de muerte (Nitrini 2009; Chuang y Phalen
2012; Prince et al. 2012).

La literatura reciente indica efectos neurotoxicos de particulas aéreas,
especialmente las de dimension ultrafina, que pueden ser transportadas por rutas
olfatorias y provocar alteraciones morfolégicas y neuroquimicas que favorecen la
aparicion de patologias de tipo neurodegenerativo (ver Antecedentes — Efectos
celulares del Mn) (Zoni et al. 2012).

Las fallas en genes implicados en el metabolismo de metales como PARK 9 o
SLC30A10 (cuyos productos son transportadores de Mn) podrian explicar la
susceptibilidad de los individuos a contraer sintomas parkinsonicos, pues se ha visto
gue las mutaciones homocigdticas en estos genes estan asociadas a
hipermanganesemia (altas concentraciones de Mn en sangre) y la aparicion de
sintomas similares a los que se observan en enfermedad de Parkinson (ver
Antecedentes — Genes implicados en el metabolismo de Mn). Es posible que las
mutaciones heterocigéticas o mutaciones en nucleétidos individuales de genes como
SLC30A10 o PARK 9 interactien con la exposicion ambiental para promover y
exacerbar el inicio de una enfermedad de Parkinson de otro modo considerada
idiopatica (DeWitt et al. 2013).
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El Mn es tan solo un ejemplo de los metales que existen en ambientes de
exposicidon. La contaminacién urbana es rica en metales (Calderén-Garciduefias et
al. 2013), y varios de ellos son capaces de transportarse al cerebro por vias
olfatorias, por ejemplo, el cadmio, el niquel y el mercurio (Gottofrey and Tjalve 1991,
Borg-Neczak y Tjalve 1996; Tjalve et al. 1996; Henriksson et al. 1997; Tallkvist et a.
1998; Henrikson y Tjalve 1998). Asi pues, parece plausible que el ingreso de
agentes toxicos por rutas olfatorias sea un factor detonante de procesos

neurodegenerativos en poblaciones expuestas (Doty 2008).

Los avances en la comprensién de este fendmeno podrian influir positivamente en
los métodos diagnosticos y de tratamiento, y también son potencialmente
importantes para el planteamiento de iniciativas de salud publica en ciudades con
mala calidad del aire, donde la proporcion de adultos mayores va en aumento
(Guarneros et al. 2009, 2011).
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CONCLUSION

Los resultados de este estudio indican que la exposicion no ocupacional a

manganeso aéreo esta asociada a decrementos de la funcion olfatoria periférica y

central.
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Abstract

Manganese is of growing concern as a toxic air pollutant. It is readily transported from the olfactory epithelium to the olfac-
tory bulb, and unlike other metals, it is transported transynaptically to structures deep within the brain. However, little is
known regarding the possible effect of nonoccupational exposure to manganese on olfactory function. Using the Sniffin’
Sticks test battery, we compared the olfactory performance of subjects from a manganese mining district living <1 km from
a manganese processing plant, with nonexposed subjects living 50 km from the closest source of exposure (N = 30/group).
Groups were matched for age, sex, and schooling, and none had ever worked in mining-related activities. Concentrations
of manganese in hair were measured as a biomarker of exposure; exposed subjects had significantly higher concentrations
than nonexposed subjects. They were also significantly outperformed by the nonexposed subjects on all olfactory measures
(threshold, discrimination, and identification), indicating adverse effects of manganese exposure on a range of olfactory
functions, including those involving higher order cognitive processes. This contrasts with previous findings showing adverse
peripheral but not central effects on olfactory function of big city air pollution, which mostly consists of toxicants known to
affect the olfactory epithelium but with lower transynaptic transport capacity compared with manganese. We conclude that
nonoccupational exposure to airborne manganese is associated with decrements in both peripheral and central olfactory
function.

Key words: age, cognitive function, manganese exposure, olfactory performance

Introduction

There is growing concern about the effect of environmental
contaminants on human health, not only in the workplace
but increasingly in the general public exposed to varying
and often largely unknown levels of environmental pollu-
tion (Molina and Molina 2004; Chen and Kan 2008; Parrish
and Zhu 2009). Metals such as lead, nickel, cadmium, mer-
cury, and manganese are particularly worrying because of
their neurotoxic effects resulting in part from their ability to
bypass the blood—-brain barrier and reach the central nerv-
ous system, including via inhalation and uptake by the olfac-
tory receptor neurons originating in the nasal cavity (Tjilve

and Henriksson 1999; Dorman et al. 2006; Thompson et al.
2011).

Manganese (Mn), although an essential trace element, is
of particular concern as it is not only readily transported
from the olfactory epithelium to the olfactory bulb, the first
station in the central processing of olfactory information in
vertebrates, but unlike a number of other metals such as cad-
mium and mercury, it is also transported transynaptically
to structures deep within the brain (Tjalve and Henriksson
1999; Aschner 2000; Dorman et al. 2006; Leavens et al.
2007). Consequently, exposure to excessive amounts of Mn
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has been implicated in a number of psychiatric and motor
disturbances (Hudnell 1999; Pal et al. 1999; Aschner et al.
2007; Bowler et al. 2007, 2012; Zoni et al. 2007), as well as in
diminished olfactory function (Antunes et al. 2007; Bowler
et al. 2007, 2011).

Although most human evidence for such pathology has
come from studies of occupational groups exposed to high
levels of Mn such as welders, miners, or workers in process-
ing facilities (Mergler et al. 1994; Lucchini et al. 1995; Chu
et al. 1996; Crump and Rousseau 1999; Antunes et al. 2007;
Bowler et al. 2007, 2011; Zoni et al. 2007), there is grow-
ing evidence that lower level chronic exposure to airborne
Mn in the general environment can also have lasting toxic
effects on human health (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). In par-
ticular, interest in the effect of low-level inhalation exposure
to Mn has been stimulated by the use of methylcyclopenta-
dienyl manganese tricarbonyl as a gasoline octane booster in
some countries (Davis 1998; Hudnell 1999; Pellizzari et al.
2001; Pfeifer et al. 2004).

Whereas previous studies have concentrated importantly
on impaired motor and cognitive function or decreased qual-
ity of life (Catalan-Vazquez et al. 2010, 2012), no information
is available regarding the possible effect of nonoccupational
environmental exposure to Mn on olfactory function. And
yet, apart from any negative effect on olfactory function
itself, this could provide a sensitive, noninvasive indicator of
the impact of Mn exposure on central nervous system pro-
cesses more generally. To investigate this, we chose a region
of rural Mexico where Mn has been extensively mined for
the past 50 years (see Study site), where elevated levels of Mn
in the soil, waterways, vegetation, and atmosphere have been
recorded (Solis-Vivanco et al. 2009; Juarez-Santillan et al.
2010), and where significant deficits in motor and cognitive
performance have been reported (Rodriguez-Agudelo et al.
2006; Solis-Vivanco et al. 2009; Riojas-Rodriguez et al. 2010).

Previously, we found that otherwise healthy Mexico City
residents, exposed to high levels of ambient air pollution,
show a significant reduction in the ability to detect odorants
presented at threshold concentrations, but little or no reduc-
tion in the ability to describe and to correctly name them
when presented at above-threshold concentrations (Hudson
et al. 2006; Guarneros et al. 2009, 2011). This suggests that
the negative effects of general big city air pollution on olfac-
tory function are due primarily to damage at the periphery
of the system, leaving centrally mediated cognitive processes
largely intact (discussion in Hudson et al. 2006; Guarneros
et al. 2009, 2011). Given the ability of Mn to reach and
accumulate in central brain structures importantly involved
in cognitive processes, and the vital role of learning and
memory in olfactory function (Hudson 1999; Wilson and
Stevenson 2003; Herz 2009), we expected the Mn-exposed
subjects of the present study to show impaired central and
impaired peripheral olfactory function.

Materials and methods

Study site

The study was conducted in the Molango district in the
High Sierra of the central Mexican state of Hidalgo,
where Mn has been extensively mined for the past 50 years
(Rodriguez-Agudelo et al. 2006; Solis-Vivanco et al. 2009;
Catalan-Vazquez et al. 2012). The mines and associated
deposits of Mn are the second largest in Latin America and
the fifth largest in the world (Rodriguez-Agudelo et al. 2006;
Catalan-Vazquez et al. 2012). We chose as our focal site the
adjacent villages of Tolago/Chiconcoac (T/C), population
1269 in 2010 (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia,
Mexico), located approximately 20°80’'N, 98°42'W; 1900
masl, and <1 km from the Mn processing plant. Our control
site was the town of Calnali, population of about 15 000,
located approximately 20°50"N, 98°36"W; 1800 masl, and 50
km from T/C and from any mining activity. The two sites
have a similar temperate, humid upland climate, and the
populations have a similar socioeconomic level and culture.

Subjects

We recruited 30 adults from each population with the help of
staff of the local public health clinics; 25 women and 5 men
matched as closely as possible for age and level of schooling
(Table 1). According to the records of the clinics, all were in
good general health. More women were recruited than men
because most men in the T/C community either worked in
the mines or had left to work abroad. All subjects were non-
smokers, all had spent all their lives in each of the respective

Table 1 General characteristics of the study groups
Manganese Control
Sample size 30 30
Women 25 25
Men 5 5
Age, years (mean, SD) 39.9(15.8) 42 (12.6)
Schooling years (mean, SD) 6.4 (4.36) 7.2 (4.63)
Occupations
Homemaker 17 (women) 22 (women)
Nurse 8 (women) 1 (woman)
Student 1 (woman)
Stall keeper 2 (men) 1 (woman)
Small farmer 5 (men)
Musician 2 (men)
Janitor 1 (man)

All subjects were nonsmokers.



communities, and none had ever been employed in mining-
related activities (occupations given in Table 1).

Procedures conformed to the declaration of Helsinki
for medical research involving human subjects and to the
guidelines for the treatment of human subjects in research
of the Instituto de Fisiologia Celular and the Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico. The study was
approved by the Subcomité del Campo de Conocimiento
en Biologia Experimental y Biomedicina, Posgrado en
Ciencias Biologicas, UNAM, and we also obtained approval
from the local health authorities (Desarrollo Integral de la
Familia, Secretaria de Salud, Calnali, and Clinica de Salud,
Secretaria de Salud, Chiconcoac). Testing was conducted in
the presence of clinic staff and did not involve physical inter-
vention or have treatment consequences. Subjects were fully
informed about the purpose and procedures of the study,
and anonymity was assured. All subjects gave their informed
consent before being tested.

Test procedures

Subjects were tested at the local clinic of the public health
service in their respective communities by the same experi-
menter (N.O.R.), who was familiar with the local culture
and who had extensive experience with the Sniffin’ Sticks
method (see below). After obtaining subjects’ informed con-
sent, their age, sex, smoking history, work environment, level
of schooling, and medical history were recorded (Table 1).
Their olfactory performance was then evaluated using a
standardized Sniffin’ Sticks test (see below), which we modi-
fied slightly to fit local conditions. Three odorants (licorice,
green apple, and turpentine) were dropped from the identi-
fication test, because we have repeatedly found these to be
unfamiliar to Mexicans and therefore largely unidentifiable.
In addition, because of low levels of literacy, the experi-
menter read the list of 4 options for each of the odorants to
be identified (see below), and if requested by subjects, with
repetitions. Each subject was tested in a single session lasting
a maximum of 30min. Tests were conducted in April and
May 2011 so as to exclude possible seasonal effects between
the two populations. In addition, samples of hair were taken
from most subjects to confirm greater exposure to Mn in the
focal group (see below).

Olfactory performance

As in a previous study of the effect of Mexico City air pollu-
tion on olfactory function (Guarneros et al. 2009), odorants
were presented to blindfolded subjects following an estab-
lished procedure (Hummel et al. 1997; Kobal et al. 2000).
Odorants were presented in felt-tipped marker pens (Sniffin’
Sticks) filled with 4mL of liquid odorant or odorant dis-
solved in propylene glycol. At the moment of testing, the
cap was removed by the experimenter who held the tip of the
pen approximately 2cm in front of the subject’s nostrils for
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approximately 2-3 s. Subjects were instructed when to sniff,
and except for the identification test, they could sample each
stimulus only once.

The standard Sniffin’ Sticks procedure tests subjects’ abil-
ity to detect an odorant (threshold), to distinguish between
odorants, and to identify (name) them using a verbal check-
list. One advantage of combining these different measures
of olfactory function is to help identify where in the che-
mosensory pathway functional impairment occurs (Hudson
et al. 2006; Guarneros et al. 2009, 2011). Another is that
using more than one measure of olfactory function increases
the likelihood of detecting olfactory loss (Dalton et al. 2006;
Lotsch et al. 2008).

Threshold

Subjects’ ability to detect 2-phenyl ethanol (a rose-like odor)
was determined using an ascending-staircase, 3-alternative
forced-choice procedure. Sixteen dilutions were presented in
a geometric series starting with a 4% solution (dilution ratio
1:2 in propylene glycol). In each trial, 3 pens were presented
singly in randomized order, 2 containing only solvent and
the third the odorant, and subjects were asked to identify
the pen that smelled different (i.e., that contained 2-phenyl
ethanol). The interval between presentation of pens within
a triplet was approximately 3 s and between triplets approxi-
mately 20 s. The staircase was reversed when the target was
correctly identified on 2 successive trials. Threshold was
defined as the mean of the last 4 of 7 staircase reversals.
Subjects’ scores could range from 0 (minimum sensitivity/
anosmic for 2-phenyl ethanol) to 16 (maximum sensitivity)
which, however, no subject achieved.

Discrimination

Again using a 3-alternative forced-choice paradigm, 16 tri-
plets of pens containing concentrations of odorant well
above threshold for normosmics were presented in rand-
omized order, with 2 containing the same and 1 a different
odorant. Subjects had to determine which one of the 3 pens
smelled different. As for threshold determinations, the inter-
val between presentation of pens within a triplet was approx-
imately 3 s and between triplets approximately 20 s. Because
16 triplets were tested, subjects’ scores could range from 0
to 16.

Identification

Subjects were presented with 13 common odorants (see
Test procedures above for elimination of 3 of the original
16 odorants) in the same order for all subjects and asked to
choose the most appropriate (Spanish language) descriptor
from 4 plausible alternatives (e.g., shoe leather as target, and
glue, grass, and smoke). As mentioned above, because of low
levels of literacy, subjects were read the list of alternatives by
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the experimenter. The stimuli were well above threshold for
normosmics, the interval between the presentation of each
pen was approximately 10 s, and subjects’ scores could range
from 0 to 13.

Overall performance

For each subject, results of the 3 subtests were summed to
give a composite Threshold—Discrimination—Identification
(TDI) score (maximum of 16 + 16 + 13 = 45; cf. Hummel
et al. 1997; Wolfensberger et al. 2000).

Manganese hair content

Mn accumulates in hair, and concentrations in hair have
been suggested to provide a good general marker of Mn
intoxication (Riojas-Rodriguez et al. 2010). We, therefore,
took about 0.5g of hair from the occipital region of sub-
jects, close to the scalp: from 22 women and 3 men in the
exposed group, and from 20 women and 3 men in the con-
trol group. The hair was stored under refrigeration in 5-mL
metal-free polypropylene tubes until analysis. Samples from
both groups were analyzed in the same session. Following
a previously established procedure (Riojas-Rodriguez et al.
2010), samples were washed 3 times by vigorous agitation
in a detergent solution of 2% Triton X-100 and rinsed with
deionized water. The hair was then dried at 60 °C, cut into
small pieces to facilitate acid digestion, and 300mg placed
for 30min at 60 °C in metal-free polypropylene tubes with
250 pL of concentrated nitric acid (Suprapur; Merck,
Naucalpan de Juarez). The resulting clear solution was
analyzed using an atomic absorption spectrophotometer
(Perkin-Elmer, AAnylyst 600; Menezes-Filho et al. 2009;
Riojas-Rodriguez et al. 2010). Quality control of the analy-
sis was assured by measuring a biological matrix-based ref-
erence material (bovine liver 1577b; National Institute of
Standards and Technology) together with the samples.

Data treatment and analysis

Because performance scores were not always normally dis-
tributed (Kolmogorov—Smirnov tests) and most were based
on frequencies, data for the 2 groups are graphed as medians
and interquartile ranges or as Spearman rank correlations,
and compared using nonparametric Mann—Whitney U tests.
Two-tailed tests were performed throughout using the statis-
tical program SYSTAT 12 and taking P < 0.05 as the level of
significance. As the groups were matched for gender, scores
for men and women have been combined.

Results

All subjects readily agreed to participate in the study, and
there were no significant differences between the Mn-exposed
and control groups in age, socioeconomic indicators such as

employment or years of schooling, or in apparent general
health (Table 1).

Olfactory performance

Threshold

The control subjects detected 2-phenyl ethanol in the
ascending-staircase, 3-alternative forced-choice procedure
at significantly lower concentrations (higher scores) than
the Mn-exposed T/C subjects (Figure la; Mann—Whitney U
test: U = 312.5;)5, P = 0.042). Based on the median scores,
this represented a 2- to 4-fold difference between groups
in the concentration needed to detect the presence of this
stimulus.

Discrimination

The control subjects were better able to distinguish the tar-
get stimuli from the 2 alternatives in the 3-alternative forced-
choice tests than the T/C subjects (Figure 1b). This difference
was also significant (U = 2725, P = 0.008).
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Figure 1 Performance of Mn-exposed and control subjects on the 3

tests of olfactory performance (a—c), as well as their overall TDI scores (d)
representing the sum of their scores on these tests. For each of the tests
(a) and (b), subjects could obtain a maximum score of 16 correct responses,
for test (c), a maximum score of 13 correct responses, and consequently
a maximum TDI score of 45. Box plots: horizontal lines within boxes give
medians, horizontal limits of boxes give the interquartile ranges, and verti-
cal bars give the absolute ranges: N = 30 per group; *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.005 (Mann-Whitney U tests).



Identification

Although the odorants in this test had been originally cho-
sen for their familiarity for Europeans, after we eliminated
the unfamiliar green apple, licorice, and turpentine stimuli
(see above), the control subjects identified 8 of the 13 stimuli
correctly in more than 90% of trials and 10 of 13 in more
than 80% of trials. In contrast, the T/C subjects identified
only 4 of 13 correctly (coffee, garlic, banana, fish) in more
than 90% of trials, and 8 in less than 70% of trials. Again,
the difference in performance between the 2 groups was sig-
nificant (Figure 2¢; U = 265.5;5, P = 0.005).

Overall performance

As a consequence of the above, the control subjects had sig-
nificantly higher TDI scores than the T/C subjects, expressed
as the sum of scores obtained in the threshold, discrimi-
nation, and identification tests (Figure 2d; U = 213.05,
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P <0.001). Whereas 4 T/C subjects (13 %) had scores below
the lowest scoring control subject, 3 control subjects (10 %)
had scores above the highest scoring T/C subject.

Interaction with age

On all tests of olfactory ability, performance declined with
subjects’ age (Figure 2). However, for threshold, identifica-
tion, and overall performance (Figure 2a,c,d), the decline
was greater for the T/C group than for the control group,
even if only tendentially. The lack of a clear difference with
age between the 2 groups in the test of olfactory discrimi-
nation (Figure 2b) was probably at least partly due to the
younger Mn-exposed subjects already having scores so much
lower than the age-matched control subjects that subjects in
this group could not decline much further before approach-
ing chance performance. Nevertheless, taken together the
results suggest a negative interaction between age and Mn
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Figure 2 Spearman rank correlations between subjects’ age in years and the 3 tests of olfactory performance (a—c), as well as subjects’ TDI scores rep-
resenting the sum of their scores on these tests (d) (cf. Figure 1). Crosses and solid lines give the values for the Mn-exposed subjects and open circles and
broken lines for the control subjects; N = 30 per group; correlation coefficients: *P < 0.05, ns = not significant.
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exposure, resulting in a greater decrement in olfactory
performance with age in the T/C group (Figure 2d).

Manganese hair content

The T/C subjects had significantly higher concentrations
of Mn in hair (MnH) than the control subjects (Figure 3;
U = 0.00 ,5 ,;, P < 0.001). Based on the median scores of
9.73 nglg versus 1.01 pg/g, this represented a 9-fold dif-
ference between the 2 groups. We also found a tendential
negative correlation between MnH and the performance of
subjects within each group on each of the olfactory tests of
threshold, discrimination, identification, and TDI scores.
Although this was clearer for the exposed than for the con-
trol subjects, none of the correlations reached significance
for either group.

Discussion

The findings of the present study provide clear support for
our prediction that subjects from the mining community
of T/C, chronically exposed to elevated levels of Mn in the
environment, would show impaired olfactory function, and
despite having never worked in mining-related activities.
Thus, compared with control subjects from the nearby town
of Calnali, a comparable community but with no mining
activity, the Mn-exposed subjects performed significantly
worse on all 3 tests of olfactory function: detection, discrimi-
nation, and identification. In addition, the normal decline
in olfactory function with age (Doty et al. 1984) was greater
for the exposed than for the control group (see Davis 1998,
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Figure 3 Concentrations of Mn measured in the hair of Mn-exposed
(N = 25) and control subjects (N = 23). Box plots: horizontal lines within
boxes give medians, horizontal limits of boxes give the interquartile ranges,
and vertical bars give the absolute ranges: ***P < 0.001 (Mann-Whitney
U test).

p- 195, for relevant discussion of this issue). Particularly nota-
ble was the poorer performance of the exposed group on the
odor identification task. This tests the ability of subjects to
recognize and name odors and is thus dependent on cognitive
processes associated with learning, memory, and language,
important for a wide range of cognitive functions apart from
odor recognition. That the T/C subjects understood the task,
were able to manage the orally presented checklist, and were
motivated to perform well was shown by the fact that on 4
particularly familiar, “easy” odorants they scored over 90%
correct, doing almost as well as the control subjects.

For several reasons, it is likely that airborne Mn was an
important contributor to the olfactory deficits of the T/C
subjects. The T/C region has been reported to have atmos-
pheric levels of Mn above the level of 0.05 pg/m’ recom-
mended by the USA Environmental Protection Agency (US
EPA 1997; Solis-Vivanco et al. 2009), and air was found to be
the most significant source of Mn exposure at T/C (Santos-
Burgoa et al. 2001; Rodriguez-Agudelo et al. 2006). High
levels of atmospheric Mn at T/C are also consistent with
the significantly higher levels of Mn in the hair of T/C sub-
jects compared with the control group. The finding of only a
weak correlation between MnH and olfactory performance
is perhaps not surprising given our rather small sample size
and the considerable variance in MnH values, particularly
among the Mn-exposed T/C subjects (Figure 3). Extraneous
factors such as hair type, frequency of washing, and other
forms of hair care can affect the accumulation of Mn con-
siderably and contribute to such variance (Smolders et al.
2009). In addition, we do not know if Mn was the only metal
contributing to the olfactory deficits reported here. However,
we note that a study exploring possible contamination from
lead reported levels in blood at T/C to be similar to other
rural Mexican communities (Santos-Burgoa et al. 2001).

Also supporting an effect of atmospheric exposure to
Mn, inhalation is reported to be a more efficient route than
digestion for uptake of Mn by the body, and the concentra-
tion of Mn in hair is a good biomarker of chronic expo-
sure (Andersen et al. 1999; Riojas-Rodriguez et al. 2010).
Olfactory loss, particularly involving more central cognitive
processes, due to airborne Mn, is also consistent with the
animal studies reported in the Introduction showing ready
uptake of Mn by the olfactory receptor neurons in the
nasal cavity and transynaptic transport to central regions of
the brain.

Given that none of the subjects had ever worked in
Mn-related activities, our findings suggest that chronic expo-
sure even to presumably low levels of Mn can affect health
via inhalation, and even in younger and otherwise healthy
persons. Furthermore, our findings might even be conserva-
tive given that we recruited subjects from local health clinics.
Thus, they were possibly more health conscious and with a
higher level of education than other members of the commu-
nity, as indicated by most having mainly indoor, and several
professional occupations (Table 1). Poorer residents of T/C



working mainly outdoors in the fields, and possibly having a
poorer diet and generally lower standard of living, might be
even more vulnerable.

Our findings also demonstrate the suitability of olfactory
testing for monitoring the effects of atmospheric pollution
on health. Olfactory tests such as the Sniffin’ Sticks are non-
invasive, quick, and easy to apply, and do not depend on
subjects’ level of literacy as shown by the good performance
of the exposed subjects on the “easy” odorants mentioned
above. Furthermore, in our experience, olfactory testing has
good subject acceptance. In the present study, all subjects
readily agreed to participate and were eager to try the (famil-
iar-looking) pens. Despite the fact that we had to exclude 3
odorants as unfamiliar to Mexicans, fresh pens can be read-
ily filled with any suitable (nontoxic, soluble, nonperishable)
odorant in order to match stimuli to particular test popula-
tions (e.g., Shu and Yuan 2008).

Particularly notable is the ability of the Sniffin’ Sticks
standard test to detect and distinguish among deficits
occurring at different levels in the olfactory system. Thus,
using the same method in a previous study to test olfac-
tory performance of Mexico City residents, we could show
that big city air pollution has a detrimental effect on odor
detection, less so on odor discrimination, and—in contrast
to the present study—apparently no effect on odor identifi-
cation (Guarneros et al. 2009, 2011; see also Hudson et al.
2006). As we have discussed previously (Hudson et al. 2006;
Guarneros et al. 2009), this suggests that the air pollution
of Mexico City, containing lower levels of toxic substances
capable of reaching central brain structures via transynaptic
transport compared with atmospheric levels of Mn at T/C
(Tovalin et al. 2010), has a detrimental effect primarily on
the periphery of the olfactory system (the receptor surface
in the nasal cavity).

Taken together, the results of the present study suggest that
chronic exposure to atmospheric Mn even outside the work-
place can affect residents’ health. The results further suggest
that standardized, noninvasive, inexpensive, and easily admin-
istered olfactory tests provide an efficient means of monitor-
ing the effects on general health of exposure to potentially
damaging levels of pollutants in the atmosphere such as Mn.
In the case of Mn, this is relevant not only for occupationally
exposed groups but also in relation to broader issues such as
the use of Mn in gasoline or in pesticides, and to the debate
over possible effects of this via atmospheric contamination
on the health of communities in general (Boudia et al. 2006;
Finkelstein and Jerrett 2007; Walsh 2007).

Funding

This work was supported by the Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia in the program of the Doctorado en
Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Autéonoma de
México, [228879 to M.G.].

Nonoccupational Manganese Exposure and Olfaction 789

Acknowledgements

We thank Dr Rodrigo Rodriguez, Presidente de Municipio de
Calnali, Dr Samuel Pedraza, Presidente de Desarrollo Integral de
la Familia de Calnali, Dr Martin Peralta de la Clinica de Salud de
Chiconcoac, and the nurses of both clinics for essential logistical
support, Martha Angélica Lopez Palacios for help with data analy-
sis, and Carolina Rojas for excellent technical assistance.

References

Andersen ME, Gearhart JM, Clewell HJ 3rd. 1999. Pharmacokinetic data
needs to support risk assessments for inhaled and ingested manganese.
Neurotoxicology. 20(2-3):161-171.

Antunes MB, Bowler R, Doty RL. 2007. San Francisco/Oakland Bay Bridge
Welder Study: olfactory function. Neurology. 69(12):1278-1284.

Aschner M. 2000. Manganese: brain transport and emerging research
needs. Environ Health Perspect. 108(Suppl 3):429-432.

Aschner M, Guilarte TR, Schneider JS, Zheng W. 2007. Manganese: recent
advances in understanding its transport and neurotoxicity. Toxicol Appl
Pharmacol. 221(2):131-147.

Boudia N, Halley R, Kennedy G, Lambert J, Gareau L, Zayed J. 2006.
Manganese concentrations in the air of the Montreal (Canada) sub-
way in relation to surface automobile traffic density. Sci Total Environ.
366(1):143-147.

Bowler RM, Gocheva V, Harris M, Ngo L, Abdelouahab N, Wilkinson J, Doty
RL, Park R, Roels HA. 2011. Prospective study on neurotoxic effects in
manganese-exposed bridge construction welders. Neurotoxicology.
32(5):596-605.

Bowler RM, Harris M, Gocheva V, Wilson K, Kim Y, Davis SI, Bollweg G,
Lobdell DT, Ngo L, Roels HA. 2012. Anxiety affecting parkinsonian
outcome and motor efficiency in adults of an Ohio community with
environmental airborne manganese exposure. Int J Hyg Environ Health.
215(3):393-405.

Bowler RM, Roels HA, Nakagawa S, Drezgic M, Diamond E, Park R, Koller
W, Bowler RP, Mergler D, Bouchard M, et al. 2007. Dose-effect relation-
ships between manganese exposure and neurological, neuropsycholog-
ical and pulmonary function in confined space bridge welders. Occup
Environ Med. 64(3):167-177.

Catalan-Vazquez M, Riojas-Rodriguez H, Pelcastre-Villafuerte BE. 2012.
Risk perception and social participation among women exposed to
manganese in the mining district of the state of Hidalgo, Mexico. Sci
Total Environ. 414:43-52.

Catalan-Vazquez M, Schilmann A, Riojas-Rodriguez H. 2010. Perceived
health risks of manganese in the Molango Mining District, Mexico. Risk
Anal. 30(4):619-634.

Chen B, Kan H. 2008. Air pollution and population health: a global chal-
lenge. Environ Health Prev Med. 13(2):94-101.

Chu NS, Huang CC, Calne DB. 1996. Sympathetic skin response and RR
interval variation in manganism and a comparison with Parkinson’s dis-
ease. Parkinsonism Relat Disord. 2(1):23-28.

Crump KS, Rousseau P. 1999. Results from eleven years of neurological
health surveillance at a manganese oxide and salt producing plant.
Neurotoxicology. 20(2-3):273-286.

Dalton P, Dilks D, Hummel T. 2006. Effects of long-term exposure to volatile
irritants on sensory thresholds, negative mucosal potentials, and event-
related potentials. Behav Neurosci. 120(1):180-187.



790 M. Guarneros et al.

Davis JM. 1998. Methylcyclopentadienyl manganese tricarbonyl: health
risk uncertainties and research directions. Environ Health Perspect.
106(Suppl 1):191-201.

Dorman DC, Struve MF, Clewell HJ 3rd, Andersen ME. 2006. Application
of pharmacokinetic data to the risk assessment of inhaled manganese.
Neurotoxicology. 27(5):752-764.

Doty RL, Shaman P, Applebaum SL, Giberson R, Siksorski L, Rosenberg L.
1984. Smell identification ability: changes with age. Science.
226(4681):1441-1443.

Finkelstein MM, Jerrett M. 2007. A study of the relationships between
Parkinson’s disease and markers of traffic-derived and environmen-
tal manganese air pollution in two Canadian cities. Environ Res.
104(3):420-432.

Guarneros M, Drucker-Colin R, Esquivelzeta J, Hudson R. 2011. Adverse
effect of air pollution on odor perception. In: Moldoveanu AM, editor.
Advanced topics in environmental health and air pollution case studies.
Rijeka, Croatia: InTech. p. 307-326.

Guarneros M, Hummel T, Martinez-Goémez M, Hudson R. 2009. Mexico
City air pollution adversely affects olfactory function and intranasal
trigeminal sensitivity. Chem Senses. 34(9):819-826.

Herz RS. 2009. Symposium overview: Basic processes in human olfactory
cognition: current findings and future directions. Ann N Y Acad Sci.
1170:313-317.

Hudnell HK. 1999. Effects from environmental Mn exposures: a review of
the evidence from non-occupational exposure studies. Neurotoxicology.
20(2-3):379-397.

Hudson R. 1999. From molecule to mind: the role of experience in shaping
olfactory function. J Comp Physiol A. 185(4):297-304.

Hudson R, Arriola A, Martinez-Gémez M, Distel H. 2006. Effect of air pol-
lution on olfactory function in residents of Mexico City. Chem Senses.
31(1):79-85.

Hummel T, Sekinger B, Wolf SR, Pauli E, Kobal G. 1997. ‘Sniffin’ sticks':
olfactory performance assessed by the combined testing of odor iden-
tification, odor discrimination and olfactory threshold. Chem Senses.
22(1):39-52.

Juérez-Santillan LF, Lucho-Constantino CA, Vazquez-Rodriguez GA, Cerén-
Ubilla NM, Beltran-Hernandez RI. 2010. Manganese accumulation
in plants of the mining zone of Hidalgo, Mexico. Bioresour Technol.
101(15):5836-5841.

Kobal G, Klimek L, Wolfensberger M, Gudziol H, Temmel A, Owen CM,
Seeber H, Pauli E, Hummel T. 2000. Multicenter investigation of
1,036 subjects using a standardized method for the assessment of
olfactory function combining tests of odor identification, odor dis-
crimination, and olfactory thresholds. Eur Arch Otorhinolaryngol.
257(4):205-211.

Leavens TL, Rao D, Andersen ME, Dorman DC. 2007. Evaluating transport
of manganese from olfactory mucosa to striatum by pharmacokinetic
modeling. Toxicol Sci. 97(2):265-278.

Lotsch J, Reichmann H, Hummel T. 2008. Different odor tests contrib-
ute differently to the evaluation of olfactory loss. Chem Senses.
33(1):17-21.

Lucchini R, Selis L, Folli D, Apostoli P, Mutti A, Vanoni O, Iregren A, Alessio
L. 1995. Neurobehavioral effects of manganese in workers from a
ferroalloy plant after temporary cessation of exposure. Scand J Work
Environ Health. 21(2):143-149.

Menezes-Filho JA, Paes CR, Pontes AM, Moreira JC, Sarcinelli PN,
Mergler D. 2009. High levels of hair manganese in children living in the

vicinity of a ferro-manganese alloy production plant. Neurotoxicology.
30(6):1207-1213.

Mergler D, Baldwin M, Bélanger S, Larribe F, Beuter A, Bowler R, Panisset M,
Edwards R, de Geoffroy A, Sassine MP, et al. 1999. Manganese neuro-
toxicity, a continuum of dysfunction: results from a community based
study. Neurotoxicology. 20(2-3):327-342.

Mergler D, Huel G, Bowler R, Iregren A, Bélanger S, Baldwin M, Tardif R,
Smargiassi A, Martin L. 1994. Nervous system dysfunction among work-
ers with long-term exposure to manganese. Environ Res. 64(2):151-180.

Molina LT, Molina MJ. 2004. Improving air quality in megacities: Mexico
City case study. Ann N'Y Acad Sci. 1023:142-158.

Pal PK, Samii A, Calne DB. 1999. Manganese neurotoxicity: a review
of clinical features, imaging and pathology. Neurotoxicology.
20(2-3):227-238.

Parrish DD, Zhu T. 2009. Climate change. Clean air for megacities. Science.
326(5953):674-675.

Pellizzari ED, Clayton CA, Rodes CE, Mason RE, Piper LL, Fort B, Pfeifer G,
Lynam D. 2001. Particulate matter and manganese exposures in
Indianapolis, Indiana. J Expo Anal Environ Epidemiol. 11(6):423-440.

Pfeifer GD, Roper JM, Dorman D, Lynam DR. 2004. Health and environ-
mental testing of manganese exhaust products from use of methyl-
cyclopentadienyl manganese tricarbonyl in gasoline. Sci Total Environ.
334-335:397-408.

Riojas-Rodriguez H, Solis-Vivanco R, Schilmann A, Montes S, Rodriguez S,
Rios C, Rodriguez-Agudelo Y. 2010. Intellectual function in Mexican
children living in a mining area and environmentally exposed to manga-
nese. Environ Health Perspect. 118(10):1465-1470.

Rodriguez-Agudelo Y, Riojas-Rodriguez H, Rios C, Rosas I, Sabido Pedraza E,
Miranda J, Siebe C, Texcalac JL, Santos-Burgoa C. 2006. Motor altera-
tions associated with exposure to manganese in the environment in
Mexico. Sci Total Environ. 368(2-3):542-556.

Santos-Burgoa C, Rios C, Mercado LA, Arechiga-Serrano R, Cano-Valle F,
Eden-Wynter RA, Texcalac-Sangrador JL, Villa-Barragan JP, Rodriguez-
Agudelo Y, Montes S. 2001. Exposure to manganese: health effects
on the general population, a pilot study in central Mexico. Environ Res.
85(2):90-104.

Shu CH, Yuan BC. 2008. Assessment of odor identification function in
Asia using a modified “Sniffin’ Stick” odor identification test. Eur Arch
Otorhinolaryngol. 265(7):787-790.

Smolders R, Schramm KW, Nickmilder M, Schoeters G. 2009. Applicability
of non-invasively collected matrices for human biomonitoring. Environ
Health. 8:8.

Solis-Vivanco R, Rodriguez-Agudelo Y, Riojas-Rodriguez H, Rios C, Rosas |,
Montes S. 2009. Cognitive impairment in an adult Mexican population
non-occupationally exposed to manganese. Environ Toxicol Pharmacol.
28(2):172-178.

Thompson KJ, Molina RM, Donaghey T, Savaliya S, Schwob JE, Brain JD.
2011. Manganese uptake and distribution in the brain after methyl
bromide-induced lesions in the olfactory epithelia. Toxicol Sci.
120(1):163-172.

Tjalve H, Henriksson J. 1999. Uptake of metals in the brain via olfactory
pathways. Neurotoxicology. 20(2-3):181-195.

Tovalin H, Herbarth O, Sierra-Vargas M, Strandberg B, Blanco S, Vega L,
Sioutas C, Hicks JJ, Marroquin R, Acosta G, et al. 2010. Air pollut-
ants exposure and health effects during the MILAGRO-MCMA 2006
Campaign. In: Gurjar B, Molina LT, Ojha CSP, editors. Air pollution:



health and environmental impacts. Boca Raton (FL): CRC Press, Taylor &
Francis Group. p. 203-227.

US EPA. 1997. Manganese Integrated Risk Information System (IRIS) substance
file. Cincinnati (OH): Office of Health and Environmental Assessment.

Walsh MP. 2007. The global experience with lead in gasoline and
the lessons we should apply to the use of MMT. Am J Ind Med.
50(11):853-860.

Nonoccupational Manganese Exposure and Olfaction 791

Wilson DA, Stevenson RJ. 2003. The fundamental role of memory in olfac-
tory perception. Trends Neurosci. 26(5):243-247.

Wolfensberger M, Schnieper |, Welge-Lussen A. 2000. Sniffin’Sticks: a new
olfactory test battery. Acta Otolaryngol. 120(2):303-306.

Zoni S, Albini E, Lucchini R. 2007. Neuropsychological testing for the
assessment of manganese neurotoxicity: a review and a proposal. Am J
Ind Med. 50(11):812-830.



ANEXO 2

Articulo:

Guarneros M, Hudson R, Lépez-Palacios M, Drucker-Colin R. Reference values of olfactory function
for Mexico City inhabitants. Archives of Medical Research (en revision).

106



Reference Values of Olfactory Function for Mexico City Inhabitants

Running title: Olfactory function in Mexico City Inhabitants

Marco Guarneros *®, Robyn Hudson®, Martha Lépez-Palacios?, and René Drucker-Colin?

®Departamento de Neuropatologia Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), DF Mexico.

®Posgrado en Ciencias Biolégicas, UNAM, DF Mexico.

‘Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM,

DF Mexico.

Word count : 4,688

Address reprint requests to: René Drucker-Colin, Departamento de Neuropatologia Molecular,
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autbnoma de México, AP 70-600, CP
04510, Distrito Federal, Mexico; Phone and FAX: +525555500064; E-mail:

drucker@servidor.unam.mx



Abstract

Background and Aims. Olfactory testing is useful in the differential diagnosis of age-related
pathologies. To provide baseline reference values for clinical use in Mexico City we investigated
the relation between olfactory capabilities and the principal population parameters of age, sex,
and smoking habits in a large sample of healthy inhabitants.

Methods. We applied the internationally recognized and commercially available Sniffin’ Sticks
test battery to 916 men and women from across the adult life span. The Sniffin” Sticks test
evaluates three key aspects of olfactory function: ability to detect an odor, to discriminate
between odors, and to identify odors.

Results. We found a significant decline in olfactory function from the 5th decade of age, and that
detection threshold was the most sensitive measure of this. We did not find a significant
difference between men and women or between smokers and non-smokers. In confirmation of
our previous studies of the negative effect of air pollution on olfactory function, Mexico City
inhabitants had poorer overall performance than corresponding subjects previously tested in the
neighboring but less polluted Mexican state of Tlaxcala.

Conclusions. While we basically confirm findings on general demographic patterns of olfactory
performance from other countries, we also demonstrate the need to take into account local
cultural, environmental and demographic factors in the clinical evaluation of olfactory
performance of Mexico City inhabitants. The Sniffin’ Sticks test battery, with some adjustment
of stimuli to correspond to Mexican culture, provides an easily administered means of assessing

olfactory health.

Key Words: Olfactory function, Sniffin” Sticks test, Sex, Age, Smoking, Mexico City.



Introduction

The utility of olfactory assessment in the diagnosis of a wide range of pathologies is increasingly
recognized, particularly of neuroendocrine, neurological, and age-related conditions (1-7).
Indeed the loss of the sense of smell is a distinctive feature of different disorders that commonly
afflict the elderly, and there has been an increase of interest in olfactory dysfunction since it was
realized that anosmia is a common feature of idiopathic Parkinson’s disease (PD) (8-11) that
appears earlier than the movement or cognitive symptoms (12). Olfactory testing has proven
useful in clinical practice; for instance, normal smell identification ability in PD patients is rare,
and should prompt a revision of diagnosis (13). Likewise, the finding of anosmia in a patient
diagnosed with progressive supranuclear palsy should also prompt diagnostic review (14, 15).
Thus, olfactory testing may play a useful complementary role in the differential diagnosis of
neurodegenerative diseases such as PD in distinguishing them from other movement disorders
(16-18).

Previously, the clinical use of olfactory testing in the diagnosis of disease was hampered by the
lack of comprehensive, easily administered, standardized and commercially available tests.
However, these difficulties have been largely overcome by the availability of several validated
and easily administrated test kits. One of the most widely used is the Sniffin’ Sticks test battery,
in which odorants contained in felt-tipped marker pens are presented to subjects according to a
standard protocol (19-21). The standard Sniffin” Sticks procedure evaluates subjects’ ability to
detect an odorant (threshold), to distinguish between odorants, and to identify (name) them using
a verbal check-list. One advantage of combining these different measures is to help identify

where in the chemosensory and associated pathways functional impairment occurs. Another is



that using more than one measure of olfactory performance increases the likelihood of detecting
olfactory and other associated functional loss (22-27).

However, performance on this test, as for all olfactory testing, depends to some degree on
subjects’ culture and on local environmental conditions. Odorants that are familiar and thus
readily detected, discriminated and identified by subjects from one culture may be unfamiliar and
so more difficult to detect, to discriminate and to identify by subjects from elsewhere (28-31).
Environmental factors such as altitude (air pressure), temperature and humidity (32, 33), and air
pollution (22-25) can also affect the olfactory performance of otherwise healthy populations.
Such factors make it necessary to determine regional reference values with which to compare the
results of clinical testing. Accordingly, research groups across the world employing the Sniffin’
Sticks battery have found it useful to establish local norms of responding that take such factors
into account (3, 34-41).

Given the increasing use of the Sniffin” Sticks test battery in research and clinical contexts, it was
our aim in the present study to test a large sample of adult Mexico City inhabitants of all ages and
both sexes to obtain reference data with which to compare the results of clinical testing for this
population and test method. This involved obtaining a general database and analyzing the data

according to the broad demographic categories of age, sex and smoking habits.

Materials and Methods

Study Population and Setting
The study was conducted at the science museum “Universum”, Universidad Nacional Autébnoma
de México, Mexico City (MC), where we recruited visitors opportunistically according to their

availability and willingness to participate. We obtained data from 916 subjects from 16-83 years



of age (615 women, 301 men, mean age 31.84 yrs, SD 14.31; Table 1) coming from a wide area
of Mexico City. All subjects were MC residents, all had indoor occupations, all reported to be in
good general health and to their knowledge not to be ill or suffering from any longer-term
pathology, and none had previous experience with tests of olfactory function.

The procedure conformed to the declaration of Helsinki for medical research involving human
subjects, and to the guidelines for the treatment of human subjects of the Instituto de Fisiologia
Celular and the Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico. The study was
approved by the Subcomité del Campo de Conocimiento en Biologia Experimental y
Biomedicina, Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM. Since this is considered a minimal risk
study according to articles 17 and 23 of the Mexican Regulations for clinical studies (42), the
ethics committee approved using the verbal consent of participants. Furthermore, testing took
place in a science museum where the interactive participation of visitors of all ages in such tests
or demonstrations is encouraged. Testing did not involve physical intervention or have treatment
consequences. Subjects were fully informed about the purpose and methods of the study and

anonymity was assured.

Test Procedure

Subjects were tested in a 4 m? ventilated cabin designed for human olfactory testing. After
obtaining subjects’ informed consent, their age, sex, smoking history, years of schooling,
occupation and city area of residence were recorded (Table 1). We only included recruits who
reported not to have smoked, eaten or drunk any beverage other than water for at least 30 min
before the test. Their olfactory performance was then evaluated using a slightly modified version
of the standard Sniffin” Sticks test battery (see below); three odorants (licorice, green apple, and

turpentine) were dropped from the identification test because we have previously found these to



be unfamiliar to Mexicans and therefore largely unidentifiable (23, 25). Each subject was tested

in a single session lasting a maximum of 30 min.

Olfactory Performance

Odorants were presented to blindfolded subjects (except for the identification test, see below) and
performance scored following an established procedure (19-21, 23-25). Odorants were presented
in felt-tipped marker pens (Sniffin’ Sticks; Figure 1) filled with 4 mL of liquid odorant or odorant
dissolved in odorless propylene glycol. At the moment of testing, the cap was removed by the
experimenter who held the tip of the pen approximately 2 cm in front of the subject’s nostrils for
approximately 2-3 s. Subjects were instructed when to sniff, and except for the identification test

(see below), they could sample each stimulus only once.

Detection Threshold

Subjects’ ability to detect 2-phenyl ethanol (a rose-like odor) was determined using an ascending-
staircase, 3-alternative forced-choice procedure. Sixteen dilutions were presented in a geometric
series starting with a 4 % solution (dilution ratio 2:1 in propylene glycol). In each trial 3 pens
were presented singly in randomized order, 2 containing only the odorless solvent and the third
the odorant, and subjects were asked to identify the pen that smelled different (i.e., that contained
2-phenyl ethanol). The interval between presentation of pens within a triplet was approximately 3
s and between triplets approximately 20 s. The staircase was reversed when the target was
correctly identified on 2 successive trials. Detection threshold was defined as the mean of the last
4 of 7 staircase reversals. Subjects’ scores could range from 0 (minimum sensitivity/anosmic for

2-phenyl ethanol) to 16 (maximum sensitivity).

Discrimination



Again using a 3-alternative forced-choice paradigm, 16 triplets of pens containing concentrations
of odorant well above threshold for normosmics were presented in a fixed order (see 19 or 24 for
a list of the odorants used). In each triplet 2 pens containing the same and 1 a different odorant
were presented in random order. Subjects had to indicate which one smelled different. As for
threshold determinations, the interval between presentation of pens within a triplet was
approximately 3 s and between triplets approximately 20 s. Because 16 triplets were used for

testing, subjects’ scores could range from 0 to 16.

Identification

Subjects were presented with 13 common odorants (see Test Procedure above for elimination of
3 of the original 16 odorants) in the same order for all subjects and asked to choose the most
appropriate (Spanish language) descriptor from a list of 4 plausible alternatives (e.g. shoe leather
as target, and glue, grass and smoke; see 19 or 24 for a list of the stimuli used). They could
sample stimuli more than once. The stimuli were well above threshold for normosmics, the
interval between the presentation of each pen was approximately 10 s, and subjects’ scores could

range from 0 to 13.

Overall Performance
For each subject, results of the 3 subtests were summed to give a composite Threshold—

Discrimination—Identification (TDI) score (maximum of 16 + 16 + 13 = 45; cf. 40).

Data Treatment and Analysis
Data were analyzed as indicated in Results using SPSS 15.0 for Windows. To explore olfactory
function in relation to age and for comparability with previous studies, subjects were divided into

three age classes: group A: 16-35 yrs, group B: 36-55 yrs, and group C > 55 yrs (19-21; Figure



1). For a more complete visualization of the data and comparability with previous findings (23;
see Discussion) the results are presented in Figure 1 as box plots. Two-tailed tests were

performed taking p < 0.05 as the level of significance.

Results

Age

We found a clear reduction in olfactory performance with age. This was mainly due to a decline
in the scores of subjects after about 50 years of age (Figures 1 and 2; one-way ANOVAs: odor
detection (F [2,800] = 11.556, p < 0.001; post hoc Tukey tests: Avs. B, p=0.013; Avs. C, p<
0.001; B vs. C, p = 0.035); odor discrimination (F [2,800] = 4.228, p = 0.015; A vs. C, p =0.014;
B vs. C, p = 0.016); odor identification (F [2,800] = 4.079, p=0.017; Avs. C, p=0.043; B vs. C,
p =0.012); and TDI scores (F [2,800] = 11.798, p <0.001; Avs. C,p<0.001,Bvs.C,p=

0.001).

Sex

We did not find a clear relation between sex and olfactory performance. Variance in performance
of the two sexes was large and individual scores for men and women overlapped strongly at all
ages. No statistically significant interaction between sex and age was found on any measure (two-
way ANOVAs: odor detection F (2,797) = 2.088, p = 0.125; odor discrimination: F (2,797) =
0.553, p = 0.576; odor identification: F (2,797) = 0.700, p = 0. 497; and TDI scores: F (2,797) =
0.838, p = 0.433), indicating that olfactory performance across age, including the decline in later

years, was similar for men and women.

Smokers



To analyze posible effects of smoking on olfactory function we divided subjects into those who
reported smoking >1 cigarette a day and those who reported not smoking at all (Table 1).
Following this division, no statistically significant interaction between smoking and age was
found on any measure (two-way ANOVAs: odor detection F [2,732] = 1.630, p = 0.197; odor
discrimination: F [2,732] = 0.332, p = 0.718; odor identification: F [2,732] = 0.114, p = 0.892,;
and TDI scores: F [2,732] = 0.520, p = 0.595). To test this outcome further, we compared the
performance of 32 subjects who reported smoking > 6 cigarettes a day with the performance of
sex- and age-matched subjects who reported not smoking at all. We found no difference in
performance between these heavier smokers and non-smokers either (t-tests: detection: t [62] =
1.087, p = 0.281; discrimination: t [62] = 1.264, p = 0.211; identification: t [62] =-1.359, p =

0.179; and TDI score: t [62] = 0.798, p = 0.434).

Reference Values

Following established practice for the Sniffin” Sticks test battery (3, 19-21), we defined
normosmia as the overall (TDI) score achieved by 90 % of subjects, anosmia as test scores of <
15 (not < 16 as in previous studies using the full set of odorants. Because of the natural decline in
olfactory performance even of otherwise healthy subjects, we calculated the TDI reference values
for each of the three age groups separately (Table 2; Figure 2). Given that we found no effect of
sex or smoking on olfactory performance, data for women and men and smokers and non-

smokers have been combined.

Discussion

The results of the present study are in basic agreement with previous reports from a wide range of

countries (3,19, 35, 39) and confirm the reliability and robustness of the Sniffin” Sticks test



battery and the potential usefulness of the values obtained as reference guidelines for clinical
testing in MC. This was clearest for the effect of age and the notable decline in olfactory
performance for both sexes from about the fifth decade of life (3, 20, 34, 43-46). It was also
clearest for detection threshold (Figure 1), confirming our previous findings that in healthy
subjects from MC olfactory loss is more likely to occur at the periphery presumably due to
damage to the olfactory epithelium rather than to a decline in more central processes associated
with the ability to remember and identify odors (22, 23). It also confirms the usefulness of the
Sniffin’ Sticks test battery for distinguishing between kinds of olfactory loss and identifying
where, broadly, this might occur in the sensory pathway (24-27).

These results have direct implications for the use of olfactory testing in the diagnosis of age-
related pathologies such as Parkinson and other neurodegenerative diseases (see Introduction, 2,
4, 47, 48). Thus, we suggest that when evaluating the olfactory performance of older patients it is
more appropriate to compare their scores with reference values for similarly aged healthy
subjects than with the higher scores of a healthy younger population (Figure 2, Table 2).

Also in agreement with a number of previous studies (22, 23, 37, 49-54), we did not find a
convincing or consistent effect of sex on any measure of olfactory performance. Scores of men
and women overlapped strongly at all ages, suggesting that should there be an effect of sex on
olfactory performance as suggested by some studies (55-59), a very large sample would be
necessary to detect it, thereby reducing the need or usefulness of taking this variable into account
in clinical testing.

Similarly, and again in agreement with a number of previous studies (37, 45, 59-61), was the
lack of an adverse effect of smoking on olfactory performance. The scores of smokers and non-
smokers overlapped strongly across all ages, and even the comparison of a sub-population of

heavy smokers (> 6 cigarettes/day) with age-matched non-smokers failed to report significant



differences. We therefore suggest that as for sex, smoking habits appear to be of little
significance for clinical testing. Nevertheless, given the difference in olfactory performance
between smokers and non-smokers reported in other studies (55, 56, 58, 60—63), more research is
needed on this, and particularly taking possible socioeconomic confounds related to work place,
area of residence and other aspects of life style into account.

Returning to a main reason for this study, the results confirm the need for reference data
appropriate for particular cultural and geographic regions (64, 65). As mentioned in Methods, it
was necessary to eliminate 3 of the odorants as unfamiliar to Mexicans (25). However, an
advantage of the Sniffin’ Sticks method is its versatility, given that inappropriate stimuli can be
readily replaced by filling fresh pens with culturally more appropriate substances (64). In
addition, the poorer performance of the MC subjects of the present study, particularly on
detection threshold, in comparison to previous results for a comparable Mexican population from
the less polluted neighboring state of Tlaxcala (23), confirms the effect of big city air pollution
on the olfactory performance of healthy adult MC inhabitants. However, MC is one of the
world’s largest conurbations, with more than 20.4 million residents spread across approximately
785,400 hectares (66). As a consequence, it is also a geographically heterogeneous community,
with some regions of the city more exposed to airborne contaminants than others (67). Thus,
apart from the potential usefulness of olfactory testing for the diagnosis of specific ailments, this
could also provide an efficient, cheap and non-invasive means of monitoring the impact of big
city air pollution on general public health (23, 24). The reference values we provide here, drawn
from healthy, essentially middle class residents with primarily indoor clerical-type or
professional employment, should prove useful in identifying possible olfactory deficits in sub-

groups of MC residents particularly exposed to adverse environmental influences.
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Table 1 General characteristics of the study sample

Group A Group B Group C
16-35 years 36-55 years >55 years
Sample size 536 211 56
Women 352 143 41
Men 184 68 15
Smokers (>1 cig/d) 122 29 6
Nonsmokers 362 170 49
*Age (mean, SD) 23.6 (4.6) 44.8 (5.6) 63.7 (7.2)
*Schooling (mean, SD) 15.08 (2.0) 14.8 (2.7) 14.4 (5.4)

* Years.

Guarneros et al.



Table 2 Overall (TDI) test scores defining levels of olfactory performance for adult Mexico City
inhabitants

Group A Group B Group C

16-35 years 36-55 years >55 years
Normosmia >25.4 >27.5 >22.1
Hyposmia 15.0-25.4 15.0-27.4 15.0-22.0
Anosmia <15.0 <15.0 <15.0

Guarneros et al.



16

12

Score
(-]

16

12

Score
(-]

a) Detection

* % %

—_—
¥

[r—

LT

1 1 1

TDI score

16-35 36-55 55+
Age (years)

16

12

45

35

25

0

b) Discrimination

*
_

i

| E—
*

d) Overall

* %
—

lT

-

1 1

16-35 36-55 55+
Age (years)

Figure 1. Performance of adult subjects of different age groups on the 3 tests of olfactory

performance (a—c), and their overall TDI scores (d) representing the sum of their scores on

these tests. For each of the tests (a) and (b), subjects could obtain a maximum score of 16

correct responses, for test (c), a maximum score of 13 correct responses, and consequently a

maximum TDI score of 45. Box plots: horizontal lines within boxes give medians, horizontal

limits of the boxes give interquartile ranges, and vertical bars give absolute ranges; n of

subjects for ages 16—35 yrs = 649, for ages 36-55 yrs = 211, and for ages 55+yrs = 56; * p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.005 (one-way ANOVAs, see text for statistics).
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Figure 2. Overall (TDI) test scores by decade of age. Normosmia is defined as the test score
achieved by 90 % of subjects in each of the three age groups in Tables 1 and 2 and Figure 1.
Anosmia is defined as a score of < 15, and hyposmia as a score between anosmia and
normosmia for each of the three age groups, respectively. Each point gives the TDI score of an
individual subject; the curve shows the overall change in performance across age, together

with means + SEM for each decade (cf. 3).
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