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Abstract

Vanadium (V) is a transition metal which is the 22nd element most abundant in Earth's crust and
it's available in biological systems with +3, +4 and +5 valances. It's present in air pollution and can
be inhaled, causing a wide range of symptoms, and among them, there are some nervous system
related. Because of that, it has been studied as a neurotoxic with detrimental effects in many
cerebral areas. In this study, cerebral areas that haven't been studied before in such studies had
been covered, frontal cortex and subiculum. A cognitive test -T maze- was performed to evaluate
spatial memory. Male Wistar rats were trained to choose a specific arm of the maze and then, a
week later, were exposed one hour to V,05 [0.02M] three times per week for six months, while
being evaluated in the maze once every month. Sacrifices were performed after six months, and,
for the histological analysis the rapid Golgi method was applied. Cytological analysis consisted in
counting the number of dendritic spines of pyramidal neurons of the aforementioned areas. Results
showed a significant decrease in the T-maze performance since the third month of exposure. The
number of dendritic spines in both frontal cortex (mean control=13.79+4.551, mean
exposed=10.60+£3.567) and subiculum (mean control=11.75+3.957, mean exposed=8.25+3.862)
also decreased. Our results demonstrate that the inhalation of Vanadium pentoxide produces

alterations in spatial memory and in the synaptology of the frontal cortex and the subiculum.



Resumen

El vanadio (V) es un metal de transicion que esté presente en la corteza terrestre como el 22vo
elemento mas abundante y dentro de sistemas biol6gicos se encuentra con valencias de +3, +4 y
+5. Es considerado como contaminante atmosférico, pudiendo ser inhalado y causar una gran
variedad de sintomas, entre los cuales se encuentran algunos asociados al sistema nervioso. Por
lo que los efectos del vanadio como neurotéxico han sido estudiados en diferentes areas
cerebrales. En el presente trabajo, se analizan dos areas que no han sido tomadas en
consideracion antes en estudios relacionados a la neurotoxicidad de dicho elemento, la corteza
frontal y el subiculum. Asimismo, mediante la prueba cognitiva -laberinto en T- se evalué la
memoria espacial. Ratas Wistar macho fueron entrenadas a elegir un brazo en especifico del
laberinto, para que, una semana después, fueran expuestas a V,0s [0.02M] tres veces a la semana
por seis meses. Las pruebas del laberinto en T se realizaron una vez al mes por el mismo tiempo.
Terminando los seis meses, las ratas fueron sacrificadas y mediante la tincién de Golgi rapida se
hizo el analisis citologico, el cual consistié en el conteo de las espinas dendriticas de neuronas
piramidales de las areas antes mencionadas. Se observé alteracion en el desempefio de las ratas
en el laberinto a partir del tercer mes de inhalacién y disminucién significativa del niamero de
espinas dendriticas tanto de corteza frontal (media control=13.79+4.551, media
experimental=10.60£3.567) como del subiculum (media control=11.75+3.957, media
experimental=8.25+3.862). Nuestros resultados demuestran que la inhalacién de pentéxido de
Vanadio produce alteraciones en la memoria espacial y en la sinaptologia de la corteza frontal y el

subiculum.



Abreviaturas

Vanadio Vv
Pentdxido de vanadio V.05
Especies reactivas de oxigeno ROS
Anién superoxido 0,
Peréxido de Hidrogeno H,O,
Radicales Hidroxilo OH-
Tirosina Hidroxilasa TH
Espinas Dendriticas ED
Enfermedad de Alzheimer EA
Enfermedad de Parkinson EP
B-amiloide AB
Demencia frontotemporal DFT
Eje hipotalamico-pituitario-adrenal Eje HPA
N-metil-D-aspartato NMDA
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol AMPA
Potenciacién a Largo Plazo PLP
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Introduccién

Vanadio

El vanadio (V) es un metal de transicion que se encuentra en diferentes estados de valencia
(-1 a +5), de los cuales, es méas probable encontrarlo en los estados de oxidacion +3, +4 y
+5 en sistemas bioldgicos (Barceloux, 1999). El V tiene diferentes funciones en una gran
variedad de seres vivos, como tunicados, liquenes, hongos, bacterias y algas; se encuentra
ligado a enzimas como bromo peroxidasas, haloperoxidasas y vanadio nitrogenasas y
puede ejercer funciones de aceptor final de electrones en la cadena de respiracién en
algunas bacterias del género Acidithiobacillus, 0 como componente de toxinas de algunos
hongos del género Amanita (Butler y Carrano, 1991; Antipov, 2013; Contreras-Cadena et
al., 2014). También es un elemento traza importante en la dieta de algunos animales, como
ratas, cabras y pollos, para su desarrollo y crecimiento, sin embargo, no hay evidencia de
que sea esencial en humanos (Scibior et al., 2020).

En suelos, la forma mas comudn de V es el vanadato (V) que se encuentra unido con hierro
o aluminio, hallandose principalmente en suelos de rocas maficas; mientras que en
ambientes acuéticos se encuentra como vanadio (Il y IV), aunque también puede haber
mondémeros de su forma pentavalente, siendo especialmente soluble bajo condiciones
oxicas (Butler y Carrano, 1991; Anke, 2004; Watt et al., 2018; Gustafsson, 2019).

Distribucion del Vanadio

Es el 22vo elemento mas abundante en la corteza terrestre y el segundo metal de transicion
en océanos, el V esta presente en una concentracion de 150 mg/kg y 30 a 35 nM,
respectivamente (Hanus-Fajerska et al., 2021; Rehder, 2015; Kelley et al., 2017). La
concentracion de V en suelo es mayor, con un estimado de 10 a 500 ppm, llegando hasta
mas de 7000 ppm en lugares proximos a minas de V, en comparacién con cuerpos de agua,
donde la concentracién es del orden de ppb (Kelley et al., 2017). Asimismo, la concentracién
en suelos puede aumentar por la liberaciobn de desechos industriales y de aquellos
desechos que provienen de las ciudades (Scibior et al., 2020). Mas de 80 minerales en roca
madre contienen V, como sulfuros, sulfatos, silicatos, vanadatos, Oxidos y fosfatos
(Gustafsson, 2019; Silin et al., 2020).



Los paises con mayor extraccion de V son China, Sudafrica, Rusia, Australia y Estados
Unidos; viniendo principalmente de depdsitos de titanomagnetita de vanadio, que contiene
0.2 a 1% de pentéxido de vanadio (V,Os) (Moskalyk y Alfantazi, 2003; Kelley et al., 2017).
Asimismo, los lugares cuyo petréleo rebasa el 0.1% de concentracion de V son Irak, Iran,
Kuwait, Venezuela y el Golfo de México; donde su posterior combustién, principalmente en
las ciudades, contribuye en mas del 60% de V presente en el aire (Barceloux, 1999; Anke,
2004; Rojas-Lemus et al., 2021).

Vanadio en la industria

Dentro de la industria, el V es usado principalmente en la manufactura de acero para
producir aleaciones con hierro o titanio, para su posterior aplicacién en equipo utilizado en
el ambito de la construccién aeroespacial, militar o aérea (Gummow, 2011; Gao et al.,
2021). Estas aleaciones son especialmente resistentes, ya que evitan la corrosion y
oxidacion del material (Kelley et al., 2017). En la industria quimica, el V es empleado para
la produccion de catalizadores, baterias de flujo, pigmentos, caucho, plasticos y para la
produccion de &acido sulfarico, anhidrido maleico y anhidrido ftalico (Gummow, 2011;
Romanovskaia et al., 2021; Gao et al., 2021). Durante la manufactura de estos materiales,
asi como en la quema de combustibles fésiles ricos en V -como aquellos procedentes de
Venezuela o México-, se aumenta la emision de compuestos de V a la atmdsfera, los cuales

pueden ser inhalados por poblaciones humanas (Fortoul et al., 2002; Fortoul et al., 2014a).

Vanadio como contaminante atmosférico

En la naturaleza, las principales fuentes emisoras de V son la erosidn eélica y las emisiones
volcanicas, con valores que pueden llegar hasta 27x10° g/afio y 5.5x10° g/afio,
respectivamente (Schlesinger et al., 2017). Sin embargo, la actividad humana supera por
1.7 la emision de V con respecto a la natural, con la quema de carbén y demas combustibles
fésiles, donde la emision de V es en forma de oOxidos, tal como V,05 (Barceloux, 1999;
Gummow et al., 2011; Schlesinger et al., 2017). Por lo anterior, es de esperarse que en
lugares como en los establecimientos urbanos se concentre la mayor cantidad de V
atmosférico, donde se han llegado a encontrar concentraciones de 20-100 ng/m?3, mientras
que en areas rurales la concentraciéon es menor a 1 ng/m® (Gummow et al., 2011). La
inhalacién de V, especialmente en su forma pentavalente como V,0Os, es perjudicial para el

humano, pudiéndose acumular en pulmones y causar tos, inflamacion de garganta,
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irritacion bronquial, sibilancias, conjuntivitis y un mayor riesgo de cancer, especialmente en
trabajadores que estan en constante contacto con este tipo de emisiones (Zenz et al., 1962;
Lees, 1980; Ehrlich et al., 2008; Fortoul et al., 2014b).

Pentéxido de Vanadio (V20s)

En estado puro el V,05 se presenta en forma de polvo, de coloracién amarilla con valencia
de +5, y es la principal forma en la que el V es emitido por la quema de combustibles fésiles,
estando presente en los residuos solidos que son producidos, como cenizas y hollin, y que
pueden contener hasta 60% de V,0Os5 (Schroeder, 1970; Barceloux, 1999; Costigan et al.,
2001). Se ha reportado que este es el estado de oxidacion mas téxico (Ngwa et al., 2017;
Hanus-Fajerska et al.,, 2021). La inhalacion de V,0s; es la principal via primaria de
exposicion y toxicidad, reportandose sintomas en humanos a partir de 1 mg/m? por 8 horas
de exposicion, y es acumulado a lo largo del tiempo en los pulmones, con un promedio de
6.5 ug/g en personas que han alcanzado los 65 afos de edad (Zenz y Berg, 1967; Waters,
1977; Cooper; 2007). De esta manera, es necesario estudiar en profundidad los efectos de

la inhalacion de V,0O5 tanto en modelos animales, como en seres humanos.

Toxicocinética

La absorcion de V dentro del organismo depende de su solubilidad y de la via de ingreso
(Assem y Levy, 2009). La via menos efectiva es la piel, seguido de la via gastrointestinal,
donde sélo el 10% es absorbido en la parte superior del tracto digestivo (Mukherjee et al.,
2004; Anke, 2004). Sin embargo, al ser inhalado, el 25% de los compuestos de V son
absorbidos en los pulmones (Olaolorun et al., 2021). Dentro del plasma sanguineo, parte
del V es reducido de vanadato (+5) a vanadilo (+4) por el glutation de los eritrocitos
(Olaolorun et al., 2021), no obstante, la forma que ingresa en mayor cantidad al interior de
las células de los tejidos es el vanadato mediante el sistema de transporte aniénico
(Mukherjee et al., 2004; Korbecki et al., 2012), donde es reducido nuevamente a vanadilo
por enzimas como glutation o NAD(P)H oxidasa (Pierce et al., 1996; Zwolak, 2014). Este
vanadilo puede reaccionar con moléculas de oxigeno dentro de la célula, produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS), como aniéon superoxido (O,*"), que puede
transformarse en peréxido de hidrégeno (H,0,) y reaccionar nuevamente con el vanadilo,

incrementando la concentracién intraplasmatica de ROS generando estrés oxidativo, que
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es de los principales efectos toxicos del V (Domingo, 1996; Evangelou, 2002; Cuesta et al.,
2011).

Las especies de V se unen a proteinas sanguineas para poder llegar a diferentes tejidos
con una vida media de una hora (Barceloux, 1999). Asi, el vanadilo representa el 90% de
V en sangre al unirse a albumina y transferrina, mientras que el vanadato solo se une a este
ultimo, que es el transportador mas afin a V (Barceloux, 1999; Olaolorun et al., 2021). Los
principales tejidos que almacenan V son hueso, musculo, rifién, higado, pulmones, bazo,

testiculos y sistema nervioso (Anke, 2004; Cooper, 2007; Olaolorun et al., 2021).

La via de eliminacion del V que ha sido absorbido y transportado en sangre es por orina,
mientras que el V que no se absorbié en el duodeno es eliminado por las heces, asi mismo,
se ha encontrado V en leche materna de ratas, sin embargo, no se han encontrado
cantidades significativas en leche humana (Byrne y Kosta, 1978; Barceloux, 1999; Anke,
2004). Al ser eliminado por orina, el V es excretado en dos fases, una rapida de 10 a 20
horas de duracion, y otra larga de 40 a 50 dias (Barceloux, 1999).

Toxicidad

El vanadato (+5) es la forma predominante dentro del cuerpo humano, y es seis veces mas
téxico que el vanadilo (+4) debido a la inhibicibn que produce sobre enzimas como
fosfatasas y ATPasas (Hanus-Fajerska et al., 2021), dado que el vanadato tiene
semejanzas estructurales con el fosfato, lo que le permite sustituirlo en los sitios de unién
a fosfato de estas moléculas (Zwolak, 2014; Rehder, 2015). Esta semejanza estructural
también provoca que, tanto el vanadato como el vanadilo, interfieran con la polimerizacion
de la actina al afectar al sitio de union a ATP de los monémeros de actina (Ramos et al.,
2012). Se ha reportado que inhibe a la enzima Na*/K-ATPasa al unirse al residuo de union
a fosfato, lo que disminuye la conductancia i6nica (Nechay, 1984). Intracelularmente el
vanadato interactia con la NADPH oxidasa para la obtencion de NADH, y durante el
proceso el vanadato se reduce a vanadilo, lo cual produce radicales superoxido y H,O, (Shi
y Dalal, 1993; Capella et al., 2002). ElI H,O, reacciona nuevamente con el vanadilo,
generando nuevamente vanadato y radicales hidroxilos (OH-) en lo que se conoce como
reaccion de Fenton (Capella et al., 2002). El aumento en la concentraciéon de ROS y OH-

provocan estrés oxidativo, lo que a su vez activa la peroxidacion de lipidos de la membrana
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celular y provocar dafio a proteinas y acidos nucleicos, que a la larga da lugar a la muerte
celular (Tejero et al., 2007; Ngwa et al., 2017; Scibior et al., 2020).

A nivel celular, el V también es capaz de alterar la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, promoviendo la liberaciéon de citocromo C y caspasas, provocando que se

active la via apoptética de muerte celular (Ngwa et al., 2009; Scibior et al., 2020).

De igual manera, el V,Os produce cambios en el citoesqueleto. Como lo reportado por
Rodriguez-Lara et al. (2013), donde se observan alteraciones en la polimerizacion de la
actina debido a que posee sitios de afinidad a V o por la oxidacién de la actina provocada
por las ROS generadas en la reaccion de Fenton. Estas alteraciones se analizaron en
células testiculares de ratones que inhalaron V,0s en un periodo de 3 a 12 semanas. Asi
mismo, Mussali-Galante et al. (2005) analizaron células testiculares de ratones expuestos
a inhalacién de V,05 por 12 semanas, y reportaron disminucion de y-tubulina, que se

encuentra principalmente en los centrosomas celulares.

A nivel de tejido, el V puede causar inflamacién. En un estudio en el que se expuso a ratas
a diferentes compuestos de V -entre ellos V,0s- por via intratraqueal, se observé aumento
en el nimero de neutréfilos y macréfagos activados, aiun después de 10 dias de la
exposicion (Pierce et al., 1996). En otro estudio, Rondini et al. (2010) observa que habia
predisposicion a la formacién de tumores en pulmén y mayor nivel de NFkB y ERK1/2 en

ratas que habian inhalado V,05 una vez a la semana durante cinco semanas.

En humanos, el V,05 causa hepatotoxicidad, dafio renal y genotoxicidad (Altamirano-
Lozano et al., 1996; Scibior et al., 2020). Sintomas relacionados con el sistema respiratorio
que se han reportado con la inhalacién de V,0s5 incluyen asma, bradicardia, cefalea y
pecho, mareos, desérdenes visuales, rinitis y bronquitis (Zenz et al., 1962; Scibior et al.,
2020). En el sistema nervioso se reportd que trabajadores de una fabrica de acero que
tenian trabajando més de un afio en el &rea de produccién de acero, presentaron mayores
niveles de agresividad, depresion, fatiga y peor desempefio en pruebas de coordinacion y

memoaria, comparado con el grupo control (Li et al., 2013).



Neurotoxicidad

Diversos estudios han reportado los efectos citolégicos y conductuales de la exposicion a
V en modelos in vivo e in vitro. En 2007, Soazo y Garcia observaron gque ratas recién
nacidas, cuyas madres habian sido inyectadas peritonealmente con NavVOs; (V+5) por 12
dias, mostraron disminucion de la actividad motora y en la sintesis de mielina en cerebelo
y cuerpo calloso. En otro reporte Ngwa et al. (2009) muestran que después de administrar
V,0;5 disuelto en agua y afiadido al medio de cultivo en un modelo de células
dopaminérgicas del mesencéfalo, existia incremento de muerte celular, aumento en los
niveles de estrés oxidativo y de caspasas 3 y 9, liberacién de citocromo C al citoplasma y
mayor actividad de la cinasa PKCd. Posteriormente Ngwa et al. (2014) expusieron a ratones
a V,0s por via intranasal tres veces a la semana durante un mes, resultando en aumento
de astroglia en la capa glomerular del bulbo olfatorio, reduccién de la actividad locomotriz,
y del peso fresco del bulbo olfatorio, asi como disminucién del 85% y 82% de tirosina
hidroxilasa (TH) y dopamina, respectivamente. Igualmente, en el bulbo olfatorio, Colin-
Barenque et al. (2015) reportaron alteraciones en mitocondria y aparato de Golgi y menor
namero de espinas dendriticas (ED) en las células granulares del bulbo olfatorio. En 2017,
Folarin et al. mostraron pérdida neuronal en la corteza cerebelosa y en las areas CAl y
CA3 del hipocampo, junto con alteraciones morfolégicas en células piramidales de corteza

prefrontal en ratones que habian sido inyectados intraperitonealmente con NaVOs.

En nuestro laboratorio igualmente se han investigado los efectos del V en distintas areas
cerebrales. En uno de estos estudios (Avila-Costa et al., 2004), se expuso a ratones a
inhalaciones de V,0s5 dos veces a la semana por ocho semanas, y tras analizar las
neuronas de la sustancia nigra pars compacta encontraron menor nimero de neuronas
inmunorreactivas a TH y disminucion de ED en neuronas espinosas medianas del estriado.
Un afio mas tarde y usando el mismo protocolo, Avila-Costa et al. (2005) mostraron que
habia disrupcién de la barrera hematoencefalica causada por la modificacién en la
permeabilidad debido al desprendimiento de células ependimarias y a la pérdida de cilios,
provocado por la inhalacién de V,0s. En 2006, Avila-Costa et al. evaluaron los cambios
conductuales y citolégicos de ratones que habian inhalado V,0s por cuatro semanas,
evidenciando la pérdida de ED y muerte celular en el hipocampo CALl, estas alteraciones
se correlacionaron con el bajo desempefio en la prueba de laberinto de Morris, que evalta

la memoria espacial. Mas recientemente (Dorado-Martinez et al., 2021; Montiel-Flores et
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al., 2021) se ha reportado que la inhalacion de V,0Os provoca muerte neuronal en areas
corticales relacionadas con funciones como la memoria, estas alteraciones citolégicas y
conductuales son semejantes a las que se observan en la enfermedad de Alzheimer (EA),
asi mismo, se reportan hallazgos en neuronas del hipocampo CAl, las cuales presentan
estructuras parecidas a marafias u ovillos neurofibrilares y disminucién del nimero de ED

de las neuronas piramidales.

Formacion hipocampal

La formacidon hipocampal se encuentra en el piso del ventriculo lateral (Schultz y
Engelhardt, 2014) y esta conformada por un grupo de estructuras que se encuentran
conectadas unilateralmente entre si, aunque hay discordancia entre autores sobre cuales
son estas estructuras, las comunmente mencionadas son el giro dentado, la corteza
entorrinal, el hipocampo, Cornus Ammonis (CA1-CA4) y subiculum; algunos llegando a

mencionar al presubiculum, parasubiculum y prosubiculum (Insausti y Amaral, 2004).

Funcionalmente el flujo de informacion inicia en la corteza entorrinal, la cual es la estructura
que recibe aferencias de la corteza prefrontal, sobre informacion sensorial proveniente de
las &reas de asociacion. A través de la via perforante, la corteza entorrinal se comunica con
el giro dentado, el cual se conecta, por medio de las fibras musgosas con el area CA3, que
a su vez se comunica con CA1 gracias a las colaterales de Schaffer, para que finalmente,

la informacién llegue al subiculum (Braak et al., 1996; Duvernoy; 1998; Pereira et al., 2013).

El papel de la formacion hipocampal ha sido discutido ampliamente, pero se ha llegado al
consenso de que juega un rol importante en la memoria, probablemente para su

consolidacién (Zola-Morgan y Squire, 1990; Insausti y Amaral, 2004).

Subiculum

El subiculum es un ndcleo que conecta la formacion hipocampal con otras estructuras,
como la corteza prefrontal, corteza cingulada, corteza entorrinal, septum, cuerpos
mamilares, nucleo accumbens, talamo y amigdala (Van Hoesen y Hyman, 1990; O'Mara et
al., 2009). Se encuentra colindando con la region distal de CA1 y esta conformado por tres
capas, la molecular, la de células piramidales y la polimérfica (O"Mara et al., 2001; Insausti
y Amaral, 2004).
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El subiculum se divide en zona ventral y dorsal, cada una con funciones diferentes. La zona
ventral esta vinculada principalmente a procesos de estrés y ansiedad, debido al rol
inhibitorio que ejerce sobre el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (eje HPA), ademas de
estar implicado en la adquisicién de aprendizaje instrumental y conductas relacionadas con
la motivacion (Herman y Mueller, 2006; O'Mara et al., 2009). Por otra parte, la zona dorsal
esta relacionada con la memoria espacial, cuyas neuronas son capaces de generar un
mapa general del ambiente, como se ha reportado en ratas en donde neuronas individuales
se relacionan con una determinada ubicacién (O'Mara et al., 2001; Sharp, 2006; Potvin et
al., 2009).

Corteza Frontal

La corteza frontal se refiere al area mas externa del l6bulo frontal y se divide en tres
componentes: el motor, que abarca las areas 4, 6, 8 y 44 de Brodmann; la corteza
paralimbica, y la corteza heteromodal, compuesta por las areas de asociacion 9, 10, 11, 12,
45, 46 y 47 (Mesulam, 1986). Se diferencian la parte anterior de la posterior con base a la
proporcion de células granulares y piramidales, siendo que la corteza mas anterior cuenta
con menor cantidad de estas Ultimas, al contrario de la corteza posterior, que contiene

mayor nimero de células granulares (Catani, 2019).

La corteza frontal funciona como centro de procesamiento de informacién sensorial, ya que
recibe aferencias de las areas visual, auditiva, somatosensorial y olfativa, al igual que del
sistema limbico y formacién hipocampal (Van Hoesen y Hyman, 1990). Las eferencias de
la corteza frontal proyectan a la corteza inferotemporal, I6bulo parietal inferior, corteza
limbica (giro cingulado y corteza parahipocampal), hipotalamo, corteza entorrinal y area
ventral tegmental (Van Hoesen y Hyman, 1990; Nauta, 1972). Por lo que se ha reportado
gue en la corteza frontal reside el centro de la personalidad y es la principal estructura para
la planeacion del movimiento (Brass y von Cramon, 2002; Tamminga y Buchsbaum, 2004).

La formacion hipocampal en enfermedades neurodegenerativas

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas vienen acompafadas de deterioro
cognitivo, que tiene su origen en el dafio de estructuras cerebrales especificas. Como el
caso de la Enfermedad de Parkinson (EP), que ademas de muerte de células

dopaminérgicas del mesencéfalo (Villalba y Smith, 2017), presenta disminucion en el
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volumen del presubiculum, parasubiculum y giro dentado (Pereira et al., 2013; Low et al.,
2019).

Sin embargo, la enfermedad neurodegenerativa con mayor compromiso neuronal en la
formacion hipocampal es la Enfermedad de Alzheimer (EA), donde se observa
principalmente pérdida de memoria y aparicion de déficits cognitivos (Van Hoesen y Hyman,
1990; De Leon et al., 1997). Diversos estudios han reportado pérdida neuronal importante
y aparicion de fibrillas neurofibrilares en el subiculum e hipocampo CA1, asi como presencia
de placas neuriticas en el giro dentado, subiculum y prosubiculum (Van Hoesen y Hyman,
1990; Bobinski et al.,1996; Simi¢ et al.,, 1997). También se ha observado aumento de
interleucinas inflamatorias, como IL-13, IL-2 e IL-3, en la formacién hipocampal de pacientes
con EA, lo que se relaciona con activacion de la microglia (Araujo y Lapchak, 1994).

La corteza frontal en enfermedades neurodegenerativas

Una causa comun de demencia y cuyo distintivo es el deterioro de los l6bulos frontal y
temporal es la demencia frontotemporal (DFT), en la cual se han descrito neurofilamentos
fosforilados, pérdida de neuronas piramidales glutamatérgicas y menor ndmero de
terminales presinapticas en corteza frontal (Ferrer, 1999; Olney et al., 2017). De igual
manera, tanto en pacientes con DFT como con EA se ha observado menor volumen de las
estructuras prefrontales, lo que provoca que se desarrollen conductas desinhibidas
(Cajanus et al., 2019).

Ademas, en los pacientes con EA la comunicacion que la corteza frontal tiene con otras
areas cerebrales, como el hipocampo, se ve interrumpida por la presencia de placas de la
proteina B-amiloide (AB), lo que da lugar a deficiencias en la memoria (Grady et al., 2001;

Flores-Martinez y Pefia-Ortega, 2017).

Espinas dendriticas (ED)

Descritas por Santiago Ramoén y Cajal en 1888 con la tinciébn de Golgi. Las ED son
protuberancias de la membrana dendritica, con un citoesqueleto rico en actina y con gran
plasticidad morfolégica (Ramon y Cajal, 1888; Pchitskaya y Bezprozvanny, 2020). Las ED
representan el 90% de las estructuras postsingpticas excitatorias, y en su membrana se

puede observar -especialmente en la regidén de la cabeza de la espina- las densidades
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postsindpticas, que son zonas donde se concentran receptores, como AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol) y NMDA (N-metil-D-aspartato), canales ionicos y
sistemas de sefializacién sinaptica (Hering y Sheng, 2001; Nimchinsky et al., 2002; Runge
et al., 2020).

La clasificacién morfolégica de las ED inici6 en 1970 y, desde ese entonces se ha ampliado
y discutido (Nimchinsky et al., 2002). Esta clasificacion considera principalmente la formay
longitud de la cabeza, que es la parte mas distal de la espina, y el cuello, que es la estructura
que sale del eje dendritico, resultando en las siguientes categorias: forma de hongo,
caracterizada por tener un cuello poco prominente y una cabeza larga; espinas delgadas,
con una cabeza mas delgada en comparacion con el cuello; espinas pequefias, con un
cuello casi imperceptible; y con forma de filopodio, las cuales no tienen cabeza perceptible
y su cuello es largo y delgado (Pchitskaya y Bezprozvanny, 2020). Debido a la alta tasa de
polimerizacién de la actina, las ED cambian de forma constantemente, de la misma manera
son creadas y eliminadas dependiendo de procesos como el aprendizaje, la memoria o
conductas adaptativas (Harris, 1999; Pchitskaya y Bezprozvanny, 2020; Chidambaram et
al., 2019; Runge et al., 2020).

Espinas dendriticas y memoria

Para la formacién de nuevas memorias es necesario que las ED pasen por cambios
estructurales que permitan fortalecer las conexiones con otras neuronas. Cuando los
receptores AMPA ubicados en la densidad postsinaptica son estimulados por el glutamato,
la neurona se despolariza causando la activacion de los receptores NMDA y con ello la
entrada de Ca*™ a la célula, provocando asi que proteinas intracelulares como la
calmodulina se activen, y por una cascada de sefializacion la conductancia de los
receptores AMPA se vea aumentada, y posteriormente exista la incorporacion de mas de
estos receptores. Lo anterior se conoce como potenciacion a largo plazo (PLP), que es el
fortalecimiento de la conexion entre las neuronas pre y postsinapticas, y que trae consigo
el aumento en el niumero de ED (Matsuzaki et al., 2004; Chidambaram et al., 2019;
Tomonari y Koiji, 2020; Bonilla-Quintana y Woérgotter, 2021). Trabajos como el de Moser et
al. (1994) o Mahmmoud et al. (2015), demostraron que el entrenamiento en pruebas de

memoria y aprendizaje, como el laberinto de Morris o el laberinto radial, respectivamente,
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provoca que se incremente la cantidad de ED en el hipocampo de ratas, demostrando el

vinculo entre ED y memoria.

Alteraciones de las espinas dendriticas en desérdenes del sistema nervioso

Desde la gestacion y a lo largo de toda la vida, las ED tienen un ciclo que comienza desde
su formacion, mantenimiento y posterior eliminacion, lo que es necesario para mantener la
conectividad neuronal adecuada (Penzes et al., 2011). Sin embargo, en diversas patologias
y desérdenes del SN, este ciclo se ve afectado de alguna manera, resultando en un mayor
o menor niumero de ED (Fiala et al., 2002). En estos desordenes, el procesamiento de la
informacion se realiza de manera deficiente y, en consecuencia, existen alteraciones en las
funciones cognitivas (Fiala et al., 2002; Lee et al., 2015). Como en los Desérdenes del
Espectro Autista donde existe menor cantidad de ED en corteza frontal, temporal y parietal,
probablemente debido a la ineficiente poda sinaptica durante la infancia temprana (Hutsler
y Zhang, 2010; Lai e Ip, 2013). Asimismo, en pacientes con esquizofrenia se ha observado
menor cantidad de ED en la formacidon hipocampal, neocorteza y corteza auditiva primaria,
sin embargo, se ha llegado a reportar un nimero elevado de ED en el nlcleo caudado y
nacleo estriado dorsal (Rosoklija et al., 2000; Glausier y Lewis, 2013; Moyer et al., 2015).
Por otro lado, también factores externos pueden ser causantes de la reduccion de ED,
especialmente en infantes, como la malnutricion o el sindrome de alcoholismo fetal (Fiala
et al., 2002).

En algunas enfermedades neurodegenerativas se ha encontrado que hay alteracién en el
namero de ED en diferentes areas cerebrales, dependiendo de la enfermedad y en la etapa
en la que se encuentre el paciente. En la EP las neuronas espinosas medianas del nucleo
estriado dorsal reducen el nimero de ED en un 30-50% para reducir las aferencias
excitatorias glutamatérgicas corticales para compensar la funcion moduladora de la
dopamina (Villalba y Smith, 2010; Villalba y Smith; 2017; Nishijima et al., 2018). En la EA la
pérdida de ED se ha reportado en areas como el hipocampo, giro cingulado posterior y giro
temporal inferior, causando el deterioro de funciones cognitivas como la fluidez verbal o la
memoaria (Dorostkar et al., 2015). Uno de los principales factores reportados, causantes de
la disminucién de ED en la EA y de los mas estudiados es la presencia de la proteina AR,
gue ya sea en su estado soluble o insoluble, provoca que las neuronas a su alrededor

tengan un namero reducido de ED (Bittner et al., 2012; Kirkwood et al., 2013). Este
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fendmeno se ha observado tanto en neuronas de la corteza somatosensorial primaria como
en hipocampo. (Spires-Jones et al., 2007; Manczak et al., 2018). Asi mismo, la proteina tau
hiperfosforilada que se observa en el soma de neuronas del hipocampo CA1l de humano,
se ha relacionado con la pérdida de grupos funcionales de ED (Mijalkov et al., 2021). Por
ultimo, también la presencia de neuroinflamacién puede ser causa de disminucion de ED,
ya sea por la liberaciébn de ROS, lo que provoca la activacion de caspasas, 0 por la
liberacion de interleucina 1B de células inflamatorias, lo que bloquea la accién de BNDF

(factor neurotréfico derivado del cerebro) (Dorostkar et al., 2015).

Justificacion

El vanadio es un elemento que se encuentra presente en la atmédsfera debido
principalmente a su uso en la industria y a la quema de combustibles fésiles, exponiendo a
su inhalacién a un gran nimero de trabajadores y residentes de las grandes ciudades. La
via inhalada presenta una elevada tasa de absorcién dentro del organismo, lo que hace que
diferentes compuestos de vanadio lleguen a varios tejidos, entre ellos el sistema nervioso.
Su efecto neurotoxico ha sido probado en diversas ocasiones, sin embargo, todavia no se
han estudiado areas tan importantes como la corteza frontal y subiculum, las cuales se
relacionan con la memoria espacial debido, entre otras cosas, a las espinas dendriticas de
sus neuronas. Asimismo, como se ha reportado recientemente, la inhalacion de V;Os tiene
potencial para convertirse en un modelo de la enfermedad de Alzheimer, por lo que se hace
necesario conocer a detalle los efectos de la inhalacibn de este metal en diversas

estructuras cerebrales.

Planteamiento del problema
La ED son estructuras dinamicas que se forman y reabsorben, esta dinamica puede ser el
reflejo de las alteraciones que ocurren ante la presencia de diversos agentes que pueden

afectar la funcién de las neuronas. Por lo que se formula la siguiente pregunta:

¢Existe alteracion en el nimero de espinas dendriticas de la formacién hipocampal
(subiculum) y la corteza frontal de ratas expuestas a la inhalacién de pentéxido de vanadio
(V205)?
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Y al ser el subiculum y la corteza frontal estructuras relacionadas con la memoria, se plantea

también lo siguiente:

¢Las ratas expuestas a la inhalacién de V,0Os presentaran alteraciones en el desempefio

en una prueba de memoria espacial?

Hipotesis

Dado que el V,0Os afecta a la polimerizacion de la actina debido a que compite con el grupo
fosfato y esta proteina es el principal componente del citoesqueleto de las espinas
dendriticas, su inhalacion disminuira el niUmero de espinas en corteza frontal y subiculum

de los individuos expuestos a este compuesto.

Objetivo General
Evaluar el efecto de la inhalacion de V,0s en el nUmero de espinas dendriticas en subiculum

y corteza frontal de ratas expuestas.

Obijetivos especificos

e Examinar el impacto de la inhalacion de V.0s en el desempefio en una prueba de
memoaria espacial usando el laberinto en T.
e Identificar si la inhalacion de V,0s disminuye el nUmero de espinas dendriticas en la

corteza frontal y el subiculum utilizando la tincion de Golgi.

Método

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho de 180 + 20 g de peso al inicio del experimento, las
cuales permanecieron en periodos de 12/12 horas de luz y oscuridad con libre acceso al

agua y alimento; todo segun la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.

Prueba de memoria en laberintoen T

Se empled el laberinto en T, entrenando a los animales dos semanas antes de la primera
inhalacién (Fig. 1). Durante la 12 semana (habituacion) se dej6 a la rata explorar libremente

el laberinto cinco veces durante cinco minutos cada vez.
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En la 22 semana (adquisicion) el entrenamiento se realiz6 a las 11 am, se entrend a la mitad
del grupo a dirigirse al brazo izquierdo y a la otra mitad al brazo derecho del laberinto,
blogueando el brazo contrario y colocando un pellet de comida en el brazo correspondiente,
y para motivar la conducta de busqueda de alimento, 12 horas previas al entrenamiento se
les privé de alimento a los animales (Carrillo-Mora et al., 2009; Sharma et al., 2010). Cada
rata hizo 10 repeticiones de dos minutos, limpiando el laberinto con alcohol al 70% después
de cada repeticion para eliminar cualquier traza de olor (Deacon y Rawlins, 2006; Davis et
al., 2017). A partir de la tercera semana comenz6 la evaluaciéon de la memoria espacial
considerando solo a aquellos animales que por lo menos presentaron el 80% de aciertos.
A partir de la primera inhalacién con V.0s la memoria espacial se evalu6é cada mes por un

periodo de seis meses.

En las evaluaciones ningun brazo fue bloqueado y el pellet se colocaba en el mismo brazo
en el que la rata fue entrenada a dirigirse. Se consideré como error cuando el animal se
dirigia al brazo que fue bloqueado durante la fase de entrenamiento, y como acierto cuando
entraba al otro brazo y consumia el pellet, por lo que al animal se veia en la necesidad de
recordar qué brazo es el que contenia la recompensa (Carrillo-Mora et al., 2009; Sharma et
al., 2010).

Fig. 1 A) Laberinto en T utilizado en el estudio. B) Laberinto adaptado para entrenar a los individuos a dirigirse
al brazo izquierdo al encontrarse ahi un pellet de recompensa, mientras que el brazo derecho se encuentra
bloqueado. Durante la evaluacion, al mes siguiente se considerdé como acierto si el individuo se dirigia al brazo

que contenia el pellet, en este caso el izquierdo.
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Inhalacién de V205

La mitad de las ratas inhalaron agua desionizada (grupo control n= 10) y la otra mitad se
expuso a la inhalacién de V20Osal 0.02 M (n= 10), una hora, tres veces a la semana durante

seis meses en una camara de inhalacion de acrilico (Avila-Costa et al., 2004) (Fig. 2).

Después de seis meses, a los animales (control y expuestos) se les inyecto
intraperitonealmente con pentobarbital sédico dosis letal. Posteriormente, por via
intracardiaca se perfundio, primero con solucion salina isoténica (0.9%) y después con
fijador con 10% de formaldehido (Avila-Costa et al., 2006) (Fig. 3). Después, se procedi6 a
remover los cerebros, para luego obtener las areas cerebrales a analizar haciendo cortes
manuales a nivel de la corteza frontal y el subiculum para eliminar la parte posterior del

cerebro, y procesar los cortes resultantes segun el método rapido de impregnacion de Golgi.

Fig. 3 Perfusién.
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Método de impregnacién de Golgi

Los cortes obtenidos se introdujeron en solucion de Golgi —la cual consiste en 2.33% w/w
de dicromato de potasio y 0.19% w/w de tetradxido de osmio en agua destilada— por siete
dias a temperatura ambiente, para después colocar los tejidos en una solucién a 0.75% de
nitrato de plata por 24 horas, deshidratarlos con alcohol por cinco minutos y embeberlos en
parafina. Posteriormente, se realizaron cortes coronales de corteza frontal y subiculum de
120 um de grosor, se volvieron a deshidratar dos veces por 10 minutos en alcohol al 96%,
dos veces por 10 minutos en alcohol al 100%, 10 minutos en aceite de clavo y se aclararon
con xilol por 10 minutos. Los cortes se montaron y cubrieron con resina Permount (Valverde,
1970).

Andlisis citoldgico
De cada area (corteza frontal y subiculum) se tomaron en cuenta 10 neuronas piramidales

aleatoriamente, y se contabilizaron las espinas existentes en cinco de sus dendritas

secundarias, tomando en cuenta 10 um a partir de la primera bifurcacion.

Andlisis estadistico

El andlisis de datos se realiz6 con la prueba t de student para muestras no pareadas con el

programa Prism (Graphpad), considerando como diferencia significativa cuando p < 0.05.

Resultados

Memoria espacial

En la evaluacién de la memoria espacial con el laberinto en T se empezaron a observar
diferencias significativas entre el grupo control y el experimental a partir del tercer mes de
evaluacion (36 inhalaciones), en el que el porcentaje de aciertos -veces en las que el
individuo entraba al brazo al que fue entrenado a dirigirse durante la fase de adquisicion-
de ambos grupos fue decreciendo hasta el sexto mes (72 inhalaciones), donde también se

aprecian diferencias significativas (Fig. 4).
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Fig. 4 Gréfico del porcentaje de aciertos en el laberinto en T efectuado por el grupo control (azul) y el grupo
expuesto a V20s (rojo), donde existen diferencias significativas (*p < 0.05) entre grupos.

Andlisis citoldgico

Corteza Frontal
En el grupo control, el promedio de espinas dendriticas fue de 13.79+4.551, mientras que
en el expuesto fue de 10.60+3.567, resultando esto en una diferencia estadisticamente

significativa (p < 0.05, prueba t) entre los dos grupos (Figs. 5y 6).
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Fig. 5 Gréfico de la media del nimero de espinas dendriticas contabilizadas en la corteza frontal del grupo
control y del grupo expuesto a V20s *p<0.05

Fig. 6 Imagenes representativas de la corteza frontal mostrando las ED en las dendritas secundarias
(sefialadas con flechas). A) Neurona de corteza frontal de grupo control (1000X). B) Neurona de corteza

frontal de grupo expuesto a V20s (1000X).

Formacion hipocampal (Subiculum)

En el grupo control, el promedio de ED fue de 11.75+3.957, y en el grupo expuesto fue de
8.25+3.862, habiendo una diferencia significativa (p < 0.05, prueba t) entre ambos grupos
(Figs. 7y 8).
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Fig. 7 Gréfico de la media del nimero de espinas dendriticas contabilizadas en el subiculum del grupo control

y del grupo expuesto a V20s *p<0.05

Fig. 8 Imagenes representativas del subiculum mostrando las ED en las dendritas secundarias (sefialadas con
flechas). A) Neurona del subiculum de grupo control (1000X). B) Neurona del subiculum de grupo expuesto a
V205 (1000X).

Discusion

En el presente trabajo se reporta por primera vez la pérdida de ED en corteza frontal y
subiculum tras la inhalacion de V,0s (Figs. 5y 7), lo cual es consistente con trabajos
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anteriores, donde se ha reportado pérdida de ED en estriado (Avila-Costa et al., 2004),
hipocampo CALl (Avila-Costa et al., 2006) y bulbo olfatorio (Colin-Barenque et al., 2015)

después de la inhalacién de dicho compuesto.

La desaferentacién por dafio en las estructuras presinpticas puede ser una causa de la
pérdida de ED, como lo propone Lescaudron et al. (1989). Como se ha visto en estudios
anteriores (Avila-Costa et al., 2006; Dorado-Martinez et al., 2021), la inhalacién de V,Os
provoca muerte celular en el hipocampo, y esta zona aferenta a la corteza frontal (Granon
y Poucet, 2000), por lo que el dafio celular en hipocampo puede ser una causa de la
disminucion de ED en la corteza frontal (Fig. 5 y 6). EI mismo fendmeno puede explicar la
reducciéon de ED en subiculum (Figs. 7 y 8), ya que su area dorsal recibe aferencias directas
del hipocampo CA1 (O"Mara, 2005).

El mal rendimiento en el laberinto en T de las ratas que inhalaron V,0O5 (Fig. 4) puede
deberse a esta conexion antes mencionada entre el area dorsal del subiculum y el
hipocampo CA1l, ya que esta implicada en la adquisicion de la memoria espacial y en
procesos de recuperacion de memoria. El dafio en cualquiera de las dos zonas, tanto en
subiculum dorsal como en CA1, conlleva al deterioro de estas dos funciones (O"Mara, 2005;
Ledergerber y Moser, 2017). Por lo que se puede llegar a pensar que la disminucion en la
cantidad de aciertos en el laberinto en T puede resultar del dafio en CAL, o por la
disminucion de ED en subiculum al no recibir suficientes aferencias (Fiala et al., 2002). Lo
cual es consistente con el estudio conducido por Avila-Costa et al. (2006), en el cual
reportan que una posible causa del mal rendimiento de ratones en una prueba de memoria
-en este caso laberinto de Morris- tras la inhalacion de V,0s, puede ser la disminucién de

ED y necrosis en el hipocampo CA1.

La corteza frontal se pudo ver dafiada debido a las inhalaciones de V,0Os y afectar sus
funciones, tal como la navegacion egocéntrica (basada en la posicion del cuerpo del
individuo), la cual las ratas suelen preferir sobre la navegacion alocéntrica (basada en las
sefales ambientales captadas por los sentidos) (Bruin et al., 1997; Broersen, 2000; Grech
et al.,, 2018). Incluso se ha reportado que dafios en esta zona cerebral pueden causar
deterioro en la navegacién egocéntrica en ratas que fueron puestas a prueba en el laberinto
de Morris (Bruin et al., 1997). Por lo que se recomienda para estudios futuros hacer la

prueba del laberinto en T, que tiene eficacia similar al laberinto de Morris a la hora de
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evaluar memoria espacial (Davis et al., 2017), en una habitaciéon a oscuras para incentivar
el uso de la navegacion egocéntrica (Carrillo-Mora et al., 2009) y poder evaluar con mayor
precision la actividad de la corteza frontal y observar si la inhalacién de V,0Os5 dafia sus

funciones.

La explicacion del por qué las ED se ven especialmente afectadas por el V,0s, puede
deberse tanto a las caracteristicas de formacion de las espinas, como a las caracteristicas
bioguimicas y funcionales del V. El principal constituyente del citoesqueleto de las ED es la
actina (Pchitskaya y Bezprozvanny, 2020), el cual, Rodriguez-Lara et al. (2015)
demostraron su disminucidn en células testiculares de ratones expuestos a V,0Os. El V tiene
diferentes efectos dependiendo de su estado de oxidacién, afectando no solo a la actina,
sino también a proteinas como las tirosina fosfatasa y al ambiente redox de la célula
(Evangelou, 2002; Ramos et al., 2012).

Algunos compuestos, como el vanadilo y el decavanadato, afectan la polimerizacion de la
actina G, ya que interactian con su sitio de unién al ATP, inhibiendo la unién con otros
mondmeros (Ramos et al., 2012). Debido a que la actina de las ED se encuentra en
constante cambio para adaptarse a eventos de memoria y aprendizaje, su disfuncién puede

causar déficits en estos procesos cognitivos (Basu y Lamprecht, 2018).

Otro mecanismo propuesto que se relaciona con la toxicidad inducida por el V,05, es que
puede actuar como inhibidor competitivo de la tirosina fosfatasa, debido a su parecido
estructural con el grupo fosfato, uniéndose covalentemente a la cisteina presente en el
residuo catalitico; o en el caso del pervanadato oxidando irreversiblemente a dicho
aminoacido (Huyer et al., 1997; Evangelou, 2002; Mailhes et al., 2003). La tirosina fosfatasa
esta presente durante la polimerizacion de la actina, por lo que juega un papel en este

proceso (Fodero-Tavoletti et al., 2005).

El estrés oxidativo también forma parte de los efectos del V,0Os5 en el sistema nervioso
(Evangelou, 2002). Los radicales libres son producidos tras la reduccion de vanadato a
vanadilo dentro de la célula, ademas de que el vanadilo resultante, en lo que se conoce
como reaccion de Fenton, interactta con H,O, produciendo radicales hidroxilo (Korbecki et
al., 2015). Esto trae como consecuencia la peroxidacion de lipidos de la membrana,
desnaturalizaciéon de proteinas y dafios al material genético (Evangelou, 2002; Mukherjee

et al., 2004). Asimismo, la actina es especialmente sensible al estrés oxidativo, ya que en
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su extremo C-terminal también existe una cisteina, que al oxidarse impide la union de

proteinas necesarias para el proceso de polimerizacion (Dalle-Donne et al., 2001).

El estrés oxidativo es caracteristica de la gran mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas, como es el caso de la EA (Chen et al., 2012). En un estudio reciente
(Dorado-Martinez et al., 2021) se reporté muerte celular parecida a la observada en la EA,
con la caracteristica forma de “flama”, ademas de presencia de marafias neurofibrilares y
pérdida de ED en el hipocampo CALl de ratas expuestas a inhalacién de V,0s. Incluso ha
habido estudios en humanos con EA que correlacionan la presencia de marafas
neurofibrilares con un menor nimero de ED en neuronas de hipocampo CAl, comparadas

con células del grupo control (Merino-Serrais et al., 2013; Mijalkov et al., 2021).

Es asi como el estudio de los efectos de la inhalacion de V,0s5 se vuelve relevante para que
en un futuro exista la posibilidad de desarrollar un nuevo modelo de la EA, por lo que el
presente trabajo puede funcionar para ampliar el conocimiento sobre estos efectos, como
el deterioro de la memoria espacial y la disminucién de ED en la corteza frontal y subiculum.
Asimismo, se recomienda buscar la presencia de maranas neurofibrilares y placas AB en
dichas zonas cerebrales para seguir estudiando a este compuesto como posible modelo de
EA.

Conclusiones

La inhalacién de V,0Os5 provoca alteracion en el desempenfio de la prueba de laberinto en T,
gue evalla la memoria espacial, asi como disminucion de espinas dendriticas tanto en la

corteza frontal como en el subiculum.
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