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Abr evi aturas frecuentes

V — Vanadio.

PST - Particulas Suspendidas Totales.

ppm-— particulas por millon.

V>G5 — Pentoxido de Vanadio.

VOSQO, — Vandil Sulfato.

NaVO; — Metavanadato de Sodio.

Na;VO, — Ortovanadato de Sodio.

NSO - Neuronas Sensoriales Olfatorias.

BO- Bulbo Olfatorio.

TRM- Tallo Rostral Migratorio.

ZSV — Zona Subventricular.

Br dU - 5’-bromo-2’-desoxiuridina.

Br dU' - inmunopositivas para BrdU.

V. | n - Via Inhalada.

V. | p — Via Intraperitoneal.

V. O- Via Oral.

I Im — Grupo experimental de animales expuestos por via
inhaladaaV >G5 0.02 M durante 4 semanas.

I 1mNol 1m — Grupo experimental de animales expuestos por via
inhalada a V  ,G; 0.02 M durante 4 semanas y posteriormente
mantenidos en un ambiente libre de dicho metal dura nte un
mes.

PB — Solucién amortiguadora de fosfatos.

PBT — Solucion amortiguadora de fosfatos con Tritdn-X1 00.
ON — Oxido Nitrico.



Resumen

La exposicion subaguda y cronica por via inhalada a

pentoxido de vanadio genera multiples
estructurales en las neuronas granulares del bulbo
Dichas anormalidades se mantienen hasta por un mes
suspender la exposicion. Debido a que en el bulbo o
existe un recambio neuronal extenso cada mes, se su
que las anormalidades observadas en los animales in
expuestos y posteriormente mantenidos en un ambient
vanadio deberian revertirse debido a la sustitucion

Esto nos llevo a pensar que la generacion de nuevas
pudiese estar alterada en los animales que inhalan

De esta forma, en la tesis inferimos la magnitud de
proliferacion de la zona subventricular y el tallo
migratorio, mediante el conteo del numero de célula
incorporaron BrdU en animales control, en expuestos
aguellos que tras la exposicion fueron mantenidos e
ambiente libre de dicho metal durante un mes. Los r
mostraron una tendencia a disminuir el nimero de cé
incorporaron BrdU en la zona subventricular y en el
rostral migratorio en el grupo de animales que tras
exposicion fue mantenido en un ambiente libre de va

un mes. La diferencia alcanzé significancia estadis
solamente en la region inicial del tallo rostral mi

Nuestros resultados apoyan la posibilidad de que
exposicién a vanadio afecte la proliferacion de pre
neuronales en el cerebro adulto y sugiere la existe
compartimentos discretos con susceptibilidad difere

agentes citotoxicos en la via ZSV-TRM.
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Introduccion

La quema de combustibles fésiles genera gran parte
los xenobidticos que se encuentran en el aire entre
cuales destacan algunos metales como el vanadio.
exposicion laboral a este metal se ha asociado con
desérdenes mentales. En concordancia, la exposicion
compuestos que contienen vanadio en modelos animale
multiples anormalidades en la estructura y funcion
cerebro que incluyen alteraciones en el metabolismo
fésforo, en la expresion de marcadores de dafio oxid
inflamatorio, y en la estructura del epitelio epend

la via nigro-estriatal y del hipocampo.

Resultados recientes muestran que la inhalacién sub
y cronica de pentdxido de vanadio conduce a increme
muerte celular necrotica, asi como en las alteracio
ultraestructurales de las neuronas granulares del b
olfatorio entre las que destacan la aparicion de
invaginaciones nucleares, la dilatacién del aparato
y la acumulacion anormal de granulos de lipofucsina
mismo, en estas células, se observd un menor numero
espinas dendriticas y una disminucién en el tamafo
estos cambios

celular. Es interesante sefialar que,

mantienen hasta un mes después de haber suspendido

exposicion a vanadio.

Debido a que en el bulbo olfatorio se incorporan nu
neuronas a lo largo de toda la vida, la observacion

las alteraciones ultraestructurales no desaparecen
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que el mecanismo de recambio neuronal pudiese estar

En esta tesis se evalué esta posibilidad, midiendo
proliferacion, mediante el conteo del nimero de cél
incorporaron BrdU, en la zona subventricular y el t
rostral migratorio de ratones adultos tras la expos
pentoxido de vanadio. Ambas estructuras son capaces
producir neuronas granulares a partir de precursore

gue migran desde ellas hasta el bulbo olfatorio.
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Antecedentes

CONTAMINACION EN LA CIUDAD DE MEXICO

La ciudad de Meéxico es una de las urbes con mayor

contaminacion atmosférica en el mundo. Esta situaci on se debe
a distintos factores entre los que destacan que la ciudad de
México se encuentra en una cuenca casi cerrada a 2, 240 m
sobre el nivel del mar. Las grandes cadenas montafo sas que la
rodean dificultan la circulacion del viento e impid en el
desalojo de los contaminantes generados, ambas situ aciones
favorecen las inversiones térmicas. Debido a la alt ura de la
ciudad, la concentracion de oxigeno es 23% menor qu e la que
existe a nivel del mar. Esto promueve que los proce sos de
combustién interna de los motores sean menos eficie ntes y mas
contaminantes (Leal, et al ., 1997). Por otro lado, el
acelerado incremento poblacional (de 2.9 millones e n 1950 a
18.2 millones en el aiio 2000) ha generado la concen tracion de
actividades industriales, comerciales y financieras en un
area que apenas representa el 0.37% del territorio nacional.
La industria y el transporte representan un gasto d e energia
muy importante y son dos de las principales fuentes de
contaminacion. Se estima que en la cuenca de México se
encuentran 35 mil industrias y circulan 3.5 millone s de
vehiculos (www.fimevic.df.gob.mx/problemas/problema sdemov.
htm, 2002).

El aire que respiramos es una mezcla de distintos g ases
entre los que destacan el nitrégeno (78%) y el oxig eno (21%),
asi como pequefias cantidades de argon, helio, xenén , 0ZONo 'y
radon (Leal, et al ., 1997). La contaminacién atmosférica
altera esta composicion por la acumulacion de parti culas



suspendidas, metales, 6xidos de carbono, azufre y n itrégeno,

endotoxinas y otros compuestos de origen organico ( Leal, et
al ., 1997. Calderén-Garciduenas, etal ., 2003).

Las particulas suspendidas totales (PST) son un
componente de la contaminacion atmosférica que tien e un
fuerte impacto en la salud porque cuando se respira n en altas

concentraciones son capaces de agravar afecciones

respiratorias y cardiovasculares. La presencia de P ST es el
resultado de procesos tales como la erosion del sue lo, la
defecacion al aire libre, la polinizacion y la disp ersion de
bacterias y esporas. Las PST también se generan com o]
resultado de los procesos de combustion y la transf ormacion
de otros contaminantes (Leal, et al ., 1997). Gutiérrez-
Castillo y colaboradores (2006), compararon las PST obtenidas
en cuatro regiones de la zona metropolitana del val le de
México durante dos periodos climaticos y observaron que la
concentracion de PST es mayor en la zona noreste de la
ciudad. El nivel de compuestos quimicos, especialme nte
hidrocarburos y metales, es mayor en época de frio seco. La
fraccion de tamafio menor a 2.5 um almacena los nive les més
altos de aniones, metales y proteinas. Existen alta S
concentraciones de metales solubles en agua, como n iquel
(Ni), vanadio (V) y Zinc (Zn), especialmente en épo ca de
frio, en el sureste de la ciudad (Gutiérrez-Castill o, etal .
2006).

VANADIO

A) Contaminante atmosferico
El vanadio es considerado uno de los principales
elementos traza de los combustibles fésiles como el carbon y

el petréleo. El vanadio, junto con el niquel y el z inc, se



encuentran en muy altas concentraciones en la fracc ion

residual mas pesada del petréleo, la cual se utiliz a en
plantas generadoras de energia y calentadores comer ciales. El
vanadio es emitido a la atmdsfera en las formas qui micas de
VoG, V 204, V 205, 2NIOV 5O, Fe 205V .Gy 5Na ,0.V,0,.11V ,O5 (Vouk y
Piver, 1983).

Se estima que, a nivel mundial, cerca de 280 tonela das
de vanadio son emitidas al ambiente cada afio; 70 de éstas son
originadas por fuentes naturales y el resto por fue ntes
antropogénicas. Los niveles de vanadio en la atmosf era pueden
ir de 30 a 400 ng/m 3 y los niveles méas altos se reportan en
zonas urbanas (Leonard y Geber, 1994). Se sabe que la
concentracion de vanadio en el ambiente varia depen diendo de
las condiciones geograficas y estacionales (Barcelo ux, 1999).

El estudio de PST realizado en la ciudad de México, que
se mencioné con anterioridad, reportdé que los nivel es de
vanadio mas elevados se presentaron en la época de frio seco,
especialmente en la region sureste de la ciudad. En la época
de frio, la concentracién de vanadio asociado a par ticulas
menores a 2.5 pm fue de 15 a 93 ng/m % mientras que en
particulas menores a 10 um fue de 22 a 114 ng/m 3. En la época
de mayor temperatura los niveles disminuyeron a val ores

menores a 10 ng/m 3 en ambos tipos de particulas (Gutiérrez-
Castillo, etal ., 2006).

Aunque en 1992 la Conferencia Americana Gubernament al de
Higiene Industrial recomendd una concentracion maxi ma de 0.05
mg/m® de pentdxido de vanadio (V 20O5) como concentracion a la
gue un trabajador puede estar expuesto de forma con stante sin
mostrar efectos adversos, la Fundaciébn Alemana para la
Investigacion establecié una concentracion de hasta 35 mg/m 3
para este compuesto en lugares de trabajo (Leonard y Geber,

1994).



La exposicion crénica a este contaminante atmosféri
refleja en la acumulacibn de vanadio en la poblacio
Estudios histopatoldgicos de epitelio nasal y tejid
de perros residentes de las ciudades de México y TI
mostraron que las concentraciones de vanadio en amb
fueron mayores en aquellos perros residentes de la
México. La mayor concentracion se observo en epitel
seguido del bulbo olfatorio y finalmente en corteza
(Calderén-Garciduenas, etal ., 2003).

Medir la acumulacion de este metal ha evidenciado g
sus niveles en la ciudad de México han aumentado en
tltimas décadas. Se observo un incremento significa
concentracion de vanadio, de 0.3 ug/g de tejido sec
tejido pulmonar de autopsias de habitantes de esta
durante los aflos noventa respecto a los de los afios
Esto puede ser consecuencia del incremento en el co
derivados del petroleo como la gasolina (Fortoul,

2002).

B) Fuentes y usos

El vanadio representa de 100 a 200 ppm de la cortez

terrestre siendo el vigésimo segundo elemento mas a

CO se

o cerebral
axcala,

os tejidos
ciudad de
io nasal

frontal.

ue
las
tivo en la
0, en
ciudad
sesenta.
nsumo de

et al .,

a

bundante

(Leonard y Geber, 1994. Mukherjee, et al ., 2004). Aunque el

vanadio es un metal ampliamente distribuido en la n
raramente se encuentra en su estado nativo, general
extrae de minerales como la vanadinita, la patronit
carnotita (Leonard y Geber, 1994). Se estima que ha
correlacion entre el contenido de los elementos met

la corteza terrestre y su contenido en el petroleo;
vanadio es muy abundante en éste, especialmente en
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golfo de México, asi como en los productos de su re
(Vouk y Piver, 1983. Fortoul, etal ., 2002).

Un tercio del vanadio atmosférico proviene de polvo
continentales, aerosoles marinos y emisiones volcan
resto es generado por fuentes antropogénicas pues s
un metal frecuentemente utlizado en la industria m
para la produccion de aleaciones de acero y no ferr
catalisis para la produccion de acido sulfarico, ma
de semiconductores, colorantes (e.g. pigmentos amar
1999). Los
productores de vanadio son Sudafrica, Rusia, Estado
Finlandia y China (Leonard y Geber, 1994).

Ademas de las fuentes inorganicas de vanadio, de ma

ceramica  (Barceloux, principales

habitual lo podemos encontrar en algunos alimentos
cereales, pescado, fruta fresca y vegetales (Mukher

al ., 2004). A este respecto se estima que los product
marinos tienen un mayor contenido de dicho metal qu

obtenidos de animales terrestres (Barceloux, 1999).

C) Quimica

El vanadio (V) es el primer elemento del grupo
tabla periddica, su peso atébmico es de 50.95 u.m.,
atomico es el 23, su punto de fusion es a 1950 °C y
de ebullicién a 3600 °C (Leonard y Geber, 1994).

Es un metal de transicion cuya configuracion electr

es [Ar]3d 34s2. Sus estados de oxidacion van del -1 al +5,

siendo los tres ultimos los mas comunes y el +4 el
estable. La toxicidad del vanadio aumenta conforme

la valencia (Leonard y Geber, 1994).
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D) Efectos biolégicos

Los efectos de los compuestos que contienen vanadio
dependen de factores como la especie, la via de
administracion, la dosis y la toxicidad inherente d e cada
compuesto (Barceloux, 1999).

Acciones benéficas

El vanadio es un elemento esencial para algunos

organismos. Algunas bacterias, algas y liquenes pos een
enzimas dependientes de este metal (Nielsen, 1991). También
lo es para algunas plantas y especies marinas (Leon ard y
Geber, 1994. Mukherjee, et al ., 2004). En cabras, la
administracion de una dieta deficiente en vanadio ( con un
contenido de 10 ng de V/g comparada con una dieta c ontrol con

2 Mg de V/g) tiene como consecuencias defectos en e I
desarrollo, deformaciones Oseas Yy alteraciones en e I
metabolismo de hormonas tiroideas (Nielsen, 1991). En pollos

y ratas las consecuencias de su deficiencia incluye n

crecimiento  retardado, defectos en el proceso de

reproduccion, alteraciones en el metabolismo lipidi co e
inhibicion de la actividad de la ATPasa Na *IK " en el rifién, el
cerebro y el corazén (Mukherjee, etal ., 2004). En humanos no

se ha determinado que el vanadio realice alguna fun cion
esencial. Se estima que su cuerpo contiene normalme nte entre
100 y 200 ug de este metal y su ingesta diaria osci la entre 6

y 20 pg (Nielsen, 1991). Las concentraciones mas al tas de
vanadio se encuentran en los érganos parenquimatoso s (Leonard
y Geber, 1994).

Los compuestos que contienen vanadio también se uti lizan
como agentes terapéuticos. Los efectos de los compu estos de
este metal en humanos incluyen disminucién de los n iveles de
colesterol y triglicéridos, disminucibn de la presi on
sanguinea, incremento de la afinidad del oxigeno po rla



hemoglobina y la mioglobina y control en la progres ion de la

leishmaniasis (Mukherjee, et al ., 2004). El vanadil sulfato

(VOSQ,) es un compuesto comunmente utilizado para mejorar el
rendimiento de atletas durante sus entrenamientos ( Barceloux,
1999). También se ha demostrado que compuestos de v anadio
pueden interferir con la progresion neoplasica y di sminuir el
tamafio y la incidencia de tumores en distintos mode los
carcinogeénicos (Mukherjee, et al ., 2004). Uno de los efectos

terapéuticos de los compuestos de vanadio con mayor

relevancia es el metabdlico. A finales de los afios setenta se
mostro que el ortovanadato de sodio (Na 3VQ), el metavanadato
de sodio (NaVO 3) y el vanadil sulfato (VOSO 4) acttan de forma
similar a la insulina en la incorporacion de glucos ay el
metabolismo del musculo esquelético y del tejido ad iposo
(Tsiani y Fantus, 1997). A partir del éxito obtenid o en el
tratamiento de roedores diabéticos, y/o resistentes a
insulina, utilizando compuestos de vanadio, se han dilucidado
algunos mecanismos de accion de éstos entre los que destacan
la estimulacion de fosforilacion de tirosinas, camb ios en la
expresion génica e inhibicion de fosfatasas (Fantus y Tsiani,
1998).

Acciones deletéreas

No obstante los beneficios que los sistemas bioldgi cos
obtienen del vanadio, la exposicion a compuestos qu e
contienen este metal en altas concentraciones puede tener

efectos adversos. El vanadio puede ser citotéxico vy

mitogénico; sin embargo, no es clastogénico y sélo es
parcialmente mutagénico; ademas, es poco teratogéni co
(Leonard y Geber, 1994). En roedores se ha visto qu e la
administracion en altas dosis disminuye la producci on
espermatica, baja los niveles de hemoglobina y pued e generar
embriotoxicidad. También se han observado algunos e fectos
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colaterales, que incluyen diarrea y disminucion en la ingesta

de liquidos y alimentos, a los que se han asociado

incrementos en los indices de morbi-mortalidad (Tsi ani y
Fantus, 1997). La dosis letal media (LD 50) de vanadio depende
de la especie, la edad y la dieta. Para ratones la LDso es de
0.2-0.3 mmoles de vanadio por kilogramo de peso cua ndo la
administracion es intraperitoneal (Mukherjee, et al ., 2004).

En humanos el VOSO 4, y el NavO 3 pueden generar nausea, los

tratamientos que contienen este metal promueven una pequefia
caida en los niveles de hematocrito que pueden prev alecer
incluso dos semanas después de suspender su adminis tracion
(Tsiani y Fantus, 1997). Ademas, compuestos que con tienen
vanadio pueden ocasionar irritacion local de ojos y del
tracto respiratorio (Mukherjee, etal ., 2004).

E) Mecanismos de accién
Debido a que existe similitud estructural entre los
grupos fosfato y las especies pentavalentes de vana dio

(vanadio V), es posible que el vanadio actie a nive I

molecular compitiendo con los grupos fosfato en los procesos
que requieran de estos ultimos (Tsiani y Fantus, 19 97). La
mayoria de los efectos del vanadio se han atribuido a su
capacidad de interferir con la actividad de algunas enzimas,
especialmente fosfatasas y ATPasas (tabla 1), asi c omo a su
habilidad para incrementar los niveles de expresion de

diversas proteinas (tabla 2).

Otro de los mecanismos mediante el cual ejerce sus

acciones es por su actividad oxidante (Barceloux, 1 999). El
vanadio IV puede auto-oxidarse al reaccionar con el oxigeno
molecular (O ), produciendo el anién superéxido (O 7)Yy
vanadio V (1). EI O 27 puede dismutar espontaneamente o

11



enzimaticamente produciendo peréxido de hidrégeno ( H.G,) que,
a su vez, puede reaccionar con el vanadio IV restan te y
producir el radical libre hidroxilo (HO ) (2) (Byczkowski y
Kulkarni, 1998).

Vavy +0 2 oV +0 27 (1)

Vivy +H 20 =V +HO " (2)

El vanadio puede inhibir la cadena respiratoria y

generar especies reactivas de oxigeno en el interio r celular.
Ademas, el vanadio V puede bloquear la transferenci a de
electrones entre el citocromo ¢ 1 Yy el citocromo ¢ a nivel
mitocondrial (Byczkowski y Kulkarni, 1998). Finalme nte, se
sabe que la exposicion a compuestos de vanadio pued e
disminuir la poza celular de grupos tioles, los cua les
funcionan como una defensa antioxidante (Byczkowski y
Kulkarni, 1998).

Tabla 1. Enzimas afectadas por vanadio

Inhibicion
ATPasas membranales tipo P
Fosfatasas acidas y alcalinas
RNAsas
ATPasa de dineina
Fosfatasa de Glucosa 6-fosfato y de fructosa 2, 6 bisfosfato
Activacion
Deshidrogenasa de Glucosa 6-fosfato
Epimerasa de ribulosa 5-fosfato
Isomerasa de fosfoglucosa
Fosfolipasa C %
Piruvato cinasa
Adenilato ciclasa
(Modificado de Tsiani y Fantus, 1997)
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Tabla 2. Expresion de proteinas regulada por vanadi 0.

Proteina pdelo Tratamiento Efecto Ref.

Interleucina 8 Cultivo primario de VOSQ 0-50 M A produccién de proteina Jaspers,
células epiteliales etal .,
bronquiales de humano 1999

Proteinas de la via de Células de ovario de VOSQ 100 uM A niveles de proteinas Pandey,

sefalizacion Ras/Erk hamster chino que etal. ,

(ras, c-raf-1, MAPK, sobrexpresan el 1999

p70°5%) receptor de insulina

Proteina activadora Linea de células NavQ 0-300 uM A expresion de reportero Ding, et

(AP)-1 epidermales en rango limitado al. , 1999

(0-40 pM)

Factor de necrosis Linea celular de NavQ 0-100 pM A mRNA y proteina (dosis Ye, et

tumoral (TNF)- o macréfagos dependiente) al. , 1999

Proteina inflamatoria Linea celular de NavQ N mMRNA y proteina (dosis Chong, et

de macrofagos (MIP)-2 macroéfagos 0.5-10 pg/ml dependiente) al. , 2000

p53 Linea de células NavQ 0-400 pM A actividad relativa en Huang, C,
epidermales rango limitado (0-200 puM) 2000

13



F) Toxicocinética

Una caracteristica de los elementos metalicos es qu e
no pueden ser biodegradados en el organismo y una Vv ez
absorbidos son almacenados hasta su excrecion. Sin embargo,
su forma quimica y su estado de oxidacién, y por lo tanto

su toxicidad, si pueden cambiar como resultado de
transformaciones bioquimicas (Vouk y Piver, 1983).

La instilacion pulmonar se considera la principal v ia
de absorcion de compuestos de vanadio solubles; el tracto
gastrointestinal representa una via de entrada poco
eficiente, mientras que la piel es la de menor rele vancia
(Barceloux, D.G., 1999). Una vez absorbido, el vana dio

puede formar distintos complejos con proteinas en e I

torrente sanguineo, especialmente con la transferri nay la

albumina sérica. El estado de oxidacion del vanadio en la

sangre oscila entre +4 y +5 (Opresko, 1991). Es la forma

pentavalente la que predomina en los fluidos extrac elulares

y la tetravalente dentro de las células (Barceloux, 1999).
Después de la transportacion plasmatica, el vanadio se

acumula en el corto plazo en el rifidén, el higado, e I
pulmén, el hueso y el bazo (Opresko, 1991). La
concentracion en cerebro es aproximadamente el 5% d e la
concentracion en sangre (Barceloux, 1999).

El vanadio que alcanzé el torrente sanguineo es

excretado principalmente por via renal, a través de un
proceso bifasico, constituido por una etapa inicial rapida
gue dura entre 10 y 20 horas, y una fase terminal m as larga
cuya duracion es de entre 40-50 dias (Barceloux, 19 99). En
el largo plazo, los huesos funcionan como reservori o de
vanadio (Leonard y Geber, 1994). En humanos, se ha visto
que las particulas que contienen este metal permane cen en
los pulmones varios afnos (Byczkowski y Kulkarni, 19 98).
Ademés de la toxicidad inherente a cada compuesto, los
efectos de los compuestos de vanadio varian segun | avia de
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administracion, la valencia y la especie (Barceloux , 1999.

Leonard y Geber, 1994). Bajas concentraciones de va nadio en
las células permanecen unidas a moléculas hidrofébi cas sin
producir toxicidad inmediata, lo cual, aunado a la duracion
del proceso de excrecion, podria explicar los efect 0s a
largo plazo que tienen los compuestos de vanadio, | 0S

cuales pueden observarse incluso semanas después de
suspendida su administracion (Mukherjee, etal ., 2004).

G) Efectos sobre el Sistema Nervioso Central

La exposicion a compuestos que contienen vanadio se ha
asociado a diversas alteraciones en la morfologia y la
fisiologia neural que tienen consecuencias a nivel

cognoscitivo y afectivo. La sobrexposicion a vanadi 0 en

roedores y en humanos se ha asociado a enfermedades

maniaco-depresivas, deficiencias en habilidades vis uo-
espaciales, en atencion y en aprendizaje (Taylor, etal.
1984. Sanchez, etal. , 1998. Barth, etal. , 2002). Ademas,

se han podido observar multiples alteraciones metab olicas
en algunas areas del cerebro (Marfaing-Jallat y Pen icaud,

1993. Parsadanian, et al, 1998). La expresion de

marcadores de dafio inflamatorio y oxidativo aumenta como
consecuencia de la administracibn via intraperitone al
(V.lp) de NavO 3 (Garcia, et al. , 2004, 2005). Finalmente,

en un modelo de exposicion a V 2Q; por via inhalada se
observé que la concentracién de vanadio en el cereb ro del
ratbn se estabiliza entre 0.1 y 0.15 ug/g de tejido seco,
después de la primera semana. Dicha concentracion s e
mantiene durante el periodo de exposicion y conduce a
diversas alteraciones ultraestructurales en la via nigro-
estriatal, en el epitelio ependimario y en el hipoc ampo
(Avila-Costa, etal. , 2004, 2005, 2006)(para mayor detalle

ver la tabla 3).
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Tabla 3. Consecuencias de la exposicion a vanadio e

n Sistema Nervioso Central

Efecto Modelo Protocolo Efectos
Maniaco- Pacientes Determinacioén de N nivel de vanadio en cabello de Taylor,
depresion maniacos y V en cabello, pacientes maniacos en comparacion con etal.
depresivos con sangre total, controles, no asi en pacientes 1984
y sin suero y orina. maniacos recuperados
recuperacion A nivel de vanadio en sangre total y
suero de pacientes depresivos en
comparacion con controles, no asi en
pacientes depresivos recuperados
Deficiencia Trabajadores Determinacion de Deficiencias en prueba de disefio con Barth, et
cognitivas con exposicion V en orinay blogues: habilidades visuo-espaciales al. ,2002
ocupacional a suero. Deficiencias en prueba de sustitucion
\Vie} Evaluacion de de digitos por simbolos: atencion y
habilidades funcionamiento visuo-motor
cognitivas
Deficiencias en Rata Sprague- NavQ 0, 4.1, 8.2, ¥ ganancia de peso corporal Sanchez,
aprendizaje Dawley 16.4 mg/kg/dia; V¥ movimientos horizontales y etal.
V.O; 8 semanas distancia total recorrida 1998

Deficiencias en prueba de
condicionamiento aversivo:

V respuesta A periodo de latencia
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Alteracion en
metabolismo de

fésforo

Incremento en
la utilizacién

de glucosa

Alteraciones

lipidicas

Extractos Incubacién con
tisulares de NavQ

ratas albinas 1nM-1mM
para medicién

de actividad

de fosfatasas

proteicas.

Rata Wistar NavQ@ 0.2 mg/ml;
V.0O; 3 dias.

Rata Wistar VOSQ 12.5 mg/kg;
V.Ip; 3 dias.

Rata NaVoO 3 3 mg/kg;
V.Ip; 5 dias.

A actividad en médula espinal con Parsadani
bajas concentraciones de V an, et

V actividad en médula espinal con al. ,1998
altas concentraciones y en hemisferio

cerebral y médula oblongada con bajas

concentraciones

Fosfatasas alcalinas més sensibles a

la inhibicidn con bajas

concentraciones que fosfatasas acidas

Reduccion en la ingesta de fluidos, Marfaing-
datos de glucosa dificiles de Jallaty
interpretar por efectos colaterales. Penicaud,
A utilizacién de glucosa en cerebro 1993
posterior, bulbo olfatorio e

hipotalamo.

V actividad locomotora Garcia,

V densidad de fibras de mielina etal.
W inmunomarcaje contra la proteina 2004

basica de mielina

A peroxidacion lipidica
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Incremento en
la expresion de
marcadores de

dafio

Modificaciones
Nigro-

estriatales
Dafio a epitelio

ependimal

Alteraciones en

hipocampo

Rata NaVO ; 3 mg/kg;
V.Ip; 5 dias.

Rat6n CD-1 V ,3 0.02 M; V.In
1 hora, 2 veces
por semana;

1-8 semanas.

Raton CD-1 V ,(G;,0.02 M; V.n
1 hora, 2 veces
por semana;

1-8 semanas.

Raton CD-1 V ,G;,0.02 M; V.in
1 hora, 2 veces
por semana;

1-8 semanas.

N expresion de NADPH diaforasa
(marcador indirecto de produccion de
oxido nitrico) en cerebelo,
hipotdlamo e hipocampo.

N expresion de hsp70 (marcador de
estrés) en hipocampo y cerebelo.

A astrogliosis en hipocampo y
cerebelo.

Pérdida de células inmunopositivas a
tirosina hidroxilasa en sustancia
nigra. Pérdida de espinas dendriticas
en células de estriado.

Pérdida de cilios en células
ependimales que rodean el piso del
cuarto ventriculo. Desprendimiento de
capa ependimal de membrana basal.
Deficiencias en memoria espacial
evaluada con el laberinto de agua de
Morris.

Pérdida de espinas dendriticas,
evidencias de muerte celular tipo
necrosis y alteraciones estructurales

en neuropilo. Regién hipocampica CAL.

Garcia,
etal.
2005
Avila-
Costa, et
al. , 2004
Avila-
Costa, et
al. , 2005
Avila-
Costa, et
al. , 2006
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H) Efectos sobre el bulbo olfatorio

En el sistema olfatorio, los odorantes interacciona
con las neuronas sensoriales olfatorias (NSO) que s
encuentran en el epitelio olfatorio. Los axones de
células proyectan directamente hacia neuronas del b
olfatorio (BO) las que, a su vez, mandan sus proyec
la corteza piriforme y a otras estructuras del cere
anterior. Aunque la localizacion superficial del ep
olfatorio en la cavidad nasal permite que las NSO
interaccionen con mayor facilidad con los odorantes
localizacion tiene como consecuencia que estas neur
esttn muy expuestas a contaminantes, alergenos,
microorganismos y otras sustancias (referido en Pur
al. , 2001).

Debido a que las dendritas de las NSO estan en
contacto directo con el ambiente, la pinocitosis y
transporte neuronal son posibles rutas de acceso pa
toxinas potenciales al sistema nervioso central (Ca
, 2002. Vyas, , 2005).

Recientemente, en el modelo de exposicibn a vanadio

Garciduenas, et al. et al.
por via inhalada, mencionado con anterioridad, se o
que los ratones CD-1 expuestos a V
doce semanas presentaban un decremento significativ
namero de espinas dendriticas y en el tamafio del so
las células de la capa granular del BO (Aguirre,

2002. Mondragon,

segunda semana de exposicion, estas células present

et al

invaginaciones nucleares, un aparato de Golgi y ret

endoplasmico dilatados, mitocondrias electron-densa
granulos de lipofucsina y muerte celular necrética
., 2003, 2004).

Dichos cambios permanecieron hasta por un mes despu

Barenque, etal

de finalizada la fase de exposicion (Colin-Barenque

., 2003). Ademas, a partir de la

n
e
estas
ulbo
ciones a
bro
itelio

, dicha
ohas

ves, et

el
ra

I[deron-

bservé

2G5 por periodos de una a

o en el
ma de

et al .,
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iculo
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(Colin-
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al ., 2005). Este resultado es sorprendente debido a q ue,
como parte del proceso de neurogénesis en el cerebr o]
adulto, en roedores, el BO incorpora nuevas células

provenientes de la zona subventricular a lo largo d e toda
la vida. La falta de restauracion haria suponer que la
neurogénesis podria estar afectada en los animales

expuestos a vanadio, por lo que en el presente trab ajo se
examino esta posibilidad.

NEUROGENESIS EN EL CEREBRO ADULTO

En los afios cincuenta, con el desarrollo de la técn ica
de incorporacion de timidina tritiada, fue posible
identificar células que sintetizan ADN con potencia | para
dividirse. Haciendo uso de esta técnica, Altman vy

colaboradores reportaron, a mediados de los afios se senta,

la existencia de nuevas neuronas en el cerebro de r atas
adultas, hecho que contradecia el concepto de que | as
neuronas se generaban exclusivamente durante la fas e
prenatal del desarrollo (revisado en Ming y Song, 2 005).

Aunque, en su momento, a estos estudios se les dio

poca relevancia funcional, investigaciones posterio res
confirmaron la existencia de neurogénesis en dos ar eas del
cerebro adulto denominadas la regién subgranular (Z SG) del
giro dentado hipocampal y la zona subventricular (Z SV)
localizada en la regién antero-lateral de los ventr iculos

laterales (revisado en Ming y Song, 2005).
En particular, los neuroblastos generados en la ZSV

migran a través del tallo rostral migratorio (TRM) hasta
llegar al bulbo olfatorio (BO). En éste se diferenc ian en
interneuronas de las capas granular y periglomerula r
(Mackowiak, etal. ,2004).

La integracion y remocion de interneuronas en el bu Ibo
olfatorio es un proceso dindmico. Se estima que el 1% del
total son afiadidas diariamente, de éstas la mitad m uere

20



entre los primeros 15 y 45 dias, mientras que las q ue

sobrevivieron pueden persistir hasta por un afo. Se ha
sugerido que la integracion de interneuronas nuevas a los
circuitos ya establecidos permite la adaptacion a a mbientes
complejos y cambiantes, y que la alta tasa de muert e
permite efectuar cambios répidos (Doetsch y Hen, 20 05). Por
otro lado, con el objeto de evaluar el recambio neu ronal,
se han hecho estudios en los que, ademas de la gene racion
de nuevas neuronas, se estima el numero de células que
muere en las areas que integran células nuevas. Se piensa
gue los mecanismos apoptéticos controlan el recambi o]
celular de forma que las areas donde se integran ne uronas
no modifican su tamafio (Biebl, etal. ,2000).

ZONA SUBVENTRICULAR

A) Composicién y estructura
La zona subventricular (ZSV) se forma durante el
desarrollo embrionario en una posicion adyacente a la zona

ventricular telencefalica, siendo prominente en las

eminencias ganglionares. Las células que ahi se gen eran son
destinadas a los ganglios basales, el diencéfalo, | a
corteza cerebral y el bulbo olfatorio (Garcia-Verdu go, et
al. , 1998). La proliferacion en esta zona continta has tala
edad adulta tanto en aves como en roedores y primat es; la

ZSV adulta es pues producto de la embrionaria.

La ZSV adulta es una capa discontinua de células

claras y oscuras, muy evidente en la pared lateral de los
ventriculos laterales, de cara al estriado. La orga nizacion
de la ZSV consiste en cadenas de neuroblastos que s e
extienden tangencialmente sobre las paredes del ven triculo
lateral. Estas cadenas estan aisladas de las célula S
ependimales y del estriado por dos tipos de células gliales
(Doetsch, et al. , 1997). La ZSV esta constituida por

diversos tipos celulares:
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e Células Tipo A: Se trata de los precursores
neuronales  migratorios. Estas se  encuentran
formando grupos de 1 a 4 células y estan presentes
en toda la pared lateral de la ZSV y en el TRM. Son

inmunopositivas para PSA-NCAM, Tujl y nestina
(Doetsch, etal. ,1997).

 Células tipo B: Se trata de astrocitos que, al
formar trabéculas, aislan y dan soporte a las
cadenas de células tipo A. Se encuentran en todos
los niveles de la pared lateral de la ZSV y en el
TRM. Presentan inmunorreactividad a GFAP, vimentina

y nestina . Por sus caracteristicas morfoldgicas, se
distinguen 2 tipos de estas, las tipo B1 separan a
las tipo A de las células ependimales, las tipo B2
se encuentran entre las tipo A y el estriado
(Doetsch, etal. ,1997).

» Células tipo C: Son la poblacion que tiene la tasa
de proliferacion mas alta. Se encuentran en
pequefios grupos celulares contactando a las células

tipo A. Estdn presentes en la ZSV pero no en el

TRM. Son positivas al marcaje con nestina
(Doetsch, etal. ,1997).

e Células tipo D: Son los también llamados tanicitos.
Estas células son poco frecuentes en la ZSV y no se
encuentran en el TRM. Estan intercaladas entre las
células ependimales, en contacto directo con la
cavidad ventricular y poseen microvellosidades
(Doetsch, etal. ,1997).

* PSA-NCAM: proteina expresada en sitios de plastici dad neural y por
neuroblastos migratorios en la ZSV y el TRM. TuJ1: marcador para B-
tubulina neuronal. Nestina: marcador de células tro ncales neuro-
epiteliales. GFAP: marcador de astrocitos. Vimentin a: filamento
intermedio expresado por precursores celulares, gli a y algunas
neuronas. (Doetsch, etal. ,1997).
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e Células tipo E: Son las células ependimales que
forman la lamina continua de epitelio cubico
ciliado que recubre los ventriculos. Presentan

inmunorreactividad a GFAP, vimentina y nestina
(Doetsch, etal. ,1997).

Ademés de las células tipo C, las células tipo A 'y B
son capaces de dividirse e incorporar timidina trit iada
(Doetsch, et al. , 1997). Se ha propuesto que las células
tipo B son las células troncales de la ZSV, las cua les dan
origen a las células tipo C, que corresponderian a la
poblacion intermediaria amplificadora, las que a su vez
generan a los neuroblastos que migran hacia el BO ( Alvarez-

Buylla y Garcia-Verdugo, 2002)

B) Cambios en la tasa de proliferacion

El proceso de neurogénesis es extremadamente dinami co.
Diversos estudios han mostrado como, tanto factores
intrinsecos como  extrinsecos, afectan la tasa de
neurogénesis adulta en sus distintas etapas. La
proliferacion en la ZSV se incrementa durante el em barazoy

por la administracion de factores de crecimiento o

neurotransmisores como la dopamina. En contraste, d isminuye
con la edad o por efectos del 6xido nitrico (Ming y Song,
2005). Ademas, bajo distintas condiciones experimen tales,
es posible observar un incremento en la proliferaci on de
progenitores residentes en la zona subventricular, en
especial en modelos animales en condiciones patolég icas

(véase la tabla 4).

GFAP: marcador de astrocitos. Vimentina: filamento intermedio
expresado por precursores celulares, glia y algunas neuronas. Nestina:
marcador de células troncales neuro-epiteliales (Do etsch, et al.
1997).
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Tabla 4. Condiciones en las que se han observado ca

mbios en la proliferacion de ZSV y TRM

Condicion Marcador de
Patolégica Modelo proliferacion Efectos Ref.
Isquemia Oclusién de la arteria BrdU 50 mg/kg de peso; Incremento en el nimero Jin, et
Focal cerebral media en rata V.Ip; 2 dosis al dia de células BrdU *, tanto al. ,2001
Cerebral por 90 minutos. en intervalos de 8 en ZSG como en ZSV.
hrs, 2 dias seguidos; En ZSV el incremento fue
1, 2 6 3 semanas de 8 veces,
después de la simétricamente bilateral
isquemia. y CONn un pico maximo a
las 2 semanas.
Enfermedad Modelo de ratones BrdU 50 mg/kg de peso; Incremento del 50 % en el Jin, et
de Alzheimer transgénicos con V.Ip; 2 dosis al dia numero de células BrdU * al. ,2004

mutacion en la

proteina precursora de
amiloide, que en
humanos produce
aparicion temprana de
Alzheimer autosémica
dominante. En roedores
los sintomas aparecen
entre los 6 y 9 meses
de edad.

en intervalos de 8

hrs, 3 dias seguidos;

1 semana antes del
sacrificio.

Edades usadas: 3 meses

y 1 afio.

en ZSV de animales
transgénicos comparados

con silvestres.



Convulsiones

prolongadas

Enfermedad
de Parkinson

Induccién de estado
epiléptico (EE) en
ratas, por
administracion
sistémica de atropina
y pilocarpina
(convulsivos
quimicos), controlado
2 horas después de
iniciada la actividad

epiléptica

Denervacion
dopaminérgica
transitoria en ratones
utilizando MPTP

Deplecion unilateral
de neuronas
dopaminérgicas en

BrdU 50 mg/kg de peso;
V.Ip; 2 dosis al dia

en intervalos de 1 hr,
los dias 1, 4, 7, 14,

21 6 35 después del
EE. Sacrificados 1 hr
después de la 22 dosis
BrdU 50 mg/kg de peso;
V.Ip; 3 dosis al dia

en intervalos de 2

hrs, el dia 7 después
del EE. Sacrificados
2,4,7 0 14 después

de la administracion

de BrduU.

IHQ contra PCNA
(Proliferating Cell
Nuclear Antigen)

IHQ contra PCNA

Incremento en el nUmero
de células BrdU “enla
ZSV, con un pico maximo
al dia 7 después del EE,
recuperando los niveles

normales para el dia 21.

Incremento en el nimero
de células BrdU “enel

TRM con un pico maximo a

las 2 semanas después del
EE.

Disminucién significativa
en el nimero de células
PCNA tras la denervacion
y recuperacion paralela a
la reinervacion
dopaminérgica en ZSV.
Disminucién en el nimero
de células PCNA
ipsilateral a la lesion.

Parent, et
al. , 2002

Parent, et
al. ,2002

Hoglinger,
etal. ,
2004

Hoglinger,
etal.
2004
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ratas utilizando 6-
OHDA. Tratamiento
farmacoldgico con
levodopa (precursor de
catecolaminas) o
ropinirole (agonista

de receptores tipo D2)
Cultivo de precursores
neurales de raton
(neuroesferas)
tratamiento con
agonistas y
antagonistas
dopaminérgicos

Pacientes humanos
diagnosticados con

Parkinson

Incubacién con BrdU
5 uM durante 12 horas

IHQ contra PCNA

Restauracion ipsilateral
de células PCNA " por
tratamiento con levodopa.
Incremento bilateral de
células PCNA ~ por
tratamiento con

ropinirole.

Sin cambios en la
incorporacion de BrdU con
agonista de receptor tipo
D1. Incrementa
incorporacién con
agonista de receptor tipo
D2. Antagonista de
receptor tipo D2 no
genera cambios pero
previene incremento
observado con agonista.
Disminucién de células
PCNA en individuos
enfermos comparados con
controles que fallecieron
sin desordenes
neuroldgicos.

Hoglinger,
etal.
2004

Hoglinger,
etal.
2004
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C) Migracién celular

Durante el desarrollo temprano la glia radial prove
guias fisicas para la migracion de los neuroblastos
se ha mostrado que la glia radial persiste hasta la
adulta en aves, ésta desaparece del cerebro de los
en los primeros dias después del nacimiento (Alvare
et al. , 2001). Tampoco existe glia radial en el TRM, la v
que conecta la ZSV con el BO. (Cdmo es entonces que
neuroblastos migran desde las ZSV hasta el BO? Se h
qgue las células tipo A hacen uso de la migracién en
para alcanzar su destino. En este tipo de migracion
neuroblastos utilizan interacciones homotipicas en
sustrato de migracion no es un proceso glial o axon
los neuroblastos mismos (Garcia-Verdugo, etal.

Ademas del tipo de sustrato, la migracién a través
TRM difiere de la migracion radial en que la primer
rapida, abarca una mayor distancia y no se limita a
posmitoticas. Por la orientacion del movimiento cel
relacion a la superficie pial, la migracioén a travé
se define como tangencial, y se vuelve radial una v
células llegan al BO y se distribuyen en él (Meneze
2002).

Se han descrito algunas de las moléculas que regula
proceso de migracion. Entre éstas se encuentran fac
solubles y moléculas mediadoras del contacto célula
Los primeros pueden ser atrayentes como las netrina
(parecen ser secretadas por el BO) o repelentes com
moléculas Slit 1 y 2, (producidas en el septum y en
plexos coroideos). Entre las moléculas mediadoras d

tenemos a PSA-NCAM, el gangliosido 9-O-acetilado GD

e de
. Aunque
vida
mamiferos
z-Buylla,
ia
los
a visto
cadena
los
las que el
al sino
1998).
del
a es mas
neuronas
ular con
s del TRM
ez que las
s, etal.
n el
tores
-célula.
S,
o las
los
e contacto

3 asi como
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las efrinas y sus receptores. El ambiente extracelu

via de migracion estd enriquecido con moléculas de
como tenascina-C, proteoglicanos, lamininas e integ
, 2002).

La velocidad de migracion en el TRM se ha estimado

(revisado en Menezes, et al.

a 50 um/hora (Menezes, et al.
microinyeccion de timidina tritiada en la pared lat
los ventriculos laterales es posible observar la di

de las nuevas células. Seis horas después de
microinyeccion la marca se restringe a la ZSV; en |
primeras veinticuatro horas no hay marca en el BO.
después ya se observan células marcadas en el nucle

pero la mayoria se distribuye a lo largo del TRM. Q

después de la inyeccion, casi todas las células con
encuentran en la capa granular y periglomerular del

y Alvarez-Buylla, 1994).

Las células que migran a través del TRM contindan

dividiendose, aunque su tasa de proliferacion dismi
conforme se acercan al BO. Ademas, se ha visto que,
periodo posnatal, la duracién del ciclo celular en
mayor (17.3 horas) que en la ZSV (14 horas) (Smith
1998).

Ademas de diferir en la duracién del ciclo celular,
ha reportado que existen diferencias regionales en
laminar de los progenitores resultantes. Las célula
originadas en el TRM se diferencian preferencialmen
células de la capa periglomerular del BO, mientras
generadas en la porcion anterior de la ZSV en célul
capa granular (Smith y Luskin, 1998).
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Justificacion

La exposicibn a pentéxido de vanadio produce
alteraciones ultraestructurales en las células de | a capa
granular del bulbo olfatorio. Tras suspender la exp osicion a
dicho compuesto durante un mes, estas alteraciones parecen
mantenerse. La neurogénesis en la zona subventricul ar es una
fuente de neuronas que se incorporan al bulbo olfat orio
durante toda la vida, pero, al parecer, no es sufic iente para
revertir el dafio generado por vanadio; una posibili dad es que
también esté alterada como consecuencia de la expos icion al
metal.

Hipotesis

Los animales expuestos a pentoxido de vanadio por v ia
inhalada durante cuatro semanas mostraran una dismi nucién en
la proliferacion de precursores neuronales en la zo na
subventricular y/o en el tallo rostral migratorio, la cual se
mantendrd& al menos un mes después de suspendida la
exposicion.

Objetivo

Evaluar la  proliferacion celular en la zona
subventricular y el tallo rostral migratorio de rat ones
adultos, tras la exposicion subcrénica por via inha lada a

pentoxido de vanadio.
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Objetivos particulares

1. Determinar si hay diferencias en la proliferacion d e

progenitores neurales, mediante la incorporaciéon de

BrdU, entre ratones adultos control, ratones expues tos a
pentoxido de vanadio por cuatro semanas y aquellos que,
tras el protocolo de exposicion a vanadio, se manti enen

en un ambiente libre de dicho metal durante un mes.
2. Determinar si las diferencias de proliferacion celu lar
se presentan con la misma magnitud en la zona

subventricular y/o en el tallo rostral migratorio

Materiales y métodos

ANIMALES

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 de la
colonia de la Facultad de Medicina, con un peso de 35 gramos.
Estos se mantuvieron en cuartos con temperatura, il uminacién
y ventilacion controladas y con libre acceso a alim entoy a
agua.

PROTOCOLO DE EXPOSICION A VANADIO

Las exposiciones se llevaron a cabo en una caja de

acrilico cerrada conectada a un ultranebulizador, q ue emite
vapor de agua o de la solucién de V 2G5 0.02 M con un flujo

continuo de 10 L/minuto. Las exposiciones se realiz aron en
sesiones de una hora, dos veces por semana a lo lar go de un
mes. En la caja de acrilico se alcanza una concentr acion de
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vanadio de 1436 pg/m 3, dicha concentracion puede presentarse
en algunas condiciones laborales (Avila-Costa, et al.
Leonard y Geber, 1994)

Figural . Fotografia del equipo utilizado para la
exposicion a Vv Q. A. Ultranebulizador
B. Caja de acrilico

Los ratones se dividieron aleatoriamente en 3 grupo

Grupo Control : Los animales inhalaron vapor de agua

desionizada durante 4 semanas, al final de éstas fu
sacrificados (n=5).

Grupo Expuesto A (I11m) : Los animales inhalaron vapor de V

0.02M durante 4 semanas, al final de éstas fueron

sacrificados (n=6).

Grupo Expuesto B (I1mNollm) : Los animales inhalaron vapor de

V,O; 0.02M durante 4 semanas y fueron sacrificados un m

después del término de las exposiciones (n=6).

ADMINISTRACION DE BrdU

Los animales se inyectaron, por via intraperitoneal

, 2005.

eron

2G5

es

, con

una solucién de 5’-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) di suelta en

solucion salina, a una dosis de 50 mg/kg de peso, 2 horas, 24

horas y 15 dias antes de ser sacrificados.
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Figura 2. Esquema que ilustra el disefio experimental (para lo s
detalles ver el texto)

OBTENCION DE TEJIDO

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédi co
(45 mg/kg de peso), se perfundieron por via intraca rdiaca con
NaCl 0.9%, seguido de una solucién de paraformaldeh ido al 4%
disuelto en el amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 7.4; PB).
Los cerebros fueron removidos y posfijados en
paraformaldehido por 24 horas a 4°C. Después, para su
crioproteccion, se colocaron en una solucion de sac arosa al
30% a 4°C. Cuando las muestras decantaron, se conge laron en
metilbutano, previamente enfriado en hielo seco y s e

almacenaron a -45°C hasta ser procesadas.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Se obtuvieron cortes sagitales con un grosor de 40 pm en
un criostato a -20°C. Estos se colectaron en cajas de cultivo
de 24 pozos con PB. Después de hacer un lavado con PB +
Tritdbn X-100 al 0.3% (PBT), se incubaron 15 minutos enH ,0 al
3% en PBT. Al término de este periodo se realizaron 3 lavados
de 10 minutos con PBT. Posteriormente se incubaron 2 horas en
formamida al 50% a 65°C y se realizé un lavado de 1 0 minutos
a temperatura ambiente con solucion de citratos (Na Cl 17.5
g/L, citrato de sodio 8.8 g¢/L). Después los cortes se
incubaron 30 minutos en HCI 1 N a 37°C. A esta incu bacion le
siguié un lavado de 10 minutos en borato de sodio O A Ma
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados mas d e 10
minutos con PBT. Las muestras se incubaron con solu cion de
bloqueo (albumina de suero bovino 3%, Tritdn X-100 0.1%,

acida de sodio 0.025% en PB) durante 30 minutos, Yy

posteriormente se incubaron toda la noche con el an ticuerpo
primario monoclonal contra BrdU (Roche), diluido 1: 500 en
solucion de bloqueo. En los cortes utilizados como controles
se omitié la incubacion con el anticuerpo primario. Al dia
siguiente se realizaron tres lavados mas de 10 minu tos con
PBT, y se incubd con el anticuerpo secundario gener ado en
cabra contra inmunoglobulinas de ratén acoplado a b iotina
(1:500 en solucién de bloqueo; Chemicon), durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados mas d e 10

minutos con PBT. Se incubé con el complejo avidina-

peroxidasa por 90 minutos (Kit Elite ABC, Vector) y se
hicieron 3 lavados de 10 min con PBT a temperatura ambiente.
La actividad de peroxidasa se reveld con diaminoben cidina y
peréxido de hidrégeno de acuerdo al protocolo recom endado por
el proveedor (Vector). Posteriormente los cortes se montaron
en laminillas, se dejaron secar y se cubrieron con cytoseal.
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Figura 3. A. Dibujo de un corte sagital del cerebro de ratéon qu e

ilustra la posicion relativa de la zona subventricu lar que se
muestra en B y en C. B. Fotomicrografia de un corte sagital del

cerebro de un animal intacto que muestra células in munopositivas
para BrdU (flechas; también ver inserto) C. Fotomicrografia de un
corte sagital del cerebro de un animal intacto que muestra un
control negativo de la inmunohistoquimica (mismo qu e en B. sin
incubar con el anticuerpo primario). VL-ventriculo lateral. Escala

20 um

CUANTIFICACION DE LAS CELULAS MARCADAS

Los cortes tefiidos para BrdU fueron utilizados para
realizar dibujos bidimensionales (aumento 4x) de la zona
subventricular y del tallo rostral migratorio con | a guia de
una camara ldcida. Estos dibujos se utilizaron para

determinar los campos en los que se contarian las ¢ élulas
marcadas a lo largo de la estructura. Estos fueron en namero
de nueve por corte (i.e., por dibujo), cuatro en la zona
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subventricular y cinco en el tallo rostral migrator
tuvieron una separacion de 300 um. Nuevamente con a
tubo de dibujo, utilizando un objetivo de 40x, se m
sobre una hoja de papel todos los nuacleos celulares
fueron inmunopositivos para BrdU dentro de cada cam
Posteriormente los dibujos se digitalizaron y se cu

el numero de células marcadas utilizando el program
Después se dividid el numero de células por unidad
para obtener la densidad de células marcadas. La de
promedid campo, por animal y por grupo de animales.
promedios fueron comparados entre grupos mediante |
estadistica t de Student, considerando significativ

valores de p <0.05.
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Resultados

La densidad promedio de células que incorporaron Br dU en
la zona subventricular y a lo largo del tallo rostr al
migratorio en su conjunto, fue similar entre los an imales
control (promedio * error estandar: 712 £ 124 célul as/mm?) y
aquellos expuestos a pentoxido de vanadio durante c uatro
semanas (641 = 72 células/mm 2). En contraste, al evaluar el
grupo que tras la exposicion se mantuvo durante un mes en un
ambiente libre de vanadio (I1mNollm), se observé un a clara

tendencia a la reduccion de la densidad de células
inmunopositivas para BrdU (434 + 48 células/mm %) respecto al
grupo control (721 £ 124 células/mm %). Sin embargo, esta
tendencia no alcanzd significancia estadistica (p = 0.053)
(figura 4).
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Figura 4. A. Grafica que muestra el total de células
inmunopositivas a BrdU por unidad de é&rea en los tr es grupos
estudiados (promedio + error estandar). B. Fotomicrografia de un
corte sagital del cerebro de un animal control; en el inserto,
acercamiento de la zona sefialada. C. Fotomicrografia de un corte
sagital del cerebro de un animal expuesto (I11m); en el inserto,
acercamiento de la zona sefialada D. Fotomicrografia de un corte
sagital del cerebro de un animal que, tras el proto colo de
exposicion, fue mantenido un mes en un ambiente lib re de vanadio
(IlmNollm); en el inserto, acercamiento de la zona sefialada
(Escala para B. C. y D. 100 um; escala insertos 20 um. VL-
ventriculo lateral).

Con el objetivo de evaluar si la tendencia observad a se
presenta tanto en la ZSV como en el TRM o0 si existe n
diferencias entre dichas estructuras, se compararon los
promedios obtenidos por grupo en cada zona por sepa rado. Este
analisis permiti6 documentar una reduccién signific ativa
(p=0.047), del 38.75 %, en la densidad de células q ue
incorporaron BrdU en el tallo rostral migratorio de | grupo
[ImNollm (406 £ 40 células/mm %), respecto a la del grupo
control (663 + 114 células/mm ) (Figura 5). Esto no se

observo en la zona subventricular (no se muestra).
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Figura 5.
area en el TRM del grupo control y del grupo que, t

de exposicion a vanadio, fue mantenido durante un m
ambiente libre de dicho metal (ILmNol1m). * p=0.047.

Finalmente, la ZSV parece estar organizada en &reas

discretas  (Doetsch, et al 1997) que
preponderantemente la generaciéon de linajes especif
Ademas, existen evidencias de que el tallo rostral

también podria estarlo. Con el objetivo de evaluar
efecto de la exposicion a vanadio sobre la densidad
células inmunopositivas a BrdU, observado en el TRM
[ImNollm

compartamentalizacion, se

respecto al control, podria reflejar ciert

compararon los promedios
densidad por campo en ambos grupos (Figura 7A). Aun
mayoria de los campos hay una tendencia a encontrar
células marcadas por unidad de area en los animales
I1ImNollm, solamente se encontré una diferencia sign

de dicha reduccién en el campo R4 (p=0.017) (Figura

Numero de células inmunopositivas a BrdU por unidad
ras el periodo
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Figura 7. A. Esquema que ilustra la posicion relativa y la

nomenclatura de los campos evaluados a lo largo del

los distintos grupos de animales (VL ventriculo lat

Gréfica que muestra la densidad de células inmunopo

BrdU de los campos evaluados en el TRM de ratones

ratones que, tras el periodo de exposicién a vanadi
mantenidos durante un mes en un ambiente libre de d
(I2mNol1m). Promedio + error estandar; *p=0.017.
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Discusion

La sobrexposicion a vanadio conduce a trastornos

neurolégicos que se acompafian de alteraciones
funcionales en el sistema nervioso central. Un ejem
esto fue reportado recientemente en el bulbo olfato
ratones expuestos por via inhalada a pentéxido de v
durante una a seis semanas. Las células granulares
region cerebral mostraron alteraciones ultraestruct
compatibles con citotoxicidad. Es interesante sefial
estos cambios no parecen revertirse después de tran

un mes de terminado el periodo de exposicion. Debid

BO recambia la poblacién de neuronas granulares reg

uno esperaria que al mes de finalizada la exposicio
recuperase su morfologia normal. EI hecho de que es
ocurra en los animales expuestos a vanadio sugiere
recambio neuronal pudiese estar alterado. Los resul
obtenidos en este trabajo, son compatibles con esta
idea. La densidad celular en la zona subventricular
tallo rostral migratorio en conjunto disminuyd, si
significativamente, en el grupo de ratones que tras
exposicion fue mantenido en un ambiente libre de va
durante un mes, respecto al grupo control y al grup

por cuatro semanas. El analisis mas detallado de la

revelé6 que el efecto mas profundo se presenta sobre
proliferacion de las células del TRM, en particular
region inicial de éste, en donde dicho decremento a
significancia estadistica. De esta forma nuestros r

apoyan la idea de que la exposicion a vanadio tiend

reducir la generacion de células nuevas en el cereb
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Finalmente, si el liquido cerebro-espinal sirve com 0 medio de

transporte para que el vanadio entre al parénquima cerebral,
como se ha sugerido (Avila-Costa, et al. , 2005), es
entendible que el efecto observado se presente en u n area

préxima a la cavidad ventricular.

Una pregunta que surge con respecto a los resultado S
obtenidos se relaciona con los posibles mecanismos a traves
de los que el vanadio pudiese afectar la generacion de
neuronas nuevas en la ZSV y en el TRM de los ratone s adultos.

Si bien desconocemos dichos mecanismos, se ha obser vado que:

1) La regulacion de la proliferacion y la diferenci acion de
las células troncales neurales provenientes de la Z SV es
mediada por reguladores del ciclo celular como p19 (Coskum y
Luskin, 2002), el cual actia a travées de MDM2 y p53 para
inducir la expresion de p21 (Park, et al. , 2004), y asi,
inhibir la proliferacién conforme las células se ap roximan al
BO. In vitro se ha demostrado que compuestos que contienen

vanadio son capaces de detener la progresion del ci clo
celular mediante la activacion de reguladores como p2l y la
cinasa Chkl (Zhang, et al. , 2001, 2003). Una posibilidad es

gue estos mecanismos sean desencadenados en nuestro modelo de
exposicién a vanadio y que el efecto observado se d eba a una
expresion anticipada de reguladores del ciclo celul ar.

2) Recientemente, estudios in vivo e in vitro han permitido
definir al 6xido nitrico (ON) como un inhibidor fis iolégico
de la neurogénesis adulta (Matarredona, et al. , 2005). En
modelos animales y en cultivos celulares, la exposi cion a
compuestos que contienen vanadio incrementa la acti vidad de
la Oxido nitrico sintasa, la enzima responsable de la
sintesis de este mensajero intercelular (Garcia, et a.
2005. Cortizo, et al. , 2000). Es posible pensar que en
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nuestro modelo de estudio exista un aumento en la s intesis de

ON que promueva la inhibicion de la proliferacion.

3) Una tercera posibilidad es que la disminucion en la
proliferacion observada sea consecuencia de una dis minucién
en la inervacion dopaminérgica. In vivo e in vitro se ha
demostrado que una deficiencia de dopamina disminuy e la
proliferacion de células de la ZSV (Hoglinger, etal. ,2004).

Ademas, en el modelo de exposicion a pentoxido de v anadio por

via inhalada, que se utilizé en este trabajo, previ amente se

mostro una  disminucion en el nimero de células

inmunopositivas a tirosina hidroxilasa, la enzima | imitante
en la sintesis de catecolaminas, en sustancia nigra (Avila-
Costa, etal. ,2004).

4) Por ultimo, en el modelo de exposicion utilizado en esta
tesis también se ha demostrado que la inhalacion cr onica de
pentoxido de vanadio disminuye el porcentaje de cél ulas
positivas a v-tubulina en células de testiculo (Mussali-

Galante, et al. , 2005). In vitro se ha observado que
compuestos pentavalentes de vanadio afectan compone ntes del
citoesqueleto como la proteina B-tubulina, la ATPasa de
dineina y la ATPasa de miosina (Ramirez, et al. , 1997.
Goodno, 1979. Shimizu y Jonson, 1983). Dado que la estructura
del citoesqueleto es fundamental para los procesos de
division celular y migracion, es posible suponer qu e el
efecto observado sea consecuencia de alteraciones e n el
citoesqueleto promovidas por la exposicién a vanadi 0.

Una de las observaciones interesantes realizadas en este
trabajo se relaciona con el efecto deletéreo, relat ivamente
selectivo, de la inhalacion de vanadio sobre densid ad de las
células que incorporan BrdU en la region inicial de | TRM.
Esta observacion sugiere que a lo largo del TRM exi sten
compartimentos  discretos cuya sensibilidad a agente S
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citotoxico difiere. Ademas, esta observacion apoya la idea de
que estos compartimentos también pudieran represent ar
subdivisiones morfo-funcionales en condiciones norm ales. En

apoyo a esta posibiidad se ha mostrado que existen

agrupaciones de células troncales al inicio del TRM que dan
origen a neuronas granulares (Smith y Luskin, 1998; Mendoza-
Torreblanca, et al ., comunicacion personal), mientras que

aquellas presentes en los dos tercios anteriores de la misma
estructura generan predominantemente neuronas

periglomerulares. También se ha observado que las
neuroesferas derivadas del tercio anterior del TRM originan
una proporcion mayor de oligodendrocitos, en compar acion con

los dos tercios posteriores. Adicionalmente a lo ya

discutido, la generacion de compartimentos a lo lar go del TRM
se puede explicar por la heterogeneidad estructural que se
presenta a lo largo de esta estructura. Ademas de d iferencias
en la composicion celular, existen gradientes de fa ctores
solubles que guian la migracion de los neuroblastos a lo
largo de la via ZSV-TRM (Jankovski y Sotelo, 1996. Menezes,
et al. , 2002). Estos factores podrian repercutir en la

sensibilidad de las células que ocupan cada regién, 0 bien

inducir una distribucion heterogénea del vanadio.

El hecho de que la exposicion a pentoxido de vanadi 0 se
asocie a efectos tardios en los animales que, tras el periodo
de exposicion, fueron mantenidos en un ambiente lib re de este
metal durante un mes es dificil de explicar. Se sab e, sin
embargo, que concentraciones bajas de vanadio en la s células
permanecen unidas a moléculas hidrofébicas sin prod ucir una
toxicidad inmediata, pero si en el largo plazo (Muk herjee, et
al ., 2004). En el modelo de estudio utlizado, la
concentracion de vanadio en cerebro durante el peri odo de
exposicion se estabiliza entre 0.1 y 0.15 ug por gr amo de
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tejido seco (Avila-Costa, et al., 2005). Desafortun

se desconoce qué pasa con la concentracion del meta

suspendidas

posible que el vanadio siga ejerciendo alguno de lo
sugeridos, ya sea la acumulacion de reguladores del
celular, la sintesis de ON o la deplecion dopaminér

que sea hasta después de suspendidas las exposicion

vanadio que se alcanza una concentracion umbral de

suficiente

proliferacion.

Conclusion

las exposiciones. De mantenerse elevada

desencadenar inhibicion

La exposicion a pentéxido de vanadio por via inhala
tiene como consecuencia una disminucién en la proli
de precursores neuronales en el cerebro adulto. Sin
los efectos se presentan en el largo plazo y, de ma
particular, en la regién caudal del tallo rostral m
Esta dltima observacion es importante debido a que

existencia de compartimentos discretos a lo largo d

ZSV-TRM.
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