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VCI; Tetracloruro de Vanadio

VOCI; Oxitricloruro de vanadio

VOSO, Sulfato de Vanadilo

Hg: Microgramos

MM: Micrometros

Zn: Zinc




l. Resumen.

La contaminacion ambiental es uno de los problemas que existen en las
grandes ciudades, tales como la Ciudad de México, la cual presenta gran
cantidad de agentes como las particulas suspendidas totales las que tienen
metales adheridos en su superficie como el vanadio, metal que se ha
incrementado en las ultimas décadas. Se tienen algunos reportes acerca de
los efectos adversos que este puede tener sobre el bulbo olfatorio. Se ha
reportado un decremento en el numero de espinas dendriticas y en el tamafio
del soma, muerte por necrosis y apoptosis en las neuronas granulosas del
bulbo olfatorio e incremento en las gelatinasas ocasionado por el V,0s. Por lo
que el objetivo de este trabajo es analizar el efecto del pentoxido de vanadio
sobre la preferencia olfatoria innata y la presencia de las gelatinasas en la zona
glomerular y la zona de la granulosa del bulbo olfatorio con relacion al tiempo
de inhalacion en un modelo murino de exposicion. Se utilizaron ratones
machos de la cepa CD-1, con un peso de 30-35 gramos. Se establecieron dos
grupos, un grupo control (el cual fue expuesto a agua desionizada), y un grupo
expuesto a pentoxido de vanadio 0.02 M .Las exposiciones se llevaron a cabo
en una caja de acrilico conectada a un ultranebulizador, que emite vapor de
agua o de solucion de V20s. Las exposiciones se realizaron en sesiones de
una hora, dos veces por semana durante 4 semanas. Durante este tiempo los
ratones fueron sometidos a una prueba de preferencia olfatoria. Sacrificandose
después de la 2, 3 y 4 semanas, se obtuvo el bulbo olfatorio, se procesaron
con la técnica histologica ordinaria y se les realizo la técnica de
inmunohistoquimica para las gelatinazas Ay B. Se le realizo un analisis por
densitometria Los resultados mostraron alteracién de la funcion olfatoria, hubo
cambio en la preferencia por odorantes, ademas de disminucion en los tiempos
de olfaccion y por otro lado aumento significativo de la marca de cada una de
las gelatinasas (A y B) conforme al tiempo de exposicion a V,0s, tanto en la
zona de la glomerular y la granulosa del bulbo olfatorio. La gelatinasa A se
incremento desde la segunda semana de exposicion en la zona glomerulary a
partir de la tercera semana en la zona de la granulosa. Por otro lado la
gelatinasa B tuvo un incremento desde la segunda semana en ambas zonas.
De nuestros resultados podemos mencionar que el V,0s5 esta ocasionando una
alteracion de la funcion olfatoria ademas de un incremento de las gelatinasas
en la zona glomerular y granulosa del bulbo olfatorio, lo cual lo podria estar
relacionado con la perdida de espinas dendriticas en las neuronas granulosas
anteriormente reportado. Ademas el pentoxido de vanadio produce especies
reactivas de oxigeno, las cuales activan la produccion de las gelatinasas y su
incremento se ha asociado a enfermedades neurodegenerativas tales como el
Parkinson y el Alzheirmer.



Il. Introduccion.

Il.I. Contaminacién

Contaminacién es definida por la ley general del equilibrio ecologico y
proteccion al ambiente (LGEEPA) como la presencia en el ambiente de uno o
mas contaminantes o de cualquier combinacion de ellos que cause

desequilibrio ecologico.

Il.Il. Contaminacion atmosférica

Contaminacién atmosférica se define como la presencia de sustancias en el
aire que en ciertas cantidades pueden ser perjudiciales para la vida, afectando
estructuras, materiales y ocasionar cambios en las condiciones meteorologicas
o climaticas. En este sentido, un contaminante atmosférico es aquel agente
(quimico o biolégico) que al agregarse al aire puede modificar sus
caracteristicas naturales (Vallejo et al 2003). Entre estos agentes podemos
mencionar a las particulas suspendidas, diéxido de azufre, didxido de nitrogeno,
ozono, monoxido de carbono (Katsouyanni y Pershagen, 1997), gases acidos,
materia organica volatil, solventes, pesticidas bioaerosoles y metales (Curtis et
al. 2006). A este rubro de contaminantes también se pueden anadir todos
aquellos factores que inciden sobre la atmodsfera, como el calor, el ruido y la
radiacion (Vallejo et al 2003). A los metales se les asocia directamente con un
impacto negativo en la salud (Lacasana-Navarro et al 1999) debido a que los
contaminantes atmosféricos son gases que interaccionan facilmente con otras
moléculas por lo que, al entrar en contacto con el aparato respiratorio,
inmediatamente reaccionan y activan mecanismos de defensa que no permiten
que se transporten ni se absorban. Sin embargo, aunque el aparato respiratorio
funcione como un eficiente filtro del aire inhalado, es un hecho que los
contaminantes ingresan en los fluidos internos hasta llegar a invadir todo el

cuerpo.



Los contaminantes se pueden dividir en: Contaminantes primarios: Son los
que permanecen en la atmosfera tal y como fueron emitidos por la fuente. Para
fines de evaluacion de la calidad del aire se consideran: 6xidos de azufre,
monoxido de carbono, 6xido de nitrégeno, hidrocarburos, metales y particulas.
Contaminantes secundarios: Son los que han estado sujetos a cambios
quimicos, o bien, son el producto de la reaccion de dos o mas contaminantes
primarios en la atmodsfera. Entre ellos destacan oxidantes fotoquimicos y
algunos radicales de corta existencia como el ozono (O3).

Los contaminantes atmosféricos pueden ser emitidos por dos tipos de
fuentes: naturales o antropogénicas. Las naturales: en general, solo una
pequefia fraccion de los contaminantes de la atmdsfera es emitida por fuentes
naturales, entre estas se encuentran las erupciones volcanicas y las geoldgicas.
Antropogénicas: son las generadas por las actividades humanas. (Curtis et al
2006) Estas fuentes se han clasificado en fijas y moviles. Fijas: Entre las
principales fuentes fijas se cuentan minas, refinerias, centrales hidroeléctricas,
termoeléctricas, sitios en donde se desarrollan procesos industriales, lugares
de almacenamiento y distribucion de gasolina, etc. Mdviles: las principales
fuentes méviles de contaminacion atmosférica son los vehiculos de combustién
interna. Los contaminantes generados por estos son diferentes de los que
proceden de las fuentes fijas (Flores, 2004)

Desafortunadamente varias ciudades estan produciendo gran cantidad de
contaminantes y las causas de esto tiene que ver con deficiencias tecnoldgicas,
con el incremento del consumo de combustibles generado por la falta de
eficiencia, las elevadas concentraciones demograficas e industriales y el rapido

aumento del numero de vehiculos automotores.
IL.IIl. Contaminacion ambiental en la Ciudad de México.

La Ciudad de México es una de las mas grandes y contaminadas del mundo,
esta situacion se debe a distintos factores entre los que destacan, que la
ciudad se encuentra en una cuenca hidrolégica casi cerrada a 2, 240 m. sobre
el nivel del mar, ocupando casi 5000 km?, la cual esta rodeada por grandes



cadenas montafiosas que dificultan la circulacion del viento, e impiden el
desalojo de los contaminantes generados, ambas situaciones favorecen las
inversiones térmicas. Otro factor se debe a la altura de la ciudad, la
concentracion de oxigeno es 23% menor que la existente al nivel del mar. Esto
promueve que los procesos de combustion interna de los motores sean menos
eficientes y mas contaminantes (Leal et al 1997). Por otro lado la zona
metropolitana cuenta con una poblacion estimada de 20 millones de habitantes
(aproximadamente el 25% de la poblacion total del pais) (Vega et al 2002;
Molina y Molina, 2004), un acelerado incremento poblacional, (de 2.9 millones
en 1950 a 18.2 millones en el afio 2000) un area aproximada de 1300 km?
(Vega et al 2002), con aproximadamente 2.7 millones de vehiculos y cerca de
35, 000 industrias, la cual presenta altos indices de contaminacion (Riveros et
al 1997)

Esto se debe en gran parte al desarrollo industrial y a la generacion de
infraestructura en los ultimos afios que han generado la concentracion 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 de energia muy importante y son dos de las principales
fuentes de contaminacion. (www.fimevic.df.gob.mx/problemas/problemasdemov.
htm,2002).

El sector transporte aporta casi el 70 % de las emisiones por lo que es una
de las principales causas de contaminacion atmosférica (PNUMA, 2002) De
esta manera, la suma de todos estos factores resulta en una situacién

ambiental critica.

En la Ciudad de México y el area metropolitana se monitorean
continuamente las cantidades de dioxido de azufre, didxido de nitrégeno,
monoxido de carbono, hidrocarburos y ozono. Adicionalmente, las particulas

suspendidas totales, solo son monitoreadas semanalmente (Semarnat, 2002).



ILIV. Particulas suspendidas.

Las particulas suspendidas son un contaminante constituido por material
liquido y solido de muy diversa composicién y tamafo, que se encuentra en el
aire. Estas forman una mezcla de muchas clases de contaminantes, producto
de wuna gran cantidad de procesos naturales y antropogénicos.

(http://www.ine.gob.mx/ueajei/publicaciones/gacetas/460/particulas.html).

El origen de las particulas suspendidas incluye procesos de combustién en
vehiculos, principalmente aquellos que usan diesel, industrias de fundicién,
pinturas, ceramica y plantas productoras de energia. La erosion, las tolvaneras
y los incendios forestales constituyen también una fuente natural de particulas

en el aire (Mujica y Figueroa. 1996).

Por su origen, las particulas pueden definirse como primarias y secundarias.
Las primarias son aquellas producidas directamente por alguna fuente
contaminante. Y las secundarias son aquellas formadas en la atmdsfera, como

resultado de la transformacion y/o mezcla de gases y/o particulas primarias.

Una clasificacion para las particulas suspendidas se basa en su tamano, que
se mide en términos de su diametro aerodinamico (Englert 2004 ):

* Particulas gruesas: poseen un diametro aerodinamico menor a 10um
(PM10) y mayores a 2.5um (PM2.5) (Vallejo et al 2003, Englert 2004).
Estan compuestas principalmente por silice, titanio, aluminio, sodio,

hierro, cloruros (Vallejo et al 2003, Molina y Molina 2004).

* Particulas finas: con un diametro aerodinamico igual o menor a 2.5
(PM2.5) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Estan compuestas por
productos derivados de la combustion (Fernandez et al 2003) e incluyen
carbono, plomo, vanadio, dioxido de azufre y nitrogeno (Vallejo et al.
2003)

* Particulas ultrafinas: con un diametro aerodinamico menor a 0.1um
(PMO0.1) (Vallejo et al 2003, Englert 2004). Estan compuestas por



productos de las quemas agricolas y forestales, y por la combustion de
gasolina y diesel. Estas por lo regular tienden a unirse a particulas de

mayor tamafo (Vallejo et al 2003).

Estudios sobre PST realizados en la Ciudad de México, reportaron que los
niveles de vanadio mas elevados se presentaron en la época de fri6 seco,
especialmente en la region suroeste de la ciudad. En la época de frio, la
concentracion de vanadio, asociado a particulas menores a 2.5 ym, fue de 15 a
93 ng/m® mientras que en particulas menores a 10um fue de 22 a 114 ng/m?>.
En la época de mayor temperatura los niveles disminuyeron a valores menor a

10 ng/m* en ambos tipos de particulas (Gutierrez-Castillo et al 2006).

Los principales componentes de las particulas son los metales (plomo, hierro,
vanadio, niquel, cobre, platino) asociados a un nucleo de carbono elemental
puro, compuestos organicos, material de origen bioldgico (virus, bacterias,
restos de animales y plantas, tales como fragmentos de polen), iones (sulfatos,
nitrato y acidez) y gases reactivos como el ozono, peroxidos y aldehidos (EPA
1999). También se han atribuido efectos en la salud a las particulas
secundarias, compuestas por sulfatos de amonio, nitratos de amonio vy
compuestos organicos secundarios, y producidas en la atmdsfera por reaccidn
de los gases y las particulas primarias con compuestos organicos reactivos
(HEI 2002).

Il.V. Vanadio

El vanadio (V) y sus compuestos han despertado interés debido a que
en los ultimos afnos han incrementado gradualmente su concentracion tanto en
el ambiente como en los organismos, lo cual aumenta su elevado potencial

toxicoldgico (Altamirano, 1993)

El V fue descubierto por el minerdlogo del Rio en 1813, el cual lo llamo

‘pancronium” porque ocurren varios cambios de color durante la transicion de



varios estados oxidativos. Mas adelante, Nils Sefstrom lo nombro vanadio, en
honor a la diosa Vanadis. (Morinville et al 1998)

Il.V.I. Caracteristicas generales

Por sus caracteristicas quimicas, se identifica por ser el primer elemento del
quinto grupo de la tabla periddica de los elementos, ocupando el lugar 23.
Siendo un metal de transicion, con un numero atomico de 23 y masa molecular
de 50.9415 g/mol. Su posicion esta cerca de los elementos esenciales. En su
estado puro es un metal ductil de color plateado brilloso o ligeramente blanco y
de textura suave. Posee una densidad de 6.11g/cm® a 18.72, su punto de
ebullicibn se da entre los 1880 y los 1900°C, es soluble en agua. En la
naturaleza no es comun el V elemental ya que es altamente reactivo y tiende a

combinarse con el oxigeno, el carbono y el nitrogeno (Barceloux, 1999).

Su quimica es compleja debido a que presenta diferentes estados de
oxidacion que van desde el -1 al +5, pero se encuentra con mayor frecuencia
en +3, +4 y +5. El estado de oxidacion mas estable es la forma cuadrivalente o
vanadil. La forma en la cual se encuentre el metal depende del pH, en
soluciones acidas debajo de 3.5 de pH existe el vanadil, mientras en
soluciones basicas se encuentra formas tales como el ortovanadato; pero el V
se comporta de forma pentavalente si se encuentra en soluciones neutras.
Este ultimo es el compuesto mas tdxico, ya que puede entrar con facilidad a la
célula donde es reducido a vanadil. (Barceloux, 1999, Fortoul et al 2002;
Ivancsits, 2002)

El pentdéxido de vanadio (V20s), es el compuesto mas comercial, es una sal
de color amarillo-rojizo, con punto de fusién de 1750°C y punto de ebullicion de
690°C, es un agente quimico peligroso, su limite de exposicion ocupacional a
polvos y humos es de 0.05 mg/m3 (Barceloux, 1999)



I.V.Il. Fuentes de emision y usos

En cuanto a su abundancia, el V es un elemento ampliamente distribuido en
el planeta; representa de 100 a 200 particulas por millon (ppm) de la corteza
terrestre siendo el vigésimo segundo elemento mas abundante de esta.
(Leonard y Geber, 1994. Mukherjee et al 2004), mientras que en la corteza

oceanica ocupa el trigésimo cuarto lugar en abundancia, teniendo 2 ppm.

A nivel mundial, se calcula que cerca de 280 toneladas de vanadio son
emitidas al ambiente cada afio; 70 de estas son originadas por fuentes
naturales y el resto por fuentes antropogénicas. Los niveles de vanadio mas
altos se reportan en zonas urbanas (Leonard y Geber, 1994). Las
concentraciones de este van a depender de las condiciones geograficas y
estacionales (Barceloux, 1999).

Un tercio del V atmosférico proviene de polvos continentales, aerosoles
marinos y emisiones volcanicas que aportan bajas concentraciones de este
metal desde 0.001 a0.002 ng/m3 en el polo norte (Altamirano, 1993) El resto es
generado por fuentes antropogénicas pues se trata de un metal frecuentemente
utilizado en la industria moderna para la produccion de aleaciones de acero y
no ferrosas, catalisis para la produccion de acido sulfurico, manufactura de
semiconductores, colorantes (e.g. pigmentos amarillos) y ceramica (Barceloux,
1999). Los principales paises productores de vanadio son Sudafrica, Rusia,
Estados Unidos, Finlandia y China (Leonard y Geber, 1994).

Aunque el V es un metal ampliamente distribuido en la naturaleza, raramente
se encuentra en su estado nativo, generalmente se extrae de minerales como
la vanadinita, la patronita y la carnosita (Leonard y Geber, 1994). Se estima
que hay una correlacion entre el contenido de los elementos metalicos en la
corteza terrestre y su contenido en el petroleo; el V es muy abundante en este,
especialmente en el que proviene de regiones como Kuwait, Iran, lrak,
Venezuela y el golfo de México, asi como en los productos de su refinacion
(Vouk y Piver, 1983 Fortoul et al 2002).



El V, junto con el niquel y el zinc, se encuentran en muy altas
concentraciones en la fraccion residual mas pesada del petrdleo, la cual se
utiliza en plantas generadoras de energia y calentadores comerciales. El V es
emitido a la atmosfera en las formas quimicas de Pentdxido de vanadio (V20s),

Metavanadato de amonio (NH4VO3), Metavanadato de sodio (NaVvOs),
Tetroxido de vanadio (V204), Ortovanadato de sodio (NazVO,),
Oxitricloruro de vanadio  (VOCIs), Sulfato de Vanadilo (VOSOQ.), Tetracloruro
de Vanadio (VCly), Oxidicloururo de vanadio (VOCIy), y Trioxido de

vanadio  (V203) (Vouk y Piver, 1983).

Ademas de las fuentes inorganicas de V, de manera habitual lo podemos
encontrar en algunos alimentos tales como cereales, pescado, fruta seca, y
vegetales (Mukherjee et al 2004). Se calcula que la ingesta diaria de V es
aproximadamente de 10 a 60 g/dia (Altamirano, 1993). Se estima que los
productos marinos, tales como los mariscos, presentan mayor contenido de
dicho metal que los de animales terrestres (Barceloux, 1999). En algunos
estudios se examino la cantidad de V en los alimentos que se ingieren en la
dieta cotidiana y el riesgo toxicologico que representa (EFSA, 2004). En los
alimentos que se encuentran en un estado de oxidacion Il y IV, las
concentraciones de peso fresco de grasas, aceites, frutas y vegetales van de 1
a 10 pg/kg; en granos, alimentos de mar y carnes de 5 a 40 ug/kg; en eneldo o
pimienta negra las cantidades detectadas se encuentran en 431 y 987 ug/kg,
respectivamente y en tabaco para fumar de 1 a 8 10 pg/kg. Se ha estimado
que la ingesta de V en la dieta en promedio es de 13 a 1510 pg/dia (French y
Jones 1993).

Debido a la dureza y a su capacidad para formar aleaciones, el V es
frecuentemente utilizado como constituyente del acero que se emplea para
fabricar herramientas, implantes ortopédicos (lvancsits et al 2002) y maquinaria
(Barceloux 1999). También su wuso comun en la manufactura de
semiconductores, reveladores fotograficos y agentes colorantes; para la

produccion de pigmentos amarillos y ceramicas.



El vanadato, las sales y los 6xidos de V se emplean como catalizadores para
la produccién de acido sulfurico, en la purificacion de gases y en la oxidacion

de etanol (Barceloux 1999)

El V205 es el compuesto mas empleado (lvancsits et al 2002) y comercial, es
también el material principal para la produccion de otros compuestos de
vanadio (Dill et al 2004). Por otro lado, es la forma mas comun en situaciones
de exposicion industrial (Dill et al 2004). Es usado como un catalizador para
una variedad de gases en la fase de oxidacidén, particularmente en la
conversion de didéxido de sulfuro a trioxido de sulfuro durante la manufactura de
acido sulfurico. También es usado en algunos pigmentos en la industria

ceramica impartiendo un color de café a verde (Fortoul et al 2007)

ILV.III. Niveles de vanadio en el ambiente

Para el personal ocupacionalmente expuesto, el limite de exposicion
permisible determinado por la Administracion para la Salud y Seguridad
Ocupacional (OSHA) es 0.5mg/m3 en el aire (Dill et al 2004). En el caso de las
areas urbanas, el nivel medio de vanadio es las ciudades con un alto consumo
de combustibles fosiles es 0.62 pg/m3 comparado con 0.011 ug/m3 en las
zonas rurales (Fortoul et al 2002).

I.V.IV. Vias de Exposicion

Nos encontramos expuestos a este metal de diversas formas (Figura 1), una
de las principales vias de exposicion a vanadio es la inhalada, la cual es muy
importante dado que el vanadio se ha convertido en uno de los principales
contaminantes del aire en las grandes ciudades, emitiéndose en grandes
cantidades anualmente en la atmésfera (Barceloux, 1999) La exposicién por
inhalacion al metal es muy importante ya que es la ruta por la cual produce mas
efectos téxicos. Se considera que por medio de esta via se absorbe hasta el
90% (Leonard y Geber, 1994) Las concentraciones en el ambiente varian
dependiendo de la cercania con las fuentes emisoras (Ding et al. 1999).
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Figura 1.Vias de absorcion, distribucion y excrecion del Vanadio
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La exposicidon cronica a este contaminante se refleja en la acumulacién de V
en la poblacion y en los niveles en los distintos érganos. Se observd
incremento significativo en la concentracion de V, 0.3 ug/g de tejido seco en
tejido pulmonar de autopsias de habitantes de la Ciudad de México durante los
afios noventa respecto a los de los afios 60s. Esto puede ser consecuencia del
incremento en el consumo de derivados del petréleo como la gasolina (Fortoul
et al. 2002)

Otra via de exposicion a V es la enteral, debido a que éste se encuentra en
el agua y en algunos alimentos. La absorcion de este va a depender de la
dieta, puesto que algunos de los alimentos son ricos en vanadio; sin embargo,
la absorcion de vanadio por via gastrointestinal es considerablemente baja
(Murherjee et al. 2004), siendo entre el 1- 2% del metal que es ingerido
(Barceloux, 1999)

Por otro lado también esta la absorcion dérmica de vanadio, en la cual
algunos estudios han demostrado que el vanadio no penetra la piel humana,
esto es debido a que es un compuesto metalico poco hidrosoluble, por lo que

es la ruta de exposicion con menos absorcién(Barceloux, 1999)

Se tienen reportes que algunos de los tejidos donde mayormente se
concentra este elemento son el tejido hematopoyético, adiposo, Oseo, el
higado, los rifiones, el bazo, los testiculos, los pulmones (WHO, 2001;
Rodriguez y Altamirano, 2006) y el cerebro (Avila-Costa et al. 2005).

I.V.V. Toxicocinética

La toxicidad del V depende de una variedad de factores que incluyen: la
via de exposicion, la dosis, la sensibilidad del érgano. Ademas de que la
toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta dependiendo de la valencia,
siendo la forma pentavalente la mas toxica (Barceloux, 1999).
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El V puede ser altamente toxico para los humanos y algunos animales
debido a que puede afectar importantes funciones celulares (Altamirano-
Lozano et al. 2002) como ciclo celular, vias de sefializacion y sobrevivencia
celular tanto in vitro como in vivo (SCF 2004). Este puede interferir con
sistemas enzimaticos que contienen fosfatos como: ATPasas, fosfatasas,
cinasas (Zhong et al. 1994, Murherjee et al. 2004), ribonucleasas (Murkherjee
et al. 2004), ADN-polimerasas, peroxidasas (Zhong et al. 1994) y proteinas
propias de la sintesis de ADN (Altamirano-Lozano et al. 2002)

La exposicion a V por via inhalada se absorbe con mas facilidad en los
pulmones (Choi et al. 2004) y es capaz de acumularse en las fosas nasales,
laringe, traquea, bronquios, bronquiolos y sacos alveolares y de ahi

rapidamente entra en la circulacion sanguinea.

En el torrente sanguineo el vanadio se auto-oxida en presencia de oxigeno a
vanadato con ello aumentan los niveles de esta molécula en el plasma:
posteriormente el vanadato se puede convertir en vanadil. Estos compuestos
se transportan por medio de proteinas séricas acarreadoras como la albumina
y glicoproteinas transportadoras de metales como la transferina, la cual tiene
alta afinidad por el Fe+, pero puede transportar otros metales (Rodriguez y
Altamirano, 2006). Esta proteina puede transportar vanadato y gracias a ello
llegar a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo. 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 extracelulares y tetravalente
dentro de las células (Barceloux, 1999).

Por otro lado, el vanadio que no es absorbido por el organismo se excreta
por medio de la orina y las heces fecales. La dinamica de eliminacion del
vanadio en los rifiones es bifasica: presenta una fase de eliminacién rapida que
comprende un tiempo de 15 a 40 horas y una fase lenta de aproximadamente
40- 50 dias (Mukherjee et al. 2004)

La entrada de V a las células esta mediada por el sistema de transporte de
fosfatos (Baran, 2003), por transportadores de cationes divalentes (Rodriguez y
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Altamirano, 2006) o por medio de canales idnicos inespecificos (Ster et al. 1993)
Una vez en el interior de la célula, el vanadio es reducido por los sistemas
antioxidantes como el glutation, NADPH, NADH, asi como por ascorbato en
presencia de oxigeno (Rodriguez- Mercado et al. 2003; Garcia-Guevara, 1996).
Y este puede inhibir la cadena respiratoria y generar especies reactivas de

oxigeno en el interior celular.

Se ha demostrado que el V promueve la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en sistemas bioldgicos, principalmente por medio de tres
mecanismos (Gandara et al. 2005)

1) Reaccion tipo Fenton o ciclo de Haber-Wiss.

2) Bioreduccion del vanadato, mediado por enzimas antioxidantes como la
glutation peroxidasa o flaveoenzimas como NADPH oxidasa, procesos
por los cuales se generan ROS como subproductos.

3) Interaccién con la mitocondria (cadena respiratoria)

Uno de los principales procesos sugeridos como mecanismo inductor de
toxicidad por vanadio y metales (M) de transicion en general, es la generacién
de radicales libres (RL).

I1.VI. Radicales libres

Un radical libre (RL), representa cualquier especie quimica de existencia
independiente que posee uno o mas electrones desapareados girando en sus
orbitales atomicos externos. Esta configuracion, electroquimica es muy
inestable, le confiere la propiedad de ser una especie quimica altamente
reactiva y de corta vida (Chihuailaf et al. 2002, Valko et al. 2006) La mayoria de
los radicales libres de interés biologico suelen ser extremadamente reactivos e
inestables, tienen un periodo de vida muy corto (fracciones de microsegundo).
Cuando un radical reacciona con un compuesto no radical pueden formarse

otros radicales libres, generandose asi reacciones en cadena que dan lugar a
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efectos bioldgicos alejados del sistema que origino el primer radical (Martinez-
Cayuela, 1998)

Existen dos mecanismos de produccion de ROS vy radicales libres: 1) los
generados como subproducto de algunos procesos celulares fisiologicos entre
los que podemos citar al transporte de electrones de la cadena respiratoria
mitocondrial, el transporte de electrones en el reticulo endoplasmico, actividad
de xantinas, hipoxantinas, ciclogenasas, lipooxigensasas, detoxificacion celular
por citocromo, (B-oxidacion en los peroxisomas y complejos NADPH-oxidasa
(Fariss et al. 2005) y 2) los generados a partir de fuentes exdgenas a la célula
como la radiacion ultravioleta, radiacidon ionizante, exposicion a metales, humo

de tabaco, sales de hierro, etc. (Kamata y Hitara, 1999)

En condiciones normales, existe un balance entre la generacién de ROS y
los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos; este equilibrio se
denomina estado redox intracelular y se ha propuesto que participa en la
regulacion de la transduccion de sefiales y la supervivencia celular en conjunto
con los estimulos extracelulares (Kamata y Hirata, 1999); cuando las ROS se
producen en exceso provocan un estado de estrés oxidante, es decir, un
desequilibrio en el estado redox de las células, que induce diversos efectos
toxicos como oxidacion y fragmentacién de proteinas, peroxidacion de lipidos
de membrana, dafio mitocondrial y disrupcion de la homeostasis i6nica en la
estructura del citoesqueleto (Boonstra y Post, 2004) modificaciones al ADN
(Valko et al. 2005) activacion de las metaloproteinasas (Haorah et al. 2007) e

induccion de muerte celular (Cai y Jones, 1999).

I.VII. Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son una familia de enzimas
proteoliticas (Zn-dependientes) que se encargan del remodelado de la matriz
extracelular (MEC) y que en conjunto pueden degradar todos los constituyentes
de la misma. Son importantes en la mayoria de los procesos fisioldégicos que
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requieren el recambio de la MEC y tienen un papel bien definido en diversos
procesos celulares como la proliferacién, la apoptosis, la morfogénesis tisular.
Ademas de estar implicadas en procesos reparadores y remodeladores,
también estan implicadas en una gran variedad de procesos patoldgicos, tales
como la inflamacion, el crecimiento tumoral (Zhao et al. 2006; Saenz, 2007) la
invasion de los tejidos, degradacion de la MEC por las MMP, alteracion de las
uniones célula-MEC y célula-célula, mediar la liberacion, activacion o
desactivacion de moléculas senalizadoras autocrinas o paracrinas (activadores
de angiogeénesis, por ejemplo) y activar o inactivar los receptores de la
superficie celular (Sternlicht y Werb 2001).

IL.VIILI. Estructura de las MMPs.

Todas las MMPs contienen tres dominios diferentes (Figura 2, 2b): el
propéptido, el dominio catalitico y el extremo C-terminal, cada uno de los
cuales desarrolla una funcion especifica. La estructura en dominios de la MMP-
9 o gelatinasa B, también conocida como colagenasa tipo IV de 94 kDa, es el
prototipo de la familia de MMPs. Su propéptido, de aproximadamente 100
residuos, contiene un segmento de 8 aminoacidos estables, PRCGVPDV, la
escision de los cuales activara las MMPs latentes. El dominio catalitico,
formado por 162 a 173 residuos, contiene el lugar activo que se unira a Zn** y
Ca®* para llevar a término su accién. El resto de dominios tienen secuencias

similares a la de otras proteinas estructurales de la MEC (Murphy et al. 1992).
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Figura. 2b Estructuras de las distintas familias de metaloproteinasas.
(Bohorquez-Sierra 2006)

Respecto al mecanismo de accion, se sabe que las MMPs son secretadas

como proenzimas que requieren ser activadas. Ademas, en los tejidos existen

inhibidores de

la accion de estas, son

los

inhibidores titulares de las

metaloproteinasas (TIMPs). Existen dos inhibidores fisiologicos de las MMPs: la
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a2-macroglobulina, con una actividad restringida dado su gran volumen (780
kDa), y una familia de inhibidores especificos de las MMPs: los TIMPs. Hay dos
hechos caracteristicos de la interaccion entre TIMPs y MMPs: 1) una afinidad
muy elevada y 2) diferencias entre su especificidad de los diversos TIMPs, a
pesar del alto grado de semejanza entre sus secuencias (Nagase y Woessneral
1999)

Las MMPs pueden ser activadas por proteinas o in-vitro por agentes
quimicos, como agentes tales como: tiol (4-aminofenilmercurioacetato, HgCL2
y N-etilmaleimida); glutation oxidado, agentes caotropicos, especies reactivas
de oxigeno, pH alcalino y el aumento de temperatura; estos agentes trabajan
principalmente alrededor de la interaccion del switch de cisterna
interrumpiéndolo, es decir, interrumpen la interaccién entre un residuo de Cys y

un atomo de Zn.

La activacion de MMPs es escalonada en la mayoria de los casos. El
ataque proteolitico inicial ocurre en la regidn que contiene los lazos de unién
entre la primera y la segunda hélice del propéptido. La especificidad en la
region anzuelo es dictaminada por la secuencia de cada MMP. Por otra parte,
el propéptido es removido y esto probablemente desestabiliza al resto de la
proteina, incluyendo la interaccién del “switch de cisterna”, lo que permite un
proceso intermolecular que activa parcialmente los intermediarios de MMP u
otras MMPs. Asi, el paso final de la activacion esta conducido por una MMP. La
activaciéon mas importante de proMMP-2 ocurre en la superficie celular y es
mediada por MT_MMP’s (MT1-MMP, MT2-MMP, MT--MMP, MT5-MMP y MT6-
MMP)

I.VII. Il. Clasificacion

La clasificacion de esta familia de enzimas se ha modificando y aunque se
tiende a agruparlas segun la estructura en dominios de la proteina, el criterio
empleado todavia es el que tiene en cuenta el sustrato sobre el que las MMPs
actuan especificamente (Tabla 1). Actualmente se conocen seis subfamilias de
MMPs: 1) las colagenasas, que degradan el colageno tipo |, I, 1ll, VII, VIII, VI
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y X 2) las gelatinasas, que actuan sobre los colagenos tipo IV, V, VIl y X, la
elastina y los colagenos desnaturalizados; 3) las estromelsinas degradan el
colageno tipo lll, IV, IXy X ademas de la gelatina, la caseinas y algunas mmps;
4) las matrilisina, que degradan el nucleo proteoglicanos de las proteinas, la
laminina, la fibronectina, la elastina y la gelatina; 5) las MMPs de membrana,
que degradan la fibronectina, la laminina y otras MMPs vy, finalmente 6) las
metaloelastasas, que actua sobre la elastina insoluble, el colageno IV, la
fibronectina, la laminina y los proteoglicanos. Hasta ahora se han identificado
20 miembros de la familia de las MMPs (Montaner 2001).

Tabla 1. Clasificacion y propiedades de las metaloproteinasas expresadas en
tejidos vasculares.

Subtipo de MMP Nombre Sustratos principales

Colagenasas

MMP-1 Colagenasa intersticial Colagenos |, Il, I, VII, VIIl y X, proteoglicanos, MMP-2, MMP-9
MMP-8 Colagenasa de neutréfilos Colagenos I, II, I, V, VII, VIl y X, gelatina, proteoglicanos
MMP-13 Colagenasa-3 Colagenos I, I, Ill, y IV, gelatina, proteoglicanos,

PAI-2 (inhibidor del activador del plasminégeno)

Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa-A Gelatina, colagenos |, IV, V, VII, X, XI'y XIV, elastina
MMP-9 Gelatinasa-B Gelatina, colagenos IV, V, VIl y X, elastina

Estromelisinas

MMP-3 Estromelisina-1 Colagenos llI, IV, IXy X, gelatina, MMP-1, MMP-7 MMP-8, MMP-9
MMP-10 Estromelisina-2 Colagenos Ill, IV yV, gelatina, caseina, MMP-1 y MMP-8
MMP-11 Estromelisina-3 Desconocido

MMP de membrana

MMP-14 MT-MMP-1 Colagenos |, Il y IIl, gelatina, MMP-2 y MMP-13
MMP-15 MT-MMP-2 MMP-2, gelatina
MMP-16 MT-MMP-3 MMP-2
MMP-17 MT-MMP-4 Desconocido

Matrilisinas
MMP-7 Matrilisina-1 Colagenos IV y X, gelatina, fibronectina, laminina
MMP-26 Matrilisina-2 Colageno IV, fibronectina, fibrindgeno, gelatina

Metaloelastasas

MMP-12 Metaloelastasa de los macrofagos — Elastina, colageno IV, gelatina, fibronectina
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ILVII. Gelatinasas

Son una de las familias de las MMPs, la cual esta integrada por dos
miembros que son: gelatinasa A (metaloproteinasa 2) y gelatinasa B
(metaloproteinsas 9).

La actividad proteolitica de las gelatinasas A y B esta dirigida contra el

colageno intersticial desnaturalizado o gelatina, colageno tipo IV y V de la

membrana basal (Turpeenniemi-Hujanen 2005; Mook et al. 2004; Bjorklund

2005 ; Sabeh et al. 2004).

Una caracteristica estructural de las gelatinasas es la presencia en el
seno de su dominio catalitico de tres secuencias peptidicas repetitivas

analogos a los motivos de la fibronectina de tipo Il (DeClerck YA 2000).

La gelatinasa-A es fisiologicamente expresada por las células de los
fibroblastos del estroma de la mayoria de los tejidos, pero la expresion de la
gelatinasa-B es débil o ausente en los tejidos normales, y se encuentra
limitada a monocitos y macrofagos. Sin embargo, su expresion puede ser
inducida en caso de remodelacion tisular como el desarrollo embrionario,
cicatrizacion o invasion tumoral (Patel et al. 2005; Pellikainen et al.
2004). La gelatinasa A degrada un extenso rango de sustratos de matriz y
otro tipo de moléculas; es efectiva contra colagena tipo IV y otros
componentes de la membrana basal, aunque también posee una débil
habilidad de degradar colagenas fibrilares (Patterson et al. 2001). Se ha
propuesto que la gelatinasa A posee principalmente funciones anti-
inflamatorias 'y funciones homeostaticas, al inactivar quimiocinas
inflamatorias y regular el recambio de tejido conectivo (McQuibban et al.
2000; Monaco et al. 2006). Asi como la gelatinasa B se ha asociado con la
destruccion de membranas basales (Garcia-Alvarez et al. 2006; Pérez-
Ramos et al. 1999)
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Ademas del remodelado, recambio, numerosas evidencias indican que las
gelatinasas participan en enfermedades humanas tales como: la fibrosis
pulmonar, donde la gelatinasa A se ha encontrado fuertemente sobreregulada
en pulmones con fibrosis idiopatica y la actividad de le enzima aparece
generalmente incrementada en el lavado bronquioalveolar (Pardo, 2008); la
gelatinasa B también se ha reportado elevada en fibrosis humana vy
experimental (Pardo 2008). También se han visto involucradas en patologias
tales como en la invasién tumoral, la cual han sido bien estudiada, habiéndose
demostrado que las presentes a nivel del frente invasivo no son producidas por
las células tumorales mismas, sino por las células estromales tales como
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos estimuladas por las células
tumorales (Pellikainen et al. 2004; Lafleur et al. 2005).

También se ha reportado la participacion que tienen las gelatinasas A y B
después de la exposicidn a pentdéxido de Vanadio en el sistema nervioso
central (CNS) (Colin-Barenque et al. 2008) en estos experimentos se reporto
que V205 incrementa la actividad de las gelatinasas en bulbo olfatorio,
corteza prefrontal, estriado e hipocampo. Por otro lado el incremento de las
gelatinasas también se han asociado a la perdida de espinas dendriticas y
muerte neuronal (Colin-Barenque et al. 2008). Ademas de que se ha
reportado que la actividad de la gelatinsas B ha sido relacionada con la
disrupcion de la barrera hematoencefalica (Abilleira 2002)

Otras enfermedades en las cuales tienen una participacion muy importante
son las enfermedades neurodegenerativas como son la enfermedad de
Alzheimer (Kim et al. 2006) en la cual se reporto un incremento de la actividad
y la distribucién de las gelatinasas en la corteza cerebral (Baig s et al. 2008)
y la enfermedad de Parkinson en la cual se muestra incremento de la
actividad de las gelatinasas en las neuronas de la sustancia nigra (Lorenzl et
al. 2002).
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ILIX. Enfermedades Neurodegenerativas

Una enfermedad neurodegenerativa es una alteracién en la estructura y
funcién del SNC de inicio insidioso y curso lento y progresivo, estas son muy
heterogéneas en cuanto a sus sintomas y hallazgos anatomopatolégicos. Se
desconocen las causas que provocan la pérdida de neuronas en las

enfermedades neurodegenerativas. (Peinado M.A. et al. 2000)

1.IX.1. Enfermedad de Parkinson

Fue descubierta por el inglés James Parkinson en 1817. Es una afeccion
cerebral degenerativa (Kim et al. 2006) que afecta del 1- 2% (aproximadamente
1.5 millones de personas) de la poblacion en Estados Unidos. (Thomas B and
Flint B.M 2007) La prevalecia de enfermedad de Parkinson (EP) aumenta con
la edad, (Rajput et al. 1984; Morgante et al. 1991).

Esta enfermedad esta caracterizada por progresiva y profunda pérdida de
neuronas en la substancia nigra pars compacta (Thomas By Flint B.M 2007) y
la consecuente pérdida de sus fibras proyectadas en el estriado (Kim, 2006)
gliosis, y presencia de cuerpos de Lewy (Forno, 1990).

Los sintomas de la enfermedad de Parkinson pueden incluir:

« Temblor en las manos, los brazos, las piernas, la mandibula y la cara
« Rigidez en los brazos, las piernas y el tronco
« Lentitud de los movimientos

« Problemas de equilibrio y coordinacion

Ademas otro de los sintomas mas prevalentes y tempranos en esta
enfermedad es la hyposomia, lo cual se debe en parte a un cambio de
dopamina en el bulbo olfatorio ademas de la reduccion significativa del numero

de células positivas a tirosina hidroxylasa. (Huismas E. et al. 2008)
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ILIX_Il. Enfermedad de Alzheimer

Fue descubierta en 1906 por el neurdlogo aleman Alois Alzheimer; esta
caracterizada por un trastorno cognitivo progresivo inicialmente leve, con
problemas de la memoria y que conduce al deterioro global de la persona con
gran incapacidad. Las alteraciones anatomatopatologicas caracteristicas de
este proceso, consisten en ovillos fibrilares y placas seniles (Goedert et al.,
1991; Kim et al. 2006). Los ovillos neurofibrilares son agregacién es de la
proteina microtubular TAU, que se encuentra hiperfosforilada, que se
dispersan por todo el cerebro, pero particularmente las que afectan
bilateralmente a las neuronas del sistema colinérgico del cerebro anterior, a las
del hipocampo y a las de la amigdala. Tal dafio acumulado por afos, va
deteriorando la capacidad amnésica y ello determina los cuadros cognitivos
iniciales y la demencia e incapacidad fisica final, que culmina en la muerte del
individuo.. A medida que las lesiones progresan se pierden las neuronas
piramidales en el hipocampo, el la corteza entorrinal y en las areas asociadas
de la neocorteza. (Segovia et al. 2002)

ILIX.Ill. Relacion de enfermedad de Alzheimer y Parkinson con

alteracion en el olfato.

Es ahora bien establecido que pacientes con enfermedades de Alzheimer y
Parkinson presentan disfuncién olfatoria. Estas fuentes clinicas corresponde a
los descubrimientos neuropatologicos de los cuerpos de Lewi en el interior del
nucleo olfatorio, ademas en el sistema olfatorio se presenta un proceso

neurodegenerativo (Katzensclager et al. 2004).

La disfuncion olfatoria es un frecuente sintoma en la enfermedad de
Parkinson y es considerado una manifestacion temprana. (Westermann et al.
2007) ocurriendo del un 70-90% de todos los casos, se han observado
alteraciones de discriminacion e identificacion de olores y de igual manera

alteraciones como hiposomia (Qualiato et al. 2007)
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De igual manera en la enfermedad de Alzheimer es un sintoma temprano, lo
cual ayuda a para deteccion temprana de la enfermedad que es muy
importante para acceder a un tratamiento oportuno y mejorar asi la calidad de
vida en caso de ser confirmada la enfermedad. Y para esto se realiza una
prueba de screening diagnostico esta basada en la identificacion de los olores
que se perciben (Foster et al. 2008)

I1.X. Sistema Olfatorio

En el sistema olfatorio, los odorantes interaccionan con las neuronas
sensoriales (NSO) que se encuentran en el epitelio olfatorio. Los axones de
estas células proyectan directamente hacia neuronas del BO (Figura 3), las que
a su vez, mandan sus proyecciones a la corteza prefrontal y a otras estructuras
del cerebro anterior. Aunque la localizacion superficial del epitelio olfatorio en la
cavidad nasal permite que las NSO interaccionen con mayor facilidad con los
odorantes, dicha localizacion tiene como consecuencia que estas neuronas
estén expuestas a contaminantes, alergenos, microorganismos y otras

sustancias (Purves et al., 2001)

Tracto

Olfatorio Nervio olfatori Bulbo olfatorio

Célula Mitral T

Glomérulos ==
Filamentos Nerviosos c———

Hueso cribiforme

Axones

stk
'('745?

NSO ¥ YO — Epitelio

Cilios sl R POclie )
Figura 3.Ampliacién de la regién olfatoria mostrando las

proyecciones axonales desde el epitelio olfatorio hasta el
bulbo olfatorio principal.

Se han distinguido tres sistemas para el procesamiento de los olores: un

sistema para percibir los reflejos olfativos basicos, también llamado area
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olfativa medial que consiste en un grupo de nucleos situandose en las
porciones mediobasales del cerebro delante del hipotalamo: los septales
forman parte de una serie de nucleos de la linea media que terminan en el
hipotalamo y en otras estructuras primitivas del sistema limbico, este ultimo se
ocupa del comportamiento reflejo. Le sigue un sistema antiguo, o area olfativa
lateral, que esta compuesto principalmente por la corteza piriforme junto con la
porcidon cortical de los nucleos amigdalinos; una caracteristica importante del
area olfativa lateral es que muchas vias parten de esta se proyectan
directamente en otra zona mas antigua de la corteza cerebral en la porcién
antero medial del I6bulo temporal; finalmente un sistema mas reciente para la
percepcion consciente de la olfacibn comparable a la mayoria de los demas
sistemas sensoriales y corticales que pasa por el talamo, en concreto por los
nucleos dorsomediales y después llega al cuadrante posterolateral de la
corteza orbitofrontal (Guyton, 2001).

El sistema olfatorio de los mamiferos es quizas el detector quimico mas
complejo que existe. Este es el discriminador entre una inmensa y diversa
variedad de olores. Existen mas de 10, 000 moléculas odorantes agrupadas en
muchas clases y estructuras quimicas, desde cadenas simples de moléculas
organicas alifaticas hasta largas y complejas moléculas aromaticas con
multiples grupos funcionales. En muchos casos el cambio de un solo atomo de
carbono hace la diferencia entre un olor y otro, en otros, las interacciones
quimicas producen percepciones olfativas similares entre moléculas muy
diferentes (Purves, 2001).

Las neuronas receptoras olfatorias son las primeras células sensoriales que
detectan y discriminan entre una diversa gamma de ligandos quimicos
odorifero. Desde mediados e los afnos 80 mediante la aplicaciéon de modernas
técnicas en fisiologia, imagenologia, biologia molecular y genética se ha
llegado a un modelo de sefalizacion olfativa relativamente fidedigno (Buck y
Axel, 1991)

Y es que gracias a la funcion olfatoria podemos obtener informacion del

ambiente, mediante el procesamiento de los olores, los cuales nos brindan
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sefales de peligro, placer, comida, la presencia de algo que evadir o buscar,
asi como el reconocimiento de una pareja sexual potencial, en cuyo caso los

olores corporales volatiles contribuyen a su reconocimiento (Shipley, 2004).

I1.XI. Nervio olfatorio.

El sistema olfatorio forma una interfase directa entre el sistema nervioso y el
ambiente externo. Algunos xenobioticos pueden sobrepasar la circulacion
sistémica y tener acceso directo al cerebro o al fluido cerebroespinal seguido
de la administracion intranasal. (Purves, 2001). Tres vias principales pueden
facilitar el movimiento de xenobidticos de la nariz al cerebro incluyendo: a) al
nervio olfatorio, b) via el epitelio olfatorio (independiente a los receptores de
las neuronas olfatorias, resultando en un transporte al cerebro a través del
espacio perineuronal alrededor del nervio olfatorio) y ¢) una via sistémica,
secundaria al movimiento del epitelio nasal a la sangre en el espacio

submucosal (Mathison et al., 1998)

Las funciones olfatorias se pueden situar basicamente en dos contextos
distintos: el sociosexual y reproductivo por un lado, y el alimenticio, por el otro.
En el primer caso, la percepcion de los olores de conespecificos les permite a
los organismos determinar el sexo, la jerarquia social y el periodo reproductivo
de una pareja potencial e incluso el estado de salud y consanguinidad de sus
congéneres. El aprendizaje olfatorio es determinante para establecer vinculos
de pareja (Brennan et al. 1995) y de tipo de madre cria (Kendrick et al.
1997)en diversas especies. Para la mayoria de los mamiferos los olores
constituyen el principal estimulo sexual. En cuanto al contexto alimenticio, la
deteccién de olores es fundamental para la formacion de los habitos de
consumo; el olfato incluso mas que el gusto, confiere a la comida cualidades

afectivas de agrado o desagrado sobresalientes.

I.XII. Epitelio olfatorio.

El epitelio olfatorio incluye distintos tipos celulares. EI mas importante desde
el punto funcional es la neurona receptora olfatoria (NRO), una neurona bipolar

26



que da origen en su superficie basal a un axdén amielinico de pequefo
diametro que transmite la informacion olfatoria hasta el BO. En su superficie
apical, la neurona receptora da origen a una prolongacion unica que se
expande en una profusién similar a un botén desde la cual se extienden
microvellosidades llamadas cilios olfatorios, en la capa gruesa de moco
reviste la cavidad nasal y controla el medio i6nico de los cilios olfatorios. El
moco es producido por glandulas de Bowman que estan distribuidas en todo el
epitelio. Se presentan otras dos clases de células, las basales y las
sustentaculares. Todo este aparato, constituido por la capa de moco y el
epitelio con los receptores y de sostén, se denomina mucosa nasal olfatoria.
(Purves et al., 2001)

ILXIIl. Bulbo Olfatorio.

El bulbo olfatorio es la estructura central del sistema olfatorio, cuya
morfologia y conexiones han sido objeto de numerosas investigaciones desde
los tiempos de Cajal. (Valverde, 2003) El cual tiene una organizacion laminar
la cual esta constituida por las siguientes capas: 1) nerviosa superficial, 2)
glomerular, 3) plexiforme externa, 4) capa de células mitrales, 5) plexiforme
interna y 6) granular (Colin, 2002).

Capa nerviosa supetficial

Es la capa mas superficial del bulbo olfatorio contiene axones amielinicos
extremadamente delgados (0.1-0.3 um de diametro) de las neuronas olfatorias
primarias, que establecen sinapsis con las terminales en cepillo de las
dendritas de las células mitrales que descienden verticalmente para formar los

glomérulos olfatorios.

Capa Glomerular

Esta constituida por los glomérulos, estructuras generalmente ovoides de 80-
160 ym de diametro, la parte interna de los glomérulos esta compuesta de

neuropilo formado por axones olfatorios, dendritas de las células mitrales y
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neuritas de las neuronas yuxtaglomerulares, rodeados por una delgada lamina
glial. Las neuronas yuxtaglomerulares se han clasificado en células
periglomerulares, células en penacho y células de axon corto. (Colin 2002) En
cada glomérulo convergen los axones de neuronas que reconocen una
molécula volatil particular, es decir que expresan un receptor a odorantes
especifico. En los glomérulos se lleva a cabo el relevo de la informacién
olfatoria, porque es ahi donde las terminales nerviosas de las NSO hacen
contacto con las prolongaciones dendriticas de las neuronas de relevo de
segundo orden. (Buck 2004)

Las células periglomerulares son pequefas (5-8 ym) se localizan en la
periferia de los glomérulos y proyectan sus dendritas espinosas y su axon
hacia el interior de los glomérulos. Los somas de las células de axdn miden
10-15 ym; proyectan una dendrita apical que se ramifica a un glomérulo y dos o

tres dendritas apicales se ramifican hacia varios glomérulos.

Los glomérulos del bulbo olfatorio representan entidades anatomicas y
funcionales en donde las terminaciones de las células receptoras del epitelio
olfatorio establecen interacciones sinapticas con las dendritas de células
mitrales, en penacho y periglomerulares (Valverde, 2003).

Capa plexiforme externa

Esta capa presenta poca densidad celular y neuropilo denso, las neuronas
principales son las de penacho externas, medias y profundas las cuales
presentan incremento de tamafio a mayor profundidad, y presentan dos o tres

dendritas apicales que proyectan a diferentes glomérulos.

Capa de células mitrales.

Por debajo de la capa plexiforme externa se encuentra la monocapa de
células mitrales de 25- 35 ym de diametro, son las principales neuronas
eferentes del bulbo olfatorio, presentan una dendrita apical que proyecta a un

glomérulo donde se ramifica y realiza contacto sinaptico con los axones del
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nervio olfatorio, las dendritas secundarias son paralelas a la superficie del
bulbo olfatorio y realizan sinapsis dendrodendriticas con dendritas de las
células granulares (Colin , 2002). Estas células se conectan con centros en la
corteza cerebral donde se lleva a cabo propiamente el proceso de integracion e
interpretacion de la informacion olfatoria. (Buck 2004)

Capa plexiforme Interna

Como la capa plexiforme externa se caracteriza por presentar poca densidad
celular y gran cantidad de axones y dendritas. En estudios realizados con la
técnica de Golgi indican que esta capa presenta axones de células mitrales, en
penacho y dendritas granulares, algunos axones se originan en el nucleo de

rafe y del locus coeruleus (Colin, 2002).

Capa de células granulosas

Esta es la capa mas profunda del bulbo olfatorio, las células granulares se
encuentran en todo el bulbo olfatorio, pero adquieren una mayor densidad en la
parte central, donde forman la capa granular. Estas son pequefas (8-10 um de
diametro) las cuales pueden formar agregados celulares acoplados por uniones
estrechas. No tienen axdn y sus dendritas poseen espinas que establecen
sinapsis dendrodendriticas con las células mitrales. Las dendritas basales se
ramifican en la capa granulosa y las dendritas apicales se ramifican y se

proyectan a la capa plexiforme externa.

De tal manera que los tres elementos principales de la via olfatoria son: la
entrada de las fibras olfatorias, que hacen contacto con las dendritas de las
células mitrales y en penacho del bulbo olfatorio, en formaciones especiales
denominadas glomérulos olfatorios; los axones de las células mitrales y en
penacho forman el tracto olfatorio lateral, que se extiende por la parte
superficial del nucleo olfatorio lateral, que es la region mas anterior de la
corteza olfativa propiamente dicha y, por ultimo, los axones de células
piramidales del nucleo olfatorio lateral que entran a formar parte de la comisura

anterior.
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lll. Justificacion

En los ultimos afios el indice de contaminacion atmosférica se ha
incrementando como consecuencia de las actividades antropogénicas. Dentro
de los contaminantes emitidos al ambiente encontramos al pentdéxido de
Vanadio, al cual se le atribuye diversos efectos adversos sobre el Sistema
Nervioso Central (SNC).

Se ha reportado decremento en el numero de espinas dendriticas y en el
tamano del soma, muerte por necrosis y apoptosis en las neuronas granulosas

del bulbo olfatorio e incremento en la actividad de las gelatinasas.

Por otra parte el V2,05 genera ROS, las cuales se han asociado a
enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzheimer, Parkinson, donde

se presentan alteraciones olfatorias.
Por lo que el presente trabajo se analizara el efecto de vanadio sobre la

funcidn olfatoria y la distribucion de las gelatinasas A y B en las zonas

glomerular y granulosa del bulbo olfatorio.
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IV. Hipétesis

Se ha reportado que el V,0s provoca dafo y muerte neuronal en el bulbo
olfatorio, por lo que suponemos que la exposicion a este puede afectar la

funcidn olfatoria con relacion al tiempo de exposicion.
Ademas de incrementar la presencia de las gelatinasas en las capas

glomerular y granulosas del bulbo olfatorio. Con forme aumenta el tiempo

de exposicion por inhalacion.
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V. Objetivo General

* Analizar el efecto del pentéxido de vanadio inhalado sobre la funcion

olfatoria y las gelatinasas en el bulbo olfatorio

VI. Objetivos particulares

Evaluar la funcién olfatoria, por medio de una prueba de preferencia
olfatoria, en los distintos tiempos de inhalacién subaguda de pentdxido
de vanadio.

Cuantificar la presencia de las gelatinasas A y B en la zona glomerular y

granulosa del bulbo olfatorio, por medio de la técnica de

inmunohistoquimica, con relacién al tiempo de inhalacion.
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VIIl. Materiales y métodos.

Animales

Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CD-1, con peso de 30-35

gramos. Estos fueron alimentados con rat chow y agua.

Exposicion a Pentoxido de vanadio.

Se establecieron dos grupos (ver esquema 1), un grupo control (el cual fue
expuesto a agua desionizada), y un grupo expuesto a pentéxido de vanadio
0.02 M.Las exposiciones se llevaron a cabo en una caja de acrilico conectada
a un ultranebulizador, que emite vapor de agua o de solucién de V,0s 0.02 M.
con un flujo continuo de 10 L/minuto. Las exposiciones se realizaron en
sesiones de una hora, dos veces por semana durante 4 semanas. En la caja de
acrilico se alcanza una concentracion de vanadio de 1436 pg/m3, dicha
concentracion puede presentarse en algunas condiciones laborales (Avila-
Costa et al., 2005, Leonard y Geber, 1994).

Prueba de preferencia olfatoria.

Se utilizaron 10 ratones macho de la cepa CD-1. Antes de la exposicion a
V205 a los animales se les realizo una prueba preferencia olfatoria innata
(anexo 1) (Kobayakawa et al. 2007) Posteriormente los 10 ratones fueron
expuestos a V.05 0.02 M., por via inhalada en una caja de acrilico 1 hora 2
veces por semana. Cada semana se evalué la preferencia olfatoria

(Obsérvese el Cronograma de actividades Figura 4)
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Cronograma de actividades para la prueba de olfato
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Semana 0 Prueba control
Semana 1 Primera Segunda
exposicion exposicion de Prueba de
de los los ratones a olfato
ratones a V505
V,05 Se les dejaba a
los ratones toda
la noche sin
agua ni
alimento.
Semana 2 Tercera Cuarta
exposicion exposicion de Prueba de
de los los ratones a olfato
ratones a V505
V,05 Se les dejaba a
los ratones toda
la noche sin
agua ni
alimento.
Semana 3 Quinta Sexta
exposicion exposicion de Prueba de
de los los ratones a olfato
ratones a V505
V,05 Se les dejaba a
los ratones toda
la noche sin
agua ni
alimento
Semana 4 Séptima Octava
exposicion exposicion de Prueba de
de los los ratones a olfato
ratones a V505
V,05 Se les dejaba a
los ratones toda
la noche sin
agua ni
alimento

Figura 4. Cronograma de actividades de la prueba de olfato y las inhalaciones de los
ratones

Cada noche antes de aplicar la prueba olfatoria se dejo a los ratones sin
alimento ni agua.

Al dia siguiente los ratones se colocaron en las cajas, durante 15- 30

minutos para que se adaptaran. Una vez adaptados se comienza la prueba
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(figura 5) usando tres odorantes: heptaldehido 0.1 M, &cido acético al 5% vy
etanol al 100%.

10 Ratones
de la cepa
CD-1

Adaptacién
15-30 minutos

Se les coloco los odorantes.

Acido acetico 5% Heptaldehido 0.1 M Etanol 100%
(5 min) (5 min) (5 min)

I
Se tomo el tiempo que olfateo el odorante el ratén durante 5 min.

—

Se repite dos veces la prueba

Figura 5. Representacién de la prueba de preferencia olfatoria.

Sacrificio de los ratones.

Una vez realizada la prueba de olfato y la exposicion a pentoxido de vanadio
se fueron sacrificando 10 ratones después de la 2 semana, otros 10 después

de la 3 semanay los ultimos 10 después de la 4 semana de exposicion.
Los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (35mg/kg),

posteriormente se procedid a realizar la perfusion via intra-cardiaca (ver figura

6), donde se paso solucion salina al 0.9% para drenar la sangre, después se
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perfundio el paraformaldehido al 4% y se extrajo el cerebro y se mantuvo en
el mismo fijador durante 2 hrs. Y se proceso con la técnica histolégica ordinaria.

Figura 6. Fotografia que muestra a un ratén en el proceso de perfusion intracardiaca

Inmunohistoquimica.

Ver la metodologia en el anexo 1
Densitometria

Se tomaron fotos de la zona glomerular y de la granulosa a 400 x en los
diferentes tiempos de exposicién a pentdéxido de vanadio. (Cuatro fotos por
zona y tiempo de cada ratén de cada grupo).
Analisis Estadistico

Se realizo analisis de varianza (ANOVA) con el paquete estadistico Sigma

Stat version 2.0, para evaluar las diferencias entre cada uno de los grupos

expuestos a pentoxido de vanadio Yy el grupo testigo de la capa glomerular y

granulosa del bulbo olfatorio.
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Esquema 1. Representacién esquematica del método.

40 Ralenes Mache gapa 8ui

| Prueba de preferencia olfatoria innata |

V,0;0.02M, 2 veces a la semana durante 1

Grupo Control (10 ratones)

hora(30 ratones)

Prueba de olfato

Se perfundieron via aorta con solucion salina al 0.9% y
paraformaldehido al 4%

2 sem 3sem 4 sem

Los cerebros fueron procesados con la técnica histoldgica ordinaria. Se realizaron
los cortes para su posterior procesamiento (inmunohistoquimica de

las gelatinasas A y B)

Se realizo una densitometria




VIIl. Resultados.

Se observo alteraciéon de la funcion olfatoria, disminuyeron los tiempos de olfatear
y cambiaron las preferencias que tenian por ciertos odorantes conforme a los distintos

tiempos de exposicidon a pentdxido de vanadio,

Por otra parte se observo aumento en la marca de las gelatinasas A y B
comparados con el grupo control en la zonas glomerular y granulosa en los diferentes

tiempos de inhalacion a pentdxido de vanadio.



Funcién olfatoria

En la prueba de preferencia olfativa se observo que los ratones control, tenian

mayor preferencia al &cido acético, menor hacia el

desagrado hacia el etanol 100%. (Figura 7)

heptaldehido 0.1 M. y un

250

Prueba olfatoria innata (control)

200 A

150 +

100 +

Media(tiempo/segun:

50 A

O_

1

l

ratones

7 8

10

O heptaldehido
W acido acetico
O etanol

Figura 7. Prueba control, donde se muestra a cada odorante y la media de tiempo en

segundos que hizo cada ratén.




A la segunda semana de inhalacion, el comportamiento de los ratones cambio,

después de haber preferido el olor a acido acético cambiaron esta preferencia por el

heptaldehido, los tiempos de inhalacion disminuyeron conforme a la prueba control.

(Figura 8).
Prueba olfatoria innata (2 sem. exp a V205)

120 1

100 A
5
> 80 A
2
4 @ heptaldehido
§ 60- B acido acetico
E O etanol
° 40 -
=

20

2 4 5 6 7 8 9 10
ratones

Figura 8 Grafica de la Prueba olfatoria a la segunda semana de inhalacién, se muestra a

cada odorante y el tiempo en segundos que hizo cada ratén.




A la tercera semana de inhalacion, la prueba decae la prueba no decae mucho con
respecto al tiempo que olfatearon, siguen teniendo la preferencia por el heptaldehido,
pero el tiempo que estos olfatearon bajo con respecto al tiempo que realizaron en la
prueba control. (Figura 9)

Prueba olfatoria innata( 3 sem. exp a V205)

20

18

16

14

12 ,
] O heptaldehido

10 m acido acetico
O etanol

media (tiempolsegunc

ratones

Figura 9 Grafica de la prueba olfatoria de la tercera semana donde se muestra a cada

odorante y el tiempo en segundos que hizo cada ratdn.



Para la 4 semana de inhalacion, los ratones dejaron practicamente de olfatear con
los tres odorantes, su tiempo disminuyo considerablemente (a excepcion de uno o

dos ratones que en toda la prueba mostraron un comportamiento distinto (Figura 10)

Prueba olfatoria innata (4 sem. exp a V205)
30 -
25 A
E S
20 -
»
‘g_ O heptaldehido
g 15 A m acido acetico
= O etanol
o
T 10
£
} V_I
O __J T T H T ’_L T T T T I_‘ T ’_l:l_‘
1 2 4 5 6 7 8 9 10
ratones

Figura 10. Grafica de la Prueba olfatoria de la cuarta semana donde se muestra a cada

odorante y el tiempo en segundos que hizo cada ratdn.



De tal manera que se puede observar que los ratones conforme aumento la
exposicion a pentoxido de vanadio, el tiempo que olfateaban fue disminuyendo, y la
preferencia por ciertos odorantes cambio y se perdié a las 4 semanas, existiendo

diferencia significativa entre los controles y los expuestos a vanadio (ver grafica 11)

Prueba de preferencia olfatoria

0 Control

B 22gemana

U 32semana

O 4%semana

Tiempo/segundos:

Odorantes

(ANOVA, Turkey) p<0.001

H = 86.968 with 11 degrees of freedom.

Figura 11. Grafica de la prueba olfatoria, media de los ratones conforme a cada odorante y

el tiempo que olfatearon estos en los distintos tiempos de inhalacion.



Inmunohistoquimica

Con la técnica de inmunohistoquimica observamos aumento significativo, con
respecto a los controles, de la marca de las gelatinasas Ay B, tanto en la zona de la
glomerular y la granulosa del bulbo olfatorio conforme aumenta el tiempo de

exposiciéon a V.0s. (Figuras 12, 13, 14y 15)



Figura 12.Fotografias de la inmunohistoquimica para la gelatinasa A, en la zona
glomerular. A) Control negativo, B) control, C) segunda semana de exposicion a vanadio,
D) tercera semana de exposicion, E) cuarta semana de exposicién. ™\ Indica a los
glomérulos



Figura 13.Fotografias de la inmunohistoquimica para la gelatinasa B, en la zona
glomerular. A) Control negativo, B) control, C) segunda semana, D) tercera semana, E)

cuarta semana. ~\ Indica los glomérulos



Figura 14. Fotografias (400x) de inmunohistoquimica para la gelatinasa A, en la zona
granulosa. A) Control negativo, B) control, C) segunda semana, D) tercera semana, E)
cuarta semana.
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Figura 15. Fotografias (400x) de inmunohistoquimica para la gelatinasa B, en la zona
granulosa. A) Control negativo, B) control, C) segunda semana, D) tercera semana, E)
cuarta semana.
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Andlisis de densitometria

Se realizo el andlisis densitométrico de las inmunohistoquimicas realizadas,
tomando las areas de la granulosa y la glomerular con un aumento de 400x de los
animales control y expuestos a pentoxido de vanadio, y se observo aumento
significativo de la gelatinasa A en la zona granulosa desde la segunda semana de
exposicion a V,0s, y aumento significativo de la zona glomerular desde la tercera

semana de exposicion a V,0s comparados con los controles, (Figura 16)
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Figura 16. Grafica del promedio del nimero de pixeles 5x106 p 2
De la inmunoreactividad a la gelatinasa A
prueba de ANOVA Turkey
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Con respecto a la gelatinasa B, lo que obtuvimos fue tanto la zona de la granulosa,

como la zona glomerular tuvo aumento significativo desde la segunda semana de
exposicion a V;0s. (Figura 17)
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Figura 17. Grafica del promedio del nimero de pixeles 5x106 p 2
De la inmunoreactividad a la gelatinasa B
prueba de ANOVA Turkey
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IX. Discusion

Se ha reportado que la contaminacion ambiental aumenta dia con dia,
principalmente por actividades antropogénicas, como es la quema de
combustibles derivados del petrdleo, debido a que uno de los principales
problemas con estos combustibles son los residuos que deja su combustion,
los cuales se dispersan en el aire, siendo de varios tamafos y formas (Rosales-
Castillo et al 2001). Estudios epidemioldgicos han demostrado una asociacion
entre el tiempo de exposicion al contaminante y el incremento de la mortalidad.
(Fortoul T.I y Avila-Costa 2007). Aunque se ha estudiado mucho acerca de
algunos contaminantes y metales que se encuentran en el ambiente, poco se
sabe sobre la exposicion a V205 y las consecuencias que este produce en el

sistema nervioso central.

Conducta

Nuestros resultados mostraron que la exposicion a pentoxido de vanadio
provoco alteraciones a nivel conductual en la prueba de preferencia olfatoria
innata, a partir de la segunda de semana de inhalacién. Conforme aumentaba
el numero de inhalaciones a V,0s, progresivamente los ratones disminuyeron

significativamente su tiempo de olfaccion, con respecto al grupo control.

Ademas de la disminuciéon en el tiempo de olfaccién, los ratones
cambiaron su preferencia, ya que en el grupo control elegian notablemente al
acido aceético sobre el heptaldehido y el etanol, creemos que a este odorante lo
relacionan con alimento. Por otro lado, con el etanol sucedi6 lo contrario al
acido aceético, ya que desde que lo olfateaban, los ratones se alejaban de este.
A diferencia del grupo control, después de exponer a los ratones a V205 hubo
cambios  significativos, el acido acético no les atraia y tenian mayor
preferencia por el heptaldehido. Al final de las cuatro semanas de exposicion,
tanto las preferencias como el tiempo que tardaban en olfatear cambio, el
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tiempo de olfaccion disminuyd notablemente con relacion al grupo control, y ya

no habia preferencia por ninguno de los odorantes mencionados.

El modelo utilizado para este trabajo fue un modelo de inhalacién, por el
cual el vanadio tiene dos formas de entrar en contacto con el bulbo olfatorio, la
primera es la forma directa, donde al ser inhalado entra en contacto inmediato,
interaccionado con las neuronas sensoriales (NSO) que se encuentran en el

epitelio olfatorio.

Una vez que el Vanadio interacciono con las neuronas sensoriales, estas van a
ser activadas y enviar una sefial eléctrica hacia los glomérulos. En cada
glomérulo convergen los axones de neuronas que reconocen una molécula
volatil particular, en este caso el vanadio. En los glomérulos se lleva a cabo el
relevo de la informacién olfatoria (Buck 2004), posteriormente estos establecen
interacciones sinapticas con las dendritas de células mitrales, en penacho,

periglomerulares y granulosas (Valverde, 2003). (ver figura 18)
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Figura 18.Ampliacién de la regién olfatoria mostrando las proyecciones

axonales desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo olfatorio principal.

La otra via es la indirecta, la cual es por medio del torrente sanguineo, el
vanadio al inhalarse ingresa profundamente en las vias respiratorias bajas,
llega a los sacos alveolares, alvéolos y alcanza el torrente sanguineo
(Rosales-Castillo et al. 2001). El vanadio tetravalente es transportado por
albumina y transferrina, mientras que el vanadio pentavalente soélo por
transferrina (Murhejee et al 2004, Gandara et al 2005); unido a estas proteinas,
el vanadio puede alcanzar los 6rganos y tejidos (Rosales- castillo et al. 2001,
Murherjee et al 2004, Gandara et al 2005)

El vanadio entra a las células por canales idnicos inespecificos, una vez
dentro de la célula, el vanadio pentavalente es reducido nuevamente por
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Valko et al 2006). Se considera
que los efectos adversos que el vanadio ejerce sobre los sistemas biologicos
tanto in vivo como in vitro, son debidos en gran medida a la induccion de estrés
oxidante: generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de radicales
libres (Evangelou 2002).

1) V¥ +0,>V °* +0,.- (radical superdxido)
2) V°* +0,. D[V* +-00](radical peroxovanadilo)
3) V#* +H,0,>V®" +OH + -OH (Radical hidroxilo) (Valko et al 2006).

El aumento de radicales libres y ROS provoca estrés oxidante, el cual se
ha relacionado con la muerte celular y la disfuncién neuronal (Haorah J et al
2007). (Ver esquema 2). En un estudio previo, en un grupo de ratones
después de haber sido sometidos a una exposicion a V,0s, via inhalada,
tenian pérdida significativa de espinas dendriticas de las neuronas granulosas
del bulbo olfatorio, asi como muerte por apoptosis y necrosis de estas
neuronas (Colin-Barenque et al. 2004). El tejido neuronal es muy vulnerable al
dafio ocasionado por ROS por el alto consumo de oxigeno, la moderada
capacidad antioxidante y sus membranas ricas en lipidos poliinsaturados. Por
lo que al ROS se le ha implicado en enfermedades neurodegenerativas como
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son la Enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y Enfermedad de
Alzheimer (Fortoul T., Avila-Costa, 2007).

Por otra parte, la pérdida progresiva de una poblacion neuronal
especifica es una caracteristica de desordenes neurologicos (Bharathi et al
2006; Haorah J et al 2007) Asi como la perdida de la discriminacién olfatoria
se ha visto relacionada con enfermedades neurodegerativas como Parkinson y
Alzheimer (Thomman et al 2007; Herting et al 2008).

La perdida de olfato se ha considerado como un criterio importante junto
con biomarcadores de sangre para el diagnostico de la enfermad de Alzheimer
(Foster J. et al 2008); de igual manera la alteracion en la discriminacion
olfatoria, la depresién, disfuncion motora, asi como el trastorno de suefio, son
criterios que se usan para el diagnostico temprano de la enfermedad de
Parkinson (Berg D. 2008)

Gelatinasas

Nuestros resultados mostraron aumento en la inmunoreactividad a las
gelatinasas después de la exposicion a V.05, en la capa glomerular y
granulosa del bulbo olfatorio.

El aumento significativo en la inmunoreactividad de la gelatinasa B se
observo desde la segunda semana de exposicion a V.05 en la capa glomerular
y granulosa, con respecto al grupo control, a partir de la segunda semana este
aumento se mantuvo constante sin diferencia significativa para la tercera y
cuarta semana con respecto a la segunda semana de inhalacion, pero si una

diferencia con respecto al grupo control.

Por otra parte, en la gelatinasa A también se observo aumento
significativo desde la segunda semana pero solo de la capa de la granulosa,
mientras que la capa glomerular presentd un aumento significativo desde la

tercera semana de inhalacion.
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En un trabajo previo, en el modelo por inhalacién a V,0Os durante 4
semanas se determino la actividad de las gelatinasas A y B en el bulbo
olfatorio, se observo aumenté de Ila actividad de la gelatinasa B desde la
primera semana de exposicidon, mientras que la gelatinasa A mantuvo
constante su actividad y sin diferencia significativa a lo largo de toda la
exposicion (Colin-Barenque et al. 2008). Esta diferencia, de la actividad de la
gelatinasa A y la gelatinasa B se podria explicar debido a que las gelatinasas
son sintetizadas como zimogenos y son secretadas en el espacio extracelular
como zimogenos inactivos. Su activacion e inhibicidn se consigue a través del
bloqueo de la actividad enzimatica mediado por inhibidores especificos tales
como las TIMPs (Castillo et al. 2004) o por las mismas MMPs, en este caso se
ha reportado que la gelatinasa B inhibe a la gelatinasa A (Opdenakker et al
2001). De tal manera que la gelatinasa B podria estar inhibiendo a la
gelatinasa A, y por lo tanto la actividad de esta se vea constante y no en

aumento a diferencia de la gelatinasa B.

Por otro lado como ya se menciono el V,0s genera ROS, pero también
se ha reportado que también aumenta las Citocinas (IL-1B, IL-6
TNFa)(Evangelou 2002; Fortoul T.l y Avila-Costa 2007), los cuales inducen la
activacion de las gelatinasas A 'y B (MMP-2 y MMp-9)(Haorah et al 2007).

Asi, la regulacion de la expresion y la activacion de las MMPs es muy
compleja y altamente controlada. Las MMPs son sintetizadas como zimogenos
y secretadas en el espacio extracelular como zimogenos inactivos. ProMMPs
son activados por la disrupcidn del zinc-tiol interaccion entre el sitio catalitico
y el pro-dominio (Candelario-Jalil et al 2008). De tal forma que su actividad
esta regulada a multiples niveles. La sintesis de las MMP esta controlada a
nivel trancripcional en respuesta a la accion de oncogenes, factores de
crecimiento (TGF-B), citocinas(IL-1B3, IL-6, TNF-a), las cuales como ya
mencione también son activadas por V,Os (Fortoul y Avila-Costa, 2007), y
hormonas sobre las regiones promotoras del gen (c-fos,c-jun)(Castillo et al.
2004). Las MMP son secretadas como zimogenos inactivos que requieren un
proceso proteolitico para liberar la zona catalitica. La activacion se consigue al
separar el propéptido del resto de la cadena de las MMP. Este proceso puede
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conseguirse a través de la accion de otras MMP o proteasas(Castillo et al.
2004).

Otra alternativa de activacion, es por medio de un mecanismo no-
proteolitico de MMP que podria existir en sistemas biologicos. Siendo las
especies reactivas de oxigeno (ROS) un activador de las gelatinasas; por
ejemplo in vitro ROS ha mostrado activar las formas latentes de pro-MMP-2 y
pro-MMP-9 y también in vivo ROS se ha visto implicado en la activacion de
MMP (Gasche Y. et al 2001).

De tal manera que el V2,05 genera ROS, los cuales no solo causan
estrés oxidante sino también activa las gelatinasas, las cuales se han asociado
con enfermedades neurodegenerativas (Yong et al 2001). (ver esquema 2)

Las gelatinasas estan asociadas con la enfermedad de Alzheimer (Kim
et al. 2006), esta enfermedad se caracteriza por la formacion de placas
amieloides, las cuales estan formadas por el deposito del péptido B-amieloide
(AB) derivadas de las proteinas precursoras amieloides (APP). Tres proteasas-
a-, B y vy secretasa son envueltas en APP en distintos sitios para generar
péptidos AB de varios tamafnos y se ha sugerido que la MMP-2 tiene como
actividad la B secretasa. Ademas, la presencia de TIMP en placas amieloides
de Alzheimer sefiala que las MMPs son excesivamente producidas o activadas
en las placas (Yong et al 2001) ademas se reportd incremento de la actividad
y la distribucion de las gelatinasas en la corteza cerebral (Baigs et al. 2008)

en un estudio postmortem de humano.

Por otro lado, las gelatinasas también se han asociado a la enfermedad
de Parkinson, la cual esta caracterizada por progresiva y profunda pérdida de
neuronas en la substancia nigra pars compacta (Thomas By Flint B.M 2007) y
la consecuente pérdida de de las aferencias dopaminérgicas estriatales. En
un estudio postmortem, se reporto incremento de la actividad de las

gelatinasas en las neuronas de la sustancia nigra (Lorenzl et al. 2002).
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De tal manera que el estrés oxidante ocasionado por el V.05 puede estar
incrementando las gelatinasas, las cuales también se han visto involucradas
en las enfermedades neurodegenerativas (Kim et al 2006) porque la presencia
de niveles altos de gelatinasas se han asociado a destruccion tisular, en este
caso degradando la matriz extracelular de las neuronas, lo cual puede
ocasionar que haya una perdida de espinas dendriticas, seguido de muerte

celular por anoikis.(Candelario-Jalil et al 2008)

En resumen, el pentéxido de vanadio esta alterando el sistema olfatorio,
reflejado en la funcion y en el incremento de las gelatinasas que podria
asociarse con la muerte de neuronal y perdida de espinas de las neuronas

granulosas previamente reportada
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Esquema 2. Mecanismo por el cual el V205 puede estar actuado
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X. Conclusiones

1.

El pentéxido de vanadio con relaciéon al tiempo de exposicidon por

inhalacidon ocasiona alteracion de la funcion olfatoria.

Con base a nuestros resultados podemos decir que el V,05 esta
ocasionando un incremento con relacion al tiempo de exposicion en la
distribucion de las gelatinasas en la zona glomerular y granulosa del
bulbo olfatorio, lo cual lo podria relacionarse con la perdida de espinas

dendriticas en las neuronas granulosas previamente reportada.

Por otra parte el vanadio produce especies reactivas de oxigeno, las
cuales activan la produccion de las gelatinasas y su incremento se ha
asociado a enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson

y el Alzheirmer.

Por lo que es importante considerar los efectos y dafios que el V205 esta

provocando y no solo este metal sino el aumento de contaminaciéon que dia a

dia aumenta por las actividades antropogénicas, ya que si bien es cierto, es

que el V205 es uno de los tantos metales y contaminantes que respiramos y de

los que estamos expuestos, y por lo que quizda las enfermedades

neurodegenerativas se han asociado a la contaminacion.
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Anexo 1

Prueba olfatoria

Material:

* Heptaldehido 0.1M

 Acido acético 5%

* Etanol 100% o de 96%

* Filtros

» Cajas de acrilico con su respectiva tapa (la cual debe de dejar al menos
un orificio para que pueda entrar aire, se puede cubrir con un acrilico o
una misma caja de acrilico)

* Cronémetros

* Micropipetas de 200uL

* Puntas para micropipetas para 200uL

Método

1. Una noche previa a la prueba dejar a los ratones sin agua, ni alimento.

2. El dia de la prueba colocar a los ratones en las cajas con sus
respectivas tapas (colocar solo un ratdn por caja) durante 15 minutos,
para que estos se acoplen.

3. Una vez transcurrido el tiempo colocar un cuadrito de papel filtro a la
mitad de la caja a este papel filtro colocarle 200uL de heptaldehido 0.1M.
Durante 5 minutos. (la caja también debe de permanecer cerrada, para

que el olor no se volatilice)

4. Durante este tiempo se debe tomar el tiempo que el raton se acerque a
olfatear el papel filtro (con un cronometro aparte).
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Una vez transcurridos los 5 minutos se destapa la caja y se quita el
odorante y se deja destapada un rato hasta que el olor del odorante se

haya volatilizado (para no meter ruido con el siguiente odorante)

Después se continua con el siguiente odorante, acido acético 5%, lo cual
se realiza exactamente lo mismo que con el heptaldehido.

Terminando con el acido acético continuamos con el etanol 100% y se

realiza lo mismo que los anteriores.

Esto se hace con cada uno de los ratones, unavez que todos los

ratones hicieron la prueba, se repite nuevamente la prueba.
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Anexo 2

Técnica de inmunohistoquimica

Los cerebros de los animales control y tratados fueron procesados mediante la
técnica histoldgica convencional. Después de la perfusion intra-cardiaca con
fijador a base de paraformaldehido (4%), el tejido se suspendid en
paraformaldehido. Posteriormente se deshidrato e incluyo en bloques de
parafina. Se obtuvieron cortes de 30?7 micrometros de espesor para posterior

procesamiento inmunohistoquimico.

Para esto se desparafinaron los tejidos en xilol y se deshidrataron en
alcoholes graduales (alcohol absoluto, alcohol de 96° hasta 50%). Finalmente
de haber pasado por los alcoholes se lavaron con agua corriente.

La recuperacion antigénica se llevo a cabo mediante temperatura. Los cortes
se suspendieron en Declere y se colocaron dentro de una olla de presién a 15
Ib. y 120° C, por 3 minutos.

Se dejaron enfriar.

Se colocaron en una camara humeda en agitacion.

Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno
consecutivamente a cada corte con buffer de fosfatos (PBS). La peroxidasa
endogena se inhibio con peroxido de hidrogeno al 3% durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Nuevamente se realizaron tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno y

ademas se agrego un lavado de PBS-albumina(BSA) al 1% y Tween 20 al

0.1% , pero este ultimo fue de 10 minutos a temperatura ambiente.
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El tejido se incubo a 37° C con una alicuota del anticuerpo gelatinasa A o
gelatinsasa B segun sea el caso, en una dilucion de 1:199, durante toda una
noche a 4° C.

Posteriormente se realizaron tres lavados de PBS de 5 minutos cada uno
consecutivamente y otro de PBS- albumina durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Se coloco una alicuota de anticuerpo secundario anti-lgG de conejo 1:155 y se
incubo el tejido por 30 minutos a 37 ° C.

Posterior a eso se realizaron 3 lavados de PBS de 5 minutos cada uno

consecutivamente a temperatura ambiente.

Se incubaron los tejidos para la deteccion del antigeno con el complejo Horse
Radish Peroxidase (HRP)-Estreptavidina durante 30 minutos a 37°.

Nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno
consecutivamente a temperatura ambiente. Para revelar se utilizo, 3
Diaminobenzidina (DAB), esta reacciéon da un color café sobre los tejidos
positivos que tienen expresadas a las MMPs. La reaccién fue inhibida después
de 1 minuto y 24 segundos con PBS.

Los tejidos se contratifieron con Hematoxilina, se deshidrataron con alcoholes
graduales y se motaron en resina sintética.
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