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RESUMEN

La calidad del aire es alterada por la emisién de contaminantes ya sea de tipo
organico (alcanos, alquenos, alquinos) o inorganico que incluye a los metales
pesados y oOxidos. Dentro de este rubro se incluye al vanadio que es un
contaminante atmosférico capaz de formar especies reactivas de oxigeno (ROS),
que alteran la quimiodinamica del medio ambiente. En estudios previos se ha
comprobado que el pentoxido de vanadio genera alteraciones morfolégicas en el
estriado, hipocampo y en el epitelio ependimal. Lo anterior puede ser consecuencia
de la activacién de las metaloproteasas (MMPs), familia de enzimas encargadas del
remodelado de la matriz extracelular que participan en procesos neurofisiologicos

como la remodelacién sinaptica.

El objetivo del trabajo fue analizar el efecto del pentdxido de vanadio via inhalada
sobre la inmunolocalizacion y concentracion de las metaloproteasas 2 y 9 en

estriado, hipocampo y plexo coroideo.

Para dicho obijetivo se utilizaron 20 ratones macho de la cepa CD 1 de 35 gr. que
inhalaron pentdxido de vanadio (V,0s) al 0.02M, 2 veces a la semana durante una
hora. El grupo control se sometié6 a las mismas condiciones con agua destilada.
Posteriormente los ratones se perfundieron via aorta con solucién salina al 0.9% y
paraformaldehido al 4%, se sacrificaron a la segunda, tercera y cuarta semana
después de la inhalacidn. Se extrajeron los cerebros y se procesaron por la técnica
histolégica ordinaria, se realizd inmunihistoquimica para las MMPs 2 y 9 vy

finalmente se hizo andlisis densitométrico con el programa Image-Pro Plus.

Los resultados revelaron un aumento significativo en la concentracion de las
metaloproteasas para todas las estructuras: estriado, hipocampo y plexo coroideo.
Lo anterior se puede explicar ya que el pentéxido de vanadio puede genera especies
reactivas de oxigeno que puede activar a la MMP2 y 9, lo que provocaria un dafio a

la barrera hematoencefalica (degradacion de los componentes de la lamina basal)



Esta ruptura de la barrera podria generar alteraciones de estructuras como
hipocampo, estriado y plexo coroideo, lo que podria deberse a la degradacion de la
matriz extracelular, lo que conllevaria a una pérdida en la comunicacién celular y por
lo tanto muerte neuronal, esto se puede vincular con enfermedades como Parkinson

y Alzheimer.



INTRODUCCION

La atmosfera esta estructurada en una forma ordenada y adecuada que permite la
respiracion y la vida en diversa especies animales y vegetales, incluyendo el hombre
(Lépez C. et al 2001). Sin embargo, nuestra atmédsfera se ve afectada por la
incursion del hombre (actividades antropogénicas). La calidad del aire se ve
afectada por contaminantes ya sea de tipo organico que incluye: reacciones con
radicales hidroxilo (OH), reacciones con el ozono (O3) y reacciones con radicales
nitrato (NO3) y contaminantes inorganicos que incluyen a los metales pesados y

oxidos.

Los metales pesados son emitidos a la atmdsfera por dos fuentes: las naturales
entre las que se encuentran los cuerpos de agua, los suelos, la vegetacién, la
actividad volcanica, los incendios forestales y gases producidos en pantanos
(Betancourt R, 1992; Lépez et al, 2001) y las que produce el hombre, (fuentes
antropogénicas), tales como la industria, la refineria del petrdleo y las calderas

industriales, que destacan como principales fuentes de emisién de metales.

Dentro del rubro de metales pesados (con mayor peso atomico al sodio y gravedad
especifica superior a 5.0) se pueden incluir alrededor de 70 elementos de la tabla
periodica, de los cuales, el plomo (Pb), el mercurio (Hg), el arsénico (As), el cromo
(Cr), y cadmio (Cd) sobresalen como principales contaminantes atmosféricos y que
a su vez han sido en su mayoria ampliamente estudiados. En esta categoria se

incluye al vanadio.

El vanadio es un elemento de transicion que se ubica en el grupo VB de la tabla
periddica de color blanco plateado cuyo peso atdmico es 50.9. Este elemento trabaja
con las valencias -1 a +5, no obstante, los estados de oxidacién +3. +4 y +5 son los
mas comunes y el estado de oxidacién +4 es el mas estable (Barceloux, 1999).

El vanadio es un elemento que se encuentra de manera natural en el agua y en la

tierra. Las formas de vanadio (lll) y el vanadio (V) existen en sistemas bioldgicos y



en el ambiente (Crans D, A. y Tracey, 1998). La forma pentavalente predomina
extracelularmente en los fluidos del cuerpo, mientras que la forma cuadrivalente
intracelularmente (Barceloux, 1999). Por su ubicacion en la tabla periddica, el
vanadio tiene caracteristicas similares al fésforo, por lo que se comprende el efecto
del vanadio en las reacciones de fosforilacion en el cuerpo. El pentdxido de vanadio
(V20s5) es la forma mas toxica y reactiva debido a su estado de oxidacion, ya que

conforme aumenta la valencia su toxicidad es mayor.

El vanadio es una especie quimica capaz de generar especies reactivas de oxigeno
(ROS) que incluye a los radicales libres: radical hidroxilo (OH), anién superoxido (O2)
etc. Los radicales libres son moléculas independientes que contienen uno o mas
electrones sin aparear (Lin D. 1993). Lo anterior los hace muy inestables y altamente
reactivos, esto les permite combinarse inespecificamente con moléculas integrantes
de la estructura celular y producir moléculas organicas disfuncionales (Rangel A.,
2001).

Un aumento en la concentracién de radicales libres en los organismos puede causar
alteraciones como el estrés oxidante, que desempefia un papel importante durante
los eventos que desencadenan el dafo y la muerte celular (peroxidacién de lipidos y
proteinas de la membrana, alterando canales iénicos, aumento en la liberacion de
calcio, produccion de o6xido nitrico, etc.) durante un proceso neurodegenerativo.
(Rivas S. et al. 2001).

El tejido del sistema nervioso es uno de los mas endebles y vulnerables al estrés
oxidante, debido a su alto consumo de oxigeno, alta tasa metabdlica, bajos niveles
de superdxido-dismutasa y glutation peroxidasa y casi ausencia de catalasa (Rivas
S. et al. 2001). No obstante, es importante sefialar que las diferentes estructuras
cerebrales presentan diferencias en su respuesta al dafio oxidante, el hipocampo
(sitio alocéntrico del sistema limbico en donde se almacena de manera temporal
todos los tipos de informacion) y estriado (control neural del movimiento, memoria

motora), presentan una mayor vulnerabilidad a los radicales libres que corteza



frontal. (Rivas S. et al. 2001). Se ha reportado que el incremento en la concentracion
de vanadio (via inhalada) causa alteraciones en el tejido nervioso: en el estriado se
reporta pérdida en la densidad de las espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas (Avila-Costa. et al. 2004). En el hipocampo, pérdida de espinas
dendriticas de la neuronas piramidales de la regién CA1, asi como necrosis celular,
lo que genera deficiencia en la memoria espacial (Avila-Costa. et al. 2004).
Asimismo el pentéxido de vanadio altera la estructura del epitelio ependimal, (ruptura
de las uniones entre las células del epéndimo y pérdida de cilios) lo que provoca

dafio a la barrera hematoencefalica (Avila-Costa. et al. 2005).

Dentro de los cambios que se asocian como derivacion del estrés oxidante en el
sistema nervioso es lo que nos atafie en dicha investigacion, la presencia y

activacion de las metaloproteasas (MMP-2 y MMP-9).

Las metaloproteasas son proteasas que se encargan de degradar los componentes
de la matriz extracelular con ayuda de otras metaloproteasas (matrilisinas,
estromelisinas, colagenasas). Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs)
son secretadas por los astrocitos, la microglia, las neuronas y el endotelio.
Participan en diversos procesos neurofisiolégicos: remodelacion sinaptica,

regulacion del crecimiento axonal, angiogénesis, etc (Yong Wee et al. 2001).

Una sobreexpresion de las metaloproteasas puede resultar en un dafio neuronal. Lo
anterior se asocia a la patogénesis de enfermedades en el sistema nerviosos
central: enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple,
etc. (Magoni et al. 2004; Lorenzl S. et al. 2002; Yong W. et al. 1998). Las MMPs
también se vinculan con la ruptura de la barrera hematoencefalica, (Rosenberg G. et
al. 2002), la cual juega un papel primordial en la eliminacidén de toxinas enddégenas y

exdgenas

En un estudio previo Colin B. y colaboradores (2008) han reportado un aumento en

la actividad de las metaloproteasas (MMP-9 y MMP2) como consecuencia a la



exposicion a pentoxido de vanadio; en este trabajo se muestra un incremento en la
actividad de la MMP-9 en el tejido cerebral, (hipocampo, estriado, bulbo olfatorio y
corteza prefrontal) para el caso de la MMP-2 hay un aumento en las regiones del

hipocampo y estriado (Colin B, et al. 2008).

Por lo que el presente trabajo analizara el efecto del pentoxido de vanadio via
inhalada en la concentracién y distribucion de las metaloproteasas (MMP-2 y 9) en
hipocampo (CA1, CA2 y giro dentado) estriado y plexo coroideo en un modelo

murino.



1. CONTAMINACION AMBIENTAL Y CONTAMINATES

En los ultimos afos el indice de contaminacion atmosférica se ha incrementado
como consecuencia de las actividades antropogénicas. (siderurgica, refineria del
petréleo, calderas industriales, termoeléctricas, etc.). Las zonas urbanas como la
Ciudad de México, en donde se han establecido grandes asentamientos humanos,
presentan un mayor grado de contaminacion ambiental, lo que constituye un

desequilibrio en la condicion natural de nuestro ambiente (Lopez C. et al 2001).

Las sustancias quimicas producidas por la actividad del hombre y de la naturaleza,
son incorporadas al ambiente alterando su composicion. (Lopez C. et al. 2001). La
contaminacion ambiental por lo tanto se puede definir como los cambios producidos
por la actividad del ser humano sobre el ambiente con la subsecuente afectacion de
agua, suelo y atmodsfera (Serrano-Sierra et al. 1996). Vallejo la define como la
presencia de sustancias en el aire, en cantidades que pueden ser perjudiciales para
la vida, ocasionando cambios en las condiciones meteorolégicas o climaticas.
Mientras que un contaminante atmosférico se define como cualquier sustancia
(quimica o bioloégica) que al agregarse al aire puede modificar sus caracteristicas
naturales, algunos ejemplos son: el ozono (O3), el mondxido de carbono (CO), el
biéxido de azufre (SO.), el bidxido de nitrédgeno, y las particulas suspendidas. Dichas

sustancias se pueden categorizar en contaminantes organicos e inorganicos.

= Contaminantes organicos: Compuestos que contienen carbono, hidrégeno,
oxigeno, pero también pueden contener nitrogeno y azufre (clorofluorocarbonos,
acetaldehido, benceno). Este tipo de contaminante puede efectuar reacciones
con radicales hidroxilo (OH), reacciones con el ozono (O3) y radicales nitrato
(NOs).

= Contaminates inorganicos: Comprende todas las sustancias que no contienen
carbono. Dentro de esta categorizacion, se hace una subdivision para su estudio:

metales pesados, 6xidos, asbesto y particulas suspendidas.



1.2 PARTICULAS SUSPENDIDAS

Las particulas suspendidas estan constituidas por una variedad de sustancias, que
pueden ser de origen natural o formarse por reacciones fotoquimicas que se llevan a
cabo en la atmosfera. (Gomez-Gomez et al. 1998). Estas particulas se componen de
particulas sélidas y liquidas que se encuentran en el aire. Diversas fuentes son las
responsables de la emision de las particulas suspendidas: maquinaria, incendios,
quema de basura, sustancias quimicas precursoras emitidas por los vehiculos
(quema incompleta de gasolina y disel), las centrales eléctricas y las plantas

industriales. (CEC. org.)

Las particulas suspendidas se clasifican de acuerdo a su tamano (diametro

aerodinamico), por lo que se engloban en tres grupos: (CEC. org; Bravo A. 1998)

» Particulas suspendidas totales (PST): Comprende todos los tamafos de
particulas que se encuentran en el aire.

» Particulas gruesas (PMip): El didmetro de estas particulas va de 2.5 a 10pm. Se
forman a partir de particulas primarias que se emiten directamente a la atmdsfera
(fuentes naturales como antropogénicas).

» Particulas finas (PMz5s): Son particulas con diametros menores a 2.5 ym. A
diferencia de las particulas gruesas, se componen de particulas secundarias, es
decir, de particulas que se forman a partir de reacciones quimicas. Por ende se
forman a partir de aerosoles, polvos y metales pesados como el plomo y el

vanadio.

La importancia del tamafo de estas particulas radica en su comportamiento en la
atmosfera. Las particulas mas grandes no se mantienen por mucho tiempo en el
aire, depositandose cerca de su lugar de origen, mientras que las particulas mas
pequeias pueden viajar grandes distancias, siendo estas Uultimas las mas
perjudiciales para la salud humana. Lo anterior se debe a que pueden penetrar con
mayor facilidad hasta los pulmones, mientras que las gruesas quedan atrapadas en

los filtros nasales.



Se ha demostrado que las particulas suspendidas en la atmésfera pueden causar
efectos adversos en el ambiente (alterando ciclos quimicos y de nutrientes en el
suelo y en el agua) y en la salud humana. La exposicion a este contaminante se
relaciona con cardiopatias y enfermedades respiratorias (asma, bronquitis, efisema)
(CEC. org.).

La contaminacion atmosférica se ha convertido en un problema de relevancia

ambiental, sobre todo en las zonas urbanas como la Ciudad de México.

1.3 CONTAMINACION ATMOSFERICA. EL CASO DE LA CIUDAD DE MEXICO

La Ciudad de México tiene caracteristicas y condiciones geoldgicas propias que
contribuyen y favorecen la contaminacion del ambiente. Gomez-Gémez et al. 1996 y

Vallejo M. et al. 2002 destacan las siguientes:

La zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) es una cuenca hidrolégica
situada a 2240 m de altura sobre el nivel del mar, su extensién territorial es de 1,200
km?, se encuentra rodeada por montafias que tienen una altura promedio de 1000m:
Ajusco, Chichinautzin, Nevada, Las Cruces, Guadalupe y Santa Catarina, siendo la
mas alta la Sierra del Ajusco; estas montanas actuan como barreras naturales que
evitan la circulacion libre del aire, por lo tanto los contaminantes quedan estancados
en esta cuenca cerrada. La zona metropolitana de México al estar rodeada por
montafas, genera una disminucidn en la concentracion de oxigeno (menor al 23%),
dando como resultado una disminucién en la eficacia de los procesos de combustion

interna.

Existe otro fendbmeno conocido como inversion térmica (desplazamiento de aire frio
del noroeste del pais hacia el centro por la presencia de sistemas de alta presién)

que favorece el depdsito de contaminantes en la superficie (Mufioz C. et al. 1998).

Otra condicién que favorece la contaminacion en el Valle de México (VM) es su

localizacion geografica, a una latitud de 19°N, dicha ubicacién hace que el VM



absorba una mayor cantidad de radiacion solar, haciendo a la atmdésfera mas
fotorreactiva; en otras palabras afecta su quimiodinamica, ya que en ella hay una
amplia variedad de especies quimicas, las cuales se exponen durante el dia a la luz
solar, siendo capaces de formar radicales libres o especies por reacciones térmicas.
(Lépez et al. 2001). Por ejemplo los hidrocarburos y los Oxidos de nitrégeno
reaccionan en presencia de la luz solar y forman contaminantes como el ozono, el

monoxido de carbono, el bidxido de azufre entre otros.

Aunado a sus particularidades geograficas, la zona metropolitana del Valle de
México concentra la mayor poblacion y actividad economica del pais (Mufidz C. et al.
1998). Existen alrededor de 40000 industrias, de la cuales 5000 estan consideradas
como altamente contaminantes y 400 son criticas en la produccién de contaminantes

(Gomez-Gomez. et al. 1998).

El Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) reporta que
México ocupa el lugar numero 11 en el mundo y el tercero en América en monto de
poblacion. Hasta el afio del 2005, las cinco zonas metropolitanas mayores (Edo. de
México, Distrito Federal, Veracruz, Jalisco y Puebla) concentraban 30.2% de los
habitantes del pais, ascendiendo la poblacién del Valle de México a 19.2 millones.
(El' Universal, 2008). Este aumento poblacional genera un mayor consumo Yy
demanda de energia y de combustible fosil, en el Valle de México se consumen
diariamente 20 millones de litros de gasolina, siendo el parque vehicular el
responsable del 80% de la contaminacién, emitiendo diariamente 400 toneladas de
hidrocarburos (HC), 4600 de mondxido de carbono (CO), 700 de 6xidos de nitrégeno
(NO), 80 de dioxido de azufre (SOz) y dos de plomo. (Serrano S. et al. 1996). Otro
contaminante producto de la quema de combustibles fosiles es el vanadio,
componente natural de la gasolina mexicana. (Mussali G. et al. 2005). En el afio de
2002 se reporta un incremento en la concentracion de este metal en autopsias de
residentes de la Ciudad de Meéxico (Fortoul et al. 2002). Se hizo un estudio
comparativo entre nifios y perros que viven en la Ciudad de México y un grupo
control que vive en una ciudad con bajos niveles de contaminacion y se observé que

los nifios y perros que residen en la Ciudad de México exhiben evidencia de ruptura
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de la barrera del epitelio nasal y de la barrera hematoencefalica, asi como

inflamacion cronica en el cerebro (Calderén G. et al. 2008).

1.4 CONTAMINACION POR METALES

Los metales como ya se habia mencionado son contaminantes de tipo inorganico.
Existen dos tipos de emisién de metales al ambiente: las fuentes naturales (cuerpos
de agua, suelos, actividad volcanica, incendios forestales) y la antropogénica

(combustion de petrdleo y sus derivados, industria). (Betancourt R. 1992)

La toxicidad de un metal esta sujeta al tipo de compuesto (organico o inorganico) y
sus caracteristicas de hidro o liposolubilidad que determina su toxicocinética. Las
biomoléculas mas afectadas por los metales son las proteinas con actividad

enzimatica, por lo que su efecto es multisistémico (Ferrer A. 2003)

El efecto de los metales en el sistema nervioso ha sido ampliamente reportado,
existe evidencia sustancial de que la acumulaciéon de elementos traza tales como el
aluminio, el plomo, el cadmio y el mercurio se asocian a enfermedades como el
Alzheimer. (Bharathi et al. 2006). Nuestro grupo de laboratorio ha reportado los
efectos del vanadio en el sistema nervioso. En el estriado la pérdida de espinas de
las neuronas espinosas medianas (Avila-Costa. et al. 2004). En el hipocampo,
pérdida de espinas dendriticas de la neuronas piramidales de la regién CA1 y
deterioro de la memoria espacial, (Avila-Costa. et al. 2004) asi como la ruptura de

las uniones entre las células ependimarias (Avila-Costa. et al. 2005).

2. VANADIO

El vanadio es un contaminante inorganico. Es una especie quimica que forma
especies reactivas de oxigeno (ROS), que alteran la quimiodinamica del medio
ambiente. La toxicidad del vanadio aumenta conforme a su valencia, por ende el
pentoxido de vanadio es la forma mas reactiva. Cabe mencionar que dichas

especies incluyen a los radicales libres, los cuales se asocian con dafno y muerte
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celular. (Rivas S. et al. 2001). Por tanto al ser un compuesto que se encuentra en
estrecha relacion con los seres vivos, representa un riesgo en la integridad y salud

de los mismos.

2.1 ANTECEDENTES

El vanadio es un elemento que fue descubierto en el afio de 1813. Sin embargo,
Andrés Manuel del Rio fue el primer quimico en proponer al vanadio como un nuevo
elemento (Mukherjee B. et al. 2004). En 1830 el quimico Nils Sefstrom purifica
vanadio en la forma de oxido. Se acufia posteriormente el nombre de vanadio por la
diosa Vanadis (diosa de la belleza y de la fertilidad), debido a la belleza de dicho
metal. (Tsiani E. et al. 1997)

Para el afo de 1911 se reportaban los primeros efectos nocivos del vanadio. Dutton
indicaba que la exposicién ocupacional al polvo y humo del oxido de vanadio

causaba tos e irritacion en los ojos (Barceloux. 1999).

El vanadio es un elemento ultra-traza en los mamifero, estudios han sugerido a este
metal como esencial en otras especies animales como las gallinas y las ratas (Tsiani
E. et al. 1997). En el tejido animal se acumula predominantemente en hueso,

higado, rifidn y pulmén (Capella M. et al. 2007).

2.2 BIOQUIMICA DEL VANADIO

El vanadio es un elemento de transicién de color blanco grisaceo que se encuentra
en el grupo VB de la tabla periddica, su simbolo quimico es V, su numero atémico es
23 y su peso atébmico es de 50.942. El vanadio se combina con otros elementos

como el azufre, el oxigeno y el sodio.
Es un metal que trabaja con las valencias de -1 a +5, pero las valencias mas

comunes son de +3, +4 y +5. La forma pentavalente predomina extracelularmente

en los fluidos del cuerpo, mientras que la forma cuadrivalente intracelularmente. Lo
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anterior ayuda ha explicar que el vanadio tiene caracteristicas similares al fésforo,
por lo que se entiende el efecto del vanadio en las reacciones de fosforilacién en el
cuerpo (Tsiani E. et al 1997; Barceloux. 1999). Interfiere en los sistemas

enzimaticos: ATPasa, cinasas, ribonucleasas y fosfatasas. (Mukherjee B, et al. 2004)

2.3 DISTRIBUCION DEL VANADIO

El vanadio es un elemento que se encuentra ampliamente distribuido en la corteza
terrestre (alrededor de 0.05 g/kg), ocupa el lugar 22 en abundancia. Las
concentraciones de vanadio varian de acuerdo a la fuente de emision: en la tierra su
rango oscila de 10 a 360 mg/kg, en el agua de 1 a 30 pg/l, en el aire su rango oscila
de 6 a 1320 ng/m’ y en tejido humano y animal de 5-20 nM (Goc. A. 2006). Se
estima que los humanos reciben alrededor de 10-70 mg de vanadio por dia
(Parsadanian H.K. et al. 1998), mientras que la emision de vanadio anual en la
atmosfera es de aproximadamente 66000 toneladas (Byczkowski J et al. 1998). A

continuacion se detallara cada fuente de origen:

= Aire: La exposicidn general de la poblacion al vanadio resulta de la combustion
del petréleo, carbdn y aceites pesados durante la generacion de electricidad y
calor (Mussali P. et al. 2005). Las concentraciones de vanadio en el petroleo
varia de acuerdo a su sitio de origen, por ejemplo, el rango de vanadio en el
petréleo crudo del occidente de Venezuela y de la zona Maya de México es de 3
a 273 ug (Fortoul T. et al. 2007). Asimismo la industria de la metalurgia, las
emisiones volcanicas, contribuyen a la presencia de vanadio en la atmdsfera
(Barceloux. 1999).

= Tierra: El vanadio estda ampliamente distribuido como un metal traza, que ocupa
el lugar 22 en abundancia. En la corteza terrestre existe naturalmente en un
numero de minerales en estados de oxidacién lll, IV y V (Crans D. A. Tracey.
1998)
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= Agua: El agua no es una fuente importante de exposicion, ya que contiene
cantidades muy bajas de los limites detectables. En los rios, lagos y océanos el
vanadio existe en forma monomérica (oxoanion), este produce el pH natural en el
agua (Crans D. A. Tracey. 1998). En varias especies marinas este metal es un

elemento esencial (Mukherjee et al. 2004).

= Alimento: Los alimentos contienen bajas cantidades de vanadio (<1 ng/g), como
los cereales, los hongos, los mariscos, el eneldo y los pimientos, estos ultimos
contienen mayor cantidad de vanadio que los cereales. (Mukherjee et al. 2004;
Barceloux. 1999)

= Ocupacional: Producida por la industria de la metalurgia, el vanadio se
encuentra en un porcentaje de 1 V/M®. Los altos niveles de vanadio son
producto de la limpia de calderas (resultado de las altas concentraciones de

oxido de vanadio en el polvo) (Barceloux. 1999).

2.4 USOS DEL VANADIO

Los usos del vanadio son diversos, en la industria se ocupa como catalizador,
especificamente el pentoxido de vanadio se utiliza en la produccién de acido
sulfurico, también es empleado en la fabricacion de la ceramica y las tintas
(contienen alrededor de 15% de pentoxido de vanadio), de igual forma es
aprovechado como agente colorante. El 6xido de vanadio se usa en la fabricacién de
partes de automdviles y en la manufactura de herramientas de acero, etc. (Fortoul T
et al. 2007; Rodriguez-Mercados y Altamirano-Lozano. 2006). EI VOSSO, fue
utilizado por algun tiempo como complemento alimenticio (Crans D. A. Tracey.
1998).

2.5 VIAS DE ABSORCION DEL VANADIO

El vanadio es absorbido por el organismo por medio de las siguientes vias (Fortoul T
et al. 2007; Mukherjee et al. 2004; Barceloux. 1999)

14



» Via oral: El vanadio es pobremente absorbido por el tracto gastrointestinal, sélo
se absorbe <1-2% (Barceloux. 1999). El vanadio ingerido es transformado en la
forma de cation vanadil antes de ser absorbido por el duodeno, esto es posible
gracias a la accién de una reductasa dependiente de NADH.

= Via inhalada: Es la principal ruta de entrada del vanadio, principalmente en
personal ocupacional. Se estima que por esta via se absorbe alrededor del 90%
del vanadio (Leonard A. et al. 1994)

*» Via dérmica: Esta via de absorciéon es la menos importante debido a la baja

solubilidad del vanadio (Barceloux. 1999).

2.5.1 EXCRECION DEL VANADIO

El vanadio es excretado principalmente por la via urinaria (Fortoul T. et al. 2007). A
través de la administracion parenteral de vanadio, se muestra que alrededor del 10%
de vanadio es hallado en las heces de humanos y ratas (Barceloux. 1999). Se ha
reportado que el vanadio es excretado a través de la bilis y la orina (Mukherjee B. et
al. 2004).

2.6 TOXICIDAD DEL VANADIO

Se ha reportado la citotoxicidad del vanadio ampliamente. Como ya se menciono, los
componentes del vanadio interfieren con la actividad de diferentes ATPasas:
cinasas, ribonucleasas, fosfatasas (Na+/k+), ADN polimerasas, peroxidasas, etc.
(Goc. A. 2006; Mukherjee B. et al. 2004; Byczkowski J. et al. 1998; Tsiani E. et al.
1997). Asimismo inhibe o estimula la actividad de diversas enzimas de DNA y RNA
induciendo efectos mutagénicos y teratogénicos (Mukherjee B. et al. 2004). Se ha
demostrado que el pentoxido de vanadio es capaz de inducir dafo al DNA (Mussali
P. et al. 2007).

El vanadio puede participar en las reacciones de fosforilacion debido a la similitud

quimica que tiene con el fésforo (situados en el mismo grupo de la tabla periddica,
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trabajan como la valencia +5). En el sistema nervioso se ha comprobado que el
vanadio genera alteraciones en el metabolismo del fésforo (inhibe enzimas que

participan en la fosforilacion) (Parsadanian et al. 1998).

Se ha comprobado que en animales expuestos a este metal, provoca paralisis de
piernas, fallo respiratorio, convulsiones, etc. En un modelo con ratas adultas
expuestas a metavanadato via intraperitonial (1.25 V/Kg) se ha comprobado que el
vanadio inducen peroxidacion lipidica, ya que la alta concentracién de acidos grasos
polisaturados en el SNC (mielina) incrementa la susceptibilidad a dafio peroxidativo.
En este mismo modelo se demuestran cambios en la actividad locomotora de las
ratas, asi como un decremento de la mielina en el cuerpo calloso y cerebelo (Garcia
G. et al. 2004).

Se sabe que el vanadio puede generar estrés oxidante (Byczkowski J. et al. 1998),

como consecuencia de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
2.6.1 ESTRES OXIDANTE:

El estrés oxidante es un proceso patofisioldgico en el se presenta un exceso de pro-
oxidantes o un déficit en las defensas antioxidantes, que se caracteriza por altos

niveles de radicales libres y de especies reactivas de oxigeno (Rivas S. et al. 2001)

El vanadio es capaz de formar ROS, este proceso involucra la reduccion de una
molécula de oxigeno (cadena de transporte de electrones mitocondrial) a través de
la reaccion tipo Fenton (Goc. A. 2006; Zhuo Z. et al. 2001):

V(IV) + H20, — V(V)+OH+ OH

Las enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer se han
asociado a estrés oxidante. Se piensa que una consecuencia del incremento del
estrés oxidante puede ser la activaciéon de las metaloproteasas (Martin-Aragon et al.
2009; Wright J. et al. 2004; Lorenzl S. et al. 2002).
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3. METALOPROTEASAS

La matriz extracelular (MEC) es todo aquel material que se encuentra fuera de la
célula. Esta matriz extracelular esta compuesta por 3 clases de biomoléculas: las
proteinas estructurales (colageno y elastina), las proteinas especializadas
(fibronectina y laminina) y proteoglicanos (proteinas de gran tamarfo a las que se les
unen cadenas de azucares como glicosaminoglicanos). Algunas de sus funciones
son separar tejidos y 6rganos, a pesar de que en los afios 60’s s6lo se creia que la
MEC era una simple estructura para atrapar desechos y material residual,
actualmente se sabe que es un sistema dinamico que esta involucrado en diversas
funciones: moduladora de crecimiento, migracion celular, proliferacion vy
diferenciacién celular, apoptosis, reparacion de tejidos, almacenamiento para
factores de crecimiento, etc. Por lo tanto la MEC desempefia una funcion
fundamental en la arquitectura tisular y en la regulacion de la homeostasis celular.
(Castillo J. et al. 2004)

La remodelacién de la MEC requiere de dos procesos antagonistas: sintesis y
deposicion de nuevos componentes de la MEC vy la destruccidn proteolitica de otros.
(Castillo J. et al. 2004). En dichos procesos participa una familia de proteasas

conocidas como metaloproteasas de matriz (MMP).

Las metaloproteasas reciben dicho nombre precisamente por su capacidad de
adherirse a la superficie celular y a otras proteinas y remodelar la MEC (Ethell I. et
al. 2007), se pueden definir entonces como proteasas o enzimas proteoliticas que se
encargan de degradar y remodelar la MEC, es decir, regulan el microambiente
celular (Ozlem B et al. 2007; Mannello F. et al. 2005; Soria A. et al. 2005; Castillo J.
et al. 2004; Szklarcyk A et al. 2002; Fujimura M. et al. 1999).

La base de datos MEROPS (http:\\merops.sanger.ac.uk\index.htm) las clasifica
dentro de la familia M10 de la clase metaloproteasas, que cuenta con alrededor de
24 miembros de MMP en mamiferos (MMP1-28), cada una es producto de un

diferente gen (Fig.1). La divisién se hace de acuerdo a su estructura dominio. Dentro
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de esta gran familia existen 6 miembros conocidos como tipo membrana, o
metaloproteasas de membrana (MT-MMPs). Algunos de los miembros mas
representativos son las colagenasas, estromelisinas, gelatinasas, matrilasas y MMP
tipo membrana. (Yong Wee. 2005; Yong Wee et al. 2001). Se han encontrado otros
miembros en el interior de la célula y se ha sugerido que actuan sobre sustratos
intracelulares. (Pardo A. 2008)

Table 1| Matrix metalloproteinase family members

Member Name M latent/ Furin Collagen substrates Pro-MMP Other matrix substrates™
active (kDa) activation site substrates

MMP1  Collagenass 1 55/45 L I, T8, AL WAL X 2.9 Agg, Gael, PG

MMP2  Gelatinase A T2/66 L O B A W G K0, X 1,9, 13 Agg, EL, FM, Gel, LN, PG, VN

MMP3  Stromebysin 1 5715 I, 18] £, X, Xl 1,.7.8,9,13 Agg, EL, FM, Gel, LN, PG, VN

MMPT  Matriysin 28119 I X 1,29 Agg, Casein, EL, FN, Gal, LN, PG, VN

MMPE  Collagenase 2 75/58 ([ AR TR e Agg, EL, FM, Gel, LN,

MMPY  Gelatinase B 92/86 I AL X XV Agg, EL, FM, Gel, PG, VN

MMP10  Stromelysin 2 57144 I, IV, W, B, X 1.8 Agg, EL, FN, Gel, LN, PG

MMP11  Stromelysin 3 51/44 Yes

MMP12  Metalostastase 54/45/221 I\ Casgin, EL, FIN, Gal, LN, PG, VN

MMP13  Collagenase 3 G0/48 L T, I AL I X 3 Agg, PN, Gel

MMP14  MT1-MMP BE/SE Yes LA 1 2,13 Agg, EL, FM, Gel, LN,

MMP1S  MTZ2-MMP T2/60 Yes 2 Agn, FN, Gel LN

MMP1G  MT3-MMP G4/52 Yes i 2 Gal, FN

MMP17  WMT4-MMP 57/53 Yes Fibrinogandfibrin

MMP18  Collagenasa 4 053 |

MMP1G  RAS T S4/45 i\ Gal, FN, LN

MWMP2D  Enamefysin 54,22 Amaloganin

MMP21  Xenopus MMP T0/53 Yes

MMP22  Chick embryo MMP 51/42 Casain, Gel

MMP23 Yes

MMP24  MTS-MMP Yes 2 Gal

MMP25  MTE-MMP Yes I\ Gal, FN

MMP26  Matrilysin 2/endometase 2819 Gel

MMP27  Hurman MMP22¢

MWP28  Epiysin H6/M5 Yes Casgin

Fig. 1 Miembros de la familia de metaloproteasa. Miembro abreviado, nombre que
recibe de acuerdo al sustrato que degradan, peso KDa del sitio activo, sustrato que
degradan, sustrato de la Pro-MMP (en algunos casos es necesaria para la activacion

de ellas mismas), y otros sustratos de matriz (Yong Wee et al. 2001).
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3.1 ESTRUCTURA DE LAS METALOPROTEASAS

La estructura de todos los miembros en general es muy similar, es una secuencia de
aminoacidos, que se encuentra conformada de la siguiente manera (Fig. 2
Estructura General de las metaloproteasas): (Pardo A. 2008; Castillo J. et al. 2004
Yong Wee et al. 2001)

* Prodominio: Conformado por un péptido sefal y un propéptido

» Dominio catalitico o sitio catalitico: Constituido por atomos de zinc y calcio,
que activan una molécula de agua en la hidrélisis del enlace peptidico del
sustrato. Todas las metaloproteasas estan unidas a un ién zinc. Su sitio activo
usa 3 residuos de histidinas en la secuencia HExxHxxGxxH (x es cualquier
aminoacido, dependiendo del miembro).

= Dominios adicionales: En su gran mayoria las metaloproteasas tiene dominios
adicionales, su importancia radica en el reconocimiento del sustrato y su unién
con los TIMPs (Inhibidores tisulares de las metaloproteasas). Algunos de ellos
son las llamadas regiones hemopexina y fibronectina.

» Regidon bisagra o hendidura para furina: Sitio especifico para la ruptura o

modificacion estructural de la proteasa.

MMPs Hinge
| TELHT
r@ ] @ {1
Signal Propaptice ﬂr"*nnc_-'.emmna_l Zamxy-_:Errninal
peptide catalytic domain Pemopexin-like

dormein

Fig. 2 Estructura General de las Metaloproteasas. Prodominio (compuesto por el
péptido sefial y el propéptido), el sitio catalitico (region de zinc y calcio), Regién
bisagra (ruptura y modificacion estructural, para su activacion) y dominios

adicionales (hemopexina, fibronectina) (Yong Wee et al. 2001)
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3.2 REGULACION DE LAS METALOPROTEASAS

En un tejido normal la expresion de las metaloproteasas es muy baja, sus niveles
son casi indetectables, por lo que su regulacion esta altamente controlada y se da en
tres niveles: (Pardo A. 2008; Ethell | et al. 2007; Dzwonek J. et al. 2004; Yong Wee
et al. 2001)

= Nivel transcripcional: Pueden ser activadas en respuesta a oncogenes, factores
de crecimiento, citocinas y hormonas.

= Activacion de proenzimas: Las metaloproteasas son secretadas como
zimogenos, para su activacion es necesaria la liberacion o exposicion del sitio
catalitico, es decir, el propéptido se tiene que separar del resto de la cadena de
la MMP. Por ende la activacion se logra por la accion de proenzimas, que pueden
ser otros MMPs u otras proteasas (serina).

= Inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPs): Es el ultimo nivel de
regulacion de las MMPs. Su actividad esta controlada por la interaccion de ellas
con el TIMP. Existen 4 miembros reconocidos que provocan su inhibicién, TIMP1
al TIMP4. EI TIMP se une al sitio catalitico evitando su activacion. Actualmente
se reconoce que estos inhibidores participan en otros procesos: proliferacion,

muerte celular.

3.3 GELATINASAS (MMP2 y MMP9)

Las gelatinasas son un miembro de la familia de las metaloproteasas designadas
como MMP2 (gelatinasa A) y MMP9 (Gelatinasa B). Ambas gelatinasas se
encuentran en el sistema nervioso, y son secretadas por los astrocitos, la microglia
y las neuronas. (Lorenzl S. et al. 2002).

Como se menciond, las gelatinasas tienen una estructura similar a la de todas las
metaloproteasas, la diferencia radica en que tiene insertado en el sitio catalitico un
dominio de fibronectina tipo Il, que tiene alta afinidad para unirse a gelatina y
elastina (Fig. 3). (Yong Wee et al. 2001)

20



Gelatin-binding MMPs
SH H Hemopexin

Ee)_Pro_ ) Catalytic F/I%F.I _Um_}:, -

Fig. 3 Estructura de las Gelatinasas (MMP’s 2 y 9). Prodominio, sitio catalitico en

el que tiene insertado un dominio de fibronectina tipo Il y un dominio adicional.

3.3.1 MMP2 (GELATINASA-A)

Metaloproteasa que se encuentra presente en el sistema nervioso y en el liquido
cefalorraquideo. Su peso molecular es de 72 kDa (Castillo J. et al. 2004). Se ha
documentado que los activadores fisiolégicos de la proMMP-2 son las
metaloproteasas tipo membrana. La MMP-2 degrada un amplio rango de sustratos
como colagena tipo IV, gelatina, elastina, fibronectina y en menor cantidad
colagenas fibrilares (Pardo A. 2008; Wright J. et al. 2004). Se plantea que esta
gelatinasa participa en funciones anti-inflamatorias y homeostaticas al inactivar

quimiocinas inflamatorias y regular el recambio de tejido conectivo (Pardo A. 2008).

3.3.2 MMP9 (GELATINASA-B)

Esta gelatinasa se encuentra presente en el sistema nervioso y en el liquido
cefalorraquideo, pero su concentracion es menor que la MMP2, no obstante, tiene
una respuesta muy alta en procesos inflamatorios. Su peso molecular es de 92 kDa
(Castillo J. et al. 2004). El sustrato mas importante con el que trabaja esta gelatinasa
es el colageno tipo IV (Opdenakker et al. 2001). La expresién de la MMP-9 esta
regulada por la expresion de algunos genes como AP-1 y NF-«<B (Dzwonek J. et al.
2004).
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3.4 METALOPROTEASA EN EL SISTEMA NERVIOSO

Las metaloproteasas juegan un papel importante en el sistema nervioso central
(SNC). Un desbalance en la activacion de las metaloproteasas y sus inhibidores
tisulares (TIMPs) puede ocasionar alteraciones celulares y lesiones del tejido
nervioso (Campbell I. et al. 1999).

Las metaloproteasas pueden trabajar en beneficio o en detrimento del SNC. De
manera benéfica participan en la regulacion de procesos tales como: (Ethell I. et al.
2001; Yong Wee. 2005)

* neurogénesis: No se ha definido el papel que tienen las metaloproteasas en la
neurogénesis, una propuesta es que modulan la matriz extracelular para guiar
células precursoras, por ejemplo, la migracion de oligodendrocitos progenitores.
Las MMMPs 2 y 9 estan involucradas en la morfogénesis del cerebelo.

= crecimiento axonal: La actividad de las metaloproteasas se localiza en el cono
axonal (sitio del crecimiento del axén). El factor de crecimiento del nervio (NFG)
incrementa la expresion de las metaloproteasas que ayudan a la orientacién
axonal permitiendo las conexiones sinapticas.

» sinaptogénesis: Las MMPs pueden influenciar el desarrollo de las espinas
dendriticas, la estabilidad sinaptica y el remodelado. La expresion de la MMP9
induce aumento en la actividad sinaptica en el sistema limbico, se propone que
las metaloproteasas podrian regular la actividad sinaptica, por lo tanto la

memoria y el aprendizaje (Bozdagi O. et al. 2007; Szklarczyk A. et al. 2002).

En condiciones patoldgicas del SNC como diversas clases de tumores (incluyendo
astrocitomas, neuroblastomas y meningiomas) hay una sobreexpresion de MMPs y
un decremento en los TIMPs 1 y 4 (Groft et al. 2001). Existe evidencia de que las
metaloproteasas son esenciales para la metastasis (Wright J. et al. 2004; Kaczmarek
et al. 2002). Se ha documentado que la actividad anormal de las MMPs 2 y 9 juega
un papel importante en la patofisiologia de la isquemia cerebral, lo anterior se ha

corroborado en modelos con ratas, primates y humanos. En el cerebro de roedores
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existe un aumento de las metaloproteasas paralela a la ruptura de la barrera
hematoencefalica y a la respuesta inflamatoria posterior a la isquemia focal
(Magnoni S. et al. 2004). Asimismo se han vinculado con procesos
neurodegenerativos como la esclerosis multiple, se ha demostrado que estas
proteasas (capaces de catalizar la degradacién de la mielina) estan presentes en el
fluido cerebroespinal de pacientes con dicha enfermedad (Yong Wee et al. 1998).
Otras dos patologias en las que se encuentran implicadas son la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, en las que se describe un incremento en
la expresion de las MMPs 2 y 9 en las estructuras de hipocampo y estriado (Martin-
Aragon et al. 2009; Wright J. et al. 2004; Lorenzl S. et al. 2002).

4. GANGLIOS BASALES (ESTRIADO)

El control neural del movimiento es el resultado de la interaccion de estructuras
neuronales corticales y subcorticales. Dentro de estas estructuras subcorticales,
destacan tres: los ganglios basales, el cerebelo y el sistema mesencefalico
dopaminérgico.

Los ganglios basales son un grupo de nucleos interconectados que participan en
funciones motoras, haciendo referencia a los nucleos caudado, putamen, globo
palido, nucleus accumbens septi y tubérculo olfatorio. (Adelk A, et al. 2006).

El putamen se ubica lateralmente respecto del

WL mucleus of

e globo palido y medial en relacion con la capsula
- - . ’
r ¥ F e, externa. Se encuentra separado del nucleo
III.' iy
£ i Caudats caudado por la capsula interna. El estriado

27 nucleus

posee una compartamentalizacion conocida
como  organizacion  parche/matriz (o
estriosomas/matriz), formada por la
segregacion de neuronas espinosas medianas.
La division parche/matriz del estriado esta
relacionada con sus conexiones aferentes y

eferentes y con la organizacion laminar de la

Subbalamic
nucleus

niga corteza (Mena S. et al. 2001).
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El estriado esta compuesto por una vasta poblacion neuronal de aproximadamente
2.79 millones de neuronas por hemisferio La poblacion celular del estriado la
conforman las neuronas espinosas y las neuronas sin espinas. Las neuronas
espinosas representan el 95% de la poblacién, son llamadas propiamente “neuronas
espinosas medianas de proyeccion”, estas neuronas contienen GABA como
neurotransmisor y diversos neuropéptidos: sustancia P, encefalina, neurotensina,
dinorfina y colecistocina. (Mena S. et al. 2001).

Las neuronas sin espinas, son neuronas intrinsecas (interneuronas) que conforman
el 5% de la poblacion. Se dividen en cuatro tipos: colinérgico grande, GABAérgico
pequefio y contenedoras de parvalbumina (la poblacion mas grande). Estudios
inmunocitoquimicos demostraron la presencia de interneuronas dopaminérgicas
intrinsecas en el estriado. Este tipo de neuronas de forma normal no estan presentes
en el estriado; pero hay un aumento cuando se interrumpe la aferencia
dopaminérgica al estriado, como sucede en la patologia de Parkinson. (Adelk A. et
al. 2006).

4.2 FUNCION DE LOS GANGLIOS BASALES

En un inicio se pensaba que los ganglios basales sélo intervenian en funciones de
movimiento voluntario, actualmente se acepta que los ganglios basales, gracias a su
interaccidn con la corteza cerebral contribuye a la realizacion de funciones
esqueletomotoras, oculomotoras, cognitivas e incluso emocionales (Kandel et al.
2001).

Los ganglios basales establecen conexiones amplias y bien organizadas con toda la

corteza cerebral, asi como con el hipocampo y el nucleo amigdalino.

En lo que respecta al movimiento, la informacién que fluye de la corteza a los
ganglios basales se inicia con una instruccién de la corteza al estriado que comienza
la accién en las neuronas estriatales. La aferencia al talamo sirve para actualizar al
estriado sobre la actividad en otros sistemas relacionados con el movimiento.

Finalmente el estriado integra y alimenta informacion en el globo palido y la parte
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reticular de la sustancia nigra que influye en la actividad del talamo y otros blancos
(Adelk A. et al. 2006).

4.3 GANGLIOS BASALES, CORRELACION CLINICA Y METALOPROTEASAS

Uno de los principales trastornos motores de los ganglios basales es la enfermedad
de Parkinson (EP) un desorden neurodegenerativo de etiologia desconocida que se
produce por la muerte celular acelerada de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra pars compacta (Lorenzl S et al. 2002), que manda proyecciones al
cuerpo estriado dando como consecuencia una pérdida dramatica en el contenido
de dopamina en ésta region cerebral Dicha pérdida resulta de capital importancia
debido a que cerca del 80% de la dopamina cerebral se encuentra concentrada en el
cuerpo estriado. Se requiere que mueran entre un 80 y 90% de las neuronas
dopaminérgicas nigrales para que los sintomas y signos de la enfermedad de
Parkinson se hagan evidentes. Actualmente se cree que los signos que constituyen
el parkinson aparecen cuando la pérdida de las neuronas dopaminérgicas excede un
umbral critico, que se cree corresponde al 70-80% de las terminales nerviosas y un
50-60% de los cuerpos celulares en el SNC (Escobar A. 2003). Después de la
primera aparicion de los signos clinicos, la muerte neuronal continua y las
alteraciones motoras se incrementan, aunque esta evolucién es lenta (; Kandel et al.
2001).

Se ha documentado que las metaloproteasas podrian estar involucradas en la
patogénesis de la enfermedad de Parkinson. Se han medido los niveles de las
metaloproteasas 2 y 9 en el tejido cerebral (postmortem) de enfermos de Parkinson
encontrando niveles elevados de la metaloproteasa 9 en las neuronas, lo que se
podria vincular con la pérdida neuronal en dicha enfermedad. En la enfermedad de
Parkinson ya se habian descrito cambios en la matriz extracelular, por lo que se
postula que probablemente el sistema MMP/TIMP juegue un papel importante en
dicha enfermedad, ya que las MMPs pueden ejercer un efecto neurotdxico directo o

indirecto causando la muerte celular de la neuronas debido a la degradacion de
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proteinas de la matriz extracelular, lo que podria ser importante para la

regeneracion del circuito neuronal después de la lesion (Lorenzl S et al. 2002).

5. HIPOCAMPO

El hipocampo topoldégicamente se encuentra situado en la parte medial del I6bulo
temporal (Kim J et al. 2002), es la regién mas grande que constituye la formacion
hipocampica (Adelk A. et al. 2006), es el sitio alocéntrico del sistema limbico en
donde se almacena de manera temporal todos los tipos de informacion. En el
humano se asocia a la habilidad intelectual, constituyendo una estructura cerebral
que juega un papel crucial en la memoria, como en la regulacion neuroenddcrina de

las hormonas del estrés (Diaz-Cintra. et al. 2001; Kim J et al. 2002).

En un inicio Ramon y Cajal describio las laminaciones y divisiones de dicha
estructura de la siguiente forma, siete laminas que actualmente se agrupan en tres
capas mayores: molecular, de células piramidales y stratum oriens (capa polimorfa).
De forma adicional el hipocampo se subdivide en campos, que se designan como
cuernos de Amoén, que va del 1 al 4 (CA1-CA4) (Adelk A. et al. 2006). Por lo tanto se

pueden englobar las regiones del hipocampo en 3 regiones subcorticales: CA1, CA3

y giro dentado (Fig. 4).

CAl

Giro dentado

i __ # Fornix CA3

Fig. 4 Regiones del hipocampo. a) esquema del hipocampo. b) corte histolégico de

hipocampo: se muestra en ambos el giro dentado, CA1y CAS3.
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Su poblacién neuronal se compone de tres grandes poblaciones celulares:
granulares, piramidales e interneuronas (Diaz-Cintra. et al. 2001). Otros autores las
engloban en dos tipos: células piramidales o principales y las intrisecas que son las
células polimorfas y las células en canasta. (Adelk A. et al. 2006).

Las neuronas piramidales son las principales neuronas del hipocampo, son las
unicas neuronas con axones que contribuyen al tracto de salida, su densidad y
tamano varian en las diferentes regiones del hipocampo. Las neuronas mas grandes

son conocidas como “células piramidales gigantes”. (Noback C. et al. 1993).

5.1 FUNCION DEL HIPOCAMPO

El hipocampo estd formado por 3 regiones subcorticales que realizan funciones

particulares (Amaral et al. 1989):

= Giro Dentado: Conformado por células granulares. Funcion indispensable en la
formacion de la memoria espacial. Interviene en la distincion de patrones

espaciales (discriminacion y reconocimiento de lo familiar).

= CA3: Estd formado por células piramidales. Esta area se involucra en la
asociacién, separaciéon y complemento de patrones, (discriminacién vy

generalizacién) deteccion de novedades y memoria a corto plazo.

= CAL: Region que proyecta vias eferentes a la corteza. Participa en la asociacion

temporal y memoria a mediano plazo.

5.2 HIPOCAMPO, CORRELACION CLINICA Y METALOPROTEASAS

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa irreversible relacionada con el
envejecimiento que provoca la muerte de las células nerviosas del cerebro (Parquet
A, et al. 2007). Esta enfermedad se caracteriza por pérdida de la memoria, deterioro
intelectual y trastorno de personalidad y del comportamiento. Estructuralmente se

relaciona con dos alteraciones (Revista Panamericana de Salud Publica. 2001):
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= Placas amiloides: Aparecen en las regiones cerebrales implicadas en la
memoria (principalmente en la region CA1), por medio de formaciones amiloides
que son producto de la proteina precursora llamada amiloide (APP) en el
neuropilo. Se cree que la formacion de estas placas puede ser un proceso

fundamental.

» Redes neurofibrilares: Los microtubulos adoptan una disposicion diferente por
la proteina tau (las moléculas se enrollan helicoidalmente, una alrededor de la
otra. La agregacion de estos filamentos provoca la formacion de las redes
neurofibrilares y la separacién de microtubulos, lo que altera el mecanismo de

transporte intracelular.

En investigaciones previas se ha observado que en cultivos de neuronas
hipocampales expuestas a AR (proteina B amiloide) hay incremento de diversas
metaloproteasas (MMP2, 9 y 7), sugiriendo que estas podrian estar incrementadas
en tejido de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Yong Wee et al. 1998). La
MMP9 es capaz de degradar el B-amiloide por lo que se propone que la acumulacién
de esta proteina en pacientes con Alzheimer puede deberse a una deficiencia de la
actividad de la MMP9, esta deficiencia puede interferir con procesos de
consolidacion de la memoria, que puede ser una consecuencia del deterioro en la

capacidad de reconfigurar la matriz extracelular (Wright J. et al. 2004).

6. PLEXO COROIDEO

Los plexos coroideos son estructuras en forma de ovillo que se encuentran
adheridos a la pared de los ventriculos (ventriculos laterales, tercero y cuarto). Los

plexos coroideos estan constituidos de la siguiente manera (Fig. 5):

= capilares fenestrados: Los plexos coroideos se caracterizan por tener capilares
fenestrados, es decir, las células endoteliales que lo forman tienen aberturas que
permiten el transporte de liquidos, estos se localizan dentro de una capa de tejido

conjuntivo que forma un estroma, su interfase con el espacio subaracnoideo se
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forma de una capa de células aplanadas de tejido conjuntivo que se

interconectan por uniones hendiduras.

= epitelio cubico: es una sola capa de epitelio, cada célula esta unida a la
adyacente mediante un complejo de unidbn que actua para restringir el

movimiento intercelular de materiales.
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Fig. 5 Estructura del Plexo coroideo. a) Esquema que muestra las capas del plexo
coroideo: capilares fenestrados, con union ocluyente y las células ependimarias que
recubren al ventriculo (Noback C. et al. 1993). B) Corte Histoldégico del plexo.

Muestra la estructura en ovillo formada por un epitelio simple cubico (células

ependimarias).

Esta estructura se encarga de formar el liquido cefalorraquideo en conjunto con los
capilares, permitiendo el intercambio y la eliminacion de nutrientes, metabolitos y
productos de desecho del SNC (Noback C. et al. 1993). El plexo coroideo utiliza la
filtracion capilar y los mecanismos secretores del epitelio para mantener la

estabilidad quimica del liquido cefalorraquideo (Kandel et al. 2001).
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6.1 BARRERA HEMATOENCEFALICA

La barrera hematoencefalica es una barrera fisica y metabdlica que aisla al SNC del
resto del organismo; esta barrera mantiene un medio estable para las neuronas,
evitando que entren sustancias toxicas y protegiéndolas de neurotransmisores
circulantes como la noradrenalina y el glutamato (que pueden aumentar en
respuesta al estrés) (Kandel et al. 2001). En condiciones normales tiene 4 funciones
(Bernhardi R. 2004):

= Separary proteger al cerebro
» Trasportar de forma selectiva compuestos necesarios para el cerebro
= Detectar cambios en la sangre y comunicar estos cambios al cerebro

» Metabolizar sustancias presentes en el cerebro y en la sangre

6.1.1ESTRUCTURA DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

La barrera hematoencefalica (BHE) tiene propiedades anatémicas especializadas,
las células endoteliales del encéfalo limitan la difusién pasiva de sustancias
hidrosolubles a través de las paredes vasculares, como resultado muchos
metabolitos necesarios para el buen funcionamiento cerebral deben ser
transportados selectivamente a través de las paredes vasculares (Kandel et al.
2001). El endotelio esta formado por tres tipos de unién célula- célula: uniones
hendiduras (GAP junctions), uniones adherentes y uniones estrechas. Las GAP
junctions estan formadas por proteinas trans-membrana (conexinas) que conectan el
citoplasma entre células endoteliales. El segundo tipo de union se forma por
proteinas de la familia de las cadherinas y las uniones estrechas se componen de
proteinas integrales y periféricas de membrana de la familia de la zonula ocludens
(Bernhardi R. 2004).

La microcirculacion cerebral esta constituida por células endoteliales, pericitos y

procesos astrogliales (Fig. 6).
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Fig. 6. Capilar encefélico. Partes de la microcirculacion cerebral: pericito, célula

endotelial y procesos astrogliales. (Kandel et al. 2001)

6.1.2 BARRERA HEMATOENCEFALICA Y METALOPROTEASAS

El aumento en la permeabilidad de la BHE esta asociado con la presencia de
metaloproteasas en el liquido cefalorraquideo (LCR) o en la sangre. (Haorah J. et al.
2007; Bernhardi R. 2004; Fujimura M. et al. 1999)

Las metaloproteasas MMPs 2 y 9 son capaces de digerir la lamina basal endotelial,
que juega un papel importante en el mantenimiento de la impermeabilidad de la

barrera hematoencefalica (Fujimura M. et al. 1999).
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7. JUSTIFICACION

El vanadio es un contaminante inorganico capaz de formar especies reactivas
de oxigeno. Estas especies reactivas se asocian con dafio y muerte celular asi

como en la activacién de las metaloproteasas.

La exposicibn a este contaminante induce alteraciones citologicas en
hipocampo, estriado y dafio al epitelio ependimal que forma parte de la barrera
hematoencefélica. Asimismo el pentdxido de vanadio provoca un aumento en la
actividad de las metaloproteasas 2 y 9, que se vinculan con la ruptura de la
barrera hematoencefalica. La sobrexpresion de estas metaloproteasas se
asocia con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el

Alzheimer.

Por lo que el presente trabajo analizara el efecto del pentoxido de vanadio
sobre la distribucion (inmunolocalizacion de las mmp’s (neuronas, glia o epitelio
ependimal) y concentracién de las MMPs 2 y 9 en hipocampo (CA1, CA3y giro
dentado), estriado y plexo coroideo.

8. OBJETIVOS
8.1 OBJETIVO GENERAL

v' Analizar el efecto del pentoxido de vanadio via inhalada sobre la
distribucion y concentracion de las metaloproteasas 2 y 9 en estriado,

hipocampo y plexo coroideo.

8.2 OBJETIVOS PARTICULARES

v’ Identificar cambios en la concentracion y distribucién de la MMPs 2y 9

en hipocampo, estriado y plexo coroideo por inmunohistoquimica.

v Correlacionar cambios entre el tiempo de exposicién y la concentracion
de las MMPs 2 y 9 en estriado, hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado) y
plexo coroideo por densitometria.
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9. HIPOTESIS

El vanadio es un elemento que provoca estrés oxidante por un aumento en la
produccion de radicales afectado la expresion tisular de las metaloproteasas de

la matriz extracelular por lo que:
= EI efecto del pentdéxido de vanadio promovera un aumento en la

concentracion de las metaloproteasas 2 y 9 en hipocampo (CA1, CA3 y giro

dentado), estriado y plexo coroideo.
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10. MATERIAL Y METODO

10.1 ANIMALES

Se trabajo con 20 ratones macho de la cepa CD1 con un peso de 35+2, con libre
acceso a alimento y agua. De estos 20 ratones, 15 fueron expuestos a pentoxido de

vanadio y los 5 ratones restantes formaron el grupo control.

Los ratones se colocaron en una camara de acrilico con dimensiones de 56 cm de
ancho x 60 cm de largo y 35 cm de alto, herméticamente cerrada, inhalando 0.02 M
de pentoxido de vanadio (V,0s5), dos veces a la semana durante 2 horas de

exposicion. El grupo control sélo inhalé agua destilada durante el mismo periodo.

Los ratones (grupo experimental) fueron sacrificados a la segunda, tercera y cuarta
semana después de su exposicion (via inhalada) al pentéxido de vanadio. Los
animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico y se perfundieron via aorta

con solucién salina al 0.9% y con paraformaldehido al 4%.

10.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Los cerebros fueron procesados con la técnica histologica ordinaria. (Ver apéndice
1) para la MMP2 y la MMP9.

10.3 DENSITOMETRIA

Se capturaron las imagenes de los cortes, eligiendo 4 campos por animal de cada
estructura (estriado hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado) y plexo coroideo) por
cada uno de los tiempos, incluyendo el control. Todos los campos fueron capturados

con el objetivo 40X.

Para el analisis densitométrico se ocupo el programa Image-Pro Plus. El analisis

tomo un area de 5x10° p 2
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10.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos arrojados del analisis densitométrico de cada una de las areas: Estriado,
Hipocampo (CA1 CA3 y Giro Dentado) y plexo coroideo, fueron utilizados para hacer

una prueba de ANOVA y hacer las graficas correspondientes.
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11. RESULTADOS

Como resultado del andlisis densitométrico se observd un aumento significativo de
las metaloproteasas 2 y 9 en todas las estructuras: estriado, hipocampo (CA1, CA3,

giro dentado) y plexo coroideo.

11. 1 ESTRIADO

INMUNOHISTOQUIMICA MMP2:

En el caso del estriado la inmunolocalizacion de la metaloproteasa 2 se identifico en
las neuronas espinosas medianas (marcadas con la flecha) (Fig. 7 a-d). La MMP2 al
igual que la metaloproteasa 9 se expresa de manera enddgena, por lo que la marca
también se observa en las neuronas espinosas medianas de los grupos controles
(Fig. 7ay Fig. 8a). A la segunda semana de exposicion se aprecian algunos nucleos
marcados por esta MMP (Fig. 7b). En lo que respecta a la tercera y cuarta semana
todos los nucleos de la neuronas espinosas medianas se encuentran marcados, no
obstante, a la cuarta semana la marca no soOlo es nuclear sino también

citoplasmatica (Fig. 7d).
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Fig. 7 Inmunohistoquimica MMP2 estriado. a) Control b) 2 semanasV ,0sc) 3

semanas V205 d) 4 semanas V,0s. NEM= neuronas espinosas medianas

INMUNOHISTOQUIMICA MMP9:

Al igual que la metaloproteasa 2 la inmunolocalizacion se hizo en las neuronas
espinosas medianas y no en la glia (marcadas con una G). Conforme aumenta el
tiempo de exposicién se aprecia lo mismo que sucede con la MMP2, a la segunda
semana los nacleos de la neuronas comienzan a marcarse (Fig. 8b), ya para la
tercera y cuarta semana todas las neuronas estan marca y en esta Ultima semana la

marca no es tan soélo nuclear sino también citoplasmatica.
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Fig. 8 Inmunohistoquimica MMP9 estriado.  a) Control b) 2 semanas V,0s

¢) 3 semanas V,0s5 d) 4 semanas V,0s. G= glia

De los resultados arrojados de la densitometria de la inmunohistoquimica para la
MMP2 y 9 para estriado se obtuvo la siguiente gréafica (Fig. 9), en la que se aprecia
un aumento significativo en la concentracion de la MMP2 y 9 a partir de la 2 semana
de inhalacion respecto al control. EI aumento se mantiene muy similar en la 3y 4
semana. Sin embargo no hay diferencia significativa entre ninguno de los grupos (2

3y 4 semana).
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11.2 GRAFICA METALOPROTEASAS 2 y 9 EN ESTRIADO
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Fig. 9. Grafica MMP2 y 9 en estriado.
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11.3 HIPOCAMPO (CA1)

CAl

La imunolocalizacién de la MMP2 y 9 en el hipocampo en la region CA1 se identificd
en las neuronas piramidales (Fig. 10 y 11). En los controles hay marca de ambas
MMPs ya que al igual que en el estriado, estas metaloproteasas se expresan de
manera endogena (Fig. 10ay 11a). Para la segunda semana, hay nucleos marcados
por la presencia de la MMP2 y 9 (Fig. 10b y 11b). En la tercer semana hay un
incremento de neuronas piramidales marcadas para la MMP2 (Fig. 10c), la marca de
la MMP9 para esta misma semana esta en todas las neuronas piramidales. En la
cuarta semana todos los nucleos estdn marcados para la MMP2 (Fig. 10d). A
diferencia de esta metaloproteasa, la marca de la MMP9 no esta es todas las
neuronas, sin embargo podemos apreciar neuronas retraidas, es decir, muerte

neuronal (Fig. 11d).
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Fig. 10 Inmunohistoquimica MMP2 regién CALl. a) Control b) 2 semanasV 205

¢) 3 semanas V,0s5 d) 4 semanas V,0s. NP=neuronas piramidales

INMUNOHISTOQUIMICA MMP9:
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Fig. 11 Inmunohistoquimica MMP9 regién CAL. a) Control b) 2 semanasV ;05

¢) 3 semanas V205 d) 4 semanas V,0s. NP=neuronas piramidales, MN= muerte

neuronal

11.4 HIPOCAMPO (CA3)

—

CA3

Al igual que en la regién CAl la marca de la MMP2 y 9 se localiza en las neuronas
piramidales. Con ambas metaloproteasas sucede lo mismo que en la region CAL. En
los controles hay poca marca (Fig. 12a y 13a), a la segunda semana la marca se va
intensificado. A la tercer semana todas las neuronas piramidales estan marcadas (Fig.
12c y 13c). En lo que respecta a la ultima semana de exposicion todos los nudcleos de
las neuronas piramidales estdn marcados por la presencia de la MMP2 (Fig. 12d), a
diferencia de la MMP9 que no estd presente en todas las neuronas, sin embargo, la

marca no solo es nuclear sino también citoplasmatica (Fig. 13d).
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INMUNOHISTOQUIMICA MMP9:

Fig. 13 Inmunohistoquimica MMP9 region CA3. a) Control b) 2 semanasV ;05

¢) 3 semanas V,0s5 d) 4 semanas V,0s. NP= neuronas piramidales



11.5 HIPOCAMPO (giro dentado)

GD

En el giro dentado se observan las neuronas granulares, en ellas se localiza la marca
de la MMP2 y 9. Conforme aumente el tiempo de la exposicion a pentoxido de
vanadio la marca va en aumento para amabas metaloproteasas. Para la MMP2, va
aumentando la marca, llegando a la ultima semana con todas las neuronas marcadas,
sin embargo, la marca soélo es nuclear (Fig. 14d). Para la MMP9, también la marca se
intensifica en las neuronas granulares, a la segunda semana comienza a haber
neuronas marcadas (Fig. 15b), a la tercer semana la marca se ve mas definida en las
neuronas granulares (Fig. 15¢) y a la cuarta semana todas las neuronas tienen marca

tanto nuclear como en el citoplasmatica (Fig. 15d).

INMUNOHISTOQUIMICA MMP2:
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Fig. 14 Inmunohistoquimica MMP2 giro dentado. a) Control b) 2 semanasV ,0s

¢) 3 semanas V205 d) 4 semanas V,0s. NG= neuronas granulares

INMUNOHISTOQUIMICA MMP9:
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Fig. 15 Inmunohistoquimica MMP9 giro dentado. a) Control b) 2 semanasV ,0s

¢) 3 semanas V05 d) 4 semanas V,0s. NG= neuronas granulares

En el hipocampo para las regiones de CA1l, CA3 y giro dentado se obtuvieron dos
graficas para cada una de las metaloproteasas (fig. 16 y 17). Ambas graficas
presentan un comportamiento similar. Se observa un aumento significativo en la
concentracion de la MMP2 y 9 a partir de la 2 semana de inhalacion respecto al
control, este aumento se mantiene muy similar en la 3 y 4 semana. El grupo control
para la grafica de la MMP9 es mayor que para la grafica de la MMP2. Al igual que
para la region de estriado solo hay diferencia entre control y grupos y no entre los

mismo grupos (2, 3y 4 semana).



11.6 GRAFICA METALOPROTEASA 2 EN HIPOCAMPO (CAl, CA3 y GIRO
DENTADO)

CONT 2 sem 3 sem 4 sem

*Control vs. Expuestos ANOVA(Tukey) p<0.001
(X£SEM)

Fig. 16 Gréafica MMP2 en hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado).
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11.7 GRAFICA METALOPROTEASA 9 EN HIPOCAMPO (CAl, CA3 y GIRO
DENTADO)

(X+SEM)

18017 N CA1 *
[ CA3
160 41 [ GIRO

H o

H

B
H *
H*

80 ~

60 -

40 -

20 A

0 I I I I
Control 2 Sem 3Sem 4 Sem

*Control vs expuesto ANOVA (Tuckey) p<0.001

Fig. 17 Grafica MMP9 en hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado).
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11.8 PLEXO COROIDEO

En lo que respecta al plexo coroideo se puede apreciar en los controles la estructura en
forma de ovillo del plexo, cuyo epitelio es simple cubico. A diferencia de las otras
estructuras con las que hemos trabajado, la marca para ambas metaloproteasas es
muy evidente desde los grupos controles (Fig. 18a y 19a). En la segunda semana de
inhalacion todo el plexo tiene marca (Fig. 18b y 19b). Ya para la tercer semana
comienza a perderse la estructura en ovillo, y se observan vasos sanguineos dilatados,
aunque para la MMP9 es mas evidente (Fig. 19c). En la ultima semana hay mayor
cantidad de vasos sanguineo dilatados y se hace mas evidente la pérdida de la
estructura del plexo (Fig. 18d y 19d).

INMUNOHISTOQUIMICA MMP2:




Fig. 18 Inmunohistoquimica MMP2 plexo coroideo. a) Control b) 2 semanas
V,0s c¢) 3 semanas V,0s5 d) 4 semanas V,0s. ESC= epitelio simple cubico.

PESC= pérdida del epitelio simple cubico. VD= vasos sanguineos dilatados

INMUNOHISTOQUIMICA MMP9:

Fig. 19 Inmunohistoquimica MMP9 plexo coroideo. a) Control b) 2 semanasV  ,0s

c) 3 semanas V05 d) 4 semanas V,0s. EO= estructura en ovillo. VD= Vasos

sanguineos dilatados
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La grafica que se obtuvo para plexo coroideo es similar al de las otras estructuras
(estriado e hipocampo). Hay un aumento significativo de la MMP2 y 9 desde la segunda
semana de inhalacion respecto al control, este aumento se mantiene similar en las
siguientes semanas (Fig. 20). Para cada metaloproteasas no hay variacién conforme
aumenta la semana de exposicion, sin embargo, el dafio morfoldgico en la estructura
del plexo fue muy evidente. En la grafica se observa mayor aumento de la

metaloproteasa 9 que de la metaloproteasa 2.

11.9 GRAFICA METALOPROTEASAS 2 y 9 EN PLEXO COROIDEO

B CLEXO 2
mmmm PLEXO S

5x10%p 2
F-3
(]
[}

154

Fixelasz

100 4

(HESEM)

CONT 2 sem 3 sem 4 sem
Tiempo de Exposicion
“p<0.001 Contmivs Expuesio ANOVA {Tukey's)

Fig. 20 Grafica MMP 2 y 9 en plexo coroideo.
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12. DISCUSION

El pentoxido de vanadio provocdé un aumento en la concentracion de las
metaloproteasas 2 y 9 en todas las estructuras: estriado, hipocampo (CAl, CA3 y

giro dentado) y plexos coroides.

12.1 PENTOXIDO DE VANADIO Y METALOPROTEASAS

El vanadio es una especie quimica que puede generar especies reactivas de
oxigeno. Al igual que para otros metales (hierro, cromo, cobre) el vanadio tiene un
mecanismo comun involucrado en la reaccion de Fenton, la génesis de radicales
superoxido y radicales hidroxilo (Mussali et al. 2007). Se ha documentado que la
expresion y la actividad de las MMPs puede ser inducida por especies reactivas de
oxigeno, citocinas, oxido nitrico, y metabolitos de la ruta araquidénica. Basados en
esta premisa la generacion de radicales libres estimula la expresion y la activacion
de las MMPs (Lorenzl S et al. 2002). Por lo tanto un incremento en el estrés oxidante

podria activar a las metaloproteasas de matriz.

El mecanismo de activacion aun no ha sido dilucidado por completo. Su activacion
por medio de la nitracion u oxidacion es lleva a acabo por una modificacion de un
grupo tiol de los residuos de metionina y cisteina que forman parte del sitio catalitico
de las metaloproteasas, es decir, desenmascaran al sitio catalitico por la pérdida de

la union entre el prodominio y el dominio (Ethell I. et al. 2007).

Haorah J. y colaboradores plantean que la activacion de la proteina tirosina cinasa
(PTK) por especies reactivas de oxigeno incrementa la fosforilacion de las proteinas
gue forman parte de la estructura de la barrera hematoencefalica: uniones
adherentes, uniones estrechas (GAP juctions), lo que conlleva a la pérdida de esta
barrera. Asimismo, receptores de la familia de la ruta de sefalizacion PTK estan

involucrados como segundos mensajeros en la activacion de la metaloproteasas.
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Por lo que se tiene la hipotesis de que el estrés oxidante activa a las
metaloproteasas a través de la sefializacion de PTK (Haorah J. et al. 2007).

Se propone que la estructura de las MMPs puede ser alterada debido a una
excesiva oxidacion, lo que conllevaria a una alteracion en su funcion biologica.
(Martin-Aragon S. et al. 2009).

Un mecanismo global supone que la MMP9 degrada los componentes de la lamina
basal (fibronectina y laminina), provocando protedlisis de la MEC, lo que contribuye
a la lesion y muerte celular, lo anterior se lleva a cabo a través de diversos
mecanismos: aumento de la permeabilidad, destruccidon de receptores de membrana
y alteracion de la comunicacion celular (Castillo J. et al. 2004).

La expresion aberrante de las metaloproteasas ha sido descrita en diversas
estructuras del sistema nervioso central, como el estriado y el hipocampo,

estructuras que se ven alteradas en patogénesis como Parkinson y Alzheimer.

12.2 ESTRIADO

Se ha documentado que la MMP2 y 9 se expresan en neuronas, glia y endotelio
(Kaczmarek L. et al. 2001). En este trabajo, la inmunolocalizacién se hizo en las
neuronas espinosas medianas y no en la glia, la marca se presentdo desde la
segunda semana de inhalacién en el ndcleo de las neuronas, conforme aumentaba
el tiempo de exposicidén la marca no solo fue nuclear sino también citoplasmatica,
esto se puede deber a las fases de activacion de las metaloproteasas, su expresion
y activacion es llevada a cabo por un proceso muy complejo y fuertemente regulado.
A nivel nuclear se ha descubierto que estas metaloproteasas son capaces de
adherirse a la polimerasa poly-ribosa-ADP (enzima de reparacion del DNA), las
metaloproteasas pueden inactivarla de forma similar a la de la caspasa 3 jugando un
papel benéfico, sin embargo cuando hay una sobrexpresion de esta polimerasa se
dificulta la reparacion del DNA. . (Mannello F. et al. 2005)
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La presencia de la MMP2 y 9 en el nucleo sugiere que pueden tener funciones
similares a la de las caspasas en el nucleo. (Mannello F. et al. 2005)

Las metaloproteasas son reguladas a nivel transcriptacional, en respuesta a
oncogenes, factores de crecimiento, citocinas y hormonas, su activacion es llevada a
cabo dentro del nucleo (Dzwonek J. et al. 2004). Nuestro grupo de investigacion
reporté con anterioridad que el pentoxido de vanadio (via inhalada) puede activar a
estas metaloproteasas, en el estriado se observé un aumento en la actividad de la
MMP2 desde la primera hora de inhalacién, mientras que la MMP9 tuvo cambios

significativos hasta la cuarta semana de inhalacion (Colin B. et al 2008).

Asimismo el pentoxido de vanadio (via inhalada) provoca pérdida en la densidad de
las espinas dendriticas de las neuronas espinosas medianas del estriado (Avila-
Costa et al. 2004). Este resultado podria correlacionarse con el aumento en las
metaloproteasas observadas en este trabajo, ya que estas MMPs pueden influenciar
el desarrollo de las espinas dendriticas y su remodelacion (Bozdagi O. et al. 2007;
Szklarczyk A. et al. 2002).

Se hizo un estudio piloto por este laboratorio en el que se evalud la coordinacién
motora (por medio de la prueba de viga de equilibrio) en ratones expuesto a
pentoxido de vanadio. La evaluacion mostro alteracion de la coordinacion motora a
partir de la segunda semana de inhalacion (Cortés E. et al. 2008), lo que se asocia
con la pérdida de las espinas en la neuronas estriatales (Avila-Costa et al. 2004) que

podria ser consecuencia de la degradacién de la matriz extracelular.

Estos resultados en conjunto se asocian a la enfermedad del Parkinson (trastorno
motor); como ya se habia mencionada los niveles de las metaloproteasas 2 y 9 en
tejido cerebral (postmortem) se encuentran elevados, lo que se vincula con la
pérdida neuronal en dicha enfermedad, ya que las MMPs pueden ejercer un efecto
neurotoxico causando la muerte neuronal; si se mantiene el estimulo la matriz
contina degradandose evitando la regeneracion del circuito neuronal (Lorenzl S et
al. 2002).
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12.3 HIPOCAMPO

En un trabajo previo Szklarczyk et al. 2002, inyectaron acido kainico en cerebros de
ratas adultas, este neurotoxico provocOd un aumento diferencial en la expresion y
activacion de la MMP-9 en el hipocampo (Gnicamente en el giro dentado hubo
sobrexpresion de esta MMP). No obstante, en esta investigacion se observo que el
pentoxido de vanadio provoca un aumento significativo en la concentracion de la
MMP 2y 9 en todas las regiones del hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado) desde la
segunda semana de inhalacién. La inmunolocalizacion de estas metaloproteasas se
hizo en las neuronas piramidales y en las neuronas granulares. Esto es importante,
ya que estas neuronas poseen numerosos receptores a glutamato (Milward E. A. et
al. 2007), se sabe que este neurotransmisor participa en la sinaptogénesis y en la
supervivencia neuronal, ya que la activacion de estos receptores induce la
producciéon de factores neurotroficos como NFG (factor de crecimiento del nervio) y
BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro); en conjunto, el glutamato y estos
factores, interactian para regular el desarrollo y la neuroplasticidad en el adulto
(Mattson M. 2008; Genoux D. et al. 2007). Recientemente se ha vinculado a estos
factores (NFG y BDNF) como sustratos de las metaloproteasas, por lo que se
reconoce su importancia dentro del sistema de sefializacion sinaptica. (Michaluk P.
et al. 2007; Ethell I. et al. 2007; Kaczmarek L. et al. 2002).

Una excesiva activacion de los receptores de glutamato, que puede ser resultado del
estrés oxidante puede generar muerte neuronal por excitotoxidad (aumento de calcio
intracelular) lo que contribuye a la disfuncion neuronal que se observa en la
enfermedad de Alzheimer (Mattson M. 2008).

De las tres regiones analizadas del hipocampo, en CAl se pudo apreciar muerte
neuronal a la cuarta semana de inhalacion para la MMP9. Se ha documentado que
las metaloproteasas juegan un papel importante durante la apoptosis, hay evidencia
in vitro de que esta metaloproteasa estd involucrada en la apoptosis durante el

desarrollo de cerebelo, esto lo hace por medio de la degradacion de proteinas de la
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MEC (Vaillant C. et al. 2003). Las metaloproteasas pueden promover la apoptosis
via “anoikis” (alteracion en la interaccion entre célula-matriz) por su union directa
con integrinas y moléculas de adhesion como las cadherinas, influyendo en
procesos como organizacion del citoesqueleto y adhesion celular (Milward E. A. et
al. 2007; Munshi H. G. et al. 2006; Mannello F. et al. 2005).

En el hipocampo también se habia reportado pérdida de espinas dendriticas de la
neuronas piramidales de la region CAl, asi como necrosis celular, lo que genera
deficiencia en la memoria espacial, lo anterior fue corroborado por medio de la
prueba conductual del laberinto de Morris (Avila-Costa. et al. 2004). Se ha
demostrado que la MMP9 esta involucrada de manera directa en la pérdida de las
espinas dendriticas (Michaluk P. et al. 2007). Al igual que para el estriado estos
resultados se pueden vincular con el aumento de las metaloproteasas, y aun mas
importante su relacion con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
(Martin-Aragon et al. 2008). En esta enfermedad, la MMP9 es capaz de degradar el
B-amiloide por lo que se propone que la acumulacién de esta proteina en pacientes
con Alzheimer puede deberse a una deficiencia de la actividad de la MMP9, que
puede ser una consecuencia del deterioro en la capacidad de reconfigurar la matriz
extracelular (Wright J. et al. 2004).

12.4 PLEXO COROIDEO

En el plexo coroideo al igual que en las estructuras anteriores hubo aumento
significativo en la concentracion de la MMP 2 y 9. En la grafica se aprecia una
concentracion mas elevada para la metaloproteasa 9 que para la metaloproteasa 2
(Fig. 20). Este dato se puede ver reflejado en la inmunohistoquimica para la MMP9,
en la que se distingue mayor dafio a la estructura del plexo: dilatacién de los vasos
sanguineos. Lo anterior se explica ya que esta metaloproteasa en especial, es capaz
de desarrollar un elevado poder destructivo de estructuras neurovasculares, es decir

participa de forma directa en el remodelamiento vascular, lo que favorece
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modificaciones en la composicién y tamafio del vaso (Castillo J. et al. 2004). Se ha
documentado que el pentoxido de vanadio provoca alteraciones en la estructura del
epitelio ependimal, como ruptura de las uniones entre las células del epéndimo y
pérdida de cilios (Avila-Costa. et al. 2005), lo que puede conllevar a la ruptura de la
barrera hematoencefalica, esto se asocia al incremento en la actividad de la MMP9 y
2, ya que estas metaloproteasas degradan proteinas de la membrana basal, rompen
las uniones estrechas desestabilizando el endotelio e incrementando la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica (Haorah J. et al 2007). Lo anterior se
relaciona con investigaciones previas en la cuales se ha observado alteraciones del
citoesqueleto por efecto del vanadio, ya que este es catalogado como un agente
dafino de microtubulos (Mussali P. et al. 2007). Un trabajo de este grupo de
investigacion ha demostrado que la inhalacion a pentéxido de vanadio provoca un
decremento en el porcentaje de la gamma-tubulina en las células testiculares de
ratones (Sertoli, Leydig y células espermaticas) (Mussali P. et al. 2005), por lo que
se piensa que el mecanismo del vanadio para inducir citotoxicidad es por medio de
su interaccién con diferentes elementos del citoesqueleto como la actina, la tubulina
y la dineina (Mussali P. et al. 2007).
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13. CONCLUSIONES

El pentoxido de vanadio genera especies reactivas de oxigeno que podrian
activar a las metaloproteasas a través del desenmascaramiento del sitio
catalitico por medio de la modificacion de un grupo tiol de los residuos de
metionina y cisteina, es decir, pérdida de la unién entre el prodominio y el

dominio.

El pentéxido de vanadio en la concentracion de 0.02 M generé un aumento
significativo en la concentracién de la MMP2 y 9 en las neuronas espinosas
medianas del estriado a partir de la segunda semana de inhalacién, lo que se
puede vincular con la pérdida en la densidad de las espinas dendriticas de las

neuronas espinosas medianas antes reportadas.

El pentoxido de vanadio provoc6 un aumento significativo en la concentracion
de la MMP2 y 9 en todas las regiones del hipocampo (CAl, CA3 y giro
dentado) a partir de la segunda semana. Ambas metaloproteasas fueron
localizadas en las neuronas piramidales (CA1 y CA3) y en las neuronas
granulares (giro dentado) que poseen receptores de glutamato, que induce la
produccion de factores neurotréficos como NFG y BDNF y que son sustrato
de las metaloprotesas, participando en conjunto en el proceso de
sinaptogénesis. Lo anterior también se relaciona con la pérdida de espinas
dendriticas de la neuronas piramidales de la region CAl previamente
reportado (Avila-Costa. et al. 2004).

El pentoxido de vanadio aumenta significativamente la concentracion de la
MMP2 y 9 en plexo coroideo a partir de la segunda semana de inhalacion. El
efecto de la metaloproteasa 9 en la arquiestructura del plexo es mas evidente
gue con la metaloproteasa 2, lo que puede deberse al poder destructivo de la

MMP9 en estructuras vasculares. Este resultado se relaciona con la alteracion
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del epitelio ependimal, (ruptura de las uniones entre las células del epéndimo
y pérdida de cilios) antes reportada, lo que se vincula con la ruptura de la
barrera hematoencefalica en la que participan las metaloproteasas 2y 9.
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13.1 RECAPITULACION

CEREBRO
VANADIO
1 l Blood |BEBB Ruptura de la Barrera Hematoencefalica, las MMP
degradan los componentes de la lamina basal
ROS
l Produciendo dafio en estructuras
2 4 Impair |
MMP BBB

@1
hipocampo estriado plexo coroideo

Within
/ t the CN3 | | |
Dano : o ] |

Pérdida de espinas Dilatacion de los
dendriticas y muerte vasos sanguineos
Leukocyte neuronal

= Basement ;
membrang Lo que se puede vincular con

| . enfermedades como el Parkinson y
* el Alzheimer

*Imagen modificada Yong W. et al. 2001

El pentoxido de vanadio puede genera especies reactivas de oxigeno (1) que puede
activar a la MMP2 y 9 (2), si el estimulo se mantiene puede haber una segunda
activacion proteolitica de metaloproteasas, lo que provocaria un dafio a la barrera
hematoencefélica (degradacion de los componentes de la ldmina basal) (3). Esta
ruptura de la barrera podria generar alteraciones de estructuras como hipocampo,
estriado y plexo coroideo, lo que podria deberse a la degradacion de la matriz
extracelular, lo que conllevaria a una pérdida en la comunicacién celular y por lo
tanto muerte neuronal, lo que se vincula con enfermedades como Parkinson y

Alzheimer.
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14. ANEXO

INMUNOHISTOQUIMICA

Para desparafinar los cortes, se dejan de 15-20 minutos en xilol.

2. Se pasan por el tren de alcoholes

Posteriormente se enjuagan con agua corriente y se colocan en un kopplin
con PBS.

Los cortes se meten a la olla de presién (dejar por tres minutos alrededor de
15°C) en un kopplin que contiene 500 mL en una dilucion de 1:20 en declere.
Se deja enfriar el kopplin con los cortes que acaban de salir de la olla de
presién y hacer dos lavados de 5 minutos cada uno en PBS.

Para cortes de cerebro, se inhibe la peroxidasa con peroxido de hidrégeno al
3% durante una hora.

Después de este tiempo se vuelven a hacer 3 lavados con PBS.

8. Se hace un cuarto lavado pero con PBS-albumina para permeabilizar el tejido

10.

11.

12.

13.

14.

antes de colocarle en anticuerpo primario.

Antes de colocar el anticuerpo primario, se quita el exceso de liquido a la
laminilla, sin dejar que se seque por completo el tejido. La concentracion
utilizada fue 1:200.

Las laminillas con el anticuerpo se meten a la estufa (37°C) durante 30
minutos.

Al salir de la estufa se hacen otros 3 lavados con PBS de 10 minutos cada
uno.

Se hace un lavado mas pero con PPS-albimina, por un periodo de 10
minutos.

Una vez mas se quita el exceso de liquido y se coloca el anticuerpo
secundario (en nuestro caso fue para la MMP2 y la MMP9) en la
concentracion de 1:1000.

Las laminillas con el anticuerpo se meten a la estufa (37°C) durante 30

minutos.
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15. Nuevamente se hacen 3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno.

16. Para preparar las laminillas para el revelado se ocupa HRP. Se coloca una
gota en cada corte de tejido que esté en nuestra laminilla y se deja en la
estufa a 37°C durante 30 minutos.

17. Se hacen 3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno.

18. Antes de revelar se prepara el 1 mL del DAP durante 1 minuto.

19. Se enjuagan los cortes se contratiien y se montan para su posterior

observacion al microscopio.
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