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. Resumen

La calidad del aire en las principales zonas conurbadas ha mostrado una clara tendencia al
deterioro. Consecuentemente, la salud de la poblacion ha sido afectada debido a la
presencia de contaminantes atmosféricos. Dentro de estas particulas estan los metales,
siendo una principal fuente de toxicidad; un representante es el Vanadio. El cual es emitido
al ambiente por plantas petroquimicas y por la industria moderna. Estudios previos han
mostrado que la inhalacién de pentéxido de vanadio produce dafio en el bulbo olfatorio de
ratén, causando pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas, la cual, puede
ser menor si se sostiene un periodo de 30 dias de recuperacion. Por lo que en este estudio
se planted evaluar la funcion olfatoria y analizar la citologia de las neuronas granulosas del
bulbo olfatorio después de 2 meses de recuperacién, posterior a la exposicién subaguda a
Vanadio. Se utilizaron ratones hembras y machos CD-1, separados en 3 grupos: control,
expuesto y recuperado. La exposicion para el grupo expuesto y el de recuperacion fue a
Pentoxido de Vanadio (V05 0.02 M, por 60 minutos dos veces por semana durante un
mes. El grupo control inhaldé agua desionizada en las mismas condiciones. El tiempo de
recuperacion fue de un periodo de 2 meses sin inhalar. Los grupos Control y Expuesto con y
sin recuperacion fueron sometidos a una prueba funcional olfatoria realizada cada 15 dias,
donde cada ratén fue colocado en una caja de acrilico para medir el tiempo de preferencia a
3 diferentes odorantes (Heptaldehido, Acido acético y Etanol) por separado durante 5 min.
Los grupos Control y Expuesto sin recuperacion fueron sacrificados al terminar el mes de
inhalacién y el grupo Expuesto con recuperacion se sacrificd al término de los 2 meses sin
inhalar, bajo dosis letal y perfundidos via aorta. Seguida de la extraccion de los bulbos
olfatorios para ser procesados con el método rapido de Golgi y realizar el analisis citoldgico
en las células granulosas del bulbo olfatorio mediante el conteo de espinas en las dendritas
secundarias en 10um después de la primera bifurcacion en 25 células granulosas por cada
ratdn. La prueba olfatoria mostré6 que tanto en los machos como en las hembras hay
diferencia significativa en los 3 odorantes, ya que el grupo expuesto redujo su capacidad
olfatoria al mes de exposicién, comparada con el tiempo inicial. Sin embargo el grupo con un
periodo de recuperacion mostré una mayor capacidad de olfacién comparado con el grupo
expuesto. En el analisis citoldgico se observd que tanto en hembras como en machos el
numero de espinas disminuyd al cumplir las 8 inhalaciones, y aumenté en el niumero de
espinas a los 2 meses de recuperacion. En la comparacién por género de los grupos control,
expuestos con y sin recuperacién, se presentan una densidad espinosa significativamente
mayor en hembras, comparada a los mismos grupos en machos. De nuestros resultados
podemos decir que: el V.05 produce pérdida de espinas dendriticas y de la capacidad
olfatoria; donde el periodo de recuperacion de 2 meses es suficiente para revertir la pérdida
de las espinas dendriticas y hasta ahora una posible recuperacién funcional en la capacidad
de olfacion. Podemos concluir que el periodo de 2 meses de recuperacion a una exposicion
subaguda de V,Osrefleja una total recuperacion en el nimero de espinas dendriticas, la cual
se manifesté en una recuperacion de la funcién olfatoria.
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Il. Introduccién

Durante las ultimas décadas, la calidad del aire en las principales ciudades del pais y
sus zonas conurbadas ha mostrado una clara tendencia al deterioro.
Consecuentemente, la salud de la poblacion ha sido afectada debido a la presencia
de contaminantes atmosféricos, la cual ha sido catalogada como alta, presentando
sintomas en la poblacion como ardor de ojos, ardor o resequedad de garganta y falta

de visibilidad (Catalan-Vazquez y cols., 2009).

[I.I. Contaminantes atmosféricos

Los contaminantes atmosféricos estan presentes en el aire en cantidades que podrian
afectar el estilo de vida y ocasionar cambios en las condiciones meteorolégicas y

climaticas.

Un contaminante atmosférico se define como una sustancia quimica o biolégica que
se incorpora al aire y modifica sus caracteristicas naturales. Se pueden clasificar
segun su presencia en la atmosfera, como primarios y secundarios. Los
contaminantes primarios se encuentran en la atmdésfera exactamente como fueron
emitidos, ya sea por procesos naturales o por actividades del ser humano; donde se
considera para la evaluacién de la calidad del aire la presencia del mondxido de
carbono, hidrocarburos, 6xidos de azufre, los metales y particulas. A los que se
forman en la atmosfera por reacciones quimicas en las que intervienen los
contaminantes primarios se les considera contaminantes secundarios, entre ellos

estan el ozono y sulfatos (Vallejo y cols., 2003).
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En la ciudad de México el descontrolado crecimiento de la zona metropolitana ha
contribuido al aumento de 35,000 industrias, 3.5 millones de vehiculos, y gran
cantidad de medios de transporte, lo cual ha propiciado un consumo de mas de 40
millones de Litros de combustible por dia, contribuyendo asi al aumento en el nivel de

contaminacioén en la ciudad.

Por otro lado la altura de la ciudad de México (2240 metros sobre el nivel del mar) y la
intensa luz solar contribuyen a procesos fotoquimicos que ayudan a crear Oz vy

particulas suspendidas (Molina y Molina, 2004; SEMARNAT, 2002).

[I.Il. Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas (PM) son de gran importancia, su tamafio y composicion
son quizas los parametros que determinen su comportamiento, permanencia en la
atmosfera y sus efectos potenciales para el ambiente y la salud debido a los efectos
toxicos que ocasionan en el ser humano (Rojas y Garibay, 2003); se encuentran
suspendidas en el aire provenientes de la erosion de suelos o por reacciones

guimicas en las que intervienen gases y compuestos organicos.

Estas particulas son una mezcla heterogénea que existe en forma de material sélido o
liquido finamente particuladas con un amplio intervalo de tamano (Vallejo y cols.,

2003), por lo que se clasifican en:
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v “Particulas burdas” (PM4p) que poseen un diametro aerodinamico menor
de10 um y mayor de 2.5 um, entre estas podriamos encontrar silice, titanio,

aluminio, sodio, hierro y cloruros principalmente.

v “Particulas finas” (PM.5) que poseen un diametro aerodinamico igual o
menor a 2.5 um, estas estan compuestas por particulas derivadas de la
combustiéon, principalmente del diesel, entre éstas se encuentran el carbono,

plomo, diéxido de azufre, didxido de nitrégeno y vanadio.

v “Particulas ultra finas” con un diametro aerodinamico menor a 1 um, estan
compuestas por los productos de quemas forestales, agricolas, combustion de

gasolina y diesel.

Cabe resaltar la importancia de las PM mas pequefnas ya que éstas tienen un tamafio
similar a las moléculas gaseosas grandes, por lo que presentan muchas de sus
propiedades, ademas de que tienen una vida media en la atmodsfera de dias a
semanas Yy viajan distancias mayores a 100 Km; en cambio las particulas gruesas se
depositan facilmente, con una vida media en la atmdésfera de solo minutos u horas

(Rojas y Garibay, 2003; Vallejo y cols., 2003).

Aunque las particulas varian en su composicion y tamafno estan constituidas
principalmente por compuestos organicos, iones, gases, metales y la estructura
misma de la particula, normalmente formada por carbono elemental.

Caracteristicamente las particulas finas y ultra finas estan formadas por una
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estructura basica de carbono, hidrocarburos, particulas secundarias y metales
diversos. En contraste las particulas gruesas pueden contar con minerales insolubles
y elementos como calcio, potasio, sodio, silice y manganeso ademas de material

biolégico como polen y esporas vegetales (Rojas y Garibay, 2003).

[I.1ll. Efectos de las PM en la salud

Los efectos producidos por las particulas suspendidas se han asociado con
problemas respiratorios y cardiovasculares, ya que producen cambios en la
viscosidad de la sangre, incrementando el riesgo de enfermedades cardiovasculares;
ademas pueden dafiar otros aparatos y sistemas como el sistema respiratorio y el
sistema nervioso entre otros. Las particulas son generadas por una gran variedad de
fuentes antropogénicas y naturales. Pueden ser emitidas directamente a la atmdsfera

o formarse por la transformacién de emisiones gaseosas (Secretaria de Salud, 2005).

[.IV. Metales

Asi mismo los metales se presentan en el ambiente como particulas suspendidas en
concentraciones inferiores a 1000 ppm, estos son elementos inorganicos necesarios
en pequefas cantidades en el organismo, la mayoria de los organismos no se
adaptan a ellos cuando se encuentran en el ambiente en altas concentraciones,
siendo una principal fuente de toxicidad. Son representados por el Fierro, Zinc, Cobre,
Cromo, Selenio, lodo, Cobalto, Manganeso, Niquel, Molibdeno, Fluor, Estano, Silice,
Arsénico (Hirsch, 2004). En la actualidad se ha experimentado un incremento en la

produccion de metales de transiciéon como el Vanadio (Garcia y Dorronsoro, 2002).
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[l.V. El vanadio

El vanadio (V) es un metal catalitico de transicion, ampliamente distribuido en la
naturaleza, fue descubierto en México en 1813 por Andrés Manuel del Rio y lo llamoé
pancronium; posteriormente Nils Sefstrom y Berzelius lo llamaron en 1830 vanadio en
honor a la diosa Vanadis. Debido a su dureza y su capacidad de formar aleaciones
llegd a ser un componente popular en las aleaciones con hierro usado en maquinarias
y herramientas (Barceloux, 1999). Este metal ocupa el lugar 22 en los elementos mas

abundantes en la corteza del planeta (Garcia y cols., 2004).

II.VI. Fuentes de exposicion al vanadio

Naturalmente se encuentra altamente distribuido en la corteza y junto con 80
diferentes minerales, aleado principalmente en fosfatos y hierro, ademas de que la
fuente natural del vanadio en la atmosfera es el llamado polvo continental y
emisiones volcanicas (WHO, 2003). Por otro lado este elemento es emitido al
ambiente por plantas petroquimicas y por la combustion de hidrocarburos derivados
de la gasolina, ademas de ser extensivamente usado en la industria moderna en
aleaciones de acero, fabricacion de piezas de motores, proyectiles e industria de las
pinturas, por lo que la exposicidon ambiental al vanadio es frecuente (Garcia y cols.,
2004 y Kulkarni, 2007). Por otro lado los niveles de vanadio en el humo del tabaco
contiene un rango de 1-8 ppm. Ademas altos niveles de vanadio pueden aparecer en
depdsitos de gases, producto de la combustidn de aceites de hornos principalmente

en lIrak, Iran, Venezuela y México (Barceloux, 1999), ademas de que los niveles de
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vanadio en el petroleo crudo de Venezuela es de 3 ug y en el petroleo de México 273

ug (Fortoul y Avila-Costa, 2007).

En la ciudad de México la concentracion de Vanadio se ha elevado desde 1960,
aumentando su concentracién significativamente para 1990, por lo que este
incremento ha representando un peligro para la salud de los habitantes de esta ciudad

(Fortoul y cols., 2002).

Otra fuente de exposicion al vanadio es a través de los alimentos ya que algunos
cereales, frutas frescas, vegetales y peces contienen este elemento aunque la
mayoria lo contenga en bajas concentraciones (< 1 ng/g); los alimentos ricos en
vanadio incluyen hongos, crustaceos, semillas, perejil y pimienta negra (Mukherjee y
cols., 2004). Se considera un micronutriente esencial para aves y diversos
organismos marinos. En el agua se encuentra disuelto exclusivamente en su forma
pentavalente en concentraciones de 0.1 a 220 ug/L en agua dulce y 0.3 a 29 ug/L en
agua marina. En el humano los niveles excesivos de vanadio inhiben la sintesis de
colesterol, fosfolipidos y otros lipidos, ademas de aminoacidos. Con el tiempo se
acumula en concentraciones aproximadas 6.5 pg/g, depositdndose en formas

insolubles, con una absorcién continua baja (Duffus, 1983; Kulkarni, 2007).
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[I.VIl. Estados de oxidacion del vanadio

El vanadio se presenta en diferentes estados de oxidacion de -1 a +5, siendo
lasvalencias +3, +4 y +5 las mas comunes. El estado de oxidacién mas estable (Tabla
1) es en la forma de sales tetravalentes (VO*?, vanadil), mientras que el vanadio
trivalente (V203) es un fuerte agente reductor. Las sales pentavalentes incluyen al

metavanadato (VO3), el ortovanadato (H2 VO4), y el pirovanadato (V.07™?).

El metavanadato es el mas comun en fluidos extracelulares mientras que la forma
cuadrivalente la que predomina dentro de la célula (Barceloux, 1999); en el
metabolismo el pentéxido de vanadio (V,0s5) es poco soluble en agua o en fluidos
corporales, donde libera iones de vanadio en su forma cationica (VO,") y en su forma
aniénica (HVO4%). Su absorcién dentro del organismo depende de la solubilidad y
ruta de entrada. Se sabe que las rutas de exposicion son en forma dérmica, enteral e
inhalada, siendo la ultima la ruta mas comun de exposicién de trabajadores (WHO,

2003).




Tabla 1. Nomenclatura de los componentes del vanadio. Modificado de WHO,

Moscoso Caballero Fernando Filiberto

2003.

070

Forma molecular

Nombre del compuesto

NH4VO3

NazVOq4

VO2*

VO3

NaVO4

VO(SOa)

Desconocido

V203

V205

VCls

Metavanadato de amonio

Ortovanadato de sodio

Vanadil

Vanadato

Peroxivanadato de sodio

Vanadil sulfato

Ferrovanadio

Tritoxido de vanadio

Pentoxido de vanadio

Tricloruro de Vanadio
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[I.VIIIl. Pent6xido de vanadio

La mezcla de acido sulfurico con metavanadato de sodio precipita en la forma de
pentoxido de vanadio. Particularmente el V,0s5 es usado como catalizador para gran
variedad de procesos de oxidacion, principalmente la conversion de didéxido de sulfuro
a trioxido de sulfuro, durante la manufactura del acido sulfuro; ademas de algunos
pigmentos y tintas usados en la industria de la ceramica que imparte un color que va
del café al verde, estos productos contienen 15% de pentdxido de vanadio (Fortoul y
Avila-Costa, 2007). Consecuentemente, trabajadores de estas industrias y minas han
desarrollado intoxicacion cuando se exponen a la inhalacion de pentéxido de

vanadio.

[I.IX. Toxicidad

Se han observado los efectos téxicos del vanadio en diversos sistemas, los cual se
han relacionado con enfermedades cardiovasculares y una variedad de sintomas
gastrointestinales, ademas de que reduce la capacidad cognoscitiva en sujetos
humanos expuestos cronicamente al vanadio (Garcia y cols., 2004), segun la Agencia
Internacional para investigaciones en Cancer el Pentoxido de Vanadio es un posible
carcinogeénico para los humanos, ademas de que produce dafio en el DNA de los

leucocitos (Diaz-Bech y cols., 2007).
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En el sistema circulatorio, produce cambios en la membrana de los eritrocitos,
produciendo hemdlisis; en el sistema respiratorio, produce asma, asi como
remodelacion en la arquitectura bronquiolar, y como cambios fibroproliferativos en las
vias respiratorias, asi como metaplasia, engrosamiento de las vias respiratorias
blandas, proliferacion de miofibroblastos peribronquiolares; ademas el pentdxido de
vanadio induce la expresion de citocinas en varios tipos celulares asi como la

activacion de MAPKs (Fortoul y cols., 2007).

En los rinones se han observado cambios en la urea, creatinina y transaminasa,
ademas afecta a la inhibicién de la gluconeogénesis en los tubulos renales asi como

también en los hepatocitos (Avila-Casado y cols., 2007).

El testiculo es otro 6rgano blanco del pentdxido de vanadio, donde se observa la
ruptura de la barrera hemato-testicular, también se ha observado necrosis en los
espermatocitos y presencia de vacuolas citoplasmaticas obscuras en las
espermatogonias, peérdida de las crestas mitocondriales, asi como dilatacién del

reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi. (Fortoul y cols., 2007; Kulkarni, 2007).
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II.X. Formacion de especies reactivas a oxigeno (ROS)

El pentéxido de vanadio promueve la formacion de especies reactivas a oxigeno
(ROS) y en consecuencia estrés oxidativo; el cual es un proceso donde hay un
desbalance celular de antioxidantes y oxidantes (como ROS vy radicales libres). Los
radicales libres son moléculas que tienen uno o mas electrones desapareados en la
ultima orbita, y se producen de forma enddgena en las funciones aerdbicas de la
célula. Los agentes exdgenos pueden producir aumento en la produccion de radicales
libres y ROS en la célula y asi desencadenar una serie de procesos como

peroxidacion lipidica y dafio al DNA (Byezkowski y Kuikarni, 1998).

Se sugiere que la peroxidacion lipidica es la base de la toxicidad del vanadio
causando alteraciones en las vias de sefializacién del calcio (Ca®*) la cual conlleva a
la muerte celular (Garcia et al., 2005). El vanadato genera radicales hidroxilo (*OH),
peroxido de hidrogeno (H202) y anion superoxido (O2 7). La reduccion de moléculas de
oxigeno es por dos medios, flavoenzimas que contienen NADPH (Nicotinamida-
Adenina Dinucledétido fosfato) compleja y por cambios en el transporte mitocondrial de
electrones por la afluencia de Ca?'. Bajo condiciones fisioldgicas de pH 7, en
presencia de vanadio y H20,, se pueden producir radicales *OH (Reaccion de Fenton)

(Colin-Barenque y Fortoul, 2007).

V+H0, = V +OH + «OH
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[1.XI. Toxicocinética

El vanadio por via inhalada se incorpora principalmente en las vias respiratorias altas
acumulandose en primera instancia en el epitelio nasal y pasando a las vias
respiratorias bajas como son la laringe, traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos,
ahi se incorpora al torrente sanguineo por medio del intercambio gaseoso (Kulkarni,
2007), donde el vanadio +5 es reducido a vanadio +4 por NADH, glutatién de los
eritrocitos, acido ascérbico y otros reductores del plasma; posteriormente se
transporta por medio de proteinas séricas acarreadoras como la albumina y las
proteinas acarreadoras de metales (principalmente Fe®) como la transferrina; y es
nuevamente oxidado a vanadio +5 debido al pH neutro del el plasma; entra a las
células por medio de acarreadores anidnicos principalmente canales de fosfato,
pudiendo ser reducido nuevamente en la mitocondria a vanadio +4 por glutatién y
otros sustratos. El vanadio se acumula exclusivamente en su forma +4 en diferentes
organos como pulmoén, higado, rinones, hueso, vaso y testiculos. (Rodriguez-Mercado

y Altamirano-Lozano, 2006).

[1.XIl. Vanadio en el sistema nervioso

El pentoxido de vanadio producen lipoperoxidacion en el sistema nervioso (Avila-
Costa, 2007,) donde ademas este compuesto conlleva a la pérdida drastica de la
densidad espinosa en las neuronas espinosas medianas del estriado (Avila-Costa y

cols., 2004), asi como la pérdida de neuronas positivas a Tirosina Hidroxilasa (TH) en
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la substancia nigra compacta (Avila-Costa et al., 2004), lo que podria inducir
hipersensibilidad de los receptores de Dopamina y con esto pérdida de espinas
dendriticas. Por otro lado el V,0s5 produce pérdida de cilios en células ependimarias
del cuarto ventriculo, ademas de ruptura de las uniones estrechas del epitelio
ependimal, lo cual permite que sustancias toxicas modifiquen la permeabilidad del
epitelio, proporcionando acceso de mediadores inflamatorios al tejido neuronal,
causando dafo y muerte (Avila-Costa y cols., 2005). Asi mismo este modelo de
exposicion a pentéxido de vanadio produce pérdida de espinas dendriticas en las
neuronas piramidales del hipocampo CA1, muerte por necrosis, y alteraciones del
neuropilo, lo cual se relaciona con el deterioro de la memoria espacial (Avila-Costa y

cols., 2006).

Ademas, se ha reportado que el metavanadato por via intraperitoneal produce
alteraciones en la actividad motora y peroxidacion lipidica, por lo que la mielina puede
ser blanco preferencial del Vanadio (+5). Ademas de que este mismo compuesto
promueve alteraciones morfolégicas de las neuronas y astroglia después de su
administracion, donde los marcadores histologicos de células danadas, tales como
NADPHd, son altos en las capas granular y molecular de la corteza cerebelosa; y hsp
(heat shock protein), esto indica la presencia de glia reactiva en cerebelo; y
alteraciones morfolégicas en astrocitos de cerebelo e hipocampo (Garcia y cols.,

2004; 2005).
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También promueve alteraciones en las metaloproteinasas (MMP-2 y 9) en el tejido
nervioso, donde la MMP-2 se incrementa en el hipocampo y el estriado, y la MMP-9
se incrementa en la corteza prefrontal, estriado, hipocampo y bulbo olfatorio. Por lo
que este incremento se puede asociar al estrés oxidativo y a la ruptura de la barrera
hemato-encefalica, causando modificaciones como pérdida de espinas dendriticas y

muerte celular (Colin-Barenque y cols., 2008).

ILXIIIl. Impacto del Vanadio en el bulbo olfatorio

Debido a que la principal entrada y via de absorcion del pentéxido de vanadio es
mediante su inhalacion se ha observado que en modelos murinos expuestos a este
compuesto el primer contacto se lleva a cabo en las vias respiratorias altas, mucosa
olfatoria y neuronas sensoriales olfativas, y con esto al sistema nervioso central
mediante el bulbo olfatorio, teniendo como consecuencia pérdida de las espinas
dendriticas de las .neuronas granulosas, presentan condensacién y marginacion de
cromatina, vacuolizacién y evidencia de muerte celular como necrosis y apoptosis,

(Avila-Costa y cols., 2007).

Por otro lado se ha observado que ratones expuestos a pentoxido de vanadio durante
un mes y mantenidos por un periodo de 4 semanas sin exposicion, existe una parcial
recuperacion, presentando aumento en el numero de espinas dendriticas de las

células granulosas (Colin-Barenque y cols., 2005).
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En las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheaimer y Parkinson se ha
reportado alteracion de la capacidad olfatoria en las etapas iniciales (Doty, 2008) e
incremento en la concentracion de MMPs (Lorenzl y cols., 2002). Se han asociado
agentes xenobidticos a estas enfermedades, ya que las vias respiratorias altas
facilitan la transferencia de estos agentes exdgenos los cuales ingresan rapidamente
al bulbo olfatorio via mucosa olfatoria, la cual contiene de 6 a 10 millones de células
receptoras y algunas células de soporte, posteriormente estos receptores proyectan

su axones para formar el nervio olfatorio (I par craneal) (Doty, 2008).

En la mucosa olfatoria de pacientes con enfermedad de Alzheimer se observa
incremento de la expresiéon de la p—amiloide e indicadores de inflamacion en bulbo
olfatorio y en otras regiones relacionadas con el olfato. Sin embargo no todos los
pacientes con Alzheimer presentan alteracion en la discriminacion olfatoria

(Westervelt y cols. 2007).

[1.XIV. Sistema olfatorio

El sistema olfatorio esta especializado en procesar sefiales moleculares que dan lugar
a las sensaciones del olor. Este se encuentra claramente diferenciado, por lo que
contiene diferentes tipos de células, entre ellas las neuronas aferentes, las cuales son
receptores sensoriales olfatorios (Figura 1). Son la primera entrada de los axones
arreglados paralelamente provenientes de la cavidad nasal, presentan generalmente

una morfologia homogénea, estan distribuidas en el epitelio olfatorio entre las células
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basales de la lamina basal y las células mas superficiales de sostén. Presentan una
dendrita apical muy delgada se extiende y finaliza en una esfera ensanchada, llamada

foliculo o boton olfatorio (Shepherd, 2003).

Estas neuronas olfatorias sensoriales proyectan un axon el cual tiene un diametro en
promedio de 0.2 um, el cual se organiza en paquetes, y se rodeada por mesaxones
de células gliales especializadas, estos salen del epitelio olfatorio y atraviesan la
lamina cribosa y forman la capa mas externa del bulbo olfatorio, el nervio olfatorio

(Shepherd, 2003; Doty, 2008) (Figura 1).
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neuron axons
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Mitral call

To lateral olfactory tract ————————————3»

Figura 1. Vista de la mucosa olfatoria y parte del bulbo olfatorio. Tomado de

http://www.3quarksdaily.com/3quarksdaily/2008/09/the-smells-of-d.html
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[1.XV. Bulbo olfatorio

Cuando los axones del nervio olfatorio entran a la superficie del bulbo se reorganizan
y llegan a estructuras esféricas del neuropilo llamadas Glomérulos, que forman la
segunda capa del bulbo (Figura 2), son molecularmente homogéneos, en pequefos
mamiferos presentan un diametro de 30 a 50 um y de 100 a 200 um en conejos y

gatos (Carpenter, 1978; Shepherd, 2003).

W buib

Olfactory \ Ma.“

Mitral cell Axons of mitral cells

iy

Olfactory
receptor

Figura 2. Vista del bulbo olfatorio, la cual muestra las proyecciones axonales desde el epitelio olfatorio

y contindan hasta el tracto olfatorio (axones de las células mitrales). Tomado de Carpenter, 1978.
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La salida del bulbo olfatorio es llevada por los axones de las células mitrales, se
conocen como neuronas eferentes, su cuerpo celular tiene un diametro de 15-30um,
proyectan una dendrita primaria que atraviesa la capa plexiforme externa (EPL),
terminando dentro de los glomérulos, cada célula mitral también manda varias
dendritas secundarias en direccion lateral dentro de la capa plexiforme externa, sus
axones pasan caudalmente al interior del bulbo y se reune en la superficie
posterolateral y forma el tracto lateral olfatorio (LOT), aunque algunos vuelven a
terminar en la capa plexiforme externa e interna y otros en la capa granulosa. La
salida de los axones al tracto olfatorio lateral provee numerosas ramas que terminan
en la primera capa de la corteza olfatoria Las células de penacho son células
eferentes parecidas a las mitrales, pero en posicion mas superficial, la capa

plexiforme externa (Valverde, 2003; Shepherd, 2003).

Las interneuronas son las células periglomerulares y las granulosas. Las
periglomerulares rodean al glomérulo, tienen un diametro de 6-8um, estas células
tienen dendritas que arborizan dentro del glomérulo, mandan su axon dentro de la

region extraglomerular, (Valverde, 2003; Shepherd, 2003).

Las células granulosas estan por debajo de las células mitrales con un cuerpo celular
pequefio de 6-8 um, sus dendritas son notables por poseer numerosas espinas
largas, extiende sus dendritas de 50 a 200 um, se han encontrado 3 tipos diferentes

de células (Shepherd, 2003).
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v' Las células granulosas superficiales, que poseen dendritas periféricas que
ramifican principalmente en la superficie de la EPL, y algunas dendritas entre

las células de penacho.

v' Las células granulosas intermedias ramifican a toda la EPL.

v Y finalmente las células granulosas profundas, mandan sus dendritas a la

parte baja de la EPL y entre las células mitrales.

Las células periglomerulares y las células granulosas son generadas
predominantemente durante el periodo postnatal y continua durante toda la vida, se
forman en la pared del ventriculo en la zona subventricular en forma de neuroblasto,
viajan al bulbo olfatorio por el tracto rostral migratorio, donde se diferencian y se
incorporan al circuito sinaptico, como lo ha reportado Moreno y cols., 2009, que la
estimulacion olfatoria con diferentes odorantes, favorece la neurogénesis vy

diferenciacién de las células granulosas en el bulbo olfatorio.

Ademas se ha observado que estas células presentan gran plasticidad neuronal, esto
quiere decir que tienen la capacidad de adaptar sus funciones para minimizar
alteraciones estructurales o fisiologicas como respuesta a un estimulo externo

(Valverde, 2003).
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[1.XVI. Estrogenos en el SNC

Los estrogenos son hormonas esteroides de C1g, los cuales son sintetizados por los
ovarios y los testiculos, se transportan en el torrente sanguineo unidos a globulinas
hasta llegar a la célula blanco, donde entran por difusién pasiva y se unen a los
receptores ER (Nadal y cols., 2001). Se ha establecido que el sistema nervioso
central es blanco de las hormonas sexuales, se ha estudiado principalmente la
presencia de 17 B-estradiol, la cual es la responsable de la diferenciacion especifica

del sexo (Behl, 2002).

Sin embargo el estradiol ejerce multiples acciones en el sistema nervioso central,
estas acciones son en parte mediadas por los efectos directos de estas hormonas en
las neuronas, se han relacionado al efecto del estradiol y sus receptores ERa y ER,
los cuales, en parte promueven al gen Prothymosin-a, el cual juega un rol importante
induciendo la diferenciacién de las células de origen neuronal. Ademas se ha
demostrado que el estradiol promueve el flujo del Ca®* dentro de la célula en
segundos, promoviendo una cascada de reacciones dentro del nucleo para la
produccion de Citocinas, tales como la interleucina-6 (IL-6), proteina cinasa A (PKA),
proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa B (PKB), calmodulina dependiente de Ca**
(CAMK) y proteina cinasa de actividad mitogénica (MAPK), ademas del factor de
necrosis tumoral alpha (TNFa). Por otro lado los estrogenos modulan la actividad de
ionéforos y receptores de membrana ligados a proteinas G, mediante la interaccion

con los receptores ERay ERp. Estos receptores se han localizado mediante

inmunoreactividad en regiones cerebrales tales como corteza cerebral, septum,
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amigdala, talamo, hipocampo, area ventral tegmental, substancia nigra, cerebelo y

bulbo olfatorio, entre otros (Maggi y cols., 2003; Shughrue y cols., 1997).

Adicionalmente los estrogenos también regulan la funcion del sistema nervioso central
por su accién en las células gliales, tales como la oligodendroglia, astroglia y
microglia. Estas se envuelven en una gran variedad de funciones entre ellas, inducen
la regulacion del metabolismo neuronal, transmision sinaptica y plasticidad neuronal

(Nilsen y cols., 2000).

El estradiol regula la activacion de las vias de sefalizacion de las cinasas y la
modificacién de los niveles de Ca®*, ademas de la sintesis de factores de crecimiento
que actuan sobre la supervivencia neuronal bajo condiciones patoldgicas (Bourque y
cols., 2009), inducen la regulacion de niveles de fosfatasas, fosforilacion de cinasas y
de expresion de moléculas reguladoras de apoptosis (Garcia-Segura y Balthazart,

2009).

Se ha observado que las enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson y
Alzheimer, prevalecen principalmente en los hombres, debido a la gran diferencia en
la concentracion de estrogenos presentes en el sistema nervioso, el cual tiene un
efecto neuroprotector en dicho sistema (Gillies y cols., 2004; Morale y cols., 2005).
Ademas en estas enfermedades se ha visto un incremento de la citosina
proinflamatoria, “factor de necrosis tumoral-a” (TNF- o), que tiene un papel importante
en estos desordenes neurodegenerativos. Sin embargo, la presencia de estrégenos
endogenos reduce esta expresion del TNF-o, actuando como neuroprotector

principalmente en las hembras (Liao y cols., 2002).
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Ill. Justificacion

Se ha asociado la presencia de agentes xenobidticos como factor de riesgo en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas que cursan con disfuncién olfatoria

en las etapas iniciales.

El vanadio se ha incrementado en el ambiente, se sabe que el V,;0s induce
alteraciones citologicas diferenciales por sexo en el bulbo olfatorio de ratén,
causando pérdida de espinas dendriticas de las células granulosas; alteraciones que
persisten cuando los animales son mantenidos durante un mes a un ambiente libre

del metal.

Es conveniente hacer una investigacion empleando un mayor plazo de recuperacion

ya que se sabe que las neuronas granulares tienen gran plasticidad.

Por lo que en el presente trabajo se evaluara la funcién olfatoria y la densidad
espinosa de neuronas granulosas de bulbo olfatorio de ratones macho y hembra
expuestos por via inhalada con y sin un periodo de 2 meses de recuperacion sin

inhalar.
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IV. Hipétesis

% Se ha reportado que el V,0s5 es un agente toxico para el sistema nervioso
central, en donde se ha observado pérdida de espinas dendriticas en las células
granulosas del bulbo olfatorio, sin embargo se sabe que esta estructura es altamente
plastica. Por lo que suponemos que con un periodo de recuperacion de 8 semanas sin
inhalacion posterior a la exposicién sub-aguda de V,0s5 sera suficiente para que se
recupere la capacidad olfatoria que se perdié durante la exposicion, ademas de que
las células granulosas del bulbo olfatorio recuperen el numero de espinas dendriticas.
se espera que esta recuperacion sera mayor en las hembras que en los machos

debido a que presentan mayor cantidad de estrégenos.
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V. Objetivo general

e Evaluar la recuperaciéon citologica y funcional del Bulbo Olfatorio de ratones
machos y hembras después de la exposicion subaguda a Pentoxido de Vanadio

(V20s).
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VI. Objetivos particulares

eEvaluar la capacidad olfatoria en ratones hembras y machos después de 8

inhalaciones de V205 con y sin un periodo de recuperacion de 2 meses.

eCuantificar la densidad espinosa en las células granulosas del Bulbo Olfatorio de
ratones hembras y machos después de 8 inhalaciones de V;0s5 con y sin

recuperacion de 2 meses.
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VIl. Material y métodos

VIl.I. Animales

Se utilizaron 30 ratones machos y 30 hembras de la cepa CD-1, entre 8 y 12 semanas
de edad con un peso aproximado de 3512 g, los cuales permanecieron en cajas de
acrilico bajo condiciones de luz (12h de luz / 12 de oscuridad) y alimentados con

Purina Rat Chow y agua ad Libitum.

VII.II. Tratamientos

Los ratones se clasificaron por sexo en los grupos: Control (con una n=10 ratones por
cada sexo), expuesto con recuperacion (con una n=10 ratones por cada sexo), y
expuesto sin un periodo de recuperacién (con una n=10 ratones por cada sexo).
Todos los animales se colocaron en una caja de acrilico conectada a un ultra
nebulizador con un fluido de 10 ml/min. La exposicion fue a una concentracion de 0.02
M de V05 durante 60 minutos dos veces por semana, teniendo un total de 8
inhalaciones durante un mes; el grupo control fue expuesto a agua destilada bajo las
mismas condiciones. El tiempo de recuperacion fue de 2 meses sin inhalar (Colin-

Barenque, 2005).

VILIII. Prueba olfatoria

Todos los grupos se sometieron a una prueba funcional olfatoria realizada cada 15
dias, tomando como grupo control un registro de la prueba una semana antes de su
primera inhalacion a V,0s, hasta el momento de su sacrificio. La prueba consistié en
privar de agua y alimento a los animales 24 horas antes de la prueba, y al dia

siguiente cada raton se colocd en una caja de acrilico, con un periodo de adaptacion
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de 10-15 minutos; posteriormente se midio el tiempo de olfacion, en el cual los
animales percibian (permanecia con la nariz pegada al papel) cada uno de los 3
diferentes odorantes (Heptaldehido 0.1 M, Acido acético 5% y Alcohol al 100%) por
separado y siempre en diferente orden y posicion dentro de la caja de acrilico, con un
volumen de 200uL en 1cm? de papel filtro; en esta prueba se tomo el tiempo que el
raton mostraba interés por cada uno de los odorantes en un tiempo de 5 minutos cada
uno, dejando un intervalo de 5 minutos entre cada odorante, para evitar que estos
odorantes se impregnaran e interfirieran con los siguientes odorantes (Kobayakawa y

cols., 2007).

VII.IV. Anélisis citologico

Los grupos control y expuesto se sacrificaron a la 4ta. semana de exposicién (8
inhalaciones) y el grupo con recuperacion se sacrificd en la semana 12 (4 semanas de
exposicién y 8 semanas de recuperacion), todos con una dosis letal de anestesia
profunda con pentobarbital sédico y perfundidos via aorta con solucién salina,
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (0.1M, pH 7.4); se extrajeron los bulbos
olfatorios y se colocaron en fijador con PBS (0.1M, pH 7.4) por 2 hrs a 4° C, y se
mantuvieron durante 7 dias en solucion de Golgi, la cual consistié en 1g de tetradxido
de osmio, 8g de dicromato de potasio en 300 ml de agua; posteriormente se dejé un
dia en una solucién de nitrato de plata al 0.75%, para posteriormente encastrarlos en
parafina, y realizar cortes histologicos sagitales de 90 um de grosor, después se
deshidrataron y se aclararon en eugenol y xilol para finalmente montarse y cubrirse

con resina.
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Para el andlisis citolégico se realizo el conteo del numero de espinas dendriticas en
10 um en las dendritas secundarias a partir de la primera bifurcacion, en 25 células
granulosas del bulbo olfatorio por cada raton utilizando el objetivo de 40X y un ocular

calibrado.

VII.V. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba de ANOVA con un nivel de significancia

de p<0.05.

30



Moscoso Caballero Fernando Filiberto 2070

VIIl. Resultados

En la evaluacion funcional olfatoria, los ratones mostraron una alteracién al concluir
las 4 semanas de exposicién al pentdxido de vanadio en comparaciéon al tiempo

control, y una recuperacién evidente al concluir las 8 semanas sin inhalar.

Se observd que tanto las hembras como los machos mostraron preferencia
principalmente por el acido acético, seguido por el heptaldehido y por ultimo el etanol.
En la Figura 3 se observa que en la evaluacién control (tiempo control), las hembras
presentaron con el acido acético, un tiempo de olfacién significativamente superior
(11.82 £ 2.7 segundos) al tiempo de olfacion que presentaron los machos (3.97 + 0.20

segundos),

En la Figura 4 se observa que también las hembras obtuvieron mayor tiempo de
olfacion (4.5 £ 0.48 segundos) para el heptaldehido (Figura 4), siendo el tiempo de los
machos de 3.23 £ 0.23 segundos, y de igual forma en el tiempo de olfacion del etanol
las hembras presentaron 2.38 + 0.29 segundos y los machos obtuvieron un tiempo de
1.53 + 0.15 segundos. (Figura 5) en todos los casos se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 3 .Tiempo de olfacion de machos y hembras con el Acido acético, 5% (ANOVA * Diferencia del

los grupos experimentales contra control. ** Diferencia del grupo recuperado contra el grupo expuesto.

# Diferencia por género. P<0.05).
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Al finalizar las 8 inhalaciones de pentdxido de vanadio los tiempos de olfacién para los
tres odorantes, se redujeron drasticamente en ambos sexos al compararlos con el
tiempo control, donde para el acido acético el tiempo de las hembras fue de 2.37 £
0.15 seg. y 2.02 + 0.17 segundos en machos (Fig. 3); para el heptaldehido las
hembras obtuvieron 2.02 + 0.13 segundos y los machos obtuvieron 1.3 + 0.16
segundos (Fig. 4). Y de igual forma en el tiempo de olfaccién para el etanol (Fig. 5) los
grupos expuestos presentaron diferencia significativa donde el tiempo de las hembras

fue de 0.63 £ 0.08 segundos y 0.49 £ 0.09 segundos para los machos.
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Figura 4 .Tiempo de olfaciéon de machos y hembras con el heptaldehido 0.1 M (ANOVA * Diferencia del

los grupos experimentales contra control. ** Diferencia del grupo recuperado contra el grupo expuesto.

# Diferencia por género. P<0.05).
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A las 8 semanas de recuperacion sin inhalaciéon de V,0s, los tiempos que registraron
ambos géneros comparados con los datos del tiempo control y el periodo de 8
inhalaciones reflejaron un claro aumento significativo en el tiempo de olfacién en los
tres odorantes entre hembras y machos. Las hembras obtuvieron para el acido
acético (Fig. 3) un tiempo de 21.42 + 9.04 segundos y los machos obtuvieron 8.93 *
3.38 segundos; para el heptaldehido (Fig. 4) mostraron un tiempo de 17.41 £ 5.22
segundos en hembras y 8.05 + 3.16 en machos, mientras que la preferencia hacia el
etanol en las hembras fue de un tiempo de 9.19 + 6.02 segundos y en los machos fue

de 1.38 + 0.29 segundos (Fig. 5).
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Figura 5.Tiempo de olfacion de machos y hembras con el etanol 100% (ANOVA * Diferencia del los

grupos experimentales contra control. ** Diferencia del grupo recuperado contra el grupo expuesto. #

Diferencia por género. P<0.05).
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Como se puede observar en los tres grupos (tiempo control, expuesto a V,0s vy
expuesto a V,0s con recuperacion) el tiempo de olfaccién para los tres odorantes fue

mayor en las hembras comparadas con el tiempo de los machos.

Por otro lado el analisis citolégico mostré que la inhalacion de V,0sdurante 4 semanas
produce pérdida significativa de espinas dendriticas en las neuronas granulosas del
bulbo olfatorio, en contraste los grupos de recuperacién mostraron aumento en el

numero de espinas dendriticas como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Numero de espinas dendriticas en las células granulosas de bulbo olfatorio en machos y

hembras (ANOVA * Diferencia del los grupos experimentales contra el grupo control. ** Diferencia

del grupo recuperado contra el grupo expuesto. # = Diferencia por género. P<0.05).
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Donde el numero de espinas dendriticas del grupo expuesto a V,0s (en hembras:
7.325+ 0.12; machos: 7.045+ 0.13) present6 una pérdida significativa en el numero de
espinas tanto en machos como en hembras, comparado con el grupo control (en
hembras: 10.43 £ 0.11; machos: 9.54 + 0.11). Por otro lado el grupo con recuperacion
(en hembras: 11.06 £ 0.10; machos: 9.85 £ 0.08) presenta una total recuperacion
citolégica comparada con el grupo expuesto donde también se observan diferencias
significativas en ambos géneros. Asimismo el grupo recuperado mostré una mayor

cantidad de espinas dendriticas comparado con el grupo control.

En la figura 7 se muestran las espinas dendriticas de las células granulosas de los
ratones hembras (Figura 7a) y machos (Figura 7b) del grupo control donde se nota
claramente que la densidad de las espinas es mas abundante en las hembras que en

los machos.
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Figura 7. Espinas dendriticas de células granulosas del bulbo olfatorio de un ratén hembra y un macho
del grupo control. La imagen a) dendrita ( = ) de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratén
hembra del grupo control, la imagen b) Corresponde a las espinas dendriticas (— ) de una célula

granulosa del bulbo olfatorio de un ratén macho del grupo control.

Para el grupo expuesto a V,0s (Figura 8) el numero de espinas dendriticas se vio
claramente reducido comparado con las imagenes de las células granulosas del grupo
control, donde la imagen correspondiente a las hembras muestra mayor numero de

espinas dendriticas respecto a la de los machos.
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Figura 8. Espinas dendriticas de células granulosas del bulbo olfatorio de ratones hembras y machos
del grupo expuesto durante 4 semanas a V,0s. a) espinas dendriticas ( % ) de una célula granulosa
del bulbo olfatorio de un ratén hembra del grupo expuesto durante 4 semanas a V,05 y la imagen b) las
espinas dendriticas ( ) de una célula granulosa del bulbo olfatorio de un ratén macho del grupo

expuesto durante 4 semanas a V,0s,

Una vez concluido el periodo de recuperacion el numero de espinas aumento
claramente (Figura 9), lo reveld el analisis citologico, donde las hembras también
presentaron mayor numero de espinas dendriticas respecto a los machos (Figura 6), e
incluso se observa que el numero de espinas dendriticas es mayor a la densidad

espinosa del grupo control.
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a) D)

Figura 9. Espinas dendriticas de células granulosas del bulbo olfatorio de ratones hembras y machos
del grupo recuperado. La imagen a) espinas dendriticas (= ) de una célula granulosa del bulbo
olfatorio de un ratébn hembra del grupo expuesto durante 4 semanas a V.05 y 8 semanas de
recuperacion sin inhalacion y la imagen b) espinas dendriticas (% ) de una célula granulosa del bulbo
olfatorio de un ratén macho del grupo expuesto durante 4 semanas a V,0Os5 y 8 semanas de

recuperacion sin inhalacion.
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IX. Discusion

La contaminacion en las grandes ciudades ha sido una de las principales causas por
las cuales la poblacion ha presentado alteracidn en la capacidad de olfatoria, ya que
estos se exponen tanto a ozono, como cadmio, y otros contaminantes entre ellos el
vanadio; estos compuestos se sabe que dafan tanto el epitelio olfatorio como el bulbo
olfatorio, afectando el rendimiento de olfacién (Hudson y cols., 2006; Cervantes,
2009), lo cual también se ha ligado a enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson, ya que uno de sus primeros sintomas es la perdida de la

olfacion.

Como se pudo observar, la inhalacion de V,0s5 (Figuras 3,4 y 5) provoco alteracion
significativa de la capacidad olfatoria con los tres odorantes en ambos sexos, ya que
el tiempo de olfaccion se vio claramente disminuido respecto al tiempo control,
Ademas observamos que la preferencia olfatoria siempre fue primero hacia el acido

acético, seguida por del heptaldehido y finalmente por el etanol en los tres grupos.

La alteracion en la olfacion que presento el grupo expuesto a V05 se puede asociar a
que la via de inhalacién es una de las principales entradas de contaminantes, ya que
tienen contacto primeramente con el epitelio olfatorio, donde se encuentran las
neuronas olfatorias sensoriales (NSO), las cuales mandan un impulso nervioso dentro
del bulbo olfatorio, directamente a los glomérulos y estos a su vez forman sinapsis
con las dendritas de las neuronas de segundo orden (las células mitrales y las células

en penacho) y las interneuronas (células granulosas) (Valverde, 2003).
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Se sabe que la exposicion a diferentes quimicos produce anosmia (Heiser et al,
2009), ademas de que la alteracion de la discriminacion olfatoria se ha observado en
diferentes desordenes neurodegenerativos, donde se ha encontrado que el tamafio
del bulbo olfatorio se ve reducido, lo cual se relaciona con el rendimiento cognitivo del
paciente, ademas de que el tracto olfatorio presenta atrofia en las primeras etapas de
las enfermedades como el Alzheimer y Parkinson (Thomann y cols., 2007), lo cual es
util para la deteccion temprana de estos padecimientos. Ademas en los pacientes con
enfermedad del Alzheimer, se ha observado sobreexpresion de un precursor de la
—amiloide en el bulbo olfatorio, lo cual se asocia al déficit olfatorio (Wesson y cols.,

2010).

Uno de los factores que se han relacionado con estas enfermedades

neurodegenerativas es el estrés oxidativo promoviendo la formacién de ROS y RL,

que se generan por contaminantes atmosféricos, como el V05 (Barceloux, 1999).

Donde la oxidacion del vanadio (IV), genera el radical anion superoxido (O 27) vy

vanadio (V).

(a) Vanadio (IV) + O, — vanadio (V) + O 5~
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Este anién superoxido puede ser dismutado espontaneamente o enzimaticamente
por SOD (Super Oxido Dismutasa) produciendo peroxido de hidrogeno (H20>), el cual
puede reaccionar con el vanadio (IV) y producir un radical libre Hidroxilo (HO), a lo

que llamamos reaccion Fenton.

(b) Vanadio (V) + H,O, — vanadio (V) + HO

El hidroxilo reacciona con el peréxido de hidrogeno para generar superoxido
nuevamente, el cual puede permanecer en forma compleja en una fraccion del
vanadio, formando un tipo de vanadil peréxido. El cual se estabiliza por la reduccion

de un electron de vanadio (1V),

(c) vanadio (V) + O ,° — [vanadio (IV)-O0O7]

Especialmente el vanadio estimula la oxidacion de NAD(P)H en mitocondria,
promoviendo la reducciéon de vanadio (V) a vanadio (IV) para que este genere
Superoxido en presencia de oxigeno (a), y asi este por la presencia de SOD forme
peroxido de hidrogeno y se forme finalmente (b) el radical hidroxilo (Byezkowski vy
Kuikarni, 1998), el cual es uno de los principales factores que dafia diferentes
estructuras como hipocampo, estriado, corteza prefrontal y bulbo olfatorio (Colin-

Barenque y cols. 2005; 2007, Avila-Costa y cols., 2005 y Juarez, 2007).
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Estudios en un modelo de inhalacion a V,0s han demostrado incremento en la
actividad de las MMPs-2 y MMPs-9 en el SNC, la cual degrada la matriz extracelular
ocasionando muerte neuronal (Colin-Barenque y cols., 2008), asi mismo se ha
encontrado la presencia de estas gelatinasas en enfermedades neurodegenerativas
tales como en la enfermedad de Parkinson y Alzheimer (Baig y cols., 2008), ademas
se les ha implicado en procesos de inflamacion y crecimiento tumoral (Lorenzl y cols.,
2002). La activacion de los diferentes tipos de MMPs en estas enfermedades
neurodegenerativas se induce por radicales libres. Ademas ratones expuestos a
V05 presentan aumento de las MMPS-2 y MMPs-9 en la capa glomerular y
granulosa del bulbo olfatorio de (Cervantes, 2009), y en otras regiones relacionadas
con el olfato, lo cual se asocia a una de las causas de la pérdida de espinas

dendriticas y muerte neuronal (Colin-Barenque y cols., 2008).

La pérdida de espinas podria deberse a que el vanadio induce citotoxicidad por
interaccién con diferentes elementos del citoesqueleto, dafiando a los microtubulos y
microfilamentos, los cuales estan constituidos de subunidades de tubulina y actina
respectivamente (Mussali-Galante y cols., 2007), modificando la arquitectura de la
célula, esto es importante ya que las espinas dendriticas contienen actina, miosina
calmodulina etc. las cuales son moléculas implicadas en los procesos fundamentales
de plasticidad y motilidad de las espinas dendriticas (Holcman y cols., 2004). Por lo
que el dano en estas proteinas podrian repercutir en la dinamica y morfologia de las

espinas.

Por otra parte se propone que la pérdida de espinas dendriticas se debe al

incremento del glutamato de las neuronas mitrales, las cuales realizan sinapsis
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dendrodendriticas con las células granulosas, despolarizando las membranas,
activando los canales de Ca?®* dependientes de voltaje, depolimerizacion de actina y
como consecuencia en la disminucion en el numero de espinas dendriticas (Harris,
1999), esto quiere decir que ciertos neurotransmisores tienen potencial para modificar
la neuroarquitectura en los desordenes neurodegenerativos, esto conlleva a cambios
en las dendritas e incluso una serie de acontecimientos que causan muerte neuronal
(Colin-Barenque y cols., 2007). Por lo que la pérdida de espinas dendriticas podria
deberse a un mecanismo celular compensatorio para evitar la muerte, ya que cuando
se reduce el numero de espinas se reduce la posibilidad de contactos sinapticos y con

esto la posible toxicidad (Shepherd, 2003).

Ademas, el V2,05 es un inhibidor competitivo de la proteina tirosina fosfatasa la cual
interviene en la regulacion de receptores de algunos neurotransmisores tales como el
NMDA, un tipo de receptor glutamatérgico que regula el Ca** intracelular, el cual entre
otras funciones interviene en la generacion del potencial de accion de las células,
liberacion de neurotransmisores y plasticidad neuronal, sin embargo si se produce
una gran entrada de Ca?®*, se desencadenan una serie de acontecimientos de dafio
neuronal e incluso muerte celular (Yu y cols., 2001), envolviéndose en una cascada
de reacciones relacionadas con proteinas dependientes de Ca*" tales como las
calpainas, calcineurina y acido araquidonico, las cuales regulan la protedlisis del
citoesqueleto (Hyung-Wook y cols., 2009). Ademas, promueve la activacion de la
fosfolipasa A2 la cual produce aumento de acido araquidénico de la membrana, que a
su vez activa la prostaglandina H sintasa (PGH), ademas de la activaciéon de oxido
nitrico sintasa (NO), la produccion de estas enzimas conlleva a la liberacion de ROS

(Coronay Tapia, 2005).
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Por otra parte se demostré que en el periodo de recuperacion a la exposicion
subaguda de V205 el numero de espinas dendriticas es semejante al grupo control,
lo cual nos indica que el bulbo olfatorio presenta gran plasticidad reflejada en la
capacidad de responder funcional y morfolégicamente en el sentido de suplir las

deficiencias correspondientes al dafio celular. (Arias-Carrion y cols., 2007).

Como se ha descrito, las neuronas olfatorias sensoriales que proyectan hacia el bulbo
olfatorio tienen la capacidad de reintegrar inervaciones después de sufrir algun dafio o
después de la exposicion a agentes quimicos, por lo que podria explicar la
recuperacion observada en el bulbo olfatorio, donde una reintegracién de aferencias
nerviosas hacia le bulbo olfatorio propicio una recuperacién en la capacidad de
olfacion (Astic y Saucier, 2001), de igual forma Yee y Costanzo en 1995 también
demostraron que la capacidad de olfacion asi como la discriminaciéon de la misma son

restauradas después de la reinervacion del bulbo olfatorio.

El incremento en el numero de espinas posterior al dafo por toxicidad, podria
depender de los procesos celulares para su restauracion, tales como vias de
regulacion de volumen, la homeostasis del calcio y la reorganizacion del citoesqueleto
(Hasbani y cols., 2001), por lo que es posible que intervenga en esta recuperacion
una polimerizacion de actina, ya que ésta es un elemento principal de las espinas
dendriticas y factor importante en su arquitectura por lo tanto es fundamental en los
cambios morfolégicos de las mismas (Bourne y Harris, 2007), y/o probablemente
algunos receptores que se encuentran en la densidad postsinaptica interactuan en

consecuencia de una previa estimulacion sinaptica, promoviendo una reorganizacion
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de los filamentos de actina en el citoesqueleto de las espinas dendriticas y asi una

recuperacion de las mismas (Haeckel y cols. 2008).

Ademas, la plasticidad neuronal también se ha asociado a la presencia de células
gliales, las cuales producen variedad de moléculas, incluyendo células de adhesion y
factores de crecimiento; que favorecen la formacion de nuevas espinas por una
prolongacion llamada Filopodium el cual es extension citoplasmatica de una dendrita
altamente movil, el cual sirve como un elemento para detectar neuronas adyacentes y
formar nuevos contactos sinapticos, formando una espina madura (Segal, 2005), esto
podria explicar en parte la recuperaciéon en el numero de espinas dendriticas en el

grupo que permanecio 8 semanas sin inhalacion.

Por otro lado, la diferencia que existié entre las hembras y los machos respecto al
numero de espinas dendriticas se lo podriamos atribuir a la presencia de los
estrégenos ya que se ha estudiado el potencial del 17-p estradiol (Figura 13) sobre
los receptores ERa y ERB en el sistema nervioso central, presentes en corteza
cerebral, septum, amigdala, talamo, hipocampo, area ventral tegmental, substancia

nigra, cerebelo y bulbo olfatorio, entre otros (Maggi y cols. 2003).

Se ha comprobado que los estrogenos pueden regular la formacion de nuevas
espinas dendriticas, asi como la maduracion de contactos sinapticos en el area del
hipocampo en neuronas piramidales de CA1, asi como en otras regiones del cerebro.
Ademas se ha demostrado una sobre regulacién de los estrogenos en algunas
proteinas de las zonas presinaptica y postsinaptica, tales como la PSD95, una

proteina ligada a los receptores NMDA, la cual incrementa el numero de contactos
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sinapticos en espinas dendriticas; asi como otra proteina llamada espinofilina que
predomina en las espinas dendriticas, tiene la capacidad de agrupar a los filamentos
de F-actina en el citoesqueleto, lo cual puede estar relacionado con la formacién de

nuevas espinas dendriticas (Li y cols., 2003).

Ademas los estrogenos pueden inducir la diferenciacion de las neuronas, ademas
promueven la produccién de citocinas, tales como la interleucina-6 (IL-6), proteina
quinasa A (PKA), proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa B (PKB), calmodulina
dependiente de Ca®* (CAMK) y proteina quinasa de actividad mitogénica (MAPK),
ademas del factor de necrosis tumoral alpha (TNFa), debido a una cascadas de
reacciones las cuales empiezan cuando interactuan con receptores de membranas
(proteinas G) o iondforos, lo que ocasiona un flujo de Ca?* dentro de la célula, esta
alteracion en el flujo del Ca®* es indispensable para el incremento en la formacion de

nuevas espinas dendriticas (Maggi y cols.2003).

Figura 13. Estructura quimica del estradiol
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En estudios previos se demostré que la exposicion a V,0s no afecta en la
concentracion de estrogenos (Martinez, 2007), se observé que las concentracion
sérica de 17- B estradiol no mostré diferencia significativa respecto al grupo control,
sin embargo algunos reportes sugieren que los receptores de estrogenos y en general
los receptores para hormonas esteroides, son inhibidos o activados por procesos de
fosforilacion y defosforilacion; como ya se menciond el vanadio compite con el fosfato
y con esto la posibilidad activar los receptores esteroideos regulando la actividad de
esta hormona, ademas se ha demostrado que ciertos metales conforman una clase
de elementos ambientales de naturaleza no-esteroidea con capacidad estrogénica,
donde el vanadio podria mimetizar la actividad del 17-f Estradiol, simulando

respuestas estrogénicas (Choe y cols., 2003).

Mas aun, se ha reportado que los estrogenos tienen la capacidad de atenuar el dafio
neurotoxico inducido por estrés oxidativo (Behl, 2002); como el causado por el V205,
estos actuan como antioxidantes ya que presentan un grupo hidroxilo intacto en el
anillo A de la molécula esteroide (figura 13). La prevencion de muerte neuronal se
debe a la regulacién en el citoesqueleto, involucrados en la regeneracion axonal y de

espinas dendriticas (Nilsen y cols, 2000).
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X. Conclusiones

De estos resultados podemos concluir:

Que la inhalacion de V.05 produce alteracién de la capacidad olfatoria, asi como
reduccion en el numero de las espinas dendriticas de las neuronas granulosas del
bulbo olfatorio, la cual se ha asociado a la formacion de especies reactivas de

oxigeno, donde la alteracion funcional y citolégica fue menor en las hembras.

Se demostrd total recuperacion en el numero de espinas dendriticas cuando se
sostuvo un periodo de 8 semanas de recuperacion comparado con el grupo expuesto
a V20s, lo cual se manifesté en una recuperacion en la capacidad olfatoria, siendo las
hembras quienes presentaron mayor recuperacion funcional como morfoldgica,
debido probablemente a la presencia de estrogenos los cuales se sabe que actuan

como antioxidantes en el sistema nervioso central, teniendo un efecto neuroprotector.

Finalmente podriamos decir que la recuperacidon en el numero de espinas dendriticas
de las células granulosas en el bulbo olfatorio, asi como en la capacidad olfatoria, se

asocia a la gran plasticidad que posee esta estructura.
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