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Resumen

La exposicidon a metales como el vanadio generan dafios en la salud y en el sistema
nervioso central. Las enfermedades neurodegenerativas se han asociado a la
exposicién a metales, y se presentan en su mayoria en personas adultas. Se sabe
que el cerebro adulto es capaz de generar nuevas neuronas en el bulbo olfatorio.
En este trabajo se estudi6 la neurogénesis del bulbo olfatorio y su funcién durante
la inhalacién de pentoxido de vanadio, y en un periodo de 8 semanas libre del
metal. Se utilizaron ratones machos y hembras CD-1 de 30-35 gr. Se dividieron en
tres grupos por sexo: a) control, b) expuesto a vanadio por 4 semanas y c)
expuesto al metal 4 semanas y 8 semanas sin exposicion. La funcién olfatoria se

evalué con una prueba de reconocimiento del odorante y de preferencia olfatoria.

Los animales se sacrificaron y los cerebros se procesaron con
inmunohistoquimica, utilizando BrdU, e inmunofluorescencia, utilizando como
marcadores: PCNA para proliferacion celular, GFAP para astrocitos, NCAM para

neuroblastos y NeuN para neuronas diferenciadas.

La prueba de reconocimiento de odorantes revelé diferencias significativas entre
los grupos de estudio. Los animales de ambos sexos mostraron alteracién en el
olfato después de la exposicion a vanadio, pero con 8 semanas posteriores a la

exposicion al metal mejoraron el tiempo de localizacion.

En el andlisis citolégico observamos que las hembras presentaron mayor
proliferacion celular en la ZSV y migracién celular en el TRM. Para los grupos de
post-exposicidn, la proliferacion de astrocitos fue mayor en las hembras, y la de

neuroblastos fue mayor en los machos.

En el bulbo olfatorio hubo pérdida neuronal en los grupos expuestos de los
machos, pero en el periodo post-exposicidn se observo incremento significativo en
la densidad neuronal Las hembras no presentaron diferencias significativas entre
los tres grupos de estudio. Con la BrdU, no hubo muchas diferencias significativas

entre ambos sexos.
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La exposicion a vanadio produjo alteraciones en las diferentes etapas del proceso
neurogénico en ambos sexos y en la funcion olfatoria. 8 semanas postexposicién a
vanadio permitieron que se presentara la neurogénesis y se conservara la funcion
olfatoria en ambos sexos, mostrando la capacidad plastica del bulbo olfatorio para

revertir los dafios y conservar el sistema.

Palabras clave: Vanadio, neurogénesis, bulbo olfatorio, plasticidad.
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Abstract

Vanadium can induce alterations in Central Nervous System. Neurodegenerative
diseases are associated with metal exposure and are presented mainly in adults.
The brain and the olfactory bulb have been identified as structures in which new
neurons are continually evolving in normal circumstances, and after distressful
events. We have demonstrate that after the inhalation exposure to vanadium
pentoxide [0.02M] for an 4-week period, and the 8 weeks free of exposure CD-1
mice showed sex differences in the cytology as well as in the olfactory function

evaluated by odorant recognition and preferences test.

Animals were sacrificed by pentobarbital i.p., overdose and perfused with saline
and paraformaldehyde (4%). Brain tissue was dissected and process for
immunohistochemistry to BrdU and the inmunofluorescence, to PCNA, GFAP,
NCAM and NeuN, to observe cellular proliferation and migration in the
Subventricular Zone (ZSV) and the Rostral Migratory stream (TRM), also
differentiation in the olfactory bulb

The odorant recognition test revealed significant differences between groups.
Animals of both sexes showed alteration in the olfactory function as soon as they
ended the 4-week vanadium exposure, although after the exposure, an
improvement in the recognition test was observed. The cytological analysis,
showed that females had more cellular proliferation in the ZSV and cellular
migration in the TRM, compared with male. After the 8-week discontinued
exposure astrocyte proliferation was more evident in females than in males while

neuroblasts proliferation was higher in males compared with males.

Neural loss in the olfactory bulb after 4-week exposure was noticed but in post-
exposure period there was a significant increase on neuronal density. Females did
not present significant differences in the three groups evaluated in this structure.

With BrdU, there was any significant difference observable between sexes.

Exposure to vanadium resulted in alterations among different stages of the

neurogenic process and in the olfactory function in both sexes. An 8-week of
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discontinued exposure allowed neurogenesis that maintained cellular density and
olfactory bulb function in both sexes, demostrating the plasticity of the olfactory

bulb and its functional recovery after being injured by vanadium inhalation.

Keywords: Vanadium, neurogenesis, olfactory bulb, plasticity.
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4, Introduccion
4.1 Contaminacion ambiental

La contaminacion ambiental es un problema que va en aumento en megaciudades
de todo del mundo, afectando de manera importante la salud (Brunekreef y

Holgate, 2002).

Las actividades antropogénicas son las principales fuentes de contaminantes
emitidos a la atmosfera. Estos involucran a la actividad industrial, emisiones
gaseosas por los vehiculos, incineracién de la basura y actividades domésticas que
impliquen la quema de alimentos. Las particulas desprendidas por dichas
emisiones, en especial por el trafico vehicular, incrementan con el paso de los
afos, debido al crecimiento poblacional, que repercute en el aumento del trafico
vehicular, intensificando las emisiones y acumulando mas del 50% de las

emisiones totales de las particulas de areas urbanas (Briggs, 2007).

La contaminacién es mas seria en paises subdesarrollados, como es el caso de
México, y en especial, la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM). Las
condiciones socioecondmicas y la ubicacién geografica de ésta area conurbada,
estan implicadas de tal forma que la ciudad presenta los niveles de contaminacién
mas altos en el mundo. Localizada en un valle de mas de 3,500 km y una altitud de
2,200 metros sobre el nivel del mar (snm), y rodeada por altas montafias con
alturas promedio de 1,000m. Esta ZMCM, que abarca la Ciudad de México y
aproximadamente 20 municipios del Estado de México, tiene alrededor de 20
millones de habitantes (SEMARNAT, 2000). Estas condiciones limitan Ia
circulacion de aire limpio (Calderéon-Garcidueiias, 2002; SEMARNAT, 2000).

Debido a la altura de la ciudad, la concentracién de oxigeno es 23% menor a la del
nivel del mar. Esto promueve que los procesos de combustiéon interna de los
motores sean menos eficientes y generen mayor contaminacién (Leal et al., 1997).
Aunado a esto, la ZMCM presenta mas de 3.3 millones de automéviles registrados,
de los cuales un 95% utilizan gasolina, el 4% diesel, y el 1% utiliza gases derivados

como combustible. Ademas, la eficiencia de los motores de combustién interna
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disminuye en grandes altitudes, y aumentan las concentraciones de hidrocarburos
en el aire, favoreciendo a su vez la exposicidn a radiaciones capaces de transformar
compuestos oxidantes como 6xidos metalicos (Vallejo et al., 2003; SEMARNAT,

2000).

Los principales contaminantes son el biéxido de azufre (SO2), el monéxido de
carbono (CO), 6xidos de nitrégeno (NOx), compuestos organicos volatiles (COV),
ozono (03) y las particulas suspendidas (PS), en las cuales se adosan diferentes

compuestos metalicos (SEMARNAT, 2000).

4.2 Particulas suspendidas (PS)

Las particulas suspendidas incluyen al polvo que encontramos en la calle o
materiales liberados de procesos de la combustion de hidrocarburos (Calderén-
Garciduefias et al. 2008). Pueden ser emitidas directamente (emisiones
primarias), o también pueden formarse de forma secundaria cuando reaccionan
algunos gases en la atmosfera tales como los 6xidos de nitrégeno, 6xidos de azufre,

el amoniaco, compuestos organicos, etc. (Block y Calderén-Garcidueiias, 2009).

Las PS son parte de los contaminantes que pueden causar dafios a la salud. Varian

significativamente en tamafio, forma y composicién, dependiendo de su origen.

De esta forma, las PS pueden clasificarse por su tamafio, en fracciones gruesas o
burdas, finas y ultrafinas. La fraccién gruesa la componen particulas cuyo
didmetro aerodindmico se encuentra entre 2.5 y 10 pm (PM 10 ); la fraccién fina
que incluye aquellas particulas con didmetro aerodindmico menor a 2.5 pm y
mayor a 1 pm (PM 2.5 ), y la fraccion ultrafina incluye a las particulas menores de

1pm (Jiménez. 2009).

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, las particulas mas pequefias son las

que pueden llegar a las vias respiratorias bajas y generar efectos toxicos.

Las particulas finas se forman a partir de la condensacion de vapores a altas
temperaturas. La mayor fuente emisora de estas particulas son refinerias
petroleras, industrias automotrices, procesadoras de metales, y plantas de poder.

Existen reportes que sugieren que las particulas finas y ultrafinas dafian el sistema
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nervioso central (Fernandez-Bremauntz, 2008). Una particula suspendida se
compone de un nucleo de carbono central al cual estan adheridos diferentes
compuestos entre los cuales se incluyen metales y lipopolisacaridos de bacterias.
En el 2002, se realiz6 un estudio donde compararon en la Ciudad de México en el
que se compararon particulas finas generadas por el transporte publico. En este
estudio se reportd que de las emisiones generadas, sélo el 11% de las particulas
finas contenia carbono, un indicador del diesel. Esto implica que el consumo de la

gasolina empleada por estos transportes es bajo (Fernandez Bremauntz, 2008).

4.3 Efecto de la contaminacion en enfermedades neurodegenerativas

Los mecanismos de entrada de las particulas suspendidas al cerebro, son objeto de
estudio. En dichos procesos participan el transporte activo dentro de la célula,
rompimiento de la barrera hematoencefalica, y traslado hacia el bulbo olfatorio. Se
han realizado estudios con perros expuestos a altas concentraciones de
contaminantes como niquel y vanadio, resultando en dafio celular en mucosa
olfatoria, bulbo olfatorio y corteza cerebral frontal (Calderén-Garciduenas et al.
2008). Otro estudio report6 que las particulas que se localizan en el diesel afecta a
la funcién de la barrera hematoencefalica, por incremento en la actividad de
glicoproteina P, cuya funcién es transportar toxicos para su eliminacién, ademas
de la inhibicion de la oxidasa de NADPH y JNK, e incremento de TNF-a (Hartz et al.
2008).

Las enfermedades de Alzheimer y Parkinson son multifactoriales que presentan
muerte neuronal progresiva en corteza cerebral, hipocampo, sustancia nigra entre
otras estructuras cerebrales., y uno de los sintomas tempranos que presentan
dichas patologias, es la alteracion de la funcién olfatoria (Block y Calderén-
Garciduefias. 2002, Doty, 2008), en especial, la discriminacién de olores. Ademas,
la exposicion de contaminantes atmosféricos, de manera particular los metales, ha
sido relacionada como factor de riesgo para las enfermedades neurodegenerativas

(Valko et al., 2005).

Los metales son elementos no biodegradables, persisten largo tiempo en la
atmdsfera, y forman compuestos poco solubles con otras moléculas como el

carbonato (CO32%) o el sulfuro (S2) (Ghio y Samet, 1999). Entre ellos, el vanadio
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forma parte de las particulas finas y ha aumentado significativamente sus

concentraciones es el vanadio (Fortoul et al. 1996 y 2002).

4.4 Vanadio

El vanadio (V) es considerado uno de los principales elementos traza de los
combustibles fésiles como el carbén y el petréleo. Los niveles de este metal en la
atmosfera pueden variar de 30 a 400 ng/m?3 y sus niveles mas altos se reportan en
zonas urbanas (Leonard y Geber, 1994). La concentracion de este compuesto en el

ambiente varia dependiendo de las condiciones geograficas (Barceloux, 1999).

Este metal de transicion fue descubierto en 1803 por Andrés Manuel del Rio en
México a partir del mineral de plomo pardo al que denomin6 en un principio
pancromio, por la variedad de colores que el metal desprende al pasar por
diferentes estados de oxidacion. Posteriormente, el elemento fue redescubierto en
1831 por un cientifico sueco llamado N.G. Sefstrom y le adjudicé el nombre
“vanadin” en honor a Vanadis, la diosa de la belleza de los antiguos arios. En el
mismo afio, Wohler establecio la identidad del eritronio como vanadio. (Guevara

1996, Tsiani y Fantus 1997).
4.5 Generalidades del vanadio

La masa atémica del vanadio es de 50.942, y se localiza en la familia VB. Es un
metal de transicion, con nimero atémico 23, presenta estados de oxidacién que
van de -1 a +5, siendo esta ultima valencia la que presenta mayor reactividad. Se
combina con otros elementos como el oxigeno, sodio, azufre o con cloruro. El
vanadio y sus compuestos se encuentran distribuidos en la corteza terrestre, en las
rocas y en depositos de petrdleo crudo (Lenntech, 2004). El compuesto de vanadio

mas utilizado y mas tdxico es el pentdxido de vanadio (V20s5) (Barceloux, 1999).
4.6 Mecanismos de accion y toxicodinamia

Debido a la similitud de su estructura con los grupos fosfato y las especies
pentavalentes de vanadio, compite con los grupos fosfato (Tsiani y Pantus. 1997),
en especial interfiriendo con algunas enzimas como fosfatasas y ATPasas

(Byczkowski y Kulkarni 1998). El metal entra a las células por un sistema de
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transporte anionico, donde la enzima glutation lo reduce de su valencia (+V) a
vanadil (+IV) (Barceloux 1999). Se ha observado que es inhibidor de la ATPasa
Na+/K+ (Barceloux, 1999), ademas de inhibir la ATPasa de calcio del reticulo

sarcoplasmico y las fosfodiesterasas (Krivanek, 1994).
4.7 Toxicocinética del vanadio

Por via inhalada, se absorbe hasta el 90% del vanadio soluble, después de la
instilacién en los pulmones (Barceloux, 1999). Por via oral, casi no se absorbe, es
eliminado por la orina. Una vez dentro de organismo, el vanadio se transporta en el
plasma. La distribucion es rapida (1 a 1.5 hrs aprox.), la mayor absorcién se da en
rifilones, higado bazo y hueso. En el plasma el vanadil se transporta por las
proteinas transferrina y albimina, la concentraciéon de vanadio en el cerebro es
aproximadamente del 5% de la concentracién en sangre. La principal ruta de
eliminacién es por excrecién urinaria (90%) y el restante es excretado por heces
fecales. Los alimentos que contienen mayor concentraciéon del metal son el trigo,
semilla de soya y aceite de oliva; sin embargo, inhalamos normalmente alrededor
de 1 mg de vanadio por dia (French y Jones, 1993). En total, recibimos cerca de 10-
70 mg de vanadio diariamente, como resultado de la exposicién a la combustion
del petréleo y sus derivados, como el carbon, aceites pesados (aceite crudo y
carbon fosil), asi como la generacién de electricidad y calor (IPCS, 1990, Barceloux,

1999).
4.8 Toxicidad del vanadio en Sistema Nervioso Central (SNC)

La toxicidad por vanadio depende de la ruta de administracion, la dosis y el
compuesto particular, el vanadio en su forma pentavalente es mas téxico,
comprenden un espectro funcional y bioquimico alto (Syed Saleem Haider et al,,

1998).

La exposicion a compuestos que contienen vanadio se asocia a alteraciones en la
morfologia y fisiologia neural con repercusiones a nivel cognoscitivo y afectivo. En
humanos se ha asociado a enfermedades maniaco-depresivas, deficiencias en
habilidades viso-espaciales, y en roedores con alteraciones en la atencion y
aprendizaje (Taylor et al., 1984, Sanchez et al.,, 1998, Barth et al., 2002). En un

modelo de exposicion a V205 por via inhalada se observé que la concentracion de
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vanadio en el cerebro se estabiliza entre 0.1 y 0.15 pug/g de tejido seco, después de
la primera semana. Esta concentracion se mantiene durante el periodo de
exposiciéon y conduce a alteraciones citoldgicas en la via nigroestriatal, en el
epitelio ependimario e hipocampo ( Avila Costa et al,, 2004, 2005, 2006). Ademas,
el vanadio también acttia sobre las neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra
pars compacta (Avila-Costa et al. 2005), e incrementa la actividad de las
metaloproteinasas 2 y 9 en bulbo olfatorio, corteza prefrontal, estriado e
hipocampo (Colin Barenque et al., 2007). Muchos de los efectos del vanadio en SNC
se relacionan con la generacion de estrés oxidante (Jiménez, 2009). Se ha
observado que la exposicion al metal causé una disminucién en la proliferacion
celular en la Zona Subventricular y el Tracto Rostral Migratorio de ratones macho,
las cuales participan en la formaciéon de nuevas células en el bulbo olfatorio.
Ademads, un mes posterior sin que los animales fueran expuestos al metal, no
fueron suficientes para generar un aumento significativo en dichas estructuras

(Olivos, 2007),
4.9 Efectos en bulbo olfatorio

En el modelo de exposicidn de vanadio por via inhalada, se observo que los ratones
CD-1 expuestos a V205 en periodos de una a doce semanas, presentaban una
disminucién significativa en el nimero de espinas dendriticas y en el tamafio del
soma de las células de la capa granular del BO (Aguirre et al., 2002, Mondragén et
al,, 2003, Moscoso 2009). A partir de la segunda semana de exposicidn, las células
presentaron invaginaciones nucleares, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico
dilatados, mitocondrias electrodensas, granulos de lipofuscina y muerte celular

por necrosis y apoptosis (Colin Barenque et al., 2003, 2004).

4.10 Sistema Olfatorio

La percepcidon sensorial es un proceso mediante el cual la informacién del exterior
es detectada e interpretada en el organismo. La comunicacién entre el ambiente y
los organismos a través de sefiales quimicas es un proceso que determina la
sobrevivencia de los animales, los cuales detectan sefiales quimicas en el ambiente

mediante los drganos sensoriales. En los mamiferos, la quimiosensacion involucra
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a los sentidos del gusto y del olfato, y la mayoria de ellos utilizan este sentido como
el principal quimiosensor. Por tal motivo, el sistema olfatorio de los mamiferos
regula una gran cantidad de procesos fisioldgicos, respuestas emocionales,
funciones reproductivas y comportamientos sociales (Mcnamara et al. 2008). El
sistema olfatorio del humano detecta alrededor de 10,000 olores y miles de
compuestos quimicos. Esto se da por la integracién de sefiales quimicas de
alrededor de 10 millones de neuronas olfatorias localizadas en el interior de la

cavidad nasal (Lledo et al. 2006).

La olfaciéon es un sistema de alarma que no s6lo nos mantiene alerta, sino que
también cumple con otras funciones en la conducta de animales. Los caninos y los
roedores dependen mucho mas del olfato en comparaciéon con el humano, que
depende mucho mas del sistema visual para formar una representacion interna del

ambiente que lo rodea (Lledo et al. 2006).

El sistema olfatorio contiene dos dreas neurogénicas en el sistema nervioso adulto.
Las neuronas olfatorias que forman parte del epitelio olfatorio, y que se localizan
en las fosas nasales, se originan de una poblacién de células precursoras que se
encuentran fuera del sistema nervioso central y que se encuentran en el mismo

epitelio olfatorio (Gonzalez y De Castro. 2011).

La otra poblacién se localiza dentro del SNC, el bulbo olfatorio, donde se originan
dos tipos de neuronas que se forman a partir de células progenitoras localizadas
en las paredes de los ventriculos laterales. Uno de los procesos que mejor
representa al olfato es la memoria, caracteristica en todos los mamiferos. Una sola
sefial es suficiente para llevar a cabo asociaciones y recordar eventos. Dentro del
SNC, la informaciéon olfatoria se procesa en dos estructuras funcional y
anatoémicamente separadas. El sistema olfatorio principal, que detecta solamente
sustancias volatiles, mientras que el sistema olfatorio accesorio detecta sustancias
no volatiles y solubles. El epitelio olfatorio detecta mas de mil moléculas volatiles
presentes en el ambiente, denominados odorantes; y esta conectado a la principal
estructura de procesamiento de la informaciéon olfatorio, el bulbo olfatorio

(Gonzalez y De Castro, 2011).
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El 6rgano vomeronasal se especializa en la deteccién de compuestos quimicos no
volatiles, como las feromonas, y transfiere la informaciéon al bulbo olfatorio
accesorio, el cual regula la informacién que tiene que ver con el comportamiento

social y sexual del organismo.

El sistema olfatorio principal de los mamiferos tiene caracteristicas en comuin en
cuanto a la forma del procesamiento olfatorio que incluyen: receptores olfatorios
localizados en el fluido (moco) dentro de las cavidades nasales; receptores
olfatorios unidos a proteinas G y cascadas de sefializacidn para la transduccién de

informacién olfatoria.

El epitelio olfatorio contiene neuronas sensoriales u olfatorias, células de soporte o
sustentaculares y células basales, y también una poblacién, de reciente
descubrimiento, que muestra caracteristicas de células mesenquimales y que
derivan de la cresta neural (REFs) . Estas ultimas dos poblaciones acttian como

células madre que pueden dar lugar a nuevas neuronas olfatorias.

Las neuronas olfatorias son bipolares y extienden una dendrita hacia la superficie
del epitelio, la cual contiene numerosos cilios rodeados por el moco de la cavidad
nasal. Las moléculas odorantes se disuelven en el moco y se unen a los receptores
en los cilios de las neuronas, activando diversas cascadas de sefializacion tales
como Ca2+, IP3, o GMPc. En el ratén, existen de 1000 a 1300 de genes receptores
de odorantes, que comprenden a la familia de genes mas numerosa de todos los

mamiferos.

Las neuronas sensoriales proyectan sus axones hacia la lamina basal y la placa
cribosa, hasta llegar al bulbo olfatorio. Estos axones son amielinicos, y viajan junto
con células de la glia para formar el nervio olfatorio. Cuando alcanzan el bulbo
olfatorio, las terminales axdnicas de las neuronas olfatorias que expresan el mismo
receptor, convergen en un solo glomérulo. En los mamiferos, la convergencia de las

neuronas al bulbo es aprox de 1000 a 1 o 2 glomérulos (Imagen 1).
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Imagen 1 - Representacion del procesamiento de los olores en el cerebro. Cuando
percibimos un aroma, ésta hace contacto con los receptores localizados en las densritas de
las neuronas olfatorias en la cavidad nasal. Posteriormente, éstas neuronas envian sus
aferencias hacia una zona especifica en el bulbo olfatorio, donde la informacién del aroma
que olemos, va a ser procesada y enviada a la corteza cerebral, donde terminamos de
interpretarla para generar una respuesta consciente de lo que olemos (Modificado de

Demaria y ngai, 2010)

4.11 Bulbo olfatorio

El bulbo olfatorio es el primer centro neuronal, que participa en el procesamiento
temprano de la informaciéon de odorantes. La via directa entre fibras aferentes y
neuronas eferentes puede sugerir un proceso computacional de patrones de
actividad de receptores para ser llevados a la corteza. La actividad de neuronas
principales esta modulada por una gran poblacién de interneuronas locales del
bulbo, que también reciben retroalimentacién desde la corteza olfatoria y otras
estructuras como el nucleo olfatorio anterior, la corteza entorrinal, corteza
periamigdaloide, corteza piriforme y ntcleo del rafé. La informacién olfatoria es

codificada como patrones de actividad neuronal modulados de tal forma que es un
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proceso paralelo de circuitos neuronales complejos antes de ser enviados a la

corteza (Lowe. 2007).

El bulbo olfatorio de los roedores esta situado en el polo rostral del craneo y se
conecta a la corteza frontal. Esta compuesto por diferentes capas celulares
organizadas en circulos concéntricos. Estas capas desde la mas superficial hasta la
mas profunda se divide en las capas Glomerular, Plexiforme Externa, Mitral,
Plexiforme Interna y Granulosa. En este orden, las capas presentan las siguientes

caracteristicas:

Capa Glomerular: La capa mas superficial del bulbo, formada por estructuras
ovoides denominadas glomérulos, compuestos de neuropilo. Cada glomérulo esta
rodeado de células de la glia y pequenas células, las células periglomerulares. Un
glomérulo contiene una gran variedad de sinapsis de diferentes tipos celulares,
que son axones de las neuronas receptoras olfatorias, dendritas de células mitrales
y células en penacho, y dendritas de las células periglomerulares. El nimero de
glomérulos varia entre especies, en los ratones el nimero de estas estructuras va
desde 1800 hasta 2000. Los astrocitos participan en el mantenimiento y el
aislamiento de los glomérulos (Ennis et al. 2007).

Las células periglomerulares son las mas abundantes en esta capa. Son neuronas
ovoides, inhibitorias gabaérgicas, que reciben sinapsis excitatorias de las neuronas
receptoras olfatorias, en penacho y de las mitrales.

Existen componentes que modulan las sinapsis de estas células, como la carnosina
y algunos metales como zinc y cobre. La carnosina es un péptido sintetizado por

las neuronas olfatorias (Ennis et al. 2007).

Capa Plexiforme Externa- Se localiza debajo de los glomérulos, y consiste
principalmente de una capa densa de neuropilo formado por dendritas de las
células mitrales y granulosas de capas mas profundas. Presenta baja densidad
celular, las mas abundantes son las células en penacho, que son neuronas
excitatorias que realizan sinapsis con los glomérulos principalmente, sus axones
proyectan hacia la Capa Plexiforme Interna, aunque algunas de sus proyecciones

que salen del bulbo olfatorio llegan al Bulbo Olfatorio Accesorio.
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Los axones de estas neuronas no proyectan siempre fuera del bulbo, muchas de
estas células contienen una hormona que actia como neurotransmisor llamada
colecistoquinina (CCK) y forman una red denominada Sistema de Asociacion
Intrabulbar (SAI) , que conectan regiones laterales de cada bulbo olfatorio. Estos
axones llegan hasta la Capa Plexiforme Interna, donde se juntan y viajan en tractos
hacia el bulbo opuesto, terminan en las dendritas apicales de las células de la Capa
Granulosa, y pueden llegar a la Plexiforme Externa también. De esta forma, este
sistema complejo conecta la informaciéon procesada en los dos bulbos olfatorios,
mediante una organizacion topografica muy eficiente. La CCK presente en los
somas de las células en penacho, se encuentra activa en las sinapsis con las

neuronas granulosas.

Capa Mitral- Contiene los somas de las células mitrales, que son las otras neuronas
de proyeccion glutamatérgica. A diferencia con las de penacho, las mitrales son las
Unicas neuronas que proyectan la informacion desde el bulbo olfatorio hacia la
corteza cerebral. Mandan una dendrita apical hacia la capa glomerular, donde se
arboriza y hace sinapsis con un glomérulo. Existen aproximadamente 25 mitrales
asociadas a un solo glomérulo. Sus dendritas secundarias son enviadas hacia la
Plexiforme externa y la mayoria hace contacto con las numerosas dendritas de la
capa granulosa, para enviar toda la informacién a través de sus axones

mielinizados.

Capa Plexiforme Interna- Es la capa mas delgada del bulbo olfatorio, con muy baja
densidad celular, compuesta principalmente por dendritas provenientes de la capa
granulosa y axones de células mitrales y en penacho. Contiene ademads una red de

axones positivos a CCK que forman parte del SAU.

Capa Granulosa- La capa mas profunda del bulbo olfatorio es la que posee la mayor
densidad cellular. La mayoria de las células son neuronas granulosas, pero también
podemos encontrar células de Golgi y de Cajal. Las neuronas granulosas estan en
contacto con las mitrales. Sus dendritas proyectan en muchas direcciones, son
células que carecen de axén. Esta capa recibe diferentes aferencias de zonas

corticales, esto ayuda a modular las sinapsis de las granulosas (Imagen2).
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Imagen 2- Esquema de las capas celulares del bulbo olfatorio. Se observa la disposicion de

las células presentes en cada una de las capas. Modificado de Marie-Lledo et al., 2008.

Las proyecciones axonales provenientes de las neuronas receptoras olfatorias que
expresan el mismo receptor convergen hacia uno o dos glomérulos fijos especificos
para ese receptor. Las sefiales de diferentes tipos de receptores de odorantes
llegan a diferentes glomérulos. De esta forma, la imagen olfatoria esta dada por un
odorante que es codificado por una combinacién especifica de glomérulos

activados.

Los odorantes estdn compuestos por diferentes moléculas, las cuales son
reconocidas por los receptores de las neuronas olfatorias, y cada receptor proyecta
a un glomérulo en particular. La distribuciéon espacial y la estructura temporal de

actividad neuronal es muy precisa.

Las sinapsis excitatorias entre las neuronas olfatorias con las mitrales y las células
en penacho estan moduladas a su vez por las interneuronas de los glomérulos y de

la capa granulosa. Dentro del glomérulo, la regulaciéon poa parte de las células
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periglomerulares, conforman la primera regulacién inhibitoria, La segunda

regulacion estd a cargo de las neuronas granulosas (Lowe, 2007).

Las sinapsis de los circuitos del bulbo olfatorio tienen dos caracteristicas
inusuales. La mayoria de las granulosas se comunican mediante sinapsis
dendrodendriticas, La despolarizacién sindptica de las mitrales induce Ia
liberacién de GABA modulando su propia actividad a través del neurotransmisor

que libera.

Una vez procesada la informaciéon en bulbo olfatorio, debe ser transmitida a la
corteza cerebral. Los axones de las mitrales proyectan a estructuras cerebrales sin
llegar al tdlamo. Estas estructuras incluyen al nucleo olfatorio anterior, que
conecta ambos bulbos olfatorios mediante el tubérculo olfatorio. También
proyectan a la corteza piriforme (considerada como la corteza olfatoria primaria),
y a nucleos corticales de la amigdala y el area entorrinal. La informacién olfatoria
es procesada finalmente mediante el tubérculo olfatorio al ndcleo medial dorsal
del tdlamo, que proyecta a la corteza orbitofrontal, implicada en procesos

conscientes del olfato.

Los axones de las neuronas mitrales y en penacho convergen para formar el tracto

olfatorio lateral, que proyecta a la corteza olfatoria.

4.12 Interneuronas en el bulbo olfatorio

Las neuronas granulosas carecen de axén, por lo que las sinapsis con otras
neuronas las realizan a través de sus dendritas y espinas dendriticas. Las células
periglomerulares son GABAérgicas o dopaminérgicas. Pueden generar dos tipos de
inhibicién. Las periglomerulares gabaérgicas inhiben las excitaciones de las células
mitrales provenientes de capas mas profundas del bulbo olfatorio (Lledo et al.
2004). Esta inhibicion es por receptores GABAa postsinapticos. Ademas, estas
células pueden regular las sinapsis entre bulbo olfatorio y nervio olfatorio por
receptores presinapticos GABAb y D2, expresados en los axones de las neuronas
olfatorias (Lledo et al. 2004) (Imagen 3). El contacto entre dendritas provee un

balance estrecho entre la sefalizaciéon inhibitoria y excitatoria. La
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retroalimentacién entre neuronas excitatorias y granulosas se relaciona con la

plasticidad sinaptica que presentan estas células.

Receptores \ Neurona
gabaérgicos ' _ dopaminérgica Receptores

,‘. - o~ gabaérgicos

Interneurona

-~
‘ Sinapsis — ¥
— inhibitoria M B
0 Wy WV e
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de GABA =5

Imagen 3 -Comunicacion entre los miltiples contactos sinapticos entre neuronas
gabaérgicas (morado) en el bulbo olfatorio con neuronas glutamatérgicas (azul) y

dopaminérgicas (naranja y verde).

Las neuronas gabaérgicas inhibitorias tienen un papel importante en el patron de
excitacion de las neuronas mitrales. En la capa granular, mientras las neuronas
granulosas maduran, los somas extienden sus neuritas hacia partes mas profundas
de la capa y una dendrita apical hacia la plexiforme externa donde se ramifica
ampliamente. Las reglas que gobiernan la incorporacién de nuevas neuronas
generadas en las redes neuronales maduras difieren a las del desarrollo del
cerebro. Las propiedades eléctricas de éstas células junto con las sinapsis de
nuevas neuronas influencian la maduracion e integracion de procesos celulares y
representan un mecanismo por el cual la actividad neuronal regula su propia

neurogénesis. La secuencia del desarrollo de canales iénicos dependientes de
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voltaje y conexiones sindpticas revelan mas diferencias entre ambos tipos de

interneuronas en bulbo olfatorio.

En las células periglomerulares, la maduraciéon de la corriente dependiente de
sodio, y la capacidad de nuevas neuronas para disparar potenciales de accion,
influencia nuevos contactos sindpticos, mientras que en las neuronas granulosas,
el desarrollo de la corriente de sodio se observd después del establecimiento de las
conexiones sinapticas. Esta diferencia indica que el patréon de integracién funcional

depende de la naturaleza de la neurona (Lledo et al. 2004) (Imagen 3).

Célula — —— Célula
en penacho

~ Neuronas
granulosas

Imagen 4- Esquema de las sinapsis entre interneuronas y neuronas de proyeccion en el
bulbo olfatorio. Muestra la disposicion de las células mitrales (rosa), y la comunicacién
dendrodendritica con las granulosas (verdes). Las células periglomerulares (azul)
mantienen contacto con las mitrales, células en penacho y los axones de las neuronas

olfatorias. Modificado de Kelsch et al., 2010

La reduccién en el nimero de nuevas neuronas incorporadas al bulbo olfatorio

esta relacionada con una disfuncién en el proceso neurogénico (Lledo et al. 2004).
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4.13 Neurogenesis en bulbo olfatorio

La continua generacion y el reemplazo de neuronas dentro del bulbo olfatorio en la
vida adulta refleja la necesidad de readaptar esta estructura para desafiar los

cambios en el ambiente y mantener una discriminacidn olfatoria éptima.

Las sefiales que percibimos por medio del olfato guian diferentes procesos
conductuales y fisiolégicos. Ademads, hay un continuo remodelaje en la circuiteria
del bulbo olfatorio durante toda la vida, por lo que hay un reemplazo continuo de
neuronas, un proceso conservado entre especies de diferente phylum (Nissant et

al. 2006).

En este proceso, dos tipos de interneuronas sufren recambio; las células
periglomerulares y las células granulosas, continian formandose durante toda la
vida, y éstas deben integrarse a la circuiteria del bulbo, sin alterar la funcién

olfatoria. Esto ocurre en todas las especies, incluso en los humanos.

El sistema olfatorio es una de las areas cerebrales de los mamiferos, que presentan
neurogénesis continua en el adulto. En este proceso, las nuevas células se forman
en la zona subventricular (ZSV), y migran aproximadamente 5mm (para el ratdn)
cada dia en una ruta establecida, el Tracto Rostral Migratorio (TRM), hacia el bulbo

olfatorio, en donde se diferencian en células periglomerulares o células granulosas.

La gran mayoria de las nuevas neuronas (95% aprox) se diferencian en neuronas

granulosas (Whitman et al. 2007) (Imagen 5).
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Imagen 5 - Esquema de las tres etapas de la neurogénesis en bulbo olfatorio. En un corte
sagital de cerebro, se observa la ZSV, donde se lleva a cabo la proliferacion de nuevas
células; el TRM, donde ocurre la migraciéon hasta llegar al bulbo olfatorio, para que los
neuroblastos terminen de diferenciarse. Modificado de

http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=7&materia_id=495&materiaver=1

4.13.1 Proliferacién en la Zona Subventricular (ZSV)

La ZSV presenta proliferacién de diferentes células (Liu et al. 2006) (Imagen 6).

Difer

ependimal celular

Imagen 6- Esquema de la composicion de la ZSV, se observan los astrocitos entre las células
ependimarias que dan lugar a la formacion de mas astrocitos o neuroblastos. Algunos
neurotransmisores como GABA participan en este proceso. Modificado de Lledo PM et al.,
2008
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Las células troncales en la ZSV son conocidas como células B, se dividen
lentamente para dar lugar a células denominadas células amplificadores
transitorias o células tipo C, las cuales se dividen rapidamente para generar
precursores neuronales, que son neuronas inmaduras (células tipo a), o para
generar astrocitos. Los neuroblastos expresan marcadores como la Doblecortina
(DCX) y el PSA-NCAM deletrear , que son marcadores de superficie celular. La
proliferacién celular depende de la acciéon conjunta de diferentes factores. Uno de
ellos es el nicho neurovascular, el cual estd controlado por las células endoteliales
que se localizan en los ventriculos cerebrales, éstas células secretan factores
solubles como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factores

neurotréficos como el factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF).

4.13.2 Migracion celular en el TRM

Una vez que se forman estos dos tipos celulares, deben migrar hacia el bulbo
olfatorio, dicho proceso requiere de una estructura que mantenga en buenas
condiciones a los neuroblastos. Estos se organizan en estructuras en cadena y se
dirigen hacia el Tracto Rostral Migratorio (TRM), migrando rostralmente hacia el
bulbo olfatorio, asociados estrechamente con los astrocitos que también se
formaron en la ZSV (Imagen 5). Las velocidades de migracién varian, en promedio
se lleva a cabo desde 70-80 mm/hr. Ademas estan estrechamente relacionados con

vasos sanguineos, o cual aumenta la velocidad de migracidn.

Hay diversos factores que influyen en la migraciéon celular, como el liquido
cerebroespinal, el flujo de moléculas secretadas por los plexos coroideos. La
actividad que hay en el bulbo olfatorio influye también para la sobrevivencia de los
neuroblastos en su ruta de migracién. Se ha observado también que la ablacién del
epitelio olfatorio influye en el incremento de la proliferacién y migracion en el
TRM, mientras que un ambiente enriquecido de odorantes influye en los mismos

procesos (Menini et al.,, 2010).

Las interacciones locales entre las células y el microambiente es muy importante.

Los astrocitos son las células responsables para modular la velocidad de
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migracion. Expresan el transportador de GABA GAT4 para regular la concentracion
extracelular de este neurotransmisor. La presencia de receptores de integrinas
permite que interactiien con la matriz extracelular, en esencial con la laminina,. La
pérdida de NCAM también causa alteraciones en esta fase (Gakhar-Koppole et al.

2008).

Entre los factores solubles y receptores que participan en dicha fase, el factor de
crecimiento derivado de la glia (GDNF) ayuda a mantener la estructura catenaria
que controla la migracion glial y de los precursores neuronales. La prokineticina 2
(PK2) es otro factor atrayente entre ambas estirpes celulares, expresado en las
interneuronas del bulbo olfatorio y sus receptores PKR1 y PKR2 estan presentes

en los neuroblastos que migran y en las células tipo C (Imayoshi et al. 2008).

Célula
ependimaria

Célula
Astrocito o oria o Neuroblasto

amplificadara

Imagen 7 - Esquema de la estructura catenaria en la que migran los neuroblastos y
astrocitos en el TRM. Modificado de Imayoshi et al., 2008. Modificado de Wang y Kriegstein,
2009. Modificado de
http://www.antibodyreview.com/protein_image_annot.php?artid=10843.0&article_pmcid=
2780296&pmcid_imgid=70249.0&image=article_images%2F19956583%2FPLoS+0ne%2F4
-12%2Fpe8122-2780296%2Fpone.0008122.g001.jpg&select=DCE2,GAD2,GAD65,GAD-65
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4.13.3 Diferenciacion celular en bulbo olfatorio

Los neuroblastos que llegan al bulbo olfatorio, realizan nuevas sinapsis con las
neuronas que ya estaban establecidas en esta estructura, y producen cambios
electrofisiologicos en ellas, lo que indica los primeros procesos de maduracion
neuronal. Los neuroblastos durante su migracién, comienzan a expresar
calretinina, una proteina que fija calcio la cual identifica las interneuronas dentro
del glomérulo, y la capa granular del bulbo. Una vez que llegan al bulbo, las nuevas
neuronas comienzan a migrar radialmente dentro de la capa granulosa, hasta

llegar a la capa periglomerular.

Se han descrito diferentes fases, en las cuales los neuroblastos pueden llevar a
cabo la diferenciacién dentro del bulbo olfatorio. En primer lugar, durante los dias
2 y 7 desde su formacién en la ZSV, las nuevas células llegan al bulbo olfatorio.
Posteriormente migran de forma radial hacia la capa granulosa, donde extienden
una sola dendrita hacia la capa mitral. Entre los dias 11 y 22 desarrollan
arborizaciones dendriticas, hasta que alrededor del dia 30 de su formacion, las
células adquieren madurez en su morfologia, con espinas dendriticas bien
desarrolladas. Este proceso de maduracidon requiere de diferentes potenciales

inhibitorios y excitatorios con las células mitrales.

Una gran proporcion de las neuronas que llegan al bulbo olfatorio mueren. A pesar
de que en la ZSV y TRM hay una alta densidad de muerte celular, la mayoria ocurre
en la ultima fase de la neurogénesis. Después del dia 15 posterior a su formacion,
aproximadamente el 50% de las nuevas neuronas sufren apoptosis. Estos procesos
de muerte celular varian dependiendo de la actividad olfatoria del organismo. Las
neuronas que menos activas estén tienden a morir. La memoria olfatoria favorece
la sobrevivencia y el reemplazo de las nuevas neuronas. En las periglomerulares, la
estimulacién excitatoria proveniente del nervio olfatorio influye en el proceso de
maduracion. En el caso de las células granulosas, pueden recibir estimulos
axodendriticos provenientes de células mitrales y en penacho, y de dendritas
profundas de otras células granulosas. Estas conexiones se dan después de los 10

dias de haberse formado, pero también influyen las estimulaciones provenientes
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de fibras nerviosas de otras areas de la corteza cerebral (Whitman y Greer. 2009)

(Imagen 7).

Célula periglomerular

Célula mitral

|

; vﬁ
Célula granulosa™

Imagen 8 - Esquema que muestra la localizacién de los dos tipos de neuronas diferenciadas
(granulosas y periglomerulares) durante el proceso neurogénico y la zona del bulbo

olfatorio donde llegan http://archpsyc.ama-assn.org/cgi/content/extract/67/10/983

4.14 Factores que participan en la neurogénesis

Existe una gran diversidad de factores que estan activamente influenciando las
tres etapas del proceso neurogénico del bulbo olfatorio. Este proceso esta sujeto a

fluctuaciones en el ambiente.

Los factores neurotréficos son vitales en la formacion de nuevas neuronas, como
es el caso de el Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), asi como el
factor neurotréfico ciliar (CNTF). Ademads, para el crecimiento de las células
formadas, los factores de crecimiento son moléculas de senalizacién extracelular

que mantienen este proceso. El Factor de crecimiento epidermal unido a heparina
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(HB-EGF), factor 2 de crecimiento basico de fibroblastos (FGF2) y el factor de
crecimiento de la insulina 1 (IFG1) intervienen permanentemente (Aguirre et al.
2005). El Factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG) es angiogénico, por lo
que participa en la formaciéon de vasos sanguineos y ayuda a nutrir a las nuevas
neuronas (Balenci et al. 2007). La producciéon de precursores neuronales se
estimula en la ZSV, durante el embarazo con la produccién de prolactina. También
hay mecanismos moleculares que ayudan a la migracién de los neuroblastos, como
la sefial quimiorepulsiva que actua a través de la sefializaciéon SLIT-ROBO y
controla la migracién. Las efrinas e integrinas benefician de igual forma la

migracion (Hu. 1999; Li et al. 1999).

Existen factores que propician la integracién de las nuevas neuronas a los circuitos
neuronales. Uno de estos factores es la relina, secretada por las células mitrales
(Hashimoto-Torii et al. 2008) y la expresiéon de la proteina BCL-2, la cual
incrementa la sobrevivencia neuronal. (Lledo PM et al. 2006). Aun asi, de las
neuronas que se forman, solamente el 50% de las nuevas neuronas sobreviven

después de un mes.

Los neurotransmisores juegan un papel importante en la comunicacién neuronal, y
también son factores clave en la regulacién neurogénica. Los neuroblastos
formados expresan receptores NMDA y AMPA, un proceso que los prepara para los
influjos excitatorios que recibirdn en el bulbo olfatorio. Ademas, los astrocitos
presentan el transportador gabaérgico GAT4, lo cual ayuda a regular las
concentraciones extracelulares de este neurotransmisor. La dopamina ayuda a
regular la proliferacion celular en la ZSV y la incorporacion de las neuronas en el

bulbo olfatorio (Carleton et al. 2003).

4.15 Hormonas sexuales

Otro factor que puede influenciar la neurogenesis en ambos sexos dependiendo de
la especie. Son las hormonas, tales como los estrogenos. El efecto de los
estrogenos ha sido menos estudiado para el caso del bulbo olfatorio. Se ha

observado que la prolactina induce la neurogenesis en bulbo olfatorio. Por
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ejemplo, se ha observado que la produccidon de precursores neuronales se estimula

en la ZSV, durante el embarazo con la produccién de prolactina (Ping et al. 2008).

Estos resultados se relacionan con una mejor capacidad para olfatear en mujeres
embarazadas, pero hasta el momento es especulativo. Tal como sucede con los
corticosteroides, los cuales requieren de la actividad del receptor NMDA para
actuar en la neurogenesis, los estrogenos pueden depender de la activacion del
sistema serotoninérgico. Las hormonas esteroideas tienen un papel mas activo. En
este grupo se encuentran los estrégenos. El efecto de los estrégenos ha sido mas
estudiado en la Zona Subgranular del hipocampo, pero no en la ZSV (Genazzani et

al. 2007)

4.16 Diferencias por sexo
4.16.1 Estrogenos en el SNC

Las hormonas sexuales participan en procesos cognoscitivos. Los estréogenos
fueron las primeras hormonas consideradas neuroprotectoras. En el cerebro de los
mamiferos, los estrogenos estan implicados en varias funciones no reproductivas,
tales como la modulacion de la excitabilidad neuronal, plasticidad sindptica,
induccién de la sobrevivencia neuronal, expresion de respuestas regenerativas,
neurogénesis regional en el adulto, regulaciéon de la diferenciacién y desarrollo
neuronal. Ademas se ha demostrado su participaciéon en otras funciones del SNC,
entre las cuales se encuentran el control de la actividad neuronal relacionada con
los procesos de cognicidn, la modulacién del estado de animo y otros estados
mentales, asi como el mejoramiento del aprendizaje y la memoria (Genazzani et al.

2007).

Las acciones de los estrogenos incluyen diferentes mecanismos, tales como efectos
gendmicos clasicos asociados a receptores de estrogenos (ER); efectos no
gendmicos, que involucran sistemas de segundos mensajeros y vias de sefializacion

y efectos antioxidantes independientes de receptor.
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4.16.2 Efectos gendmicos

Las diferentes respuestas a los estrogenos en el SNC son debidas a la actividad de
sus receptores y la variedad de sefiales que éstos pueden activar, asi como a la
naturaleza de sus células blanco. Los receptores nucleares a estrogenos se dividen
en ER-alfa y ER-beta (con sus respectivas isoformas), los cuales son codificados
por dos genes. Los receptores ER-alfa y ER-beta residen en el nticleo de las células
blanco. La forma en que interactian con el ADN tiene como consecuencia la
sintesis de nuevas proteinas. También pueden regular la transcripciéon de genes
mediante la modulacién de factores de transcripcion, como pueden ser los de los

grupos Hes e Id (Galli et al. 2002. Marin et al. 2005).

4.16.3 Efectos no genémicos

Los efectos no gendémicos de los receptores estrogénicos se relacionan con la
excitabilidad de la membrana, la apertura de canales i6nicos y sefalizaciéon de
neurotransmisores con receptores metabotrdpicos. Pueden interactuar con otros
receptores de membrana, y estimular diferentes mecanismos de sefializacion

intracelular.

4.16.4 Actividad antioxidante

El SNC es susceptible a presentar estrés oxidante. Existen evidencias que
demuestran que los estrogenos pueden funcionar como antioxidantes
independientemente de su uni6on a receptores. Algunos derivados de los
estrégenos pueden regular la muerte neuronal. Ademas del 17b-estradiol, el
estriol, la estrona, el etinilestradiol y el 2- hidroxiestradiol también presentan
poderosos efectos protectores. Los requisitos basicos para que las moléculas
estrogénicas actuen como antioxidantes es la presencia de un grupo hidroxilo

intacto en el anillo A de la molécula esteroide (Imagen 9) (Gennaziani et al., 2006).
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Imagen 9 - El estradiol tiene dos grupos hidroxilos en su estructura molecular.

Los niveles fisioldgicos de los estrogenos pueden regular los procesos de apoptosis
y sobrevivencia neuronal. En d4reas afectadas por enfermedades
neurodegenerativas, como la amigdala, corteza, ganglios basales, hipocampo, e
hipotalamo, los estrégenos pueden ejercer una interacciéon dual con los receptores
de estrogenos, para modular mutuamente e integrar una respuesta
neuroprotectora. La prevencion de muerte neuronal por estrégenos se ha asociado
con una regulacién transcripcional de elementos del citoesqueleto, involucrados
en la regeneracion axonal, la sinaptogénesis y con factores de crecimiento (Veyrac

y Bakker, 2007).

La actividad estrogénica incrementa la expresién de la proteina Bcl-2, que se
relaciona con la inhibicién de la muerte celular tanto apopt6ética como necroética en
respuesta a estimulos toxicos, ademas previene la pérdida de citocromo c de la

mitocondria (Behl et al. 1997).

El estradiol altera la neurotransmision de GABA a través de eventos no
transcripcionales en neuronas con GABA, propiomelanocortina y dopamina. Uno
de los efectos neuroprotectores de los estrégenos es su habilidad para estimular la

adenilatociclasa, incrementando los niveles de AMPc (Behl et al. 1997).

Los ER-alfa pueden ser activados por los neurotransmisores y factores de
crecimiento. En particular, la dopamina, el factor de crecimiento de la insulina
(IGF-1) y el factor de crecimiento epidermal (EGF), pueden activar este receptor.

Otro efecto neuroprotector implica la regulacién de la concentraciones de Ca*.
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Estudios electrofisioldgicos han demostrado la existencia de receptores a
estrogenos membranales que se relacionan funcionalmente con canales de este

cation (Wu et al. 2005).

La sobrevivencia de la neurona depende en gran parte de su capacidad para
desarrollar neuritas. Se ha propuesto que los estrégenos ejercen efectos sobre el
SNC a través de la activacion de neurotrofinas; potencian la expresion de mRNAs
de agentes neurotroéficos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y el factor de crecimiento
neuronal (NGF). La habilidad de éstas hormonas femeninas sobre el
mantenimiento y restauracidon del SNC han sido descritos en varias regiones del
cerebro, como hipotdlamo, hipocampo, mesencéfalo y la corteza (Falkenstein et al.

2003).

Los ER intracelulares pueden encontrarse en neuronas y células gliales como
astrocitos, oligodendrocitos e incluso en microglia. La glia activada observada en
varias patologias puede participar en la cascada de eventos que llevan a la muerte
neuronal. Los estrégenos pueden modificar la expresiéon de mediadores
inflamatorios (citocinas y quimiocinas) producidos por la microglia y los
astrocitos, implicados en la neuroinflamacién y neurodegeneracion (Arévalo et al.

2011).

4.17 Relacién de estrogenos y enfermedades neurodegenerativas

Las personas que padecen enfermedades de Parkinson y Alzheimer, presentan
sintomas tempranos que hasta el momento no se han podido explicar, como es la
disminucién de la funcién olfatoria, misma que se caracteriza por un mal

reconocimiento de odorantes y mala discriminacion olfatoria.

Las enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con la edad de las
personas. Estas enfermedades se presentan generalmente en personas con edad
avanzada, de 65 afios en adelante. Ademds, se sabe que estas enfermedades
presentan diferencias por sexo. Las mujeres posmenopausicas son susceptibles a

sufrir alguna de estas enfermedades principalmente por una baja considerable en
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las concentraciones de estrogenos.

Entre las enfermedades neurodegenerativas que han sido mas estudiadas estan la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer. Ademas de las
alteraciones cognitivas, también se han estudiado por su relacién con la actividad
estrogénica por estos procesos de neurodegeneracion y su relacién con actividad

estrogénica ha sido la Enfermedad de Parkinson y la Enfermedad de Alzheimer.

En la enfermedad de Parkinson, existe disminucién progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra, lo cual trae como consecuencia degeneracion
del sistema nigroestriatal, y la pérdida del control motor. La incidencia de la
enfermedad de Parkinson es mucho mayor en hombres que en mujeres, lo cual
involucra la accion de hormonas sexuales. También se ha reportado que el
estradiol puede potenciar la liberacion de dopamina, estimular su sintesis,
modificar la sensibilidad de los autorreceptores de dopamina y modular la
densidad de receptores. Los estrogenos disminuyen la actividad de Ia
monoaminooxidasa (MAO), que es la enzima que cataliza la desaminacién de las
monoaminas como la dopamina, disminuyendo asi la deplecién de dopamina y la
capacidad de la MAO para generar toxinas como producto del catabolismo de la

dopamina (Hawkes et al. 1997).

La Enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida gradual de la memoria.
Afecta a diferentes sistemas de neurotransmisores. Uno de ellos es el sistema
colinérgico. Las neuronas colinérgicas del cerebro anterior que degeneran en los
pacientes con Alzheimer, presentan pérdida en la actividad de la colina
acetiltransferasa, la enzima limitante en la sintesis de acetilcolina (ChAT). Esta

pérdida parece ser la responsable del deterioro en la funcién cognitiva.

Los estrogenos regulan positivamente la ChAT en el cerebro de la rata, ademas se
ha observado que los estrégenos protegen a las neuronas en los depdsitos de beta
amiloide en la enfermedad de Alzheimer (reduciendo la generacion de mas
amiloide y aumentando su recaptura por la microglia), mediante sus propiedades
antioxidantes. Sin embargo, el estradiol es ineficaz de proteger en contra de la
toxicidad inducida por beta amiloide una vez que el dafio ya se ha desencadenado,

lo cual indica que el efecto neuroprotector de los estréogenos esta restringido a un
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periodo de tiempo (Hawkes. 2003).

Los antecedentes descritos anteriormente indican que la exposicién a vanadio
altera estructuras en donde se lleva a cabo la formacién de neuronas en el cerebro
adulto como es la ZSV/Bulbo olfatorio. Son embargo, y dadas las acciones
bbenéficas de los estréogenos en el organismo, es posible pensar en la existencia de
una respuesta diferencial a la exposiciéon de vanadio entre el sexo masculino y
femenino, misma que podria estar implicada como un factor importante para el

desarrollo de algunas enfermedades neurodegenerativas.
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5. Justificacion

Se sabe por estudios realizados en nuestro grupo de trabajo que el vanadio induce
alteraciones en estructuras cerebrales que participan en la neurogénesis en bulbo
olfatorio. El cerebro adulto de los mamiferos es capaz de generar nuevas neuronas
después de haber sufrido alguna afectacidn. Una de las zonas del cerebro donde se
lleva a cabo el proceso neurogénico es el sistema zona subventricular/Bulbo
olfatorio. El proceso consiste en formar nuevas neuronas en un estado inmaduro
que viajan por el tracto rostral migratorio hasta llegar al bulbo olfatorio, lugar en el
que alcanzan su maduracion terminal y en donde son integradas a las redes

neuronales de dicha estructura.

Aunado a lo anterior, se ha observado que ademas de la respuesta diferencial entre
machos y hembras en el modelo de inhalacion a vanadio, también existe evidencia
de recuperacién en las neuronas granulosas después de un tiempo de 8 semanas

de postexposicion.

Por tal motivo, es importante estudiar la neurogénesis en bulbo olfatorio de
ratones expuestos a vanadio y mantenidos a un periodo postexposicion, asociado a
la funcién olfatoria de los animales en estudio, asi como las diferencias entre el

Sexo.
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6. Objetivo general

Evaluar la neurogénesis en la zona subventricular, el tracto rostral migratorio y el
bulbo olfatorio de ratones hembras y machos, asociados a la funcién olfatoria,
después de haber sido expuestos a V205 por via inhalada y ser mantenidos en un

periodo sin exposicién de 2 meses

7. Objetivos particulares

1) Evaluar la funcién olfatoria en ratones hembras y machos, por medio de dos
pruebas olfatorias, en un grupo de ratones control, un grupo de ratones
expuestos a inhalacion de V205 durante un mes, y un grupo con el mismo
tiempo de exposicion y mantenidos posteriormente a un periodo de 2
meses sin inhalacién del compuesto

2) Analizar las alteraciones en la proliferaciéon celular en la ZSV y la migracion
de nuevas células en el TRM. Evaluar la diferenciacién celular de nuevas
interneuronas incorporadas en el bulbo olfatorio, utilizando los marcadores
PCNA, GFAP, NCAM y NeuN para inmunoflurescencia y el marcador BrdU
para inmunohistoquimica, en los seis grupos de estudio

3) Comparar las diferencias entre sexos en los tres grupos de estudio
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8. Método

Se utilizaron 90 ratones de la cepa CD-1, de 30-35 gr. de peso corporal de un mes
de edad, 45 animales machos y 45 hembras. Se formaron tres grupos de 15 ratones
cada uno: un grupo de ratones testigo, un grupo de ratones expuestos a V205
(Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 0.02 M por via inhalada, 2 veces a la
semana durante un mes, y un grupo expuesto al mismo protocolo de inhalaciéon y

mantenido 2 meses posteriores en un ambiente libre de vanadio.

La inhalaciéon de los animales se realizé en una caja de acrilico conectada a un
ultranebulizador. Al término del mes de inhalacion, se sacrificé al grupo de 4
semanas de exposicion y a un subgrupo de 5 ratones testigo. Al término del
periodo de post-.exposicion (8 semanas) se sacrifico a los ratones de ese grupo y
el resto de los testigos. Se utilizé el mismo protocolo para ambos sexos. Los
animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (35mg/Kg), después fueron
perfundidos via cardiaca con solucion salina 0.9% y paraformaldehido al 4%. Se les
extrajo el cerebro, el cual se secciond sagitalmente, dividiendo ambos hemisferios,
y se les coloco en solucion de paraformaldehido para ser procesados mediante dos
técnicas histoldgicas. Un hemisferio fue sumergido en Metilbutano; fue congelado y
cortado por congelacién en un criostato realizando cortes de 40 um de grosor para
procesarlos por inmunohistoquimica por flotacion. En esta técnica se utilizé6 como
marcador de proliferacién celular a la BrdU, un andlogo de la timina. El otro
hemisferio se proceso6 con la técnica histolégica convencional, se obtuvieron cortes
de 5-10 um de grosor y se procesaron con la técnica de inmunofluorescencia. Los
anticuerpos utilizados en esa técnica fueron los siguientes: PCNA para observar la
proliferacién celular en LA ZSV y el TRM; GFAP para observar los astrocitos en las
mismas zonas; NCAM para las neuronas inmaduras o neuroblastos, y NeulN, para

las neuronas maduras.
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Las muestras obtenidas fueron observadas en microscopio confocal, modelo Leica
TCSP5. Las imagenes se analizaron mediante andlisis densitométrico con el
programa Image Pro Plus 2.0. El conteo de células positivas a BrdU obtenidas con
la inmunohistoquimica por flotacién se analizaron con el programa Image J. La
comparacion entre sexos se realizé con la prueba de ANOVA. Se tom6 como datos

estadisticamente significativos a la obtencién de una p <0.05.
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8.1 Protocolo de administracién de BrdU

La administraciéon de 5-bromo-2"-desoxi uridina (BrdU)fue por via intraperitoneal,

disuelta en solucién salina, a una dosis de 50 mg/Kg de peso corporal.

La inyeccion se realizd dependiendo de la etapa neurogénica que se pretendid

marcar.

Por tal motivo, la primera inyeccion se realiz6é 15 dias anteriores al sacrificio del
animal, para cerciorarse de marcar las etapas de migracion celular en el TRM. Para

marcar la proliferacién, se inyect6 2 dias y 24 hrs anteriores al sacrificio.

Control

Sacrificio

I 15dias 24 hrs |
. ”ﬁ’;hrs
4 semanas inhalacion

Sacrificio
I 15 dias 28 brs
I | I 2 hrs.

yod

8 semanas post-exposicion

Sacrificio

I I 15dias 24 hrs l
2 hrs.

| I ;

Dosis- 50 mg/Kg

Imagen tomada de Olivos, 2007.
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8.2 Pruebas olfatorias

Para la funcidn olfatoria, se realiz6 registro inicial antes de comenzar el periodo de
exposiciéon de vanadio, con la finalidad de observar el comportamiento de los
animales de cada sexo y las diferencias que pudieran presentar antes de dividir los
respectivos subgrupos (control, un mes de inhalacién y el de 2 meses psot-

exposicion).

8.2.1 Prueba de reconocimiento de odorante

Se retira la comida y el agua a los animales 12 horas previas en las dos etapas en
que se divide la prueba. En la primera etapa, se colocan pequefias piezas de
chocolate dentro de su caja para que asocien el olor de la pieza con el sabor,
durante un periodo de 10-12 hrs. Después de que los animales consumen todas las
piezas, se les da nuevamente alimento y agua. Dos dias después, una noche previa a
la segunda etapa, se les quita nuevamente el alimento a los animales. Al dia
siguiente, transferimos al animal a una caja diferente a la que estaba habituada; en
esa caja escondemos una pieza de chocolate a una profundidad de 2-3 cm, y
registramos el tiempo que tarda el animal en localizar el chocolate. Esta prueba se
repite 3 veces en el mismo dia para cada uno de los ratones cada 15 dias (Ferguson

etal. 2000).
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8.2.2 Prueba de preferencia olfatoria

Esta prueba consiste en observar cambios en la preferencia por los odorantes a lo
largo de los periodos de estudio. Los odorantes utilizados fueron los siguientes:

tres: heptaldehido al 0.1 M, acido acético al 5% y etanol absoluto.

Cada noche antes de aplicar la prueba olfatoria se dejé a los ratones sin alimento ni

agua.

Al dia siguiente, cada raton fue colocado en una caja vacia, durante 15- 30 minutos
para su adaptacion. Posterior a este paso, fue colocado en la caja un trozo de papel
medida del papel con 200 pl de uno de los odorantes. Se deja el papel durante 5
minutos y se registra el tiempo en que el animal se acerca a percibir el papel. El
papel se retira después y se ventila la caja durante 1 minuto. Este paso se repite
para los otros odorantes. La prueba se repite dos veces para cada raton, y se

realiza cada 15 dias (Kobayakawa et al. 2007).

Odorantes:
- Heptaldehido 0.1M

- Acido acético 5% \

- Etanol 100% ,
Heptaldehido

/, 0.01 M (5 min) \

Noche previa sin Adaptacion ———,  Acido acético Toma de tiempo c!ue olfatea
— 1530 min. el odorante el ratén durante

\ 5%( 5 min) los5 min.

Etanol 100%
(5 min)

alimento ni agua

~

Cada 15 dias
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9. Resultados

Antes de separar a los roedores en los grupos de estudio, se realiz6 la prueba

olfatoria para determinar el tiempo inicial o tiempo cero (TO0).
9.1 Prueba de reconocimiento del odorante

Con esta prueba se observaron diferencias significativas entre los grupos
expuestos y post-expuestos en ambos sexos. En el registro inicial, los machos
(Grafica 1A). requirieron mayor tiempo al registrado por las hembras (Grafica 1B).
Después de un mes de inhalacién de V;0s, los grupos expuestos de ambos sexos
incrementaron significativamente los registros de localizaciéon del odorante, en
comparacién con el grupo control. Sin embargo, después de 8 semanas de haber
sido expuestos por ultima vez a vanadio, el grupo de post-exposicion logré reducir
los tiempos de localizacién de forma similar a los controles (25.98 + 2.31 en
machos, 56.24 #3.27 en hembras). De manera interesante, los grupos controles de
ambos sexos, disminuyeron el tiempo de localizacién del odorante a lo largo de las

12 semanas.

901 - Inicial w0 -« Inicial
<= Control - = Control
E o0 -+ Exposicion E - ExposicidnA B
[*] - Post-exposicion g = Post-exposicion
40
él a0{ § £
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h 4 (= X
~ 204 204
0 i 0 PR, S —
"2 a'e 8 10 12 2 4l 6 8 10 12
2 4 6 8 10 12
Exposicion - Post-exposicion Exposicién - Post-exposicion
A (semanas) B (semanas)

Grafica 1- A) Representacion grafica de los tiempos de localizacion del chocolate a lo largo
del tratamiento en machos y en B) hembras . ANOVA (Holm-Sidak) * Diferencias con grupo

control p<0.05
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Al realizar la comparacion entre sexos, observamos diferencias significativas

entre los grupos expuestos y de post-exposicion. En los controles, solo hubo

diferencias en el registro inicial y a las 4 semanas (Grafica 2).
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B Tratados Hembras
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Tiempo de exposicion / Post-exposicion

Grafica 2- Representacion grafica de la comparacion entre sexos de la prueba de
reconocimiento del odorante, reflejé diferencias significativas entre los grupos tratados en
el tiempo inicial; en los grupos expuestos a vanadio y a la octava y décima semana del

periodo de post-exposicion. *Comparaciéon con macho control # Comparacion con hembra
control. ANOVA (Holm-Sidak) p<0.05

9.2 Prueba de preferencia olfatoria

Con esta prueba, no hubo diferencias significativas entre los grupos de estudio. El

heptaldehido fue un odorante desagradable para los machos (Grafica 3A). En las

hembras se presentaron diferencias a las 4, 6, 8 y 10 semanas del tratamiento

entre los grupos post-exposicion y control del mismo tiempo (Grafica 3B).
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Grafica 3- Representacion grafica de la prueba de preferencia olfatorias con el heptaldehido;
A) en los machos, no hay diferencias en ningiin grupo de estudio para el heptaldehido, B)
mientras que en hembras, se presentaron diferencias a partir de la cuarta semana de
exposicion a vanadio, comparandolas con los controles. ANOVA (Holm-Sidak) * Diferencias

con grupo control p<0.05

En la comparacion entre sexos, s6lo observamos diferencias entre los registros

iniciales y los grupos controles a las 4 semanas de la exposicion a vanadio. .
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Grafica 4- Representacion grafica de la comparacion entre sexos para la prueba de

preferencia olfatoria con el heptaldehido * Diferencias con sexo en la misma semana.

ANOVA (Holsm-Sidak) p<0.05

9.2.2 Etanol

Con el etanol, no se obtuvieron diferencias significativas en los grupos de los

machos y las hembras. (Graficas 5A y 5B).
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Grafica 5- Representacion grafica de la prueba de preferencia olfatorias con etanol A) La
preferencia olfatoria en el etanol no produjo diferencias entre machos. B) En las hembras, se
presentaron diferencias entre todos los grupos de estudio. ANOVA (Holm-Sidak) p<0.05

En la comparacion entre sexos, se observa que sélo hubo diferencias en el tiempo

inicial, y a la sexta y octava semana de post-exposicion (Grafica 6).

M Controles macho
@S Controles hembra
5 [0 Maches tratados

B Hembras tratadas

Tiempo (s)

(X}

TO 2sE 4sE 2sPE  4sPE 6sPE 8sPE

Tiempo de exposicién / Post-exposicion

Grafica 6- Representacion grafica de la comparacion entre sexos para la prueba de
preferencia olfatoria con el etanol. ANOVA (Holm-Sidak)

9.2.3. Acido acético

Los animales de ambos sexos mostraron mayor preferencia por este odorante, en
comparacion con el heptaldehido y el etanol. El 4cido acético fue el odorante que
mayormente prefirieron los roedores. El tiempo en los grupos de ambos sexos
estuvo en el rango de los 2 y 4 segundos. Sin embargo, los machos s6lo mostraron
diferencias significativas a la semana 6 del periodo de post-exposicién (Grafica
7A), mientras que las hembras presentaron diferencias en todos los grupos de

estudio, a excepcion de la semana 8 de post-exposicion (Grafica 7B).
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Grafica 7- Representacion grafica de la prueba de preferencia olfatorias con el acido acético.
A) En los machos, la preferencia por el acido acético se mantuvo entre los controles y los
grupos tratados. B) En las hembras, se observaron diferencias significativas entre controles
y grupos tratados, a excepcion de las 12 semanas de tratamiento. ANOVA (Holm-Sidak) *
Diferencias con grupo control p<0.05

Al realizar la comparacion entre sexos, las hembras registraron una preferencia
muy alta, cercana a los seis segundos, la cual disminuy6 a partir de la segunda
semana de inhalaciéon de V20s. Sélo hubo diferencias significativas entre sexos de
los controles de las 8 semanas del tratamiento y los grupos tratados a las 6

semanas post-exposicion (Grafica 8).
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Grafica 8- Representacion grafica de la comparacién entre sexos para la prueba de
preferencia olfatoria con el etanol ANOVA (Holm-Sidak) * Diferencias con control macho x
Diferencias con tratado hembras. p<0.05
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9.3 Andlisis citolégico
9.3.1 Zona subventricular (ZSV)

En la ZSV, la proliferacién celular se evalu6 en células positivas a PCNA,
encontrando que este evento fue similar en ambos sexos. A las 4 semanas de
exposicion a vanadio, los grupos de hembras y machos mostraron disminuciones
significativas de mas del 70% en la proliferaciéon celular (Figuras 9B y 10B).
Posteriormente, en el periodo de post exposiciéon, ambos sexos mostraron un

aumento significativo de la proliferacion celular en esta zona (Figuras 9Cy 10C).

Figura 9- Imagenes de la ZSV de ratones macho donde se observan células positivas a PCNA
(rojo) en A) el grupo control. En B) el grupo de 4 semanas de exposicion se observan menor
numero de células marcadas con este anticuerpo y en C) el grupo de post-exposicion el
marcaje es muy similar al grupo control. 40X

Figura10- ZSV de ratones hembras, en las cuales se obbservan las células positivas a PCNA
(rojo) en A) el grupo control. En B) el grupo de 4 semanas de exposicion el marcaje es casi
nulo, y en C) el grupo de post-exposicion aumenta bastante. 40X
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Figura 11- A) Densitometria de células positivas a PCNA en la ZSV de ratones macho y B) de

ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05

La comparacion de la proliferacion celular entre ambos sexos mostr6 solamente

diferencias significativas en los grupos que fueron expuestos a vanadio durante 4

semanas (Figura 12)..
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Figura 12- Comparacion entre sexos para la densitometria del marcaje con PCNA realizada

en ZSV . ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05
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En la ZSV la proliferacién de los astrocitos fue mayor en las hembras para el grupo
control y post-expuesto, comparado con los machos. Los animales de ambos sexos
se ven afectados después de la exposicion a vanadio, con diferencias significativas,

con mas del 50% en machos y el 20% en las hembras (Figuras 13B y 14B).

Figura 13- Marcaje de astrocitos (rojo) positivos a GFAP en la ZSV los ratones macho en el A)
grupo control,. La marca en B) el grupo expuesto a vanadio por 4 semanas disminuye
bastante y en C) el grupo de post-exposicion aumenta nuevamente. 40X

Figura 14- Marcaje de astrocitos (rojo) positivos a GFAP en la ZSV los ratones hembra en el
A) grupo control. El B) grupo expuesto a vanadio por 4 semanas muestra una marca muy
dosminuida en comparacion con el control, y C) el grupo de post-exposicién, esta marca
incrementa considerablemente. 40X
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Figura 15- A) Densitometria de células positivas a GFAP en la ZSV de ratones macho y B) de
ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05

En los tres grupos de estudio en la ZSV de las hembras mostraron mayor cantidad

de astrocitos marcados con GFAP comparadas con los machos (Figura 16).
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Figura 16- Comparacion entre sexos de la densitometria del marcaje con GFAP realizada en

ZSV. ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05

En relacién a los neuroblastos se encontr6 que las hembras mostraron un nimero
mas estable entre los controles (Figura 17A), el grupo expuesto (Figura 17B) y el
de post-exposicion (Figura 17C). En los machos, la proliferacion disminuy6

significativamente, cercano al 60% al mes de exposicion a vanadio, y en el periodo

de post-exposicion hay un aumento del 10% y fue significativo (Figura 19).
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Figura 17- Marcaje de precursores neuronales (azul) positivos a NCAM en la ZSV de ratones
macho. Se observa el marcaje en el A) grupo control. En el B) grupo expuesto, la marca
disminuye durante 4 semanas a vanadio y en el C) grupo post-exposicion el marcaje se
incrementa. 40X

Figura 18- ZSV de ratones hembra con células positivas (azul) a NCAM en A) el grupo control,
el B) grupo espuesto a vanadio, en donde es menor la marca, y en C) el grupo de post-
exposicion. 40X
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Figura 19- A) Densitometria de células positivas a NCAM en la ZSV de ratones macho y B) de
ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05

En la comparacidén por sexos, hubo diferencias significativas en los grupos de 4

semanas de exposicion a vanadio y el grupo de post-exposicion (Figura 20).
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Figura 20- Comparacion entre sexos de la densitometria del marcaje con NCAM realizada en
ZSV. ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05

9.3.2. Tracto Rostral Migratorio

En relacion a la proliferacion celular en el TRM encontramos que este evento fue
similar a lo que se observo en la ZSV. La proliferacion es mayor en las hembras del
grupo control, respecto a los machos (Figura 23 A). Ambos sexos disminuyeron su
proliferacion de forma significativa al mes de exposicién a vanadio, con el 50% de
la dosminuciéon en machos y mas del 70 % en las hembras. Ademas, ambos sexos

la aumentan de igual forma (Figuras 21Cy 22C).

Figura 21- Marcaje en TRM de ratones con células positivas a PCNA en A) el grupo control. El
marcaje es menor B) en el grupo de 4 semanas de exposicién a vanadio y aumenta
nuevamente C) en el periodo post-exposicion. 40X
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Figura 22- Marcaje con PCNA de células en proliferaciéon en el TRM de ratones hembra, para
A) los controles. La marca con este anticuerpo dIsminuyd excesivamente en el B) grupo
espuesto a vanadio y vuelve a aumentar en C) el grupo de post-exposicién. 40X
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Figura 23- A) Densitometria de células positivas a PCNA en el TRM de ratones macho y B) de
ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05

Densidad media en pixeles

Figura 24- Analisis densitométrico de las células positivas a PCNA en el TRM. Los asteriscos
muestras las diferencias significativas entre sexos. ANOVA (Holm-Sidak) P<0.05.

En el TRM de las hembras, la proliferaciéon y migracién de astrocitos fue mayor en
los controles (Figura 27A), respecto a los machos (Figura 27B). Al mes de
exposicion a vanadio, los machos presentaron una disminucién que las hembras en
el marcaje de astrocitos. Sin embargo, en ambos sexos, los grupos postexposicion

de ambos sexos mostraron valores similares a los controles.
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Figura 25- Astrocitos marcados con GFAP en el TRM de ratones machos del A) grupo control.
En el grupo B) expuesto a vanadio, la marca de éstas células disminuye y en C) el grupo de
post-exposiciéon aumenta de nuevo. 40X

Figura 26- TRM de ratones hembra en el cual se obsrvan astrocitos marcados con GFAP en el
A) grupo control. Su marcaje disminuye bastante en el B) grupo expuesto a vanadio; sin
embargo, la marca vuelve a aumentar en C) el grupo de post-exposicion. 40X
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Figura 27- A) Densitometria de células positivas a GFAP en el TRM de ratones macho y B) de
ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05
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En relacion a la comparacion entre sexos del marcaje de astrocitos en el TRM se
obtuvieron diferencias significativas en los grupos expuestos con y sin un periodo
de post-exposicion, mostrando una mayor densidad, cercana al 20% en los

roedores hembra, comparado con los machos.
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Figura 28- Comparacion entre sexos de la densitometria del marcaje con GFAP realizada en

el TRM. Diferencias entre sexo p<0.05

En los neuroblastos del TRM, se observ6 un comportamiento diferente, comparado
con los astrocitos. Estos precursores neuronales proliferaron y migraron mas en

los machos (Figura 31A) que en las hembras en los grupos controles (Figura 31B).

Ademas, al mes de inhalaciéon de V;0s, la proliferacion de los neuroblastos

disminuy6 mas en las hembras, sin que se lograra recuperar de forma significativa

este evento.
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Figura 29- Precursores neuronales marcados con NCAM en el TRM de los ratones machos del
A) grupo control; el marcaje dismunuye ligeramente en el grupo B) expuesto a vanadio y
vuelve a aumentar en C) el grupo de post-exposicion. 40X

Figura 30- TRM de ratones hembra con precursores neuronales marcados con NCAM en el A)
grupo control. Este marcaje disminuye considerablemente en el B) grupo expuesto a
vanadio y vuelve a aumentar en C) el grupo de post-exposicion. 40X
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Figura 31- A) Densitometria de células positivas a NCAM en el TRM de ratones macho y B) de
ratones hembra. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo

control p<0.05

La proliferacion de neuroblastos comparada entre ambos sexos mostré diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio (Figura 32). Al inicio, la proliferacion
mostré una disminucién de casi el 50%; mientras que a las 4 semanas de
exposicion, la proliferaciéon de los neuroblastos fue menor en los ratones machos
que en las hembras, or encima del 50% . La diferencia en la proliferaciéon de
neuroblastos en los en el periodo de post-exposicién a vanadio mostré un
aumento del 30% en los machos y del 50% en las hembras, comparados con el

grupo expuesto a 4 semanas.
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Figura 32- Comparacién entre sexos de la densitometria del marcaje con NCAM realizada en
el TRM. ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05

9.3.3. Bulbo olfatorio

Para marcar las dos capas (glomerular y granulosa) en donde se lleva a cabo la

diferenciacion neuronal en el bulbo olfatorio, se realiz6 el marcaje con NeuN.

En ambas capas celulares, la densidad celular se ve mas afectada en los machos en

grupos expuestos a vanadio (Figuras 35A y 38A). Las hembras conservaron la

densidad neuronal, no se obtuvieron diferencias significativas entre los tres grupos

de estudio (Figuras 35B y 38B).

Figura 33- Células periglomerulares marcadas con NeuN en la capa glomerular de ratones
macho en A) el grupo control; B) la densidad celular disminuye significativamente al mes de
exposicion a vanadio y c) aumenta nuevamente en el periodo de post-exposicion. 40X
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Figura 34- Células periglomerulares en la capa glomerular de las hembras en A) en grupo
control; no hay diferencias en la densidad celular del B) grupo expuesto a vanadio, C) en el
grupo de post-exposicion la densidad celular aumenta. 40X
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Figura 35- A) Densitometria de células positivas a NeuN en la capa glomerular de bulbo
olfatorio de ratones macho y B) de ratones hembra. * Diferencias con grupo expuesto,

ANOVA (Tukey) #Diferencias con grupo control p<0.05

En la comparacion entre sexos, observamos que la recuperacidn fue significativa
en los machos, y ambos sexos mostraron valores muy similares entre ellos y entre

sus grupos controles (Figura 36).

Densidad media en pixeles

71

Semanas



Figura 36- Comparacion entre sexos de la densitometria del marcaje con NeuN realizada en
la capa glomerular del bulbo olfatorio. ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo P<0.05

Figura 37- Células periglomerulares marcadas con NeuN en la capa granulosa de ratones
macho en A) el grupo control; B) la densidad celular disminuye al mes de exposicién a
vanadio y C) aumenta nuevamente en el periodo de post-exposicion. 40X

Figura 37- La densidad celular en la capa granulosa, marcada con NeuN de las hembras se
conservo en A) los controles, B) el grupo expuesto y C) el periodo de post exposicién. 40X
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Figura 38- A) Densitometria de células positivas a NeuN en la capa granulosa de bulbo
olfatorio de ratones macho y B) de ratones hembra. ANOVA(Tukey) * Diferencias con grupo

expuesto, #Diferencias con grupo control p<0.05

Densidad media en pixeles

Semanas

Figura 39- Comparacion entre sexos de la densitometria del marcaje con NeuN realizada en
la capa granulosa del bulbo olfatorio. ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo P<0.05

9.4. Inmunohistoquimica
9.4.17ZSV

El marcaje obtenido con BrdU en la ZSV fue similar a lo observado con el PCNA. En
ambos sexos, la proliferacion celular disminuy6 al mes de inhalacién de V205
(Figuras 40B y 41B), y 8 semanas sin exposicion fueron suficientes para

incrementar nuevamente la proliferacion (Figuras 40C y 41C).
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Figura 40- A) Células positivas a BrdU en la ZSV de ratones macho, B) el marcaje disminuye a
las 4 semanas de inhalacion de V.05 y aumenta. 20X
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Figura 41- A) Células marcadas con BrdU en ZSV de las hembras controles, B) en el grupo
expuesto a vanadio y C) en el grupo del periodo de post-exposicion. 20X
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Figura 42- A) Conteo de células positivas a la incorporacién de BrdU en 1 ZSV de machos y de

B) hembras. ANOVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo
control p<0.05

Ademas, se observo un mayor numero de células marcadas con BrdU en la ZSV de
las hembras en los tres grupos de estudio, con diferencias significativas en

comparacién con los machos de los tres grupos (Figura 43).
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Figura 43- Comparacidn entre sexos del conteo de células positivas a BrdU en la ZSV . ANOVA
(Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05

9.4.2 TRM

En esta estructura, ocurri6 un evento diferente a la ZSV. En el TRM, la proliferaciéon
celular fue mayor en los machos; ésta proliferaciéon disminuyé al mes de inhalacion
(Figuras 44B Y 45B) y fue recuperada 8 semanas posteriores sin exposicion a

vanadio, se obtuvieron valores superiores a los del grupo control (Figuras 44C y

45C). Sélo se presentaron diferencias significativas en las hembras.

Figura 44- A) Células positivas a BrdU en el TRM de ratones macho, B) el marcaje disminuye
alas 4 semanas de inhalacién de V205 y aumenta en el grupo de post-exposicion. 20X

Figura 45- Figura 41- A) Células marcadas con BrdU en TRM de las hembras controles, B) en
el grupo expuesto y C) en el grupo del periodo de post-exposicion. 20X
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Figura 46- A) Conteo de células positivas a la incorporacién de BrdU en el TRM de machos y
de B) hembras. ANVA (Tukey) * Diferencias con grupo expuesto, #Diferencias con grupo
control p<0.05

En la comparacién por sexos, se observé que solo se presentaron diferencias

significativas en los grupos de post-exposiciéon (Figura 47).
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Figura 47- Comparacion entre sexos del conteo de células marcadas con BrdU en el TRM.
ANOVA (Holm-Sidak) *Diferencias entre sexo p<0.05
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10. Discusion
10.1 Pruebas olfatorias: reconocimiento olfatorio y preferencia olfatoria

Los resultados que se obtuvieron en las pruebas olfatorias mostraron una
respuesta diferencial en la funciéon olfatoria entre machos y hembras. Sin embargo,
s6lo en la prueba de reconocimiento del odorante se obtuvieron diferencias
significativas que reflejan la accidn del vanadio sobre el olfato de los ratones. En la
prueba de preferencia olfatoria, no hubo diferencias significativas en los tres
grupos de estudio de ambos sexos para los tres odorantes (heptaldehido, etanol y

acido acético).

Para la prueba de reconocimiento, se utilizaron piezas de chocolate, que poseen un
olor agradable que los ratones asocian con el sabor, para ser identificado a lo largo
de las evaluaciones. En estudios previos, se ha buscado la relacién entre una
respuesta positiva asociada con el chocolate y la dieta de los ratones. Se ha
observado que al afiadir varias piezas de chocolate en la dieta de los ratones, su
actividad locomotora incrementa, esto puede relacionarse con un efecto

placentero generado por el chocolate (Hsu et al. 2010).

En la prueba realizada para la preferencia olfatoria, ain sin obtener diferencias
significativas, se observoé que el acido acético fue el odorante con mayor aceptaciéon
por los ratones. Se ha reportado previamente que la administracién de solucién de
acido acético al 1.5% durante 6 semanas por via oral, suprime la acumulacion de
grasa en el higado del raton. Se ha sugerido que el acido acético pueda ayudar a de
la oxidaciéon de acidos grasos (Pearson y Haw. 2010). En otro estudio, se han
utilizado derivados del acido acético (acido propanoico, acido pentanoico) para
realizar estudios de memoria olfatoria en ratas. Al utilizar éstos compuestos, se
observd que eran capaces de generar memoria por habituacién a corto y largo

plazo (Mcnamara, 2008).

El empleo de éstas pruebas olfatorias durante el periodo de inhalaciéon de V205 y
posterior a ella, nos permitié explicar de forma mas detallada la forma en que pudo

verse alterada la funcion olfativa.
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El procesamiento de todo odorante produce, en primer lugar, la activacion de
receptores olfatorios en el epitelio olfatorio. Una vez activados, cada receptor es
segregado hacia el SNC. La informacién se va procesando en diferentes etapas
hasta llegar a la corteza cerebral. Sin embargo, los circuitos neuronales implicados
en todos los procesos, desde la percepcion por receptores olfatorios hasta las

aferencias a corteza, estan poco comprendidos.

Esto implica una organizacion muy bien formada que posiblemente impidié
cambios significantes en la preferencia olfatoria de los tres odorantes que
utilizamos (heptaldehido, etanol y acido acético) para los grupos de estudio. Los
odorantes presentan diversas caracteristicas fisicoquimicas que son reconocidas
en el epitelio olfatorio. En el roedor, este epitelio comprende una gran familia de
1000 receptores aprox. Las neuronas sensoriales olfatorias, con un sélo receptor,
proyectan hacia los glomérulos del bulbo olfatorio, y a continuacién comienza a
codificarse la informacién quimica mediante un mapa topografico muy bien
determinado; un procesamiento de “primer orden” (Davidson y Ehlers, 2011). A
pesar de haber observado alteraciones en epitelio olfatorio en el mismo modelo
(Arenas. 2011), no se observo diferencia en la preferencia por los odorantes,

probablemente se conservd este proceso.

El procesamiento de segundo orden se da entre las células mitrales y en penacho,
las cuales reciben informacién sensorial de un sélo tipo de receptor olfatorio que
converge en uno o dos glomérulos solamente, manteniendo separada la
informacién. Las interacciones entre las células periglomerulares, ayudan a
mantener la funcionalidad de los glomérulos, y se llevan a cabo por sinapsis
laterales, regulando a su vez la transmisién con las mitrales y las células en

penacho (Davidson y Ehlers.2011).

La percepcion de un odorante se lleva a cabo en la corteza cerebral, pero es
modificada desde el bulbo olfatorio. En nuestro modelo se ha observado que la
toxicidad en corteza cerebral por peroxidacién de lipidos (Jiménez, 2009), podria
estar relacionada a una afectacion en diferentes areas de la corteza, como la
corteza prefrontal, una de las primeras vias que recibe las aferencias del bulbo
olfatorio. Sin embargo, se ha observado que un solo odorante puede unirse a

multiples receptores olfatorios y activar varios glomérulos a su vez. Esta
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segregacién de la informacion asegura que la funcién del olfato se mantenga atn
estando expuesto a elementos toxicos, como el vanadio (Belluzzi et al., 2003)

(Imagen 10).

: = . Neuronas olfatorias

"y & Glomérulos

3 j —, Proyecciones a corteza cerebral

Imagen 10- En la imagen se muestra la segregacion de la informacidon olfatoria que comienza
en el epitelio olfatorio, contintia hacia los glomérulos y finalmente proyecta a corteza
cerebral. Modificado de  http://sites.sinauer.com/animalcommunication2e/chapter

06.05.html

Las neuronas de la corteza piriforme, otra de las primeras regiones donde
proyecta la informaciéon del bulbo olfatorio, responden a la actividad
multiglomerular, y se sugiere que esta sea una de las formas que conserva la
informacién que llega a corteza cerebral y que pueda ser llevada a otras zonas del

cerebro (Davidson y Ehlers.2011).

Ademas, este ordenamiento de la informacion implica la participacion de un gran
numero de neuronas, que aseguran el mantenimiento de la funcién en buenas
condiciones y cuidando las aferencias hacia la corteza cerebral, con el fin de no

perjudicar la discriminacién olfatoria.

En nuestro modelo, se sugiere que cada uno de los odorantes sean procesados y
segregados por tres elementos que estdn presentes en el epitelio olfatorio: la
activacion de diversos receptores olfatorios; el moco de la cavidad nasal, que
contiene proteinas y enzimas que sirven para transportar y descomponer los

odorantes volatiles; y las gldndulas de Bowman, que secretan a su vez varias
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enzimas como citocromo P450, deshidrogenasas, oxidasas, reductasas y esterasas

que degradan las moléculas (Fried et al. 2002).

Ademas, observamos en la prueba de reconocimiento del odorante, durante el
tratamiento, los animales controles y el grupo de post-exposicién registraron
tiempos similares de localizacién, en hembras y machos. Estos resultados se
relacionan con la memoria olfatoria; los ratones aprendieron a localizar el

chocolate y esto se reflejo en menor tiempo de localizacién.

El aprendizaje olfatorio tiene varias regiones implicadas que actian de forma
conjunta. Se han llevado a cabo estudios en los que se observa la participacion de
las areas del sistema olfatorio principal implicadas en la memoria, en los cuales se
pretendi6 demostrar la importancia del GABA, que regula el proceso memoria y
aprendizaje. A través de la inactivacion de receptores de GABA, utilizando un
anestésico (tertacaina) o un agonista del receptor (muscimol) por microdialisis, se
ha demostrado que el bulbo olfatorio, y las cortezas piriforme y entorrinal son
esenciales para la formacion de la memoria del reconocimiento selectivo del

odorante. Wilson y Lister. 2008).

Las neuronas que se forman en la neurogénesis son neuronas inhibitorias,
gabaérgicas en su mayoria, y ayudan a regular constantemente las proyecciones
glutamatérgicas hacia la corteza cerebral. Las sinapsis excitatorias-inhibitorias son

cruciales en la formacién de la memoria y aprendizaje (Menini, 2010).

La presentacién del chocolate que le dimos a nuestros animales se llevé a cabo en
intervalos constantes de tiempo. Las neuronas olfatorias en el epitelio olfatorio se
adaptan a la estimulacion repetida de olores. En esta habituacion también se lleva
a cabo una respuesta diferencial entre neuronas corticales. En particular, las
neuronas de la corteza piriforme, presentan mayor actividad sinaptica a
estimulaciones prolongadas, a diferencia de las mitrales, dentro del bulbo

olfatorio, las cuales responden en tiempos menos prolongados.

La adaptaciéon cortical y el reconocimiento son especificos del odorante. En el
rodedor, la habituacién puede durar minutos u horas, y en los humanos, hasta
semanas. En los trabajos de Mcnamara en 2008, se determind la diferencia entre la

habituacion larga y corta. Todas las neuronas de proyeccién que participan en el
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bulbo olfatorio y corteza piriforme responden diferente, dependiendo de la
estimulacién que se le dé al animal, generando memoria de corto y largo plazo.
Ambos tipos implican una actividad diferencial de los receptores glutamatérgicos
en las neuronas inhibitorias. La activacién del receptor NMDA estd mas
relacionado a la habituacién de largo plazo, Ademas, la actividad de este receptor
participa en una gran cantidad de funciones, entre ellas, la plasticidad sindptica

(Wilson y Lister. 2008).

En nuestro modelo, se ha observado dafio en las neuronas mitrales y en la corteza
cerebral (Jiménez, 2009); esto podria explicar el aumento en los tiempos
registrados por los animales en ambos sexos, debido a que hay un retraso en el
reconocimiento del chocolate. No obstante, la localizacién del odorante no se
pierde. Las neuronas mitrales proyectan a partir de glomérulos hacia la corteza
piriforme. Un solo odorante activa aprox del de 3% al 15% de las células de la
corteza piriforme. Al contrario de las neuronas mitrales, las células piriformes no
presentan tanta selectividad hacia los odorantes (Stettler y Axel, 2009); esto puede
permitir que la funcién olfatoria no se pierda y pueda serguir proyectando al resto

de la corteza cerebral .

Como se menciond previamente, la gran mayoria de las interneuronas del bulbo
son renovadas durante la neurogénesis en el adulto, un proceso que fue analizado

en nuestro modelo.

10.2 Toxicidad del vanadio en la neurogénesis

La exposicion a vanadio durante cuatro semanas produjo alteraciones en la
funcion olfatoria y en la neurogénesis. En la ZSV y el TRM, disminuyé la
proliferacién celular, en especial de los astrocitos. En el bulbo olfatorio, se observo
que la inhalaciéon de V205 produjo pérdida neuronal en machos, con diferencias
significativas en los tres grupos evaluados. La densidad neuronal en bulbo

olfatorio en las hembras no present6 diferencias en los tres grupos evaluados. .

Una de las vias sugeridas de la entrada de vanadio al SNC es la ruptura de la

barrera hematoencefalica (Avila-Costa et al., 2004). La inhalacién de V.05 produce

81



ruptura del epitelio ependimal en ventriculos laterales (Jiménez, 2009) y cuarto
ventriculo (Avila-Costa et al., 2004). Ademas del pentéxido de vanadio, existen
otros compuestos de vanadio que producen un efecto negativo en el SNC. Se ha
reportado que el ortovanadato de sodio inhibe a las fosfatasas, alterando las
uniones GAP (Vinken et al., 2010). Este tipo de uniones se encuentran en el epitelio
ependimario de los ventriculos cerebrales. La comunicacién mediante uniones tipo
Gap en el tejido nervioso implica la difusién intercelular de sustancias hidrofilicas,
como glucosa, glutamato, glutation, etc. Esta uniéon gap es considerada como
mecanismo fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del tejido

nervioso (Vinken et al., 2010).

La otra via de entrada del vanadio es por medio del epitelio olfatorio. Los metales
pueden entrar directamente por la cavidad nasal y hacer contacto con el epitelio
olfatorio, y atravesar la placa cribosa por medio del nervio olfatorio (Doty, 2009).
Este efecto se observd previamente en nuestro grupo de trabajo (Arenas, 2011).
Dentro del SNC, los efectos del vanadio se atribuyen principalmente a su papel
como generador de estrés oxidante. El SNC es susceptible al estrés oxidante por
diversas formas, y esto podria repercutir en cambios degenerativos en nuestro
modelo. En estudios previos, se observo muerte celular por necrosis y apoptosis en
las células granulosas del bulbo olfatorio. El vanadio también genera alteraciones
en corteza cerebral por peroxidacién de lipidos (Jiménez, 2009), por lo cual
diversas areas de la corteza también podrian verse afectadas, como el caso de la

corteza piriforme, que recibe aferencias del bulbo olfatorio.

La proliferacion en la ZSV requiere de una gran diversidad de factores que pueden
provenir de la irrigaciéon. En los ventriculos cerebrales se produce el liquido
cerebroespinal, un filtrado de la sangre que puede transportar moléculas
necesarias para la proliferaciéon. La alteraciéon en la estructura de los plexos
coroideos, observado en nuestro modelo (Jiménez, 2009) puede generar un efecto

negativo en esta estructura.

Por otra parte, el vanadio produce dafio genotéxico, entre los que se incluyen la
oxidacion de bases nitrogenadas o residuos de azucares, entrecruzamientos entre
cadenas de ADN (Fortoul et al,, 2011). Entre los procesos que puede provocar la

exposiciéon a agentes toxicos se encuentran el arresto mitdtico (Fortoul et al,

82



2011), induccion de la transcripcién de genes, errores en la replicacion e
inestabilidad genética, generando como consecuencia la afectacion en la

proliferacién celular en la ZSV .

Ademas, el 6xido nitrico (ON) es un radical libre gaseoso producido por la enzima
oxido nitrico sintasa, y participa como segundo mensajero en la sefializaciéon
celular del sistema nervioso. En condiciones fisiologicas, el ON puede actuar como
un agente positivo, al secretar el factor de crecimiento endotelial, después de un

dafio, y beneficiar la actividad proliferante (Moreno-Lopez et al., 2004).

En la neurogénesis, la expresion del 6xido nitrico sintasa en la ZSV es elevada, y
dependiendo de su concentracién puede promover o inhibir la proliferacion de
precursores neuronales (Sulz y Bacigalupo, 2006), sin embargo, no afecta la
apoptosis. La afectacién se da en la disminucion de células en la fase del ciclo G2/M
de los precursores neuronales. Estudios in vitro e in vivo se ha observado que la
exposicién a compuestos de vanadio incrementan la actividad de la éxido nitrico
sintasa, lo que podria incrementar las concentraciones de ON en el tejido
(Matarredona et al, 2005) y provocar un efecto negativo en la proliferacion

celular.

Otro de los factores que participan en la proliferacion en la ZSV, son las aferencias
de neuronas dopaminérgicas provenientes de la substantia nigra. Se ha observado
en nuestro modelo, pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra y
decremento de espinas dendriticas en neuronas estriatales (Avila-Costa et al,

2005).

Una vez llevada a cabo la proliferacion de nuevas células, los precursores
neuronales viajan junto con las células gliales hacia el bulbo olfatorio a través del
TRM. El nicho neurogénico también estd constituido por componentes
extracelulares como la matriz extracelular. El contacto de los precursores con estos
componentes es importante para su regulaciéon (Matson y maguns, 2006). La
composicion del nicho neurogénico implica la participacion de interacciones
célula-célula, moléculas de la matriz extracelular y sustancias que llegan a la region
neurogénica a través de los vasos sanguineos o bien, son producidas por las

propias células del nicho. Los neuroblastos dependen profundamente de la matriz
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extracelular y del contacto con otros neuroblastos para su migracion en pequefios
grupos. Una de las caracteristicas propias de la migraciéon en cadena es que las
células que migran contintan dividiéndose en el camino, aunque la tasa de
proliferacién es menor que en la ZSV y el ciclo celular se alarga. Esta migracién no
solo depende de moléculas difusibles y de la relacién entre los neuroblastos y de
los astrocitos sino que, ademas, la direccién de la migracién depende de la
direccion del movimiento del liquido cefalorraquideo en los ventriculos laterales,
marcada fundamentalmente por los cilios de las células ependimarias. Por lo tanto,

si hay una afectacion en su epitelio, repercute en la migracién celular.

La migraciéon celular requiere un sustrato adecuado para la estructura catenaria
entre neuroblastos y astrocitos. Esa tarea la realizan proteinas de la matriz
extracelular como las integrinas y lamininas, asi como las metaloproteinasas, que
ayudan a degradar la matriz extracelular. La exposicién a vanadio incrementa la
actividad de las MMP’s 2 y 9 (Colin-Barenque, et al 2007), lo cual podria afectar la
migracion de neuroblastos en el TRM. Ademas, el citoesqueleto formado por
filamentos de actina y microtibulos, es importante durante la migraciéon y la

diferenciacion neuronal de neuroblastos a lo largo del TRM,.

Con respecto al proceso de diferenciacion neuronal en el bulbo olfatorio, gran
parte de las sinapsis se deben al desarrollo de neuritas de las neuronas. Esto
implica la polimerizacién de elementos del citoesqueleto, como son filamentos de
actina y microtubulos. Por estudios previos, es conocido que el vanadio inhibe
componentes del citoesqueleto como es la gamma-tubulina (Mussali-Galante et al.,
2005). Otro de los blancos preferenciales que puede alterar los contactos
sinapticos y puede generar neurotoxicidad, son las proteinas de membrana. El
vanadio inhibe la ATPasa Na+/K+; este efecto altera las concentraciones i6nicas de
las células, y podria causar muerte por excitoxicidad en el bulbo olfatorio (Imagen

11).

Como se menciond anteriormente, las neuronas del bulbo olfatorio participan en la
formaciéon de memoria a corto y largo plazo. Estos procesos implican la
participacién de receptores, entre ellos, los glutamatérgicos. La formacion de
memoria se relaciona, entre otras cosas, a la fosforilacion de algunas proteinas que

participan en cascadas de senalizacion. El vanadio activa las ERK’s e inhibe la
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tirosina fosfatasa, bloqueando el sitio catalitico de la enzima, relacionada con la
regulacion de los receptores NMDA, que mantiene las concentraciones de Ca

intracelular y esta implicado en la formacién de la memoria (Imagen12).

Se ha observado pérdida de espinas dendriticas de las neuronas granulosas del
bulbo olfatorio, asi como alteraciones ultraestrucrurales como vacuolizaciéon y
condensacion del citoplasma, rompimiento de mitocondrias, y muerte celular por

necrosis y apoptosis (Fortoul et al., 2011).

Otra estructura cerebral que recibe aferencias de la corteza entorrinal y del bulbo
olfatorio es el hipocampo. En dicha estructura también se reporté pérdida de
espinas dendriticas de la regién CA1 y alteraciones ultraestructurales (Avila-Costa

etal, 2006).
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Imagen 11- El vanadio tiene diferentes blancos, como el citoesqueleto, inhibicion de la
ATPasa Na+/K+, esto puede generar una desregulacion idnica y alterar otras proteinas de
membrana como los transportadores de glucosa, y receptores NMDA, lo que puede producir
muerte por excitotoxicidad. Modificado de http://www.hindawi.com/journals/ijad/2011/

189728 /fig3/
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Imagen 12- Representacion de las alteraciones que genera la inhalacién de V.05 en los

animales.

10.3 Diferencias por sexo

En este estudio, observamos que la respuesta entre sexos fue diferente. Los
machos sufrieron mayor pérdida neuronal en el bulbo olfatorio en comparacion
con las hembras. En los grupos de post-exposicion, también se observé una
respuesta diferencial. La proliferaciéon de astrocitos fue mayor en las hembras,

mientras que la proliferacién de neuroblastos fue mayor en los machos.
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Las hormonas sexuales han marcado diferencia en los procesos neurogénicos entre
machos y hembras (Testas et al., 1992). Las neuronas y la glia en el SNC expresan
las enzimas necesarias para la sintesis de neuroesteroides que son producidos en
altas concentraciones suficientes para ejecer efectos en el sistema. La sintesis de
neuroesteroides decrece con la edad, en condiciones téxicas y en las enfermedades

neurodegenerativas (Birger et al,, 2003).

La diferenciacion sexual en mamiferos en el SNC tiene un papel importante para

modular la preferencia sexual y respuestas relacionadas con la reproduccion.

Entre las hormonas esteroideas, la testosterona, un hormona masculina, actia
como una feromona; convierte la 5-alfa-dihidrotestosterona, y actia sobre los
receptores de andrdégenos en el sistema, y puede ser convertida a estradiol por la
enzima aromatasa, y actuar sobre los receptores de esrégenos que estan en
concentraciones mas bajas en los machos, comparandolos con las hembras. Esta
hormona se caracteriza por modular el comportamiento del macho. La agresividad
en el comportamiento del macho se correlaciona con la actividad de la aromatasa

en su cerebro (Birger et al,, 2003).

La testosterona es secretada por los testiculos y hormonas gldndulas adrenales y

transportada por la sangre por globulinas y la albimina (Bialek et al., 2004).

Una de las acciones menos conocidas para esta hormona es la neurproteccion. Se
sugiere que la tesotsterona ejerce acciones neurotroficas, por crecimiento de
neuritas después de la activacion de vias de sefializacion inducida por andrégenos
en neuronas en cultivo. También aumentan el tamafo del soma y crecimiento de
espinas dendriticas en motoneuronas (Bialek et al., 2004). Ademas, también hay
evidencias de un papel no protector. No funciona como neuroprotector contra
naurotoxicidad por metanfetaminas, por ejemplo. Tampoco ejerce

neuroproteccion contra neurotoxicidad excitatoria (Farooqui et al., 2008).

Por el contrario, la molécula que participa en diversas funciones neuroprotectoras,
y en especial, sobre la neurogénesis, es el 3-estradiol. Los estudios con estradiol en
las etapas posnatales y adultas en el bulbo olfatorio principal, han reflejado que
ratones hembra ovariectomizadas con administraciéon exégena de [-estradiol,

disminuye la proliferacion celular en comparaciéon con hembras intactas (Batista-
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Brito et al. 2008). Se sabe que el tratamiento con estradiol exdgeno disminuye la
tasa de nuevas neuronas en la ZSV y en el bulbo olfatorio. A diferentes dosis se ha
observado que el aumento en la proliferacidn requiere, junto con el estradiol, de la
participaciéon de otras moléculas, provenientes de otras hormonas sexuales, como
la prolactina, que pudieran estar incrementando las acciones neuroprotectoras de

los estrogenos en el proceso neurogénico (Batista-Brito et al. 2008).

Dentro de los efectos benéficos que tienen los estrégenos para estimular la
neurogénesis, esta la modulacion y recaptura de los neurotransmisores, como es el
caso de la dopamina. Los estrégenos ejercen control en la transmision de la
dopamina. Los receptores estrogénicos regulan la actividad transcripcional de
numerosos genes, incluidos genes que codifican para proteinas del sistema
dopaminérgico, como es el caso del precursor de la dopamina, la tirosina
hidroxilasa. Se ha reportado que la activacion del receptor alfa incrementa la

transcripcién y sintesis de ésta enzima precursora (Jones y Miller, 2008).

En este estudio se observo, que en las hembras control, la proliferaciéon de los
astrocitos es mayor, comparado con la proliferacion de los neuroblastos. Sin
embargo, el grupo expuesto a vanadio, mostr6 mayor disminucién en la
proliferacién de la glia que los machos. A diferencia de la proliferaciéon y migracion
de los neuroblastos, donde no se observaron cambios en los tres grupos de estudio,
debido probablemente al aumento de la respuesta estrogenica por medio de los

astrocitos (Batista-Brito et al. 2008) (Imagen 13).

*Muodula la recaptura y liberacion de

Espinogénesis
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Imagen 13- Los astrocitos son las principales neuroprotectoras a través de la sintesis de
aromatasa inducida por la accion estrogénica. Modificado de

http://learn.genetics.utah.edu/content/addiction/ reward/cells.html

Se ha demostrado que la actividad de los estrégenos incrementan la proliferaciéon
astrocitica (Testas et al., 1992). En este trabajo se observo que al suspender la
exposicion a vanadio, la proliferacién y migracién de los astrocitos aumento por

encima de lo mostrado en los controles.

En la comparacion entre sexos, observamos en el bulbo olfatorio, diferencias en la
densidad neuronal en los tres grupos de estudio de las hembras. El efecto de los
estrégenos en astrocitos beneficia la plasticidad sinaptica (Dhandapani y Brann,

2002) (imagen 14).

Los astrocitos tienen el potencial para mediar los efectos neuroprotectores de los
estrégenos. Son las células mas abundantes del SNC y estan implicadas en procesos
de remodelacién sinaptica. Algunos estudios sefialan la ruta de sefializacion de
TGF-B1 entre estrogenos y astrocitos, que puede tener implicaciones en los efectos

de neuroproteccién en el cerebro.

‘ Astrocitos
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Imagen 13- La glia es parte del sistema que induce la plasticidad sinaptica. Su principal
modulacion es a través de la recaptura de neurotransisores, de esta forma, modula la
concentracion de neurotransmisores extraceulares, evitando la excitoxicidad. Modificado de

http://learn.genetics.utah.edu/content/addiction/reward/cells.html

Como sucede en otros mamiferos, el sistema olfatorio del humano es sexualmente
dimérfico, reportado con mayor frecuencia en roedores. Sin embargo, en
humanos, algunas estructuras son dimorficas. Se sabe que los hombres adultos
presentan cerebros mas grandes, y compartimentos mas grandes. Pero hay
algunas areas que en el cerebro no permiten diferenciarlas. Se ha observado en
diversos estudios que los hombres presentan mayor volumen celular en la corteza
entorrinal que las hembras, una regién que es considerada como corteza olfatoria
primaria que recibe aferencias del bulbo olfatorio. En roedores, su sistema
olfatorio accesorio también es dimorfico, lo cual también ocurre en los humanos.
Aunque se sabe el efecto de las feromonas en el humano, relacionado a la
reproduccién, su aparato voremonasal no es funcional, por lo que el sistema
olfatorio principal también tiene efecto con las feromonas (Garcia Falguerasa et al.,
2006). En este estudio, s6lo se observaron diferencias significativas en la prueba
de reconocimiento de odorante. Sin embargo, a las 8 semanas de post-exposicion,
ambos sexos no presentan diferencias para la localizacién del chocolate, se

comportaron de forma similar.

10.4 Plasticidad sinaptica

Una de las caracteristicas que presenta el bulbo olfatorio para llevar a cabo el
proceso neurogénico es la capacidad plastica que presenta la circuiteria del bulbo
olfatorio. En este estudio, observamos que la neurogénsis se afecté con la
exposicién a vanadio, pero la proliferaciéon y migracién celular continu6

realizandose.

El sistema olfatorio del mamifero estd organizado por medio de los mapas
sensoriales que se han formado desde el desarrollo del SNC, y puede permanecer

dinamico mas alla de las alteraciones que se presenten, como se observo en la
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pérdida de las células granulosas en el bulbo olfatorio observada en este estudio.
Estudios previos, refieren aumento en el nimero de espinas dendriticas de las
neuronas granulosas de bulbo olfatorio de ratones de ambos sexos con 8 semanas
posteriores a la inhalacién de V205 (Moscoso, 2009), asi como recuperacion en el
epitelio olfatorio con el mismo modelo de exposiciéon (Arenas, 2011), lo que
sustenta las observaciones realizadas en este estudio y refleja la plasticidad de esta

estructura cerebral.

El microambiente influencia en todo momento la proliferaciéon de los precursores
neuronales. En la ZSV y el TRM, los factores que circulan en la sangre, ayudan a
regular el potencial pluripotencial de los astrocitos. Los precursores neuronales
adquieren propiedades funcionales de membrana para integrarse en las redes

funcionales en el bulbo olfatorio (Ortega et al., 2008).

La transmisidén sindptica es muy dinamica, los circuitos neuronales del bulbo
olfatorio presentan continuamente cambios morfologicos, dependiendo de la
repeticion de los estimulos a los que estdn expuestos, de la experiencia y de la
apoptosis que sufre el sistema. Las interneuronas del bulbo olfatorio presentan
diferencias morfolégicas y fisiologicas, lo que las hace responder distintamente a
los estimulos. Por ejemplo, las células periglomerulares expresan receptores
dopaminérgicos y gabaérgicos, a diferencia de las granulosas, que s6lo presentan

receptores gabaérgicos (Batista-Brito et al. 2008).

En este estudio, observamos con NeuN las neuronas maduras en las capas
glomerular y granulosa del bulbo olfatorio a las 4 semanas de inhalacion de V205 y
a las 8 semanas de post-exposicion. La capacidad de éstas células para integrarse a
las redes neuronales de ambas capas se atribuye a la diversidad de contactos
sindpticos que establecen. Entre los componentes que determinan ésta capacidad
plastica, el citoesqueleto es fundamental. Hay factores de crecimiento que ayudan
a regular la formaciéon de filamentos del citoesqueleto para establecer sinapsis.
Uno de ellos es el NGF y la cofilina, El primero promueve la migracién neuronal, y
mantiene la despolimerizacién de los filamentos de actina mediante la
desfosforilacién de la cofilina (Kronenberg et al., 2010). Esta sincronizacién entre
la expresién de ambos factores participa en la maduracién de los neuroblastos en

el bulbo olfatorio (Kronenberg et al., 2010).
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Las plasticidad que presentan las células del bulbo olfatorio, estd acompafiada
tanto de la repeticion del estimulo presentado en el animal, como de la experiencia
que represente para éste. En la prueba de reconocimiento del odorante, utilizamos
piezas de chocolate, un aroma y un sabor que fue agradable para los animales
utilizados. Estos factores pudieron estar implicados en el desarrollo de la memoria
olfatoria que generaron a lo largo del tratamiento. Se ha estudiado que la
conjunciéon en la respuesta del animal en el condicionamiento de un aroma
desagradable y un evento que provoque miedo en él, modifica la morfologia de los
glomérulos que procesan este aroma, y produce aprendizaje a la estimulacion

negativa que percibi6 el animal previamente (Jones et al., 2008).

Los niveles de excitacion e inhibicion neuronal en la circuiteria del bulbo olfatorio,
es clave para la plasticidad sindptica, y para generar memoria olfatoria(Mcnamara
et al,, 2008). En respuesta a la repeticion y la estimulaciéon en el bulbo olfatorio, los
circuitos olfatorios presentan muchos cambios neuronales: plasticidad sinaptica a

corto y largo plazo.

En el sistema olfatorio, la plasticidad a corto plazo ocurre en el bulbo olfatorio y la
corteza piriforme. Se ha demostrado en roedores, que ésta adaptacion se debe
principalmente a la activacién de receptores presinapticos metabotrépicos
(mGIuR) en las células mitrales. Este mecanismo provoca una adaptacién en
corteza piriforme. La plasticidad a corto plazo implican cambios en las neuronas

en presentaciones muy breves de los estimulos (Urbana y Arevianb, 2009)..

Las sinapsis dopaminérgicas también son mediadoras de los procesos de memoria
olfatoria. Los axones de las neuronas olfatorias expresan dopamina y tienen
receptores D2. La neuronas periglomerulares puedes ser dopaminérgicas o
gabaérgicas. El contacto entre neuronas olfatorias y periglomerulares ayuda a
regular la activacion de receptores dopaminérgicos, localizados en la membrana de
las mismas periglomerulares, como el receptor NMDA. Esto tiene efecto en la
regulacion de las células mitrales. En nuestro modelo, la afectacion en el epitelio
olfatorio provocada por la entrada de vanadio (Arenas 2011), podria actuar sobre
la aferencia de las neuronas olfatorias hacia los glomérulos y perjudicar esta

plasticidad a corto plazo.
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Los receptores NMDA también estan presentes en las células mitrales y en las
neuronas granulosas, y contribuyen al feedback de la circuiteria. La liberacién de
GABA depende de la activacion del NMDA, lo que genera la entrada de corrientes

de Caintracelular (Mcnamara et al., 2008).

Las sinapsis entre neuronas granulosas y mitrales han estado implicadas en la
plasticidad a largo plazo. La granulosas expresan receptores NMDA, AMPA y altos
niveles de CAMKII, cinasas implicadas en rutas de sefializacién que actian como

mediadores en procesos de memoria y aprendizaje.

El balance entre la excitaciéon e inhibicién sinaptica dentro del bulbo olfatorio,
representa un reto constante para las neuronas; esto puede generar una sincronia
que aumente a su vez la probabilidad de tener plasticidad y aprendizaje (Urbanay

Arevianb, 2009).

Sugerimos que al suspender la exposicion a vanadio, los animales de ambos sexos,
desarrollaron cambios en en la circuiteria para responder de mejor forma a las
estimulaciones olfatorias que presentdbamos con el chocolate. Entre los procesos
que implican plasticidad sinaptica, hay mayor actividad de los receptores
glutamatérgicos y gabaérgicos y ademas se presentan cambios en la morfologia de

las dendritas dentro del bulbo olfatorio y la corteza piriforme.

Por otra parte, ocho semanas posteriores a la inhalacién de V.05 fueron suficientes
para que el sistema aumentara la proliferacion y migracion celular en un ambiente
libre de vanadio, y se incrementara el reemplazo de nuevas neuronas en el bulbo
olfatorio, como se observé en los machos. Este recambio posiblemente permitio

una mejor respuesta observada en la prueba del reconocimiento del chocolate.

Nuestros resultados reflejan que la neurogénesis disminuye ante la exposiciéon a un
elemento téxico como es el vanadio, repercutiendo en la funcién olfatoria del
animal y el proceso neurogénico en ZSV, TRM y la densidad neuronal en el bulbo
olfatorio. Durante el periodo de post-exposicion, la respuesta de los animales fue
diferente entre sexos. Los neuroblastos proliferaron y migraron mas en el caso de

los machos, mientras que las hembras lo hicieron con los astrocitos.
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Existe mucha controversia al momento de explicar la funcionalidad de la
neurogénesis. Algunos autores la describen como un mecanismo necesario para
mantener la estabilidad del sistema olfatorio a lo largo de toda a vida; mientras
que otros lo ven como un mecanismo de respuesta a los constantes desafios a los
que se encuentra el olfato (Lépez et al 2004). Consideramos que estas
concepciones depende del modelo utilizado y del tipo de estudio a realizar. En
nuestro modelo, la neurogénesis nunca se interrumpio, pero disminuyé durante la
inhalacién de V;0s. Esto pudo significar un “desafio” para los animales de ambos
sexos; y se vio reflejado en los valores que mostraron los animales en el grupo de

post-exposicidon.

10.5 Relacién entre la edad, enfermedades neurodegenerativas y la neurogénesis

La transicién de la edad adulta a la vejez es un proceso natural, en el cual se
presenta, dependiendo del individuo, el deterioro de funciones biolégicas después

de que el organismo ha llevado a cabo su plena etapa reproductiva.

El estrés oxidante también es un proceso terminal comun. Sin embargo, la
exposicion a agentes contaminantes puede acelerar estos procesos y causar un
grado de deterioro mayor en el organismo. Esto esta relacionado con la pérdida de

la memoria, afectado e la corteza prefrontal, donde se ubica el bulbo olfatorio.

Con la edad, los astrocitos generan grandes concentraciones de ON, que puede

afectar el proceso de proliferacion.

Las neuronas y la glia en el SNC expresan las enzimas necesarias para la sintesis de
neuroesteroides que son producidos en altas concentraciones suficientes para
ejecer efectos en el sistema. La sintesis de neuroesteroides decrece con la edad, en

condiciones téxicas y en las enfermedades neurodegenerativas.

En relacion a la cepa de ratén que utilizamos, podemos decir que es una cepa de
crecimiento rapido y con alta tasa reproductiva. Estos ratones pueden llegar a vivir
hasta los 2 afios. Cabe sefialar que una vez que se registré el tiempo cero, los

ratones tenian un mes de vida. Al terminar el periodo de exposicién a vanadio y el
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periodo post-exposicion, los ratones tenian 4 meses de vida, y ya eran

considerados como una edad adulta en éstos roedores.

En el cerebro adulto, las neuronas experimentan altos niveles de estrés oxidante,
homeostasis alterada, acumulacién de proteinas dafiadas, dafio en los acidos
nucléicos y alteraciones en los neurotransmisores (Mattson y Magnus, 2006). Estos
cambios pueden resultar en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas,
asociado a factores genéticos y ambientales, como puede ser la exposiciéon a

contaminantes.

La disminucién de la neurogénesis se presenta en el envejecimiento en humanos y
en las enfermedades neurodegenerativas. En etapas tempranas los pacientes con
enfermedad de Alzheimer y Parkinson muestran disfuncién olfatoria, asociada a
una significativa pérdida neuronal en el bulbo olfatorio y en el nicleo olfatorio
anterior (Zhao et al. 2008, Doty, 2009). Los metales son parte de los factores de
riesgo en la generacién de dichas enfermedades. Las personas expuestas a la
contaminacion atmosférica muestran disfuncion en el olfato, inflamacién del bulbo
olfatorio y otras estructuras de corteza cerebral relacionadas con el olfato (Doty,

2009).

En relacién a la neurogénesis en bulbo olfatorio, se ha observado en pacientes con
Alzheimer la acumulacién de beta amiloide en la ZSV y genera muerte celular de
precursores neuronales. En los pacientes con enfermedad de Parkinson, hay
reduccion en las aferencias dopaminérgicas provenientes de la substantia nigra, lo
que origina muerte de las células tipo C, que contienen receptores dopaminérgicos

D2y D3 (Curtis et al., 2007).

Los metales son de los neurot6xicos mas conocidos (Caban-Holt et al.,, 2005). En
nuestro estudio, el vanadio, result6 ser un elemento neurotoxico en la
neurogénesis, en diferentes blancos celulares. Estos efectos se suman a las

evidencias de otros trabajos utilizando el mismo modelo. (Jiménez, 2009).
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11. Conclusiones

La exposicion a V205 por via inhalada tiene como consecuencia disminucion
en la proliferacion cellular en la ZSV y el TRM en el cerebro adulto. La
proliferaciéon celular en la ZSV y la migracién en TRM fue mayor en las

hembras.

La funcién olfatoria se afecta mas en los machos después de 4 semanas de
exposicion a vanadio. Sin embargo, la capacidad para recuperar las
alteraciones generadas por el vanadio no presenté diferencias en ambos

sexos después de 8 semanas de exposicién al vanadio

La presentacion cronica de un odorante como el chocolate a través de
intervalos constantes de tiempo produjo el desarrollo de memoria olfatoria

en los animales de ambos sexos.

El vanadio produce alteraciones en la neurogénesis, en las hembras hubo
mayor pérdida de astrocitos. En los machos, la pérdida de neuronas

maduras en el bulbo olfatorio fue mayor

Las hembras conservan la densidad neuronal en ambas capas del bulbo
olfatorio observadas, su mecanismo de regulacién puede deberse a la

regulacion en la proliferacion y migracion de astrocitos.

Después de 8 semanas de haber suspendido la inhalaciéon a vanadio, el
bulbo olfatorio recuperd la densidad neuronal de las capas que presentan
neurogénesis. Ademas, durante este tiempo se revirtieron las alteraciones

generadas en la funcién olfatoria

En este estudio se demostré la capacidad del bulbo olfatorio para
recuperarse después de haber sufrido un dafio téxico y conservar su
funcién, la cual es vital para mantener la principal via de sobrevivencia del

raton, su sistema olfatorio.
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