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RESUMEN

El vanadio es un metal de transicién el cual es liberado a la
atmésfera en particulas suspendidas como consecuencia de la
combustién de productos derivados del petrdleo.

Individuos expuestos laboralmente a vanadio padecen alteraciones
neurolégicas como son disminucién de habilidades viso-espaciales y
de atencién. Se ha sefialado gue la intoxicacién en humanos se
manifiesta como temblor y depresiédn del sistema nervioso central.
También se han observado desérdenes motores y de aprendizaje en
ratas expuestas a este metal; sin embargo no hay datos de las
posibles alteraciones morfolbégicas en el hipocampo que pueda
inducir el pentéxido de vanadio, asi como de su correlaciédn con la
memoria espacial.

En este estudio se utilizaron 36 ratones macho de la cepa CD-1, de
los cuales 30 fueron entrenados nueve dias para encontrar una
plataforma en el laberinto de agua de Morris para evaluar la
memoria espacial. Los animales del grupo experimental fueron
expuestos a pentédxido de vanadieo, por via inhalada a una
concentracién de 0.02 M; los 6 animales restantes inhalaron agua
destilada. Tanto los ratones controles como los experimentales se
sacrificaron 24 horas después de 1, 2, 4, 6 y 8 inhalaciones. De
los dos grupos, se obtuvieron los hipocampos del &rea CAl, los de
un hemisferio fueron procesados mediante la técnica rapida de
Golgi y los hemisferios contralaterales se procesaron mediante la
técnica ordinaria para microscopia electrénica. E1 andlisis
citolégice consistid en el conteo del numero de espinas de las
dendritas secundarias en un Area de 20 um de 5 dendritas
secundarias tomadas de 20 neuronas de hipocampo CAl de cada
animal. El analisis ultraestructural, consistié en analizar 50
contactos sin&pticos y contabilizar las sinapsis perforadas y el
tipo de muerte celular. Los animales control, no mostraron cambios
en ninguna de las variables analizadas. El1 vanadio provocd
alteraciones en la memoria espacial, asi como alteraciones
citolégicas que consistieron en una disminucidén en el ndmero de
espinas de las dendritas secundarias a medida que incrementaban
las inhalaciones. Asi mismo, se observaron alteraciones
ultraestructurales como disminucién de las sinapsis perforadas y
muerte celular por necrosis. Los resultados indican que el dafio
producido por el pent6xido de vanadio en el hipocampo dorsal esta
relacionade con alteraciones en la memoria espacial, lo cual es
caracteristico de procesos neurodegenerativos, por lo tanto este
es un modelo de inhalacién, que permite estudiar este tipo de
patologias.




SUMMARY

Vanadium is a transition metal which 1s liberated to the
atmosphere in suspended particles as a consequence of fuel
combustion.

Workers exposed to vanadium suffer from neurological
alterations such as: decrease in visuospatial abilities and
attention and motor and learning disorders; however there are
no data of the morphological alterations in the hippocampus
that V might induce, as well as its correlation with the
spatial memory.

Thirty six CD-1 male mice, were trained nine days to find an
escape platform in the Morris water maze in order to evaluate
spatial memory. Experimental group (n= 30) was exposed by
inhalation to vanadium pentoxide (0.02 M). Six control
animals inhaled only distilled water. Both groups were
sacrificed at 24 h and after 1,2,4,6 and 8 inhalations.
Hippocampus area CAl was obtained from each animal and one
hemisphere was processed for Golgi technique, and the other
one was processed for TEM. Cytological analysis consisted in
counting spines of the secondary dendrites in 20 p of 5
secondary dendrites, form 20 CAl hippocampus neurons.
Ultrastructural study consisted on the analysis of 50
synaptic contacts, the count of perforated synapses and the
presence of cell death. Control animals did not show changes

in none of the analyzed variables. Vanadium induced
alterations in space memory, and cytological alterations
that consisted in a decreased number of dendritic spines
which correlated with time of exposure, likewise

ultrastructural alterations such as decrease in perforated
synapses and necrosis. Results indicated that the alterations
induced by vanadium in the dorsal hippecampus were related
with spatial memory alterations which are characteristic of
neurodegenerative processes.




1. INTRODUCCION

1.1. HISTORIA

El wvanadio fue descubierto en 1802-1803 por Don Andrés Manuel
del Rio en México a partir del mineral de plemo pardo
(vanadinita) llamado “pancromio”, un nombre referido a la
variedad de colores gque el vanadio despliega cuando pasa por
diversos estados de oxidacién. Del Rio lo rebautizé “eritonio”
porque “las sales del nuevo elemento se tornan rojas cuando se
tratan con fuego y acidos”. Poco después de su descubrimiento,
del Rio quedd aparentemente convencido de que tan solo habia
hallade wuna nueva forma del cromo, y 8se desdijo de su
descubrimiento. El1 elemento fue redescubierto por el quimice
sueco N. G. Sefstrom en 1831, en minerales de hierro del sur de
Suecia y lo 1llamé “vanadin” (vanadio) en honor de Vanadis, la
diosa de la belleza de los antiguos arios. En el mismo afio,
Wohler establecid la identidad del eritronio como vanadio

(Guevara, 1996; Tsiani y Fantus, 1997).




2., ANTECEDENTES

2.1. VANADIO

El vanadio es un elemento quimico de simbolo V, su numero atémico
es 23, su peso atémico 50.942. E1 vanadio es poco soluble, sus
estados de oxidacidén van desde -1,0.+2,+3,+4,+5 y los mas comunes
son +3,+4 y +5, siendo el ma&s estable +4 (IPCS, 1990; Leonardly
Gerber, 1994; Guevara, 1996; Nriagu, 1998; Wang y cols., 2001).

Es un elemento que se encuentra naturalmente en el ambiente como
un metal blanco griséceo, se encuentra generalmente en forma de
cristales. El vanadio puro no tlene olor. Generalmente se combina
con otros elementos tales como oxigeno, sodio, azufre o con
cloruro. E1 vanadio y sus compuestos se encuentran en la corteza
terrestre y en las rocas, en ciertos minerales de hierro y en

deptsitos de petrdleo crudo (Lenntech, 2004).

2.2. ABUNDANCIA Y DISTRIBUCION

El vanadio es un elemento o metaloide muy difundido mundialmente,
que conforma el 0,015% de la corteza terrestre. Las mayores
regservas se hallan en SudAfrica (42,2%), Rusia (39,2%) y China
(12,7%). La concentracién de vanadio en el agua oscila, segun el
lugar, entre 0,2 y 100 p g/l en el agua dulce y entre 0,2 y 29
g/l en el agua de mar. La presencia de vanadio en el carbén vy
petréleo crudeo varia de 1 a 1.500 mg/kg (OMS, 1987). Algunos
reportes refieren que el petrdleo mexicano, tipo “Maya” crudo

contiene 243 ppm de vanadio (Nriagu y cols., 1998).

Se estima que se liberan anualmente al ambiente cerca de 65.000 t
de vanadio por accibén de emisores naturales (volcanes, etc.),

unas 200 000 t por accidén antrépica, (Lenntech, 2004y,




principalmente per la incineracién de combustibles de petréleo,
(Eckardt, 1971; Sokolov, 1986) como son el diesel (Kleinman vy
cols., 1977; Levy y cols., 1984) y la gasolina. Este metal
permanece largo tiempo en el aire, el agua o el suelo, no se
disuelve muy bien en agua, y se combina con otros elementos y
particulas (Agencia para sustancias téxlcas y el registro de
enfermedades, 2004). Se ha medido la cantidad de pentéxido de
vanadio cercano a las fundidoras Y se encuentra en
concentraciones de 0.89 a 1.49 mg/m’. En el aire, la fuente
natural son los aerosoles marinos y el polvo continental (0.001 a
0.002 mg/m?); en zonas rurales se encuentra con valores gque van
de 2 a 64 ng/ma. Este elemento se encuentra en la capa de la
corteza terrestre en una concentraciédn aproximada a los 0.05 g

/Kg. (IPCS, 1990).
2.3, UsSOs

El vanadio se emplea en un 90% combinade con otros metales
formando aleaciones (80% como ferrovanadio y 9% como compuestos
no ferrosos en la industria aeroespacial). El vanadio en la forma
de 6xido de vanadio es un componente de un tipo especial de acero
usado en partes de automéviles, resortes y rodamientos, en la
produccién de herramientas de acero para el campo, asi como un
elemento en materiales superconductores, para obtener amalgamas
de hierro, en plantas generadoras de energia y por algunas otras
actividades industriales; también algunos minerales contienen
este elemento como en el caso del uranio (Paschoa y cols., 1987).
El o6xido de vanadio puede tomar la forma de un polvo amarillo
anaranjado, con escamas color gris oscuro ¢ c¢ristales amarillos.
El vanadio se mezcla con hierro para manufacturar partes para
motores de aviones (Lenntech, 2004; Nriagu, 1998). El metal en

estado puro se utiliza como cubierta para barras radiactivas. Se




aplica también como catalizador, especialmente el V05 en la
produccién de &cido sulfurico. Pequeflas cantidades de vanadio se
utilizan para manufacturar caucho, plasticos, ceramicas y otros

productos quimicos (Lenntech, 2004).
2.4. TOXICODINAMIA

Se ha reportado que el vanadio entra a las células por un sistema
de transporte aniénico, donde el glutatién reduce al pentédxido de
vanadioc a vanadil, siendo este ultimo no reactivo relativamente
(Barceloux, 1999). Tiene la capacidad de oxidarse, ya due
interfiere con las enzimas que contienen fosfato (ATP
fosfatohidrolasas, adenilato kinasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, ribonucleasa, etc.) . El incremento de la
fosforllacién de la proteina por vanadato puede ser contabilizado
por la inhibicién de fosfoprotein-fosfatasa (Krivanek, 1984), la
cual estimula la fosforilacién de proteinas endbdgenas de
preparaciones de membranas sinaptosomales de cerebro de rata
(Krivanek, 1984), también se ha observado que es un inhibidor no
competitivo de la ATPasa Na+/K+ (Barceloux, 1999; Sharma, 1986) y
la glucosa-6-fosfatasa (Sharma, 1986), tanto en estudios iIn vivo
como in vitro (Bogden y cols., 1982; Higashino y cols., 1983;
Krivanek, 1984.), sugiriendo que el vanadato puede tener un rol
fisiolégico en la regulacién de esta enzima (Higashino y cols.,
1983), ademAs de inhibir la ATPasa de calcio del reticulo
sarcopléasmico y varias fosfotransferasas (Krivanek, 1984), por lo
que es posible que la inhibicién de la actividéd de la ATPasa por
vanadato mantenga alta la concentracién de ATP (Krivanek, 1984;

Sharma, 1986; Macara, 1980; Horn, 1989).




2.5. TOXICOCINETICA

2.5.1. ABSORCION

Por via inhalada puede absorberse hasta el 25% del vanadio
soluble, se sabe que los componentes de vanadio soluble
incluyendo el V,0s se absorbe después de la instilacién en los
pulmones (Barceloux, 1999; IPCS, 1990). Por via oral casl no se
absorbe y l¢ poco que pasa al torrente es eliminado por orina
(IPCS, 1990). Una vez dentro del organismo, se ha reportado que
el vanadato in viveo es reducido ra&pidamente a vanadil por una

reductasa dependiente de NADH (Sharma, 1986).

2.5.2. DISTRIBUCION.

El vanadio se transporta en el plasma, la distribucién desde la
sangre es réApida (aproximadamente de 1.5 a 1 hr.), incrementando
las concentraciones de vanadio iniclalmente en rifiones, higado,
bazo y hueso. Aproximadamente el 90% de vanadio en la sangre se
encuentra en el plasma, unido a wvanadil por transferrina vy
albumina (Barceloux, 1999; Cortizo y cols., 2000). Se ha
reportado que la concentracién de vanadio en el cerebro es
aproximadamente del 5% de la concentracién en sangre (Barceloux,

1999; Bogden y cols., 1982).

2.5.3. ELIMINACION

La principal ruta de eliminacién del vanadio es mediante la

excrecién de la orina aproximadamente del 90% y el restante es

excretado por las heces (Barceloux, 199%9).




la excrecién de vanadic es relativamente répida y en estudios
realizados en animales indican que los rifiones excretan alrededor
de 40-60% de la dosis de vanadio en 1-3 dias de la absorcidén. La
vida media de vanadio en la orina es de 20-40 hrs. Aunado a esto
se sabe que la eliminacién de 6xidos de vanadio es bifasico con
una tasa rapida de 10-20 hrs. Y una fase terminal larga de 40 a

50 dias (Barceloux, 1999; IPCS, 1990; Roshchin y cols., 1980).
2.6. EFECTOS DEL VANADIO

La mayor acumulacién de vanadio en los seres humanos tiene lugar
a través de los alimentos como son el trigo, semilla de soya,
acelte de oliva, aceite de girasol, manzanas y huevos, no
obstante, normalmente inhalamos cerca 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 combustidén del petréleo
y sus derivados como el carbdn, aceites pesados (aceite crudo y
carbén foésil), y durante la generacién de electricidad y calor
(IPCS, 1990).

2.6.1. TOXICIDAD

lLa toxicidad por vanadio depende de la ruta de administracién, la
dosis y el componente particular ya que el vanadio en su forma
pentavalente es mas téxico (Barceloux, 1999), por lo gue los
efectos de este elemento estdn caracterizados por un gran
espectro funcional y bioquimico (Syed Saleem Haider y cols.,
1998), encontrando dafios leves c¢omo conjuntivitis, rinitis,
diarrea, irritacién de piel y mucosas (0,1 mg/m’ después de 8
horas (Horn, 1989); efectos moderados como sintomas y signos
gastrointestinales, rash o eczema, etc, (Barceloux, 1999; Horn,

1989). Los sintomas de intoxicacldén por exposicién crénica son:




bronquitis, neumonia, anemia, lesionaes hepéticas y renales
(concentraciones de 0,1 - 0,4 mg/m® por via respiratoria) durante
10 aflos pueden generar cambios en las mucosas nasales, bronquitis

créonica y decoloracién de la lengua o lengua verde (Horn, 1989).

En cuanto a la toxicidad en el sistema nervioso central, se han
observado alteraciones por exposicién laboral, (Donald y cols.,
1988; Golub y cols., 1989), presentdndose cefalea, debilidad,
nauseas, voémito, alteraciones en los refleljos y excitabilidad
neuromuscular manifestada como temblor fino de los dedos y manos

(Nriagu, 1998).

En el sistema nervioso el vanadio entra a la célula por medio de
acarreadores o transportadores aniénicos inespecificos; en donde
es reducido por NADH, glutatién y otros reductores
intracelulares, pero puede ser oxidado nuevaﬁente por 1la

mitocondria (Svoboda y cols., 1984).

En trabajadores expuestos a pentdxido de vanadio se ha observado
que este puede inducir trastornos afectives (WHO, 1988), ya que
al mismo tiempo que la actividad de 1la ATPasa Nat+/K+ de
eritrocitos estd disminuida, se presenta un 50% de incremento en
la concentracién de vanadato en plasma, por lo que se ha sugerido
que el incremento de vanadio puede ser un factor etiolédgico
causante de sindromes maniaco-depresivos, ya que se observé que
en el cerebro el vanadio es un inhibidor efectivo de esta enzima,
tanto en su forma oxidada como en la reducida y la terapéutica
por medio de litio, ascorbato y antidepresivos, fueron efectivos
en el restablecimiento de la actividad de esta enzima (Sveoboda y
cols., 1984; Naylor, 1983; Conri y cols., 1986). También se ha
reportado la presencia de vanadio en el cabello de pacientes que

padecen manias (S&nchez y cols., 1998), observando que las




concentraciones de vanadio en sangre disminuyen durante la
recuperacién de las enfermedades maniaco-depresivas (Barceloux

1999).

Estudios realizados en humanos que reportaban exposicién laboral
a vanadio, mostraron que este metaloide puede inducir deterioro
neuro~conductual, disminuyendo las habilidades viso-espaciales y

de atencién (Barth y cols., 2002).

En cuanto a alteraciones observadas en modelos animales, Sanchez
y colaboradores en 1998 reportaron que posterior a dos meses de
administracién de metavanadato de sodio via oral en ratas,
disminuia en forma significativa tanto la actividad motora

general como el aprendizaje y la memoria.

A nivel bioquimico se han reportado alteraciones en el sistema
nervioso central causadas por el vanadato que es un oxidante
activo en condiciones fisiolbgicas, induciendo peroxidacién
lipidica en las aminas biogénicas como la noradrenalina (NE),
dopamina (DA) y serotonina (5-HT), (Sharma, 1986; Syed Saleem
Haider y cols., 1998; Vera Adam-Vizi y cols., 1980). También gse
ha observado un incremento de la peroxidacidén lipidica en el
cerebro de ratén y rata por este metalolde (Vera Adam-Vizi vy

cols., 1980).

Haider vy colaboradores en 1998, observaron que tras 1la
administracién intraperitoneal de metavanadato de sodio por 12
dias se altera el metabolismo de los lipidos y la concentracién
de proteinas y peroxidacién lipidica en el mesencéfalo, cerebelo,
cuerpo estriade y corteza cerebral, también se ha reportado la
accién protectora del a-tocoferol contra la peroxidacién lipidica

estimulada por vanadio en estas estructuras. Aunado a esto, en




este estudio se observd que los constituyentes de fosfolipidos de
la vaina de mielina son peroxidados (Syed Saleem Haider y cols.,

1998) .

Se ha reportado que la administracién oral de ortovanadato de
sodio por 30 dias produjo alteraciones en la via adrenérgica en
el cerebro de rata. Estos mismos autores observaron gque las
concentraciones de NE y su producto metabdlico el acide
vanilimandelico (VMA) se redujeron en el hipotalamo, regidén con
altas concentraciones de estos quimicos; aunado a esto se reporta
una tendencia general de deplecién de NE en varias regiones, como

el mesencéfalo y estriado (Vera Adam-Vizi y cols., 1980).

Cataldn vy colaboradores en 1987, observaron por medio de
cromatografia, que el vanadato es <capaz de modificar el
metabolismo de los lipidos alterande el radio de los
fosfolipidos, provocando alteracicnes en la fluidez de la
membrana, incluyendo su viscosidad, modulando los efectos en las
funciones de transporte, actividad enzimadtica e interacciones
hormona-receptor.

Recientemente en nuestro laboratorio se reporté pérdida de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y la consecuente
disminucién de espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas del estriado después de la inhalacién de pentoxide de

vanadleo (Avila-Costa y cols., 2004).

2.6.2. HIPOCAMPC Y EXPOSICION A VANADIO

Nuestro interés por estudiar el hipocampo se debe a la
vulnerabilidad que presenta esta estructura ya sea en condiciones
patolégicas como experimentales, especialmente el area CAl. Esta

situacién nos lleva a suponer dque pueden existir alteraciones de




la memoria inducidas por la inhalacién de pentédxido de vanadio,
ya gque hasta ahora no se han hecho estudios en roedores que
involucren a esta estructura del sistema nervioso y estudien los

efectos causados por la inhalacién del metaloide.

2.7. ORGANIZACION ANATOMICA Y FUNCIONAL DEL HIPOCAMPO

El hipocampo se encuentra en la base del lébulo temporal y se
conecta profusamente con otras estructuras corticales 1%
subcorticales. Se sabe que es la Unica estructura gue participa
en funciones relativas a la memoria reciente (Brailowsky, 1985).
Aunado a esto el hipocampo constituye sélo una parte del sistema
limbico y se relaciona con aspectos emocionales relativos a la
supervivencia del individuo y de la especie, asi como respuestas
vegetativas. También se le ha considerado como la mas compleja de
las areas de asociacién supramodal, ya que esta estructura recibe
@ integra informacién de todas las modalidades sensoriales (Brown

y Zador 1980).

El hipocampo se divide principalmente en cuatro regiones (CA) 1 -
4 gue en conjunto se denominan Cuerno de Ammon, donde 1las
regiones CAl y CA3 constituyen la mayor parte de esta estructura.
Las regiones de esta estructura (CA 1-4) estAn compuestas de
manera general por tres capas que son el estrato oriens, estrato
piramidal y estrato lacunoso molecular (Brown y Zador; 1990), vy
el A&rea entre el glro dentado y el estrato granuloso de la
regidén CA3 es llamado hilus, las células de estas areas tienen
extensas proyecciones partiendo de CA3 hacia CAl y posteriormente
al giro dentado, (Ver figura 1), formando una circuiteria
reverberante (Sherpherd, 1998), es decir, la informacién
recircula a través de esta via (Johnston y Amaral, 1998), (Ver

figura 2).
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Las principales c¢élulas del Thipocampo son las neuronas

piramidales, sus cuerpos celulares son cénicos (piramidales), de
20-40 pm en la base y 40-60 pum de alto; cada una tiene una

dendrita apical gruesa de 5-10 um de didmetro que pasan a través

del estrato radiado al estrato lacunoso-molecular; poseen varias

dendritas basales con un didmetro de 3-6 um las cuales poseen
espinas dendriticas. La morfologia de las células piramidales
varia gradualmente, procediendo desde la regién CA3 a la regidn
caAl, el cuerpo de las células se vuelve mAs pequefio y las
dendritas apicales mas largas, ma&s delgadas y mas regulares en el
patrén de sus ramificaciones (Shepherd, 1996) y son las neuronas

que se analizaran en el presente trabajo, (Ver figura 1).

Las principales neuronas del giro dentado son las células
granulares, sus cuerpos son considerablemente mas pequefios que
las piramidales con 10 pm de diametro, sus dendritas se extienden
perpendicularmente desde la capa granular a la capa molecular

(Brown y Zador, 199%90).

Las neuronas intrinsecas o interneuronas son neurcnas sin espinas
y con axones restringidos al é4rea en donde se encuentran sus
somas y liberan GABA, entre estas se encuentran las células en
cesta en donde los axones de estas células inervan los somas de
las células granulares en el giro dentado. Las interneuronas del
hipocampo tienen sus somas neuronales cerca o dentro de la capa
piramidal Y son clasificadas de acuerdo a s blanco
postsindptico: células axo-axbénicas, estableciendo contactos
sin4pticos con los segmentos iniciales de los axones de las
neuronas piramidales, modificando la accién inicial del potencial

de accién. Las células en cesta hacen sinapsis con los somas de
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las neuronas piramidales y células en candelabro establecen
sinapsis con las dendritas apicales y basales de las neuronas
piramidales, en donde la gran mayoria de las interneuronas
GABA&rgicas también contienen y liberan péptidos neurcactivos
(Brown y Zador, 19%0).

2.7.1. ESPINAS DENDRITICAS

Son pequefias proyecciones sobre la superficle dendritica (Sorra y
cols., 1998), formando objetivos principales post-sinapticos de

las sinapsis glutamatérgicas, tienen un volumen aproximado de

3 en el cuello de la

0.01-1 pm® y un didmetro aproximado de 0.1 mm
espina (Harris y Kater, 1994). Estas espinas se caracterizan por
ser compartimientos quimicos que parcialmente aislan su
citoplasma de la dendrita y estas pueden detectar individualmente
las coincidencias temporales de la actividad pre y postsinaptica,
sirviendo como unidades funcionales béasicas de la integracidn
neuronal (Shepherd, 199¢6) . Se pueden distinguir por 1la
composicién de sus organelos, como el reticulo endoplasmico 1iso
gque forma el aparato espinoso, vesiculas, cuerpos
multivesiculares o polirribosomas, también poseen canales de

calcio en 1la cabeza, siendo estas un reservorio para este

elemento (Shepherd, 1996).

Por otra parte se ha observado que ante procesos patolégicos
disminuye el numerc de espinas de las neuronas piramidales del
hipocampc en el area CAl como en la enfermedad de Alzheimer y la
epilepsia, provocados por los altos niveles de glutamato tanto in
vivo como 1in vitro causande regresién de espinas dendriticas
inducida por wun influjo de calcio (Desmond y Levi, 1990;
Geinisman y cols., 1992; Mattson y cols., 1989}, sin embargo, el

nimeroc de espinas puede aumentarse ante mecanismos de plasticidad
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cerebral como en el caso de la memoria y el aprendizaje
(Shepherd, 1998; Johnston y Amaral, 1998; Sorra y cols., 1998).
Estas estructuras poseen propiedades criticas para el
procesamiento eficaz de la informacién, asi como para los cambios

plasticos lentos inherentes a la memoria y aprendizaje.

2.7.2. SINAPSIS PERFORADAS

Calverley y Jones en 1987 han propuesto que las sinapsis
perforadas son intermediarios estructurales en la plasticidad
sindptica, y también en eventos que involucran mecanismos de
memoria y aprendizaje (Petit, 1988). Se ha reportado que las
sinapsis perforadas aumentan en numerc durante el desarreollo
(Itarat y Jones, 1992) y bajo varlas condiciones experimentales
tales como ambientes complejos (Sirevaag y Greeenough, 1985),
entrenamiento conductual (Vrensen y Nufiez, 1981), estimulacién
eléctrica repetitiva (Geinisman y cols., 1992) y alteraciones
hormonales (Hatton y Ellisman, 1982).

De acuerdo con Calverley y Jones en 1987 las sinapsis perforadas
poseen las siguientes caracteristicas: el sitio de perforacién se
proyecta hacia adentro de la terminal presinaptica; la zona
activa posee uno © mas componentes curveados, 1¢s cuales estan
separados por una regién central de la zona activa que se
proyecta dentro de la terminal presindptica; la densidad
presindptica esti estrechamente asociada con el aparato espinoso

© a una extensiédén de é&l.
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Figura 1. Esquema de un corte sagital de hipocampo de rata. Elementos
neurcnales de la formacién hipocampal. El hipocampo en CA esta dividido
en estrato oriens (1), estrato piramidal (2), capa de cuerpos
neuronales, estrato radiado (3), y estrato lacunoso molecular (4),

(Brown y 2Zador, 1990).

También se ha sugerido que un complemento preservado de las
sinapsis perforadas hipocampales se requiere para el
mantenimiento de la memoria espacial durante el envejecimiento

(Geinisman y cols., 1992).

2.7.3. CONEXIONES SINAPTICAS EN EL HIPOCAMPO

Las conexiones sindpticas en el hipocampo son generalmente

axoespinosas, axodendriticas, y en menor proporcién axocaxénicas

(Brown y Zador, 1990).
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Figura 2. Diagrama esquemdtico de las conexiones bidireccicnales de la
informacién entre las areas corticales de asociacidén y los componentes
del sistema hipocampal, aunado a las conexiones hipocampales con areas
subcorticales. Noétese la interaccidén del 4area CAl  con diversas
estructuras. El c¢ircuito que conforma el hipocampo permite una

reverberacién de la informacidn (Cohen y Eichenbaum, 1993).

2.7.4. SINAPSIS DE LAS COLATERALES DE SCHAFFER

Los axones de las colaterales de Schaffer de las neuronas
piramidales de la regién CA3 estan parcialmente mielinizadas, de
cada nodo emergen de uno a tres axones desmielinizados y se

desvian para alinearse paralelos a las fibras de origen, las
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cuales hacen contacto con espinas dendriticas (Brown y Zador,

1990) .

Las slnapsis de las colaterales de Schaffer se caracterizan por
su membrana asimétrica gruesa y su contenido de vesiculas
redondas. Las sinapsis de las colaterales de Schaffer son

generalmente sobre espinas dendriticas (Brown y Zador, 1990).

2.7.5. NEUROTRANSMISION

Un gran numero de neurotransmisores y neuromoduladores han sido
estudiados en el hipocampo. El1 GABA es el neurotransmisor
inhibitorio mas abundante vy el glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio en esta estructura, los cuales estan
distribuidos en todo el hipocampo; también se encuentran varios
neuromoduladores como algunos opiocides, serotonina y el péptido

intestinal vasocactivo VIP (Bayer, 1985).

2.7.6. MEMORIA

Cuando hablamos de memoria nos referimos a una serie de
aprendizajes y contenidos adquiridos de manera sensorial, estos
son mantenidos en el cerebro Yy pueden ser evocados
posteriormente. Este procesc sigue un orden establecido, en el
cual el primer paso es la adquisicién de la informacidn por medio
de los sentidos y las cortezas sensoriales primarias, para asi
posibilitar su asimilacién; el siguiente paso es la realizacidn
de una imagen cerebral del conocimiento adquirideo para su
consolidacién; una vez cumplido lo anterior se crea un “archivo
de almacenaje” del cual pueden ser evocados estos conocimientos o

aprendizajes (Kandel y Schwartz, 1985).




La memoria se clasifica en tres tipos; la denominada memoria
inmediata, en la que el individuo es capaz de guardar cilerta
informacién y evocarla dentro de un pericdo limitado, que puede
durar algunos minutos, asi mismo, se cree que la corteza de
asociacién auditiva interviene en este proceso. Otro tipo de
memoria es la de corto plazo, gue se le relaciona con la porcidn
profunda del 16bulo temporal. En esta memoria se almacena
informacién de mayor grado de complejidad y durante un mayor
periode de tiempo, hasta 1 hora; por ultimo la memoria de largo
plazo es capaz de almacenar grandes cantidades de informacién por
extensos periodos de tiempo, que van desde aflos hasta décadas
(Purves y cols., 2001). La razdédn de este almacenamiento, parece
ser el robustecimiento de c¢iertas sinapsis por medio de un mayor
acopio de calcio en las neuronas post-sinapticas plramidales,
esto se denomina potenciacién a largo plazo (LTP), (Shepherd,
1998) . De manera experimental se ha visto que el hipocampo y la
corteza adyacente de los lobulos temporales mediales, asi como la
corteza frontal tienen un papel activo en el ordenamiento de la
memoria de largo plazo (Kandel y Schwartz, 1985; Brown y Zador,
1990; Cammarota y cols., 2000).

2.7.7. POTENCIACION A LARGO PLAZO (LTP).

La LTP es un mecanismo fisioldgico en el que participan cilertas
formas de aprendizaje y memoria. En donde se ha observado que el
receptor glutamatérgico NMDA estd implicado en este proceso. Este
posee un canal heterométrico, compuesto por subunidades NR1, NRZ
y NR2A-D. Se ha reportado que el NR1 en CAl es importante en la
adquisicién de la memoria espacilal y en menor medida NR2B y A, ya
que estas proteinas son esenciales para el funcionamiento del
canal porque regulan la separacién o dependencla del Mg2+

(Cammarota y cols., 2000).
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El estudic de la memoria hipocampal se basa en dos puntos

generales

1. Algunos tipos de representaciones organizadas de estimulos

maultiples dependen de la funcidn hipocampal.

2. Evidencias experimentales indican que el hipocampo esta
criticamente relacionado con la organizacién de la memoria
espaclal y no espacial, y de manera particular en la
habilldad de expresar la memoria de manera flexible; es
decir, en la resolucién de nuevos problemas (Beggs y cols.,

1999).

Existen diferentes pruebas estandarizadas para evaluar la memoria
después de alguna manipulacién experimental, un ejemplo de estas
es el laberinto de agua de Morris. En esta prueba, los roedores
son entrenados para encontrar una plataforma de escape sumergida
justo debajo de la superficie del agua, en una pila de agua
turbia. Como no existen pistas del sitic de escape, el roedor
debe de aprender su ubicacién basédndose en relaciones espaciales
de pistas que pueden verse fuera de la pila de agua. Los roedores
con dafio hipocampal, se encuentran severamente disminuidos en sus
capacidades para realizar esta prueba. Esta prueba ha sido de
gran utilidad al formular las teorias actuales de la funcién
hipocampal en animales (Beggs y cols., 1999).

Los cambios cognitivos que siguen a una lesidén hipocampal,
proveen de una gran evidencia de que el hipocampo y estructuras
relacionadas son c¢riticas para el procesamientc normal de la

memoria.

Estudios en roedores muestran que el efecto del dafio hipocampal,

es la alteracién de 1la funcién de memoria reciente en los
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diferentes comportamientos concluyendo que los sistemas
hipocampales dafiados est&n imposibilitades en muchos tipos de

exploracién espacial y aprendizaje (Begygs y cols., 1999).

Por lo antes mencionade, se propone gque la inhalacién del vanadio
constituye una agresién al hipocampo, gque podria ocasionar
alteraciones funcionales Y morfolbgicas debidas a las

caracteristicas de este metal.
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3. JUSTIFICACION

La exposicién de la poblacién al vanadio es el resultado de la
combustién del petréleo y sus derivados como el carbédn fésil,
aceites pesados, y asi también como efecto de la generacidn de
electricidad. Aunado a esto, se sabe que el vanadio ha aumentado
en la cuidad de México aproximadamente en un 23% de acuerdo con
un estudio realizado por Fortoul y colaboradores en 2002 en
tejido pulmonar obtenido de necropsias de personas que vivieron
en la década de los 90°s, comparadas con las de personas que
vivieron en los 60°s. Por otra parte, no existen estudios en los
que la via de inhalacién sea evaluada como una ruta de ingreso de
este elemento hacia el hipocampo, por lo que resulta novedoso el
andlisis morfoldgico en el area CAl y su correlacién con la

memoria espacial.

4. HIPOTESIS

81 la inhalacién aguda y subagquda de vanadio, ocasiona
alteraciones en la memoria espaclal, es posible gque se detecten
alteraciones morfolégicas en las neuronas piramidales del

hipocampo area CA-1.

20

Analizar las posibles alteraciones de la memoria espacial después
de la inhalacién aguda y subaguda de pentéxido de vanadio vy
correlacionarlas con los cambios morfolégicos encontrados en las

neuronas piramidales del hipocampo Area CAl.
5.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar las modificaciones en la memoria espacial de
ratones expuestos a V05 utilizandoe 1la metodelogia del
laberinto de agua de Morris.
2, Evaluar las posibles alteraciones citoloégicas, producidas
por la exposicién al vanadio, utilizando el método réapido de

Golgi en las neuronas del hipocampo area CAl.

3. Identificar los cambios ultraestructurales en el Area CAl.
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6. METODO

Los experimentos se llevaron a cabo en 36 ratones macho CD-1 con
edad entre B a 12 semanas y un peso de aproximado de 35 g,
mantenidos en un c¢iclo luz oscuridad 12:12, «con agua Yy
alimentacidn ad libitum.

Los ratones fueron divididos en dos grupos, el grupo experimental
(n=30) en donde leos animales fueron entrenados nueve dias para
encontrar una plataforma de escape en el laberinto de agua de
Morris, posteriormente los animales fueron expuestos a la
inhalacién de pentéxido de vanadio a una concentracién de 0.02 M;
los sujetos del grupo control (n=6) no se entrenaron e inhalaroen

agua destllada.

CONTROL EXPERIMENTAL

N=6 N= 30

6.1. FASE DE ENTRENAMIENTO EN EI. LABERINTO DE AGUA DE MORRIS

El laberinto de agua para ratones mide 100 ¢m de didmetro y 30 cm
de profundidad con una plataforma de 10 cm de diametro y una
altura de 29 centimetros, la cual se localizd en el centre del
mismo. E1 laberinto contenia agqua opaca, coloreada con pintura

vegetal comestible, de color blanco.

El primer dia de adquisicién se colocéd a cada ratdn con las patas
hacia abajo y la cabeza orientada hacia dentro del laberinto. Se
registrd el tiempo de latencia en segundos, que es el tiempo que
le toma a los sujetos en llegar a la plataforma sumergida (Wenk,
2001), se ayuddé a los animales a llegar a la plataforma solo en
caso necesarlo (si tardaban mas de 120 seg.). Se permitié que los

ratones permanecieran en ésta de 10 a 15 segundos, despues se
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colocaron en su caja habitacién por 5 minutos, repitiéndose esta
misma accién y condiciones cuatro veces para cada ratén el primer
dia, a partir del segundo dia se incrementd el numerc de ensayos
a ocho. Se registrd el tiempo en que los ratones tardaron en
llegar a 1la plataforma, cambiando el lugar de inicio del
laberinto de forma aleatoria para cada dia (norte, sur, este y
ceste), hasta que su desempefio fue estable (9 dias) y la latencia
baja (menos de 7 segundos), para esta prueba el tiempo registrado
al noveno dia de los ratones experimentales fue utilizado como

tiempo control (Wenk, 2001).

1

Laberinto de agua de Morris. Se muestran las referencias espaciales
alrededor dal laberinto (cuadrado, elipse y prisma), asl como la
plataforma de escape (circule punteado en el centro) y un lugar de

inicio (de cuatro posibles).
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6.2. PROCEDIMIENTO DE INHALACION

Para la 1nhalacién ambos grupos (experimental y control) se
colocaron en una caja de acrilico transparente de 0.0308 m?
conectada a un ultranebulizador (Ultra Neb 99 DeVilbis), con un
flujo de 10 litros por minuto. Los animales experimentales
(n=30) se expusieron a pentdxido de vanadio (V:0s) a wuna
concentracién de 0.02 M, (0.9095 g disueltos en 250 ml de agua
destilada), 6 sujetos fueron expuestos a la inhalacién aguda (una
inhalacién) y para el caso de las inhalaciones subagudas los
sujetos restantes se dividieron en 4 grupos, de 6 ratones cada
uno. Un grupe recibié 2 inhalaciones, otre grupo recibid 4
inhalaciones, un grupo méAs reclbié 6 inhalaciones y el grupo
restante fue expuesto a B8 inhalaciones, todos 1los grupos
inhalaron el metal durante 60 minutos por cada inhalacién;
mientras que los ratones control (n=6) fueron expuestos solo a

agua destilada en las mismas condiciones.

6.3. PRUEBA DE MEMORIA ESPACIAL

Una vez realizada la inhalacién al pentédxido de vanadio, se dio a
los sujetos un tiempo de 60 minutos antes de ser colocados en el
laberinto de agua y se contabilizéd el tiempo gue tardaron en
llegar a la plataforma de escape siguiendo las mismas condiciones
descritas para el segundo dia de la etapa de adquisicién, para

ello se tomd en cuenta lo descrito en la literatura (Wenk, 2001).
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ESQUEMA DE INHALACION DE PENTOXIDO

DE VANADIO Y SACRIFICIO

INHALACION

AGUDA

MARTES
1-INHALACION
1 HORA

MIERCOLES
SACRIFICIO

INHALACION

SUBAGUDA

JUEVES
2-INHALACION
1 HORA

VIERNES
SACRIFICIO

PRIMERA

SEMANA

MARTES
3-INHALACION
1 HORA

JUEVES
4-INHALACION
1 HORA

VIERNES

SEGUNDA

SEMANA

MARTES
5-INHALACION
1 HORA

JUEVES
6-INHALACION
1 HORA

VIERNES

TERCERA

SEMANA

MARTES
7-INHALACION
1 HORA

JUEVES
3-INHALACION
1 HORA

VIERNES

CUARTA

SEMANA
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6.4. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Los sujetos fueron sacrificados 24 horas después de la 1, 2°,
4°, 6° y 8° inhalaciones, los animales fueron anestesiados con
una dosis de pentobarbital sédico (0.35 ml) por via
intraperitoneal. Una vez anestesiados se perfundieron por via
intracardiaca con solucién salina isoténica al 0.9 % vy
posteriormente fueron fijados utilizandoe glutaraldehido Yy
paraformaldehido al 2% amortiguado en buffer de cacodilatos de

sodio a 0.1 M, pH 7.4.

6.5. PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS CITOLOGICO

Los hipocampos contralaterales fueron procesades con el método de

Golgi rapido, como lo reporta Colin-Barenque y cols., 1999,

El analisis citolégico consistié en el conteo del numero de
espinas de las dendritas secundarias en 20 um, de 5 dendritas
secundarias tomadas de 20 neurconas del hipocampo CAl de cada

animal.

6.6. PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL

Una vez prefundidos, se extrajeron los hipocampos y se colocaron

en fijador durante dos horas.

Se tomé uno de los hipocampos para procesamiento de microscopia

electrébnica de transmisién, como lo reporta Colin-Barenque vy
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cols., 1999. Posteriormente los cortes se analizaron en un

microscopio electrénico Zeiss EM 10.

El analisis wultraestructural consistidé en analizar 50 botones
presinapticos y contabilizar las sinapsis perforadas y de 50

neuronas piramidales, la presencia y el tipo de muerte celular.

Los resultados fueron analizados con la prueba de ANOVA para
todos los paraAmetros evaluados, excepto para el nuimero de
neuronas en proceso de muerte celular, el cual se reportd en

porcentajes.
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7. RESULTADOS
7.1. MEMORIA ESPACIAL

Posterlor a la inhalacién del metaliode se evaludé la memoria
espacial y se observd un incremento en la latencia de llegada a la
plataforma de escape, comparada a la latencia control en todos los
tiempos, encontrando diferencias significativas en todas las
inhalaciones comparadas con el control de (p < 0.001), (Ver tabla

1 y grafica 1).

Tabla 1. Efecto del V;0, en la memoria espacial. Se muestra el numero
de inhalaciones y la media obtenida del tiempo en que los ratones

llegarcn a la plataforma de escape. *= P<0.001 (ANOVA).

Tratamiento Media + e.e

Control 3.5 + 0.3

1-Inhalacibn 6.9 + 0.3*

2-Inhalaciones | 8.2 + 1.3%

4-Inhalaciones | 8.3 + 0.9*

6-Inhalaciones| 9.1

|+
—
e}
*

8-Inhalaciones| 9.9

|+
(o]
~J
*
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ETAPA DE ENTRENAMIENTO EN EL LABERINTO DE AGUA
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GraAfica 1. En esta grafica se muestra la media de la latencia de
llegada a la plataforma de escape en el grupo experimental (n=30),
desde el primer dia de entrenamiento, tomando el dia 9 como latencia
control y la latencia posterior a la inhalacién aguda y subaguda. *=

P<0.001 (ANOVA).
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7.2. ANALISIS CITOLOGICO

En el conteo del numero de espinas dendriticas se encontrd
disminucidén a medida que se incrementaban las inhalaciones,
teniendo una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001
ANOVA), entre el grupo experimental y contreol, (Ver tabla 2,
grafica 2 y Figuras 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4).

Tabla 2. Efecto del pentéxido de vanadio en el numero de espinas de las
dendritas secundarias. Se muestra el nUmero de inhalacién y la media

del numero de espinas obtenidas de cada grupo. *= P < 0.001 (ANOVA).

Tratamiento Media + e.e
Control 25.8 + 0.1
1-Inhalacién 24.0 + 0.17*
Z2-Inhalaciones 24,1 + 0.3~
4-Inhalaciones 19.5 + 0.3*
6-Inhalaciones 18.7 + 0.3*
8-Inhalaciones 16.0 + 0.3*
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MEDIA DE ESPINAS DENDRITICAS EN 20 um.
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CONTROL 100X

2 INHALACIONES 100X

Figura 3.1. Microfotografias con impregnacién de Golgi de dendritas

neuronas piramidales del &rea CAl, donde se muestra la pérdida

espinas dendriticas del grupo de 2 inhalaciones

vanadio, comparadas con el grupco control.

de

pentodxido

de
de
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CONTROL 100X

4 INHALACIONES 100X

Figura 3.2. Microfotografias con impregnacion de Golgl de dendritas de
neurcnas piramidales del &rea CAl, donde se muastra la perdida de

espinas dendriticas de 4 inhalaciones, comparadas con el grupo control.

33




CONTROL 100X

6 INHALACIONES 100X

Figura 3.3. Microfotografias con impregnacién de Golgi de dendritas de
neuronas piramidales del &rea CAl, donde se muestra la pérdida de
espinas dendriticas después de 6 inhalaciones de pentoxide de vanadio,

comparadas con el grupo control.
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CONTROL 100X

8§ INHRLACIONES 100X

Figura 3.4. Microfotografias con impregnacién de Golgi de dendritas de
neuronas piramidales del &rea CAl, donde se muestra la pérdida de

espinas dendriticas de 8 inhalaciones, comparadas con el grupo control.
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7.3. ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL

El an&dlisis mostré que las neuronas de los animales expuestos a

V,0s presentaron menor numero de sinapsis perforadas aumentando

este efecto a medida que se incrementaban las inhalaciones,

por

lo que se encontraron diferenclas significativas comparando entre

el grupo experimental y control

grafica 3 y Figuras 4.1, 4.2,

(*p=<0.001,

ANOVA) ,

(Ver tabla 3,

Tabla 3. Promedio de sinapsis perforadas observadas en el grupo control

y experimental en cada una de las inhalaciones.

*= P < 0.001

Tratamiento Media + e.e
Control 9.3 + 0.4
1-Inhalacién 7.7 + 1.5%
2-Inhalaciones 6.3 + 1.3~*
4-Inhalaciones 4.2 + 0.8*
6-Inhalaciones 4.0 + 0.9*
8-Inhalaciones 2.2 + 1.1+
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SINAPSIS PERFORADAS

40

30 -

20

PROMEDIO DE SiNAPSIS PERFORADAS

2INH 4INH  BINH  8INH
GRUPOS

Grafica 3. Esta grafica muestra el promedio de las sinapsis perforadas
encontradas en 50 contactos sinapticos, comparados con el grupo

control *= P < 0,001 (ANOVA).
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SINAPSIS PERFORADA

Figura 4.1. Micrografia donde se observa una sinapsis perforada, la
cual se caracteriza por el sitio de perforacidén que se proyecta hacia
la terminal presinaptica (flecha), la zona activa posee dos componentes

curveados, seflalados con asteriscos.
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SINAPSIS PERFORADA

R o
RN, G

Figura 4.2. Micrografia donde se observa una sinapsis perforada, la
cual se caracteriza por el sitio de perforacién que se proyecta hacia
la terminal presinaptica (flecha gruesa), la zona activa posee dos
componentes curveados, sefalados c¢on asteriscos, SsSe muestra en la

terminal presinaptica, el aparato espinoso (flecha delgada).
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SINAPSIS MACULAR

Figura 4.3. Micrografia donde se observan sinapsis maculares, seflaladas
por flechas, las cuales se caracterizan por tener una zona activa

continua.
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En cuanto a los efectos del pentéxido de vanadio en las neuronas
piramidales de CAl, nosotros pudimos observar en el tejido de
sujetos control neuronas piramidales con nucleo, organelos vy
citoplasma de caracteristicas normales; sin embargo, el
porcentaje de células necrodticas presentd diferencias
significativas entre el grupo experimental y el control,
(*p=<0.001, ANOVA) , como citoplasma electrodenso, cisternas
dilatadas de reticulo endoplasmico y aparato de Golgil, en donde
se observa claramente el efecto dosis-respuesta al pentdxido de

vanadio. (Ver grafica 4, tabla 4 y Fig. 5).

Tabla 4. Porcentaje de neuronas necréticas observadas en los grupos

control y experimental.

Tratamiento Porcentaje
Control 0
l-Inhalacién 10
2-Inhalaciones 30
4-Inhalaciones 56
6-Inhalaciones 62
8-Inhalaciones 86

41




100

PORCENTAJE DE CELULAS NECROTICAS.

NECROSIS INDUCIDA POR LA INHALACION AGUDA
Y SUBAGUDA DE PENTOXIDO DE VANADIO

N

0 CONTROL 1INH 2INH 4INH 6INH 8INH
GRUPOS
Grafica 4. Esta grafica muestra el porcentaje de células necroédticas
observadas en 50 neuronas piramidales. (*p=< 0.001).
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NEURONA CONTROL




Figura 5. Micrografias de neuronas hipocampales del Aarea CAl (A)
Neurona del grupo control con nicleo, organelos y citoplasma de
caracteristicas normales y (B), Neuronas necréticas observadas a la 8°
inhalacién con citoplasma denso y en el neuropilo se observan grandes

vacuolas gque rodean al nacleo de las neuronas.
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8. DISCUSION
8.1. MEMORIA ESPACIAL

En este estudlo se observd la alteracidn de la memoria espacial,
inducida por la inhalacién de vanadio, la cual se acrecentd a
medida gque se incrementaba el tiempo de exposicién, obteniendo
diferencias significativas con respecto al grupo contrel. Este
déficit de memoria espacial también se ha reportado ante la
administracién de etanol (Wright y cols., 2003), en un modelo de
epilepsia temprana inducida por la aplicacién unilateral de
toxina tetdnica (Lee y cols., 2001); en la induccién de Kindling,
en el hipocampo dorsal (Hannesson y cols., 2001); por la
administracidén de altas dosis de zinc (Turner y Soliman, 2000) y
ante el bloqueo de p-adrenoreceptores en el hipocampo area CAl
(Ji vy cols., 2003). Varios autores han sugerido que el estrés
oxidativo esté& relacionado con los desdrdenes neurodegenerativos,
y con la disminucién de la memoria en estas enfermedades, lo que
evidencia que este estado de estrés oxidativo produce un
deterioro en la memoria (Fukui y cols., 2000; Urano y cols.,
1998; Stadtman, 1992). Estos hallazgos probablemente apoyan los
nuestros ya gue como mencionamos anteriormente el vanadio es un
prooxidante y el deterioro que observamos probablemente sea un

efecto de la peroxidacién lipidica alterando la memoria espacial.

B8.2. PERDIDA DE ESPINAS DENDRITICAS

La 1inhalacién de V0s produjo pérdida de las espinas de las
dendritas secundarias del hipocampo dorsal, esta pérdida también
se ha encontrado en las espinas dendriticas de las neuronas
espinosas medianas del estriado, bajo las mismas condiciones que
las wutilizadas en el presente trabajo (Avila-Costa y cols.,

2004) . Se ha reportado gue ante procesos patoldgicos como
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malnutricién y exXposicién a toéxicos, las espinas disminuyen su
nimero (Shepherd, 1996; Johnston y Amaral, 1998; Fiala y cols.,
2002) .

En otros estudios se ha observado deterioro en la memoria a largo
rlazo correlacionado con la reducciédn en la densidad de espinas
dendriticas hipocampales inducido por un modelo de estrés

oxidativo (Avila-Costa y cols., 1999).

Mattson y c¢olaboradores en 1989, observaron degeneracidn
selectiva de neuronas piramidales del hipocampo en el 4rea CAl,
en varias patologias como son Alzheimer y epilepsia, encontrando
que estos cambios celulares son provocados por altos niveles de
glutamato en neuronas de esta regidn tanto In vivo como 1n vitro,
causando regresidn de espinas dendriticas de neuronas piramidales
inducida por un influjo de calcio por excitotoxicidad (Shepherd,
1996; Johnston y Amaral, 1998). Esta disminucidn en las espinas s
dendriticas probablemente se debe a que disminuyen las
posibilidades plésticas de la célula de forma que éstas tratan de
mantener su homeostasis (Hosokawa y cols., 1995; Dykens, 1999),
otra posibilidad es que la espina se pierda por falta o exceso de
contactos sinapticos, entonces puede absorberse y la neurona se
dafia mas por el calcio gque tienen las espinas, es decir el calcio
aumentaria en la neurona por la entrada de calcio de la espina vya
que como mencioné anteriormente la espina es un compartimiento de
calcio que estda restringide a esta zona y al perderse esta
estructura por absorcidén lo que ocurriria es que habria una
entrada extra de calcio lo cual dafia a la célula, o se plerden y
son fagocitadas, como un mecanismo de defensa, es decir se ha
reportado que todo lo que se encuentra a nivel extracelular esta
controlado, ya gque si un pedazo de membrana fuera liberado al

medio este seria 1inmediatamente fagocitado (Shepherd, 1998).
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Otros autores también han reportado que la pérdida de espinas se
debe a un estado de estrés oxidativo, lo cual produce dafio y
muerte neuronal ya que el tejido cerebral es uno de los méas
l4biles por el alto consumo de oxigeno, su alta tasa metabdlica,
bajos niveles de superéxido-dismutasa, glutatidn peroxidasa, la
casl ausencia de catalasa y el alto contenido de acidos grasos
polin saturados, los cuales son altamente susceptibles a la
oxidacién de las moléculas que forman parte de la membrana
celular alterando la permeabilidad selectiva, e induciendo una
pérdida del equilibrio osmético con la entrada no controlada de
agua y sodioc que en una primera fase causa edema, posteriormente
se inicia una cadena de reacciones alterando canales 1énicos y
aumentando la liberacidén de calcio. Ante esta reacciédn, la célula
trata de mantener los niveles adecuados de este ion atrapandolo
en el reticulo endoplésmico y en la mitocondria, cuando esta
respuesta es Insuficiente para contrarrestar este aumento, se
forma un poro de transicién en la mitocondria que la destruye
produciendo un déficit de ATP, que incrementa el estado de
estrés oxidative y lleva a la muerte celular (Shepherd, 1998;

Dikens, 1999; Cabazos y cols., 1991).

8.3. SINAPSIS PERFORADAS

Se ha encontrado gque la exlstencia de sinapsis perforadas
hipocampales es necesaria para el mantenimiento de la memoria
durante toda la vida (Geinisman y cols., 1992). Se ha propuesto
que las sinapsis perforadas son intermediarios estructurales en
la plasticidad sindptica (Calverley y cols., 1987), tanto en
eventos que involucran mecanismos de memoria como de aprendizaje
(Petit, 1988). Se ha reportado que las sinapsis perforadas
aumentan en numero durante el desarrollec (Itarat y Jones, 1992),

y bajo diferentes condiciones experimentales tales como ambientes
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complejos (Sirevaag y Greeenough, 1985), en entrenamiento
conductual (Vrensen y Nunez, 1981), en estimulacidén eléctrica
repetitiva (Geinisman y cols., 1992), en alteraciones hormonales
(Hatton y Ellisman, 1982); ante el aumento de la actividad
neuronal come lo es la potenciacidén a largo plazo (Muller vy
cols., 2000); y por la disminucién de dopamina unilateral en el
cuerpo estriado después de la inyeccidn de 6-0OHDA (Avila-Costa y
cols., 2004). También se ha reportado un incremento en las
sinapsis perforadas por la i1induccién de Kindling hipocémpico
(Geinisman y cols., 1992), por lesién unilateral de la corteza
entorrinal (Nleto-Sampedro y <cols., 1982), y otras lesiones
cerebrales (Carlin y Siekevitz, 1983). Se ha sugerido que las
perforaciones pueden tener la funcidén de 1incrementar la
superficie de la densidad postsinéptica y también la eficiencia
de la neurotransmisidn (Avila-Costa y cols., 2004) . La
explicacién sugerida por varlos autores del incremento en el
namero de sindpsis perforadas es que la liberacién masiva
vesicular en un periodo corteo (de segundos a minutos), estimulada
por agentes bloqueadores del reciclaje de vesiculas presinapticas
induce el crecimiento répido vy ©perforacién de densidades
postsinapticas (Wojtowicz y cols., 1994; Sorra y cols., 1898);:
sin embargo el andlisis ultraestructural a las inhalaciones de
V205 mostrod pérdida de sinapsis perforadas de forma
significativa, lo cual probablemente esté correlacionado con la
cantidad de neuronas muertas, en donde al disminuir el nuimero de
neuronas se dlsminuye el numero de sinapsis perforadas, otra
posible causa puede ser la alteracidén del citoesqueleto de 1la
espina en donde se presenta la sinapsis perforada, el cual esta
compuesto por filamentos de actina (Luo, 2002; Lisman, 2003;
Zhang y Benson, 2000; Rao y Craig, 2000; Deller y cols., 2000),
el acortamiento y alargamiento de estos filamentos es regulado

por ATP y ADP principalmente (Gartner y Hiatt, 2002). Como se
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menciond en la introduccién, existe una similitud quimica del
vanadio al fésforo ((Barceloux, 1999; Sharma, 1986; Bogden y
cols., 1982; Higashino y cols., 1983; Krivanek, 1984.), lo cual
permite que este metaloide ocupe el lugar del fésforo, inhibiendo

a esta enzima, evitando la formacidén de sinapsis perforadas.

8.4. MUERTE NEURONAL

En el Aarea CAl se encuentran neuronas piramidales dgue poseen
numerosos receptores a glutamato, basicamente los NMDA que al
activarse, permiten la entrada de calcio, al aumentar la cantidad
de glutamato en la hendidura sinaptica, se inicia una entrada
masiva de calcio provocando muerte por excitotoxicidad (Johnston
y Bmaral, 1998; Shepherd, 1996; Dikens, 19%99; Cabazos y cols.,
1991). En el presente trabajo se observd muerte celular por

necrosis, probablemente debido a este tipo de alteracién.

Otra posible explicacién es que el vanadio produce peroxidacidn
lipidica en los cerebros de rata y ratén (Sharma, 1986), debido a
que el sistema nervioso es vulnerable a la peroxidacién de
lipidos por su alto contenido de A&clidos grasos polinsaturados
(Sheriff, 1991; Stohs y Bagchi, 1995), en donde probablemente la
ruptura del equilibrio oxidativo desempefia un papel importante
durante los eventos que desencadenan el dafioc y la muerte celular.
Esto puede ser producido por el desbalance entre el vanadio y la
capacidad de las células para reparar el dafio, la cual se ve
rebasada, induciendoe percoxidacién lipidica y como consecuencia la
muerte celular. Otra probable causa de la muerte neuronal es la
induccién de excitotoxicidad por alteracién de interneuronas
presentes en el Area CAl (axo-axdnicas, ceélulas en cesta y
biestratificadas), considerando que la mayoria de estas células

contienen GABA Yy neuropéptidos COomo somatostatina,
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colecistoquinina, sustancia P y el péptido intestinal vascactivo
(VIip), (Bayer, 1985), los cuales al recibir wuna entrada
exclitatoria de las colaterales de Schaffer y fibras de la via
perforante, liberan su contenido en las neuronas piramidales del
Area CAl, propiciando inhibicién el GABA, (Shepherd, 1998) y la
produccidén de respuestas postsinapticas lentas dadas por los
péptidos, en donde la informacién de entrada es modulada o
regulada por un flujo global de la actividad o el control de
varios tipos de plasticidad neuronal (Chan-Palay y cols., 1989),
por lo que al existir una alteracién de estas células por el
pentdxideo de vanadio se puede perder esta homeostasis y por 1lo
tanto se incrementaria la excitabilidad y se induciria muerte por

excitotoxicidad.

8.5. RELACION EXPOSICION-EFECTO

La inhalacién de V.05 produjo dafio significativo en el hipocampo
dorsal, dejando ver un deterioro desde la primera inhalaciébn gque
iba en aumento a medida gue se incrementd el numero de
inhalacicnes, este efecto se relaclona con los datos publicados
por Hamel y Duckworth, en 1995, en donde al administrar el
metaloide por via oral a 1.6, 80 y 160 pmoles de V/Kg peso
corporal/dia, observaron que en el tejido nervioso, el vanadio se
incrementa al aumentar la dosis. Una posible explicacidén a las
alteraciones observadas, es que el vanadio tiene una vida media
ern el sistema nervioso de 11 dias (Hamel y Duckworth, 1995;
Hamel, 1998), por lo que los efectos del vanadio se prolongan y
a su vez se incrementa el dafio. Ademas, en el caso de este
modelo la concentracidn se mantuvo porgue la exposicién fue
continua. En este trabajo se reporta que el pentbxido de vanadio
en el hipocampo é&rea CAl induce la alteracién en la memoria
espacial, 1lo cual se correlaciona con las modificaciones a

nivel citolédgico 3% ultraestructural que se reportaron.
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CONCLUSIONES

La exposicidén aguda y subaguda al pentéxide de vanadio en
una concentracidn de 0.02 M produjo alteraciones

morfolégicas en el hipocampo del &rea CAl.

La memoria espacial de ratones CD-1 que inhalaron V05

disminuyé de forma significativa después de cada inhalacién.

Después de 1la inhalaclén de V,05 se observd pérdida de

espinas dendriticas secundarias del hipocampo dorsal.

El analisis ultraestructural mostrd muerte de neuronas
piramidales del &rea CAl, asi como pérdida de ginapsis

perforadas.

En este modelo de inhalacién de vanadio, se encontraron
cambios morfoldgicos Yy déficit de memoria que son
caracteristicos de procesos neurodegenerativos, lo cual
proporciona un modelo muy accesible y confiable para el

estudio de este tipo de patologias.
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