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RESUMEN

“LA PARTICIPACION DE LA PEROXIDACION LIPiDICA EN EL DANO HEPATICO POR
LA INHALACION DE VANADIO”

INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha reportado el aumento de vanadio en el ambiente, por lo que
este metaloide ha cobrado gran importancia e interés ya que su presencia se refleja en un
incremento en el tejido pulmonar de residentes de la Ciudad de México.

Con base en numerosos estudios el vanadio y sus compuestos han demostrado ser
capaces de inducir efectos téxicos en modelos animales en diferentes 6érganos, aunque
estos efectos dependen de variables tales como el compuesto de vanadio utilizado, el
estado de oxidacion del compuesto, la ruta de exposicion, el tiempo y dosis administrada.
El higado como o6rgano fundamental en el metabolismo y la detoxificacion,
se encuentra sometido a dafos producidos por una gran cantidad de productos tanto
quimicos como ambientales.

En este trabajo se cuantifico la capacidad del vanadio inhalado para inducir peroxidacion
lipidica en el higado, asi como los cambios morfolégicos y bioquimicos.

[

METODOS

Se utilizaron 66 ratones macho CD-1 con un peso promedio de 30 g. Se hicieron 6
grupos, cada uno de 6 animales expuestos y 5 controles. Todos los grupos fueron
expuestos a la inhalacion de pentéxido de vanadio [0.02M]. Las inhalaciones se realizaron
dos veces por semana una hora durante las primeras cuatro semanas y la décima
semana. Se tomaron muestras de higado, las cuales se procesaron para peroxidacion de
lipidos, microscopia de luz y funcionamiento hepaético.

RESULTADOS

Un aumento en los valores de peroxidacion lipidica fue encontrado en cada uno de los
grupos de inhalacién hasta la 4 semana de exposicion tanto en animales expuestos
como controles, los cuales estuvieron relacionados con el tiempo de exposicion al
vanadio. En la décima semana de exposicion los valores se redujeron. Desde el punto de
vista morfologico se encontré un aumento en el nimero de hepatocitos binucleados y con

meganicleos. Sin embargo el proceso de infiltrado inflamatorio observado no tuvo
diferencias significativas.




Los niveles de glucosa en sangre tuvieron una disminucion significativa a partir de la
cuarta semana de exposicién. Los valores de bilirrubina total y no conjugada aumentaron
significativamente en la tercera, cuarta y décima semana de tratamiento. La bilirrubina
conjugada aumento significativamente en la tercera semana.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El cambio peroxidativo en higado probablemente es originado a consecuencia de que el
vanadio es un metaloide que puede generar radicales libres por medio de la cadena
transportadora de electrones. 'Los cambios morfologicos en hepatocitos como lo son la
binucleacién y meganucleos sugieren dafio en citoesqueleto y dafio genotéxico. El
vanadio reduce los niveles de glucosa en sangre debido a su efecto insulinomimético. El
aumento de bilirrubina total, no conjugada y conjugada en sangre es resultado de la
hemdlisis ocasionada por vanadio.



ABSTRACT

“LIPID PEROXIDATION IN THE LIVER CHANGE AFTER INHALATION OF
VANADIUM”

INTRODUCTION . There are reports of the increase of vanadium (V) in the environment,
as well as in lung tissue of Mexico City residents. In experimental models studies about
the toxicity of V have suggest that its effect is related to the oxidation state of the element,
as well as the chemical structure of the V compound and the exposure route. Its has been
mentioned that one of the mechanisms by which this metalloid indices damage is by lipid
peroxidation.

One of the most important organs related to detoxification in mammails, is the liver, and
usually this structure is the target of the majority of the xenobiotics in the environment. For
previously referred statements, this study was designed to evaluate the morphological,
biochemical and oxidative changes induced in the liver by the inhalation exposure to
vanadium.

METHODS. Thirty-six CD-1 male mice were exposed to vanadium pentoxide V,0s [0.02M]
one hour, twice a week during ten weeks, thirty non- exposed controls were included.
Blood samples were obtained by direct heart puncture for biochemical analysis. Tissue
samples were collected for morphologic analysis and lipid peroxidation that was evaluated
by TBARS technique.

'RESULTS. Lipid peroxidation raised in all groups of exposed and control animals until 4"

week after exposure. In the 10" week after exposure values decreased. Morphologically,
we found an increase in binucleated and meganucleous in hepatocytes. Serum glucose
decrease since the 4" week after exposure to the end of the exposure. Total bilirubin and
non conjugated bilirubin raised int 3™, 4™ and 10" weeks of treatment. Conjugated
bilirubin raised at 3™ week.
DISCUSSION AND CONCLUSIONS. The peroxidative change of the liver might be
related to the generation of free radicals by means of the respiratory chain modification.
Vanadium is genotoxic and induces citoskeletal changes that could explain the binucleated
and macronucleated hepatocytes. The change in blood glucose and in bilirubin need more
study to be sure of its relation with vanadium exposure.
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A) INTRODUCCION

|. Contaminacion atmosférica en México

La contaminacion atmosférica se define como cualquier cambio en el equilibrio de los
componentes del aire, lo cual altera las propiedades fisicas y quimicas de éste

(www.sima.com.mx/sima/df/contamin.html).

La contaminacién del aire es uno de los problemas ambientales mas importantes, y una
gran parte de esta contaminacion es resultado de actividades antropogénicas.

(www.mipediatra.com.mx/infantil/contaminacion.htm). Las particulas en suspensién emitidas a

la atmésfera proceden de la combustion de la gasolina y el gaséleo en los motores de los
coches y camiones, las centrales eléctricas que queman combustibies fésiles, las calderas
industriales y las calefacciones. Otras fuentes importantes de contaminacioén son la
siderurgia y las acereras, las fundiciones de zinc, plomo y cobre, las incineradoras
municipales, las fabricas de cemento, de acido nitrico y sulfurico y las refinerias de
petréleo. En México se han mejorado continuamente las técnicas de refinacion del
petréleo crudo, obteniendo productos mas ligeros de cada barril y produciendo un aceite
residual, llamado combustéleo de menor calidad, debido fundamentalmente al incremento
del contenido de asfaltenos, azufre, vanadio, sodio y niquel, entre otros
(www.ile.org mx/publica/bolm|98/tec2|98 .htm).

La contaminacién ambiental y la exposicion humana a elementos metélicos y a sus
compuestos pueden ocurrir naturalmente debido a la erosion de los depositos de
minerales asi como de las actividades humanas como la mineria, la fundicién, la quema
de combustibles fésiles y su utilizacién industrial (Aragén, 2003). La contaminacion del
aire en la Ciudad de México es consecuencia de las multiples alteraciones ecologicas
sufridas por el acelerado proceso de urbanizacion e industrializacion, propiciando un
aumento en los procesos de consumo energético y fuentes de emisién de contaminantes
(Bravo et al,1991; Gutiérrez, 1986). En ella habitan aproximadamente 18 millones de
personas en donde cada dia circulan cerca de tres a cuatro millones de automéviles y
existen mas de 30 mil industrias, que en conjunto emiten mas del 8% de particulas a la
atmosfera (polvos, humos, aerosoles y otros (Bizarro, 2002).



Uno de los factores determinantes en el problema de la contaminacién en la Ciudad de
México es su ubicacién geografica debido a que es una cuenca localizada 2,240 metros
sobre el nivel del mar, rodeada por montanas altas, las cuales impiden la salida del aire
junto con los contaminantes provenientes del norte, en donde se encuentra la zona

industrial (www.innbiomed.com.mx/socped/spv65n6/espafiol/wsp86-06.html).

Il. Contaminacién por metales

Los metales se encuentran en la naturaleza y se redistribuyen en el ambiente por ciclos
biolégicos y geoldgicos (Amdur et al, 1991). Se originan desde fuentes naturales
continentales como el polvo levantado por tormentas, erupciones volcanicas etc., y desde
el mar por la evaporacién del agua. Pero la mayor causa de exposicion a metales son las
emisiones generadas por el hombre, llamadas fuentes antropogénicas (IPCS, 1990).

La mayoria de los metales se emiten como particulas (PST) y algunos como gases. El
rango de tamafo de las PST es muy variado, ya que va desde los 0.001 pm hasta los 100
pm o mas, dependiendo del tamafio se clasifican en PM10 y PM 2.5. Existen de variadas
formas y composicién quimica. La composicién elemental incluye diferentes elementos,
unos ligeros como el aluminio, silicio, potasio, calcio y otros pesados como el hierro, zinc,

vanadio, titanio, plomo (www.sima.df.gob.mx/simat/pnredma.2html).

Las caracteristicas fisico-quimicas de los metales presentes en el ambiente (aire, agua,
alimentos) son fundamentales para conocer su potencial de absorcién y de retencién
dentro del organismo (Altamirano, 1992). En la mayoria de los casos la principal via de
entrada de los metales es por inhalacién, debido a que los metales en gran parte se
encuentran en la atmésfera como aerosoles y en algunos casos como vapores (Bizarro,
2002; Mendoza, 2000). El grado de absorcidon de los metales depende de su

concentracién en el aire, del compuesto quimico inhalado y de las condiciones fisiolégicas
del sujeto (Fortoul et al, 1996).

En el caso particular de vanadio, las particulas suspendidas son io suficientemente
pequefnas (2 ym de diametro) para ser inhaladas y penetrar al sistema respiratorio y
posteriormente a la circulacion sanguinea (IPCS, 1990).



lll. Vanadio (V)

El vanadio (V) es un elemento ultratraza distribuido extensamente en la naturaleza
(Aragbn y Altamirano-Lozano, 2001) el cual se ha comprobado presenta numerosas
funciones fisiologicas y bioquimicas en los sistemas vivos (Baran, 2000; Domingo, 2002)

aungue todavia no se conoce si tiene funciones especificas en los mamiferos (Thompson,
1999; Baran, 2000).

Se considera un elemento altamente téxico cuando se suministra en altas dosis tanto en
animales como en humanos (Upreti, 1995), por lo que ha despertado un gran interés
. debido a que en los Gltimos afnos se ha incrementado gradualmente su acumulacién tanto
en el ambiente como en los organismos, lo cual aumenta su ya elevado potencial
toxicolégico (Altamirano-Lozano, 1992). '

El V es un metaloide grisaceo que se presenta en la naturaleza en dos is6topos naturales
%V y °'V. Tiene estados de oxidacién de -1 ,0,+42,+3 +4,+5, de estos los +3,+4 y +5 son
los mas comunes, ademas de que el +4 es el de mayor estabilidad (Altamirano, 1992,
Altamirano-Lozano et al, 1998; Tsiani y Fantus, 1997, Barceloux, 1999; WHO, 2000).

a. Fuentes de emision

El V es un elemento que se presenta naturalmente en el ambiente, se encuentra en una
gran cantidad de minerales. También se encuentra en la forma de fosfatos y ciertos
minerales de hierro, plomo, cobre y zinc, en arcillas, campos de labrado y petréleo en
forma de complejos organicos, en las rocas, etc. En la corteza terrestre se localiza en un
0.012%, al igual que en pequefias cantidades en meteoritos (Altamirano-Lozano et al,
1998; Barceloux, 1999; WHO, 2001; www.adi.uam.es/docencia/elementos/spv21.html).

Durante la primera mitad de los afios 80’'s la produccion global de vanadio (V,Os,
pentdxido de vanadio) generada por las actividades industriales fue aproximadamente de
30-45 millones de kg. Los paises productores mas grandes del mundo son China,
Finlandia, Sudafrica y Estados Unidos (Aragén, 2003; WHO, 1988).



b. Exposicién ambiental

La poblacién se encuentra expuesta al V por via aérea debido a la combustién de aceites
residuales, petréleo, carbdn, etc. (Barceloux, 1999). La emisién de pequenas particulas en
areas urbanas favorece la presencia de V en el aire (Mahanan, 1992).

Las concentraciones atmosféricas de V en zonas rurales son mucho mas bajas que en
zonas urbanas. Los rangos de concentracion de V en el ambiente van de 40mg/m*® a
100mg/m®. La emisién atmosférica de fuentes naturales (poivos continentales, aerosoles
marinos, erupciones volcanicas) ha sido estimada cerca de 66,000 toneladas/afio y de
fuentes antropogénicas (principalmente la metalurgia) cerca de los 200,000 toneladas/afo

(http://www lenntech.com/espafiol/formulario-de-consulta.html); ésto nos lieva a la acumulacion

del vanadio en el ecosistema por lo cual todos los seres vivos estamos diariamente
expuestos a él.

Con respecto a la cantidad de V que se encuentra en los derivados del petrbleo, ésta va a
depender del tratamiento que se le dé (Nriagu, 1998). Algunos reportes mencionan que €l

petroleo mexicano tipo “Maya” tiene un elevado contenido de V (423 ppm) (Mendoza,
2000).

c. Usos

Su utilizacién en la industria es amplia y variada, entre ellas estan principalmente las
actividades metalurgicas (75-85%), o como un aditivo en varios tipos de aceros (WHO,
1988), para herramientas duras (resistentes a la corrosion) (LaDou, 1999). Alrededor del
80% del vanadio obtenido actualmente lo es para obtener ferrovanadio
(www.adi.uam.es/docencia/elementos/spv21.html). Este metal no ferroso es utilizado para la
industria de energia atémica, construccion de aeronaves y tecnologia espacial. También
es utilizado para la catalisis en las industrias quimicas en donde el pentéxido de vanadio y
el metavanadato son especialmente importantes en la produccion del acido sulfrico y
plasticos (WHO, 1988). Otras cantidades menores de V son utilizadas para una gran
variedad de otras aplicaciones como ceramicas, fertilizantes, fotografia, elaboracion de
vidrios, etc (Mahanan, 1992; Marti y Desoille, 1983). Se estima que la actividad industrial
emite cerca del 53% de particulas de V en la atmésfera (Aragon, 2003).

Por otro lado, algunos compuestos de V presentan actividad farmacologica, por lo que se
ha propuesto que este elemento sea utilizado con fines terapéuticos.



Recientemente se propuso como un posible anticonceptivo vaginal (D'Cruz y Uckun,
2001; Aragén y Altamirano-Lozano, 2001). Muchos trabajos muestran el importante papel
del vanadio como mimetizador de las acciones de la insulina tanto en sistemas in vivo
como in vitro, por lo que puede ser usado en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo | y
Il en aquellos casos en que la insulina no se puede utilizar (Cam et al, 1997; Poucheret et
al, 1998; Badmaev et al, 1999; Thompson, 1999; Goldwaser et a/ 2000; Srivastava, 2000;
Sun, 2000; Domingo, 2002; Semiz y McNeill, 2002; Aragdn, 2003); desafortunadamente el
principal obstaculo en la administracién del V es su toxicidad, por lo que recientemente se
descubrieron quelantes de compuestos de vanadio los cuales son mas potentes y menos
toxicos (Goldwaser et al 2000). En humanos el vanadio (IV) es utilizado para mejorar el
rendimiento fisico de los atletas durante entrenamientos pesados (Aragén, 2003).

d. Toxicocinética

Por inhalacién, el vanadio soluble puede absorberse hasta un 25% (Aragén y Altamirano-
Lozano, 2001) con un tiempo de eliminaciéon de 1 a 3 dias. Por via ora!l se absorbe cerca
de un 10% (Murkﬁerjee et al, 2004) y lo poco que llega a la circulaciéon es eliminado por la
orina. Hay datos que indican que el V produce dermatitis cuando es absorbido por la piel,
aunque esta via de exposicion no ha sido muy estudiada (IPCS, 1990).

Una vez dentro del organismo, ya sea que haya ingresado por inhalacién o por ingestion,
el metal se deposita en las paredes de las vias aéreas o en la mucosa del tracto
gastrointestinal. La cantidad de material que puede acumularse varia dependiendo de las
caracteristicas fisicas del aerosol o de la forma quimica del metal presente. Posterior a su
depésito, parte es transportado rapidamente (1-1.5 hrs) por la circulacién sanguinea a
través de su unidon con proteinas hacia diferentes tejidos. El vanadato se une a
transferrina y el vanadil a albumina y transferrina (Mukherjee et al, 2004).
Aproximadamente el 90% de vanadio en la sangre se encuentra en el plasma (Barceloux,
1999). El vanadio absorbido es distribuido en rifidn, huesos, pulmon, testiculos (IPCS,
2000), higado, masculos, bazo, glandulas endocrinas (Tsalev y Zaprianov, 1984), y su
principal ruta de excrecién es por orina (cerca del 90%) (IPCS, 2000) con una vida media

de 15-40 horas y el resto es excretado por las heces (Figura 1) (Barceloux, 1999; IPCS,
2000).
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Figura 1. Cinética del vanadio en donde se muestran tres vias de ingreso al organismo

Otros érganos:

(Tomado de Tsalev y Zaprianov, 1984).

e. Toxicidad

La toxicidad del V en animales de experimentacion varia con la especie, la ruta de
exposicion y la concentraciéon. Los animales pequefios como la rata y el raton son menos
sensibles que especies como el conejo y el caballo (WHO, 1988). La toxicidad de este
elemento también depende en gran medida de su estado quimico ya que el vanadio es
toxico tanto en su forma anidnica como catidnica (D' Cruz y Uckun; 2000) y sus acciones
toxicas aumentan con la valencia, siendo el vanadio® el mas téxico (Guevara, 1996).
Entre los 6xidos de vanadio, el pentoxido es el mas soluble y el mas téxico comparado
con el diéxido y el triéxido (WHO, 1988; Altamirano-Lozano, 1992).

La exposicion mas comun es por inhalacién por lo que el sistema respiratorio es. un sitio
muy vuinerable a presentar dafio a causa de este elemento; bronquitis y neumonia son
las patologias mas frecuentes como consecuencia de la exposicion (WHO, 1988). La
exposicion aguda a compuestos de vanadio ha reportado sintomas no especificos tales
como: dolores de cabeza, agotamiento y mareos (Marti y Desoille, 1993), tos seca,

broncoespasmo, epistaxis, lagrimeo intenso, irritacion en los ojos y en la piel (LaDou,
1999; Barth, 2002).




La exposicion cronica puede causar efectos negativos en el tracto gastrointestinal como
nauseas, vomitos, diarreas y en los rifiones ligera proteinuria, hiperfosfaturia, y
aminoaciduria inespecifica. En cuanto al sistema nervioso se han observado alteraciones
por exposicién laboral, presentando cefalea, vértigos, debilidad, nauseas, vomito, y
alteracion neuromuscular la cual se manifiesta como temblor de dedos y brazos
(Mahanan, 1992; Marti y Desoille, 1993; Nriagu, 1998). Se ha observado que altos niveles
de vanadio en el SNC se asocian con enfermedades maniaco-depresivas Yy
neuroconductuales afectando las habilidades visuoespaciales y de atencion (Naylor, 1983,
Barth, 2002). También se han reportado trastornos hematicos como: anemia, leucopenia,
granulaciones basofilia en leucocitos (Marti y Desoille, 1993), asi como en la reproduccién
y desarrollo como: disminucién en la fertilidad, muerte embrionaria, fetotoxicidad
(Domingo, 1996; Nriagu, 1998; Morgan, 2003), dafio testicular, el cual se caracteriza por
la presencia de células germinales degeneradas y la alteracién del epitelio germinal de los
tibulos seminiferos con exfoliacion, lisis celular y disminucién en el peso del testiculo
(Nriagu, 1998, Aragébn et al, 2001) .

Por otro lado, se sabe que el vanadio puede inducir estrés oxidativo por su habilidad de
producir especies reactivas de oxigeno (ROS) y altera el sistema antioxidante de la célula
(Lapenna et al, 2002). Los ROS son los productos del metabolismo aerébico, tales como
el radical hidroxilo (OH'), radical anién superéxido (O), los cuales pueden atacar blancos
celulares como proteinas, enzimas, y moléculas de DNA mediante peroxidacién lipidica
que traen como consecuencia el desarrollo de enfermedades como aterosclerosis,
enfermedades degenerativas y cancer (Chen y Tappel, 1996; Boon-Huat et al, 1997).

f. Toxicodinamia

- El'V puede producir una gran variedad de efectos citotoxicos, metabdlicos y bioquimicos
tanto in vivo como in vitro (Nriagu, 1998) .

El vanadio ha sido caracterizado como un constituyente de algunos sistemas enzimaticos
ya que el V°** (vanadato) puede unirse a las enzimas que hidrolizan ATP, y debido a que
es mucho mas estable que el fésforo, “congela” el estado de transicion de la enzima, por
lo que su principal mecanismo de accién es el bloqueo de numerosos procesos
metabdlicos celulares por inhibicidbn de enzimas como las ATPasas de Na'K' y Ca’,
fosfatasas (ATPasa de miosina, ATPasa de dineina) y quinasas (Nechay, 1984; WHO,
1988; Janiszewska et al, 1994; Upreti, 1995), y coenzimas como la NAD, en la cual el V
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puede afectar el estado de deshidrogenacién de la respiracién tisular, alterando la
incorporacion del hierro en los complejos porfirinicos y la sintesis de hemoglobina (WHO,
1988).

Por otro lado, existen numerosos estudios que demuestran la accion metabdlica del V
como mimetizador de la insulina (Sun et al, 2000; Shafrir, 2001; Golwaser, 2000).

Desde el punto de vista de sus potenciales estandar, los estados de oxidacién del vanadio
se encuentran relativamente cercanos; por lo que el V®* puede ser reducido por
reductores bioldgicos que proporcionen el potencial requerido, como el glutatiéon, el
ascorbato, y el acido dinucleétido adenina-nicotinamida (NADH), que son moléculas que
participan en el ciclo respiratorio de la célula. En cambio, el vanadilo puede autooxidarse
a vanadato en presencia de oxigeno (Guevara, 1996).

El interés por estudiar el higado se debe a la susceptibilidad que presenta este érgano,
tanto en condiciones patolégicas como experimentales, debido a su gran capacidad
metabdlica en el organismo. Por otro lado, en un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio se observaron alteraciones morfolégicas, lo que nos lieva a pensar que existen
alteraciones fisiolégicas y bioquimicas inducidas por la exposicidon a vanadio. Sin
embargo, hasta ahora es poca la informacién que existe acerca de alteraciones en higado
de ratén causado por la inhalacién de vanadio.

IV. Higado

a. Morfologia y funciéon

El higado es la glandula de mayor tamafio del organismo y pesa cerca de 1500 grs. en
humanos. Tiene color pardo rojizo. Se encuentra en la porcién superior derecha de la
cavidad abdominal, justamente por debajo del diafragma (Gartner y Hiatt, 1997), y tiene
dos lébulos principales: el derecho mayor que el izquierdo. La superficie inferior del
higado tiene impresiones que dejan los diversos érganos con los cuales normalmente
esta en contacto (partes del tubo digestivo y del rifidn derecho), por lo cual se denomina
superficie visceral. La superficie visceral representa un surco transversal profundo y corto
llamado porta (puerta) del higado (Ham, 1975).

La irrigacion se realiza a través de la vena porta y la arteria hepatica. La vena porta

proporciona entre el 65 y el 85% de la sangre que llega al higado, con una concentracién
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de oxigeno algo inferior a la de la sangre arterial, pero muy superior a la de la sangre
venosa. Por ello, la oxigenacion de las células hepaticas depende en un 50% del sistema
portal. EI 50% restante depende de la arteria hepética, que proporciona al higado entre el
20 y el 35% de la sangre que llega al higado. La sangre portal procede del bazo y del
intestino, y la sangre arterial del tronco celiaco. Estos grandes troncos sanguineos
penetran en el higado por el hilio hepatico, donde cada uno de ellos se divide en dos
ramas, derecha e izquierda, destinadas a la irrigacién de ambos lébulos, en cuyo interior
se realiza una dicotomizacién sucesiva en ramas cada vez mas pequenas que terminan
en una red vascular comun llamada sinusoide hepatico. El drenaje venoso se lieva a cabo
por las venas suprahepaticas derecha e izquierda, que desembocan en un tronco
suprahepatico comun, el cual desagua en la vena cava inferior, cerca del punto de
entrada de ésta en la auricula derecha (Farreras, 2000).

El higado, con excepcién del hilio, estd completamente envuelto por el peritoneo, que
forma una cubierta de epitelio escamoso simple sobre el de la capsula de Glisson de la
glandula (Gartner y Hiatt, 1997), el cual es tejido conectivo delgado que contiene fibras
colagenas dispuestas regularmente, y fibroblastos dispersos (Ham, 1975). Esta glandula
es extraordinaria porque sus elementos del tejido conectivo son escasos, de modo que la
mayor parte del érgano estd formado por células parenquimatosas uniformes llamadas
hepatocitos (Gartner y Hiatt, 1997).

b. Células hepéaticas

Las celulas parenquimatosas o hepatocitos se disponen en una serie de laminas
perforadas que se ramifican y se anastomosan para formar una especie de esponja o
laberinto, entre las cuales estan los espacios sinusoidales. Estas laminas se extienden de
la periferia del lobulillo clasico a la vena central en forma radiada. Excepto en los lugares
en que se anastomosan y se ramifican, las laminas suelen tener s6lo una célula de
espesor, aunque es obvio que cualquier célula parenquimatosa esta rodeada por varias
otras en una lamina. Alrededor de las zonas portales, las células hepaticas se disponen
en forma de una hoja de una célula de espesor que se aplica al tejido conectivo periportal,
llamada lamina limitante (Lesson et a/, 1990).

Las células hepaticas son poliédricas, con seis 0 mas caras, y por lo general de 20 a 35
pm de diametro, con una membrana celular claramente definida (Lesson et al, 1990).
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Estas células representan alrededor del 80% de la poblacién celular del higado. Sus caras
pueden guardar relacién con espacios sinusoidales por donde se transporta la sangre
hacia las venas centrales o con las células adyacentes, ya sea que estén unidas
intimamente, o separadas en parte para formar un conductillo biliar, Los sinusoides
hepaticos, que por lo regular carecen de lamina basal, tienen numerosos espacios
celulares que permiten el libre movimiento de materiales entre el plasma y los hepatocito,
por lo que estos espacios presentan microvellosidades cortas; se encuentran revestidos
por dos tipos de células: endoteliales y Kuppfer (macrofagos) (Banks, 1986). Los nucleos
son esféricos u ovoides, con superficie regular, y muestran considerablemente variacion
en tamafio de una célula a otra, variacién relacionada con el estado de poliploidia. En
ocasiones se aprecian células binucleadas. Cada nucleo es de tipo vesicular con granulos
evidentes y dispersos de cromatina y uno o mas nucleolos, y se tiie con menos
intensidad que los nucleos de las demas células del higado; también se localizan gran
cantidad de mitocondrias, asi como aparato de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso vy liso.
Aunque todas las células parenquimatosas muestran una estructura semejante, hay
variaciones notables en las diversas regiones y en diferentes momentos con relacién a la
alimentacion. Esto depende del riego sanguineo. Las células periféricas de un lobulillo
tienen un buen riego sanguineo, pero las que estan cerca de la vena central reciben muy
poca sangre oxigenada (Gartner y Hiatt, 1997).

El higado es un érgano muy versatil. Almacena glucdgeno, hierro, cobre, vitamina A,
muchas de las vitaminas del complejo vitaminico B, y vitamina D. Produce albimina y
otras proteinas, muchas de las cuales son esenciales para la coagulacién normal de la
sangre (protrombina y fibrinégeno) y una sustancia anticoagulante que es la heparina. Los
aminoacidos digeridos son desaminados en el higado; es decir, su nitrbgeno se extrae
para que pueda ser utilizado por el cuerpo. El higado también puede utilizar el nitrdbgeno
para sintetizar proteinas a partir de hidratos de carbono o de lipidos. Ademas, produce
muchas otras sustancias, como hidratos de carbono, a partir de lipidos o de proteinas. El
higado también forma lipidos a partir de hidratos de carbono o de proteinas, lipidos que
almacena para verterlos después a la sangre en forma de acidos grasos libres que
pueden ser degradados para obtener energia. El higado también sintetiza colesterol,
depura muchos farmacos y segrega bilirrubina (producto de la degradaciéon de la
hemoglobina), y muchas otras sustancias, incluyendo enzimas. Las actividades que el

higado realiza generan una gran cantidad de calor, lo cual influye en la temperatura
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corporal. El higado de los mamiferos contiene dépésitos de vitaminas del complejo
vitaminico B; una de ellas, la vitamina B12, se utiliza para tratar la anemia perniciosa
(Harrison, 1994; Farreras, 2000)

Ofro tipo celular en el higado son las células de Kupffer cuya funcién mas importante y
conocida es la fagocitosis. Estas células constituyen el 80-90% del sistema
reticulohistiocitario, también denominado sistema fagocitico mononuclear. Los elementos
susceptibles de ser fagocitados por las células de Kupffer son bacterias, virus y
macromoléculas extrafias al organismo. Ademas, las células de Kupffe_r poseen otras
funciones: tienen la capacidad de eliminar antigenos solubles circulantes,
inmunocomplejos de gran tamafio y poco solubles, y endotoxinas, intervienen en el
metabolismo de los esteroides y de diversos farmacos, pueden sintetizar urea y aclarar
del plasma quilomicrones y colesterol. Asimismo, pueden secretar proteasas, factores
estimulantes de la leucopoyesis, el componente C4 del complemento sérico Yy
eritropoyetina en los individuos anéfricos, asi como radicales de oxigeno activos, TNF,
etc. (Farreras, 2000).

Existen diferentes parametros los cuales pueden ser medidos para detectar si existe 0 no
una alteracién hepatica.

Glucosa: Es el azicar que se utiliza como fuente de energia. Los azlcares que son
productos finales de la digestion de los glucidos o hidratos de carbono, atraviesan en
intestino delgado y llegan al higado por medio de la vena porta en donde se almacena
como glucégeno; cuando éste se requiere se libera a la sangre como glucosa. Esta se
mantiene en la sangre a concentracién aproximadamente constante y se cataboliza con
facilidad para satisfacer las necesidades energéticas del organismo. En este proceso, la
molécula de glucosa se descompone en compuestos de carbono que se oxidan a diéxido
de carbono y agua, y a continuacion se excretan. La g|u005a que no se utiliza
inmediatamente para la produccion de energia se almacena en forma de glucégeno en el
higado y los musculos. Cuando estas reservas se saturan, la glucosa se convierte en
grasa y se deposita en el tejido adiposo (Stein, 1989; Farreras, 2000).

El higado mantiene la glucosa sanguinea en niveles normales mediante una combinacion

de los procesos de glucogénesis, glucogendlisis, glucdlisis y gluconeogénesis (Harrison,
1994).
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Bilirrubina: Producto final del catabolismo' del grupo hemo. Su produccion diaria (0.2 a
0.3 g/dia) se debe principalmente a la destruccién de los eritrocitos viejos por el sistema
mononuclear fagocitario efectuada en bazo, higado y médula ésea. El resto procede del
catabolismo de la mioglobina, enzimas (catalasa), hemoproteinas hepaticas como el
citocromo P-450, y de la muerte prematura de los eritrocitos recién formados por la
médula 6sea (Harrison, 1994; Farreras, 2000).

Independientemente de su origen, la hemo-oxigenasa oxida el grupo hemo hasta la
formacién de biliverdina que, a su vez, es reducida a bilirrubina gracias a la accién de la
biliverdina reductasa. Asi, la bilirrubina formada fuera del higado queda libre y se une a la
albumina sérica, haciéndola practicamente insoluble en las soluciones acuosas. Uno de
los procesamientos hepaticos de la bilirrubina es la conjugacion con una o dos moleculas
de acido glucurénico gracias a la accion de la bilirrubina UGT.

La bilirrubina, tanto no conjugada como conjugada, puede acumularse en el organismo y
depositarse en los tejidos, lo que confiere el color amarillo conocido como ictericia. Entre
ambas formas de bilirrubinas existen dos diferencias fisiopatologicas importantes: La
bilirrubina no conjugada es casi insoluble a un pH fisiolégico y se encuentra unida a la
albumina sérica, por lo que no puede eliminarse por la orina aln cuando sus niveles
sanguineos sean altos. En condiciones normales, el plasma contiene una pequena
cantidad de bilirrubina no conjugada en forma de aniéon no unida a la albumina. Por el
contrario, la bilirrubina conjugada es hidrosoluble, no toxica y se une muy laxamente a la
albumina. Debido a su solubilidad y a su débil unién a la albumina, el exceso de bilirrubina
conjugada presente en el plasma se excreta faciimente en la orina (Robbins, 1999).

Aminotransferasas (transaminasas): Son indicadoras sensibles de la alteracion celular
hepatica, y las mas utiles para el reconocimiento de las enfermedades agudas
hepatocelulares. Las transaminasas estan normalmente presentes en el suero en bajas
concentraciones (< 40U); las alteraciones que dafian la membrana de la célula hepatica
permiten la salida de estas enzimas al suero, y cualquier tipo de alteracion celular
hepatica puede causar un pequefio aumento en los niveles de las transaminasas. Las
enzimas que se han mostrado mas eficaces son la aminotransferasa aspartica (AST) y
aminotransferasa de alanita (ALT). Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo
amino desde un alfaaminoéacido a un alfacetoacido; es decir, de los radicales y-amino de

aspartato y la alanina, respectivamente, al radical y-ceto del cetoglutarato, dando lugar a
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la formacién de acidos oxalacético y pirGvico. La ALT es una enzima casi exclusivamente
hepatica, mientras que la AST esta presente en muchos tejidos ademas del higado, tales
como cerebro, corazén, rifién, y por lo tanto es un indicador menos especifico de la
funcién hepatica. En el hepatocito, la ALT esta presente unicamente en el citosol, y para
la AST existen diferentes isoenzimas en el citosol y en las mitocondrias (Stein, 1989;
Harrison, 1994). Las cifras de hasta 300 unidades no son especificas y pueden
encontrarse en cualquier tipo de enfermedad hepatica, mientras que las elevaciones mas
significativas son del orden de miles, las cuales aparecen casi exclusivamente en las
alteraciones asociadas con un extenso dafio hepatocelular (Stein, 1989).

Fosfatasa alcalina: Corresponde a un grupo de enzimas cuya funcién se centra en la
hidrélisis de las uniones éster del acido ortofosférico a pH alcalino. Su situacion en la
membrana celular sugiere que intervienen en el transporte de sustancias a través de ellas.
La fosfatasa alcalina sérica tiene varios origenes (higado, rifidén, placenta, intestino,
huesos, leucocitos), aunque las fuentes mas importantes son el higado, los huesos vy el

intestino (Farreras, 2000). Se definen como acidas o alcalinas segun sean mas activas a
valoresde pH< 6> 7.

Albumina: El higado ocupa un papel central en la sintesis de proteinas, por lo que sus
alteraciones modifican el espectro seroprotéico (Farreras, 2000).

Un dafio hepatico importante puede originar un descenso de las concentraciones
sanguineas de albumina, protrombina, fibrinégeno, y otras proteinas sintetizadas
exclusivamente por los hepatocitos. Los niveles de proteinas en el suero refiejan el estado
de la funcion hepatica de sintesis mas que el dafio celular. Las proteinas séricas no son

indicadores sensibles de enfermedad hepatica (debido a la gran reserva hepética y su
tiempo de vida).

La albumina sérica es una proteina con un peso molecular de 69,000 Da y es la proteina
plasmatica mas abundante; representa el 45% de las proteinas plasmaticas; responsable
de la presidon osmoética del plasma y también proteina transportadora de muchas
sustancias. Los niveles séricos normales oscilan entre 33-55 g/l. La albimina tiene una
larga vida (14-20 dias) y diariamente se renueva un poco menos del 5%, por lo que no es
un buen indicador de lesion hepatica aguda o leve.
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El higado tiene una notable reserva funcional para sintetizar albumina, de modo que
puede mantenerse una sintesis adecuada hasta que el dafio hepatocelular ya es grave.
Sus niveles plasmaticos se ven influidos por diversos factores extrahepaticos como el
estado nutricional y factores hormonales (Stein, 1989; Harrison, 1994).

Urea: La formacion de urea a partir del amoniaco es una funciéon hepatica importante ya
que permite la eliminacién de los productos del catabolismo del nitrbgeno procedente de
los tejidos y de la dieta. La sintesis tiene lugar en el ciclo de Krebs-Henseleit el cual
utiliza cuatro aminoacidos especificos (ornitina, citrulina, arginina y acido aspartico) para
transformar el amoniaco en urea. La formacion de urea por la arginasa es un proceso
irreversible. La urea se excreta principalmente por los rifones (75%), aunque el resto
(25%) lo hace por el tubo gastrointestinal. Es un compuesto cristalino incoloro, de formula
CO(NH,),, conocido también como carbamida. Se encuentra abundantemente en la orina
de los humanos y de otros mamiferos. En cantidades menores estd presente en la
sangre, en el higado, en la linfa y en los fluidos serosos. El nitrégeno de la urea, que
constituye la mayor parte del nitrbgeno de la orina, procede de la descomposicién de las
células del organismo pero, sobre todo, de las proteinas de los alimentos. Es soluble en
agua y en alcohol, y ligeramente soluble en éter (Stein, 1989; Harrison, 1994).

Colesterol: E| higado interviene en la sintesis y el metabolismo de los lipidos. La sintesis
del colesterol tiene lugar principaimente en el higado. El colesterol, junto con los
fosfolipidos, son elementos constituyentes de las membranas de los hepatocitos, y en
asociacion con los triglicéridos, forman lipoproteinas que posteriormente seran secretadas
a la circulacién sanguinea. El colesterol se utiliza también para la sintesis de los acidos
biliares. El colesterol se sintetiza a partir del acetato el cual esta sujeto a una serie de
controles metabdlicos, la mayor parte de ellos mediados por la enzima 3-hidroxi-3-
metilgluraril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), para convertirlo en g-hidroxi-g-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA). El colesterol existe en forma libre y combinado con acidos
grasos para formar ésteres de colesterol, ambas formas aparecen en el piasma unidas
casi por completo a las B-lipoproteinas. Debido a que se lleva a cabo un intercambio de
colesterol libre entre los tejidos, las variaciones en su nivel plasmatico reflejan las que se
producen en el organismo. Sin embargo, la disminucion de la concentracion plasmatica de
los ésteres de colesterol puede reflejar alteraciones hepaticas y/o el deterioro de la
esterificacion hepatica del colesterol (Stein, 1989; Harrison, 1994).
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c. Efectos toxicos del vanadio en el higado

Estudios en ratas y conejos expuestos a la inhalacion de diferentes sales de vanadio
(V20s, VO3) reportan cambios grasos con necrosis celular parcial en higado. Este cambio
también se ha producido ante la exposicion subcutdnea de vanadato de amonio
(1mgV/kg). La exposicion i.p de metavanadato de sodio (1.25-2.5 mgV/kg) en ratas
ocasiona perdida de peso corporal (WHO, 1988).

Borges (2003) realizé un estudio para conocer las posibles alteraciones morfologicas en
higado de sapo (Halobatrachus didactylus) ocasionadas por V (metavanadato y
decavanadato), en donde observé hepatocitos necréticos siendo el decavanadato el que
ocasion6 cambios mas evidentes.

Dabros y cols (2000) estudié las alteraciones bioguimicas y morfoldgicas en el aparato de
Golgi de células hepaticas de ratas después del tratamiento oral con bis (maltolato)
oxovanadium (V) [BMOV], en donde dicho tratamiento alterd la actividad bioquimica de
enzimas como la galactosiltransferasa (GalT), disminuyendo significativamente su funcién
en comparacion con los controles. El aparato de Golgi revel6 un ligero incremento en su
actividad secretora, asi como una ‘reduccic’m de tamafo no sélo de las cisternas si no
también de vacuolas y las vesiculas asociadas a ambos lados de los sacos.

Altamirano y cols. (1999) estudiaron en ratones macho el dafio genotoxico del V.05 via
intraperitoneal en higado, riidn, puimén, bazo, corazdén y medula 6sea, y sus resultados
mostraron que el V,0s induce dafo al DNA, el cual se observo desde las 24 horas
después del tratamiento. El andlisis de migracion y distribucién del dafio al DNA indicd
que existen diferencias de sensibilidad entre 6rganos.

En la actualidad se conoce que las células hepaticas (hepatocitos y células no
parenquimatosas) secretan citocinas y quimocinas proinflamatorias, las cuales estan
implicadas en numerosas patologias hepaticas: en particular, el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF alfa) y la interleucina 8 (IL-8) en humanos, y en roedores la MIP-2, la cual es
una proteina inflamatoria de macréfagos. Dichos factores estan involucrados en el dafno y
en la reparacién de procesos asociados a diversos hepatotdxicos. Por otro lado, se ha
reportado que el vanadil (IV) puede inducir muerte celular programada via la generacién

de radical hidroxilo (OH') en células en interfase y en mitosis a consecuencia de un estrés
oxidativo (Bay et al, 1997). '
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V. RADICALES LIBRES Y PEROXIDACION DE LiPIDOS

En los Gltimos afios se ha comprobado que la peroxidacion de lipidos es un factor crucial
en la patogénesis de varias enfermedades, tales como ateroesclerosis, asma, dafio renal,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y cancer (Mylonas y
Kouretas, 1999), asi como de enfermedades producidas en higado, debido a que son
numerosas las toxinas (metales, alcohol, drogas, etc) que tienen efectos hepatotoxicos
(Poli, 1993; Britton y Bacon, 1994). Pero sabiendo que el dafo celular en varias
alteraciones hepaticas probablemente es multifactorial, los radicales libres pueden jugar
importantes papeles en la iniciacién y/o continuacion del dafio (Britton y Bacon, 1994). Los
primeros estudios realizados para conocer el papel de los radicales libres en la expresion
celular y dafio tisular han sido hechos principalmente en el higado (Poli, 1993). Por otra
parte, existen estudios que muestran que los compuestos de vanadio inducen estrés
oxidativo y peroxidacion de lipidos in vivo (Byczkowski y Kulkarni, 1998).

Cuando aumenta la produccion de radicales libres en el organismo y la capacidad de las
defensas antioxidantes es insuficiente es cuando se origina lo que se conoce como estrés
oxidativo, el cual puede llegar a ser tan severo que puede ocasionar muerte celular en los
tejidos u érganos afectados (Zentella y Saldafia, 1995; Rivas- Arancibia et al, 2001).

Un radical libre se define como una especie quimica que tiene uno o0 més electrones
desapareados, como por ejemplo el atomo de hidrégeno, muchos metales de transicion y
la propia molécula de oxigeno, caracteristica que los vuelve inestables y reactivos ya que
tratan de completar sus electrones tomandolos de moléculas estables (Halliwell y Chirico,
1993; Kehrer, 1993; Santamaria, 1993; Rivas-Arancibia et al, 2001). La reactividad de un
radical estd determinada por la fuerza con la cudl el electron despareado necesita
participar en un enlace covalente. La formacién de radicales libres es un proceso que
sucede normalmente en los sistemas vivos, pues cumplen funciones biologicas
importantes ya que intervienen en procesos tales como el transporte de electrones,
mecanismos de fagocitosis, entre otros (Zentella y Saldafa, 1995).

a. Peroxidacién de lipidos

La peroxidacion de lipidos involucra tres distintas etapas que son: la etapa de iniciacion,

de propagacion, y de término. El proceso de peroxidacion de lipidos se inicia por el ataque
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de una especie lo suficientemente reactiva para sustraer un atomo de hidrégeno de un
grupo metil (-CH,-) de la cadena hidrocarbonada de un acido graso insaturado. Entonces,
la remocion de un atomo de hidrégeno deja al atomo de carbono (el cual fue originalmente
atacado), con un electrén desapareado, dando origen a un radical alquilo, el cual tiende a
estabilizarse con un rearreglo molecular para producir un dieno conjugado,. el cual
faciimente reacciona con una molécula de oxigeno para formar un radical peroxido
(RCOO). Los radicales peroxidos pueden combinarse con otros radicales o pueden
atacar a moléculas proteicas, las cuales pueden ser dafiadas; también tienen la
capacidad de sustraer atomos de hidrégeno de otras moléculas lipidicas adyacentes,
dando asi origen a la etapa de propagacién de la peroxidacién de lipidos, y por lo tanto,
una vez que el proceso ha iniciado, se extiende, por lo que podemos decir que es una
reaccién en cadena. La extension de la etapa de propagacion depende de muchos
factores, entre éstos estad la relacién lipido/proteina que hay en la membrana, la
composicion de los acidos grasos, la concentracion de oxigeno y la presencia de
antioxidantes dentro de la membrana que interrumpan la reaccion en cadena, cediendo
atomos de hidrégeno que sean facilmente tomados por los radicales peroxido presentes.
Un destino alternativo de los radicales peréxido es que reciban un dtomo de hidrégeno y
formen los hidroxiperoxidos lipidicos, los cuales sufren fragmentacién y producen
aldehidos (incluyendo el malondialdehido, el cual puede reaccionar con los grupos —SH
de las proteinas e hidrocarburos gaseosos). Los hidroxiperéxidos lipidicos son moléculas
muy estables a temperaturas fisiolégicas, pero en presencia de complejos con metales de
transicion su descomposicion se cataliza. La etapa de término se refiere a los sistemas
que poseen las células para eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS) y para

protegerse del efecto destructivo de sus reacciones (Figura. 2) (Santamaria, 1993; Moore
y Jackson, 1998; Palacios, 2002).
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Figura 2. Representacién del mecanismo de peroxidacién lipidica. Se muestra la
abstraccion de un atomo de hidréogeno de un acido graso con tres dobles eniaces
formando una estructura de dienos conjugados (tomado de Halliwell, 1991)



b. Efectos de la peroxidacion en los sistemas biologicos

Los principales componentes celulares (proteinas, lipidos membranales, acidos nucléicos)
tienen un alto riesgo al ser atacados por radicales libres (Santamaria, 1993; Quintanilha,

1988).

Proteinas: Los radicales libres producen modificaciones de los
aminoacidos, fragmentacién de la proteina, incorporacion de

' segmentos de ofras proteinas. Los aminoacidos mas susceptibles a los

procesos oxidativos son el triptofano, tirosina, y la fenilalanina, asi
como también la cistina y cisteina por su alto contenido de azufre.
Lipidos membranales: Debido a la gran cantidad de enlaces
insaturados (poliinsaturados), como el colesterol y los acidos grasos
entre otros, éstos pueden reaccionar con radicales libres y conducir a la
peroxidacion de lipidos. Como cada peroxido lipidico es un radical que
puede reaccionar con mas lipidos, la peroxidacibn se vuelve
autocatalitica y puede involucrar a otros organelos cercanos. La
peroxidacion de lipidos altera la estructura y funcién de la membrana y
puede producir la entrada de iones calcio, sodio, potasio.

Acidos nucléicos: El ADN es sensible a los radicales libres ya que éstos
pueden modificar las bases de los acidos nucléicos y de las cadenas
azucares-fosfato, dando como resultado la pérdida de las funciones
biolégicas de los nucledtidos, que finalmente se traduce en una
expresion genética aberrante que conduce a la muerte celular.

c. Métodos de cuantificaciéon de lipidos peroxidados

Existe un gran numero de técnicas para evaluar la tasa de peroxidacion de las

membranas lipidicas. Cada una de las técnicas mide indices diferentes, por lo que no
existe un sélo metodo que por si sblo sea totaimente confiable para tal fin (Halliwell y
Gutteridge, 1985; Moore y Jackson, 1998).

Los lipidos peroxidados pueden ser medidos en diferentes niveles (Gutteridge y Halliwell,

1990):
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v Por la pérdida de los acidos grasos insaturados
v" Midiendo productos primarios de peroxidacion -
v Midiendo carbonilos secundarios y gases hidrocarbonados

La composicién quimica de los productos terminales de la peroxidacién depende de la
composicién de los acidos grasos del sustrato lipidico analizado y de los metales
presentes. Los iones de cobre y fierro generan diferentes productos terminales, por lo que
la evaluacién de la peroxidacion por un sélo método puede dar resultados sUbjetivos
(Tabla 1) (Santamaria, 1993).

Tabla 1. Métodos utilizados para medir la peroxidacion lipidica en muestras biolégicas
(tomado de Palacios, 2002)

Método Parametros a medir Observaciones

Dienos conjugados Estructuras con dienos conjugados La oxidacion de acidos grasos insaturados es acompafada por
un aumento en la absorcion de luz UV a una longitud de onda
entre 230 y 235 nm.

Acido tiobarbiturico (TBARS) Derivados de  malondialdehido | El material de prueba se calienta a pH acido con TBA, se
(MDA) obtiene un cromoégeno rosado que es medido por Ssu
: absorbancia a una longitud de onda de 532 nm

Los aldehidos tales como el malondialdehido pueden
reaccionar con grupos aminos para formar bases de Shiff (s6lo
a pH acido). Los aldehidos pueden formar polimeros para
producir productos fluorescentes en ausencia de grupos amino
Los productos fiuorescentes formados in vivo son productos
finales de la peroxidacion.

Fiuorescencia Aldehidos

HPLC/Técnicas con anticuerpos Aldehidos citotoxicos Hidroalcanoles tales como el 4-hidroxinonenal son productos
de la peroxidacion de lipidos que son citotoxicos a
concentraciones nanomolares y son medidos por HPLC. Los
anticuerpos son usados para medir proteinas modificadas por
productos de la descomposicion de lipidos.

Ciclooxigenasas Lipidos peroxidados La estimulacion de la actividad de las ciclooxigenasas puede
ser usada para medir cantidades trazas de peroxidos en fiuidos
biolégicos. Es sensible a picomoles de peroxido.

Gases hidrocarbonatos Etano y pentano La cromatografia de gases es utilizada para medir los gases
formados durante la descomposicion de lipidos peroxidados

Cromatografia liquida de alta | Pérdida de  acidos grasos | Es muy util para medir los lipidos peroxidados por estimulacion

gre§ibn y cromatografia de gas | insaturados de complejos metdlicos dando diferente distribucién de
liquido por sus sigias en ingles ' productos.
(HPLC y GLC)

En este trabajo se utilizé el método de TBA, ya que como anteriormente se menciond, el
malondialdehido (MDA) es producto de los lipidos peroxidados que se produce de manera
constante. A un pH bajo (3.5) y a una temperatura elevada (ebullicion), el MDA faciimente
participa en reacciones dando lugar a una variedad de productos condensados. En este
caso, el MDA y el TBA forman una condensacién con relacion de una molécula de MDA
por dos moléculas de TBA, formando un producto de color rosado en donde la
absorbancia de esta coloracién se mide a 532 nm de longitud (Salvatierra, 2004; Halliwell
y Gutteridge, 2000). '
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JUSTIFICACION

Los altos niveles del vanadio en el ambiente son el resultado de la utilizacion de
combustibles fosiles, tales como el petréleo y el carbén, para la produccién de energia y
calor. Por otro lado Fortoul y cols. (2002) realizaron un estudio en tejido pulmonar de
necropsias de individuos residentes de la Ciudad de México que murieron alrededor de
los afios 90’s, comparados con las muestras de aquellos individuos fallecidos durante Ios
afios 60's, en donde expresa de forma indirecta que €l vanadio aument6 en el aire cerca
de un 23%. Aunado a lo anterior, un estudio previo realizado en modelo por inhalacion,
mostr6 alteraciones morfologicas en el higado de raton, como electrodensidad de
mitocondrias, dilatacién de reticulo endoplasmico rugoso y aumento en la cantidad de
lipidos acumulados (Acevedo, 2002), por lo cual es importante estudiar en un modelo
experimental en ratones los cambios bioquimicos vy fisiolégicos en higado, para contribuir
asi al conocimiento referente a la toxicidad de este contaminante.

HIPOTESIS

Si un mecanismo de toxicidad del vanadio es el estrés oxidativo, entonces se puede

esperar que un aumento en la peroxidacion lipidica esté asociado con alteraciones
morfolégicas en higado.

OBJETIVO GENERAL

Relacionar los cambios morfolégicos hepéticos con la peroxidacion lipidica después de la
inhalacién aguda, subaguda y subcrénica de vanadio.

OBJETIVOS PARTICULARES

< Cuantificar la peroxidacion lipidica en el higado déspués de la inhalacion aguda,
subaguda y subcrénica de V,05 [0.02M] mediante la técnica de determinacion de
especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).
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< Cuantificar cambios morfolégicos en células parenquimatosas hepaticas,
expreéado como:
e Numero de células binucleadas
e Numero de meganucleos
e Numero de focos de infiltrado inflamatorio
< Evaluar el funcionamiento hepatico a través de las pruebas de funcién hepatica:
Albumina, Glucosa, Colesterol, Urea, BT, BNC, BC, ALT, AST, FA.

MATERIAL Y METODOS

I. Animales

Se utilizaron 66 ratones macho de la cepa CD-1 con un peso promedio de 35 + 5 gramos,
los cuales fueron sometidos a un modelo por inhalacién de pentéxido de vanadio al 0.02

M (Acevedo, 2002) por una hora dos veces por semana durante diez semanas.

En el modelo por inhalacién, 36 animales pertenecieron a los grupos expuestos y 30 a los
grupos controles. Los animales control inhalaron solamente el vehiculo (agua bidestilada y
desionizada) con el mismo esquema que los expuestos.

|l. Método de inhalacién

Los ratones se colocaron en una caja de acrilico transparente de 0.0308 m® a la que se le
conectd un ultranebulizador (Ultra Neb 99 DeVilbis), con un flujo de 10 litros/min. Para
hacer la solucién de V.05 (Sigma) [0.02M], se pes6 0.9095 g disuelto en 250 ml de agua
bidestilada y desionizada. Después de cada inhalacién, los animales fueron colocados en
Sus cajas, con libre acceso de agua y de alimento comercial (Purina).

. Protocolo de exposiciones vy técnica de sacrificio

Las inhalaciones se realizaron 2 dias a la semana y los sacrificios se llevaron a cabo una
vez por semana. Los sacrificios se realizaron 24 horas después de que los animales
concluyeran su tiempo de inhalacién. Semanalmente se sacrificaron 11 ratones de los

cuales 6 fueron expuestos y 5 controles, excepto en la primera semana en la que hubo
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dos sacrificios (12 expuestos y 10 controles); de esta manera obtuvimos muestras para la
evaluacion de la exposicién aguda, subaguda y subcronica (Tabla 2).

Los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (0.15 ml) por via intraperitoneal,
. posteriormente, se fijé el raton en una plancha de parafina y se hizo una incision desde el
abdomen hasta el cuello, haciendo la perfusién por via intracardiaca a través del
ventriculo izquierdo, lavando con solucién salina a pH 7.4. Se tomaron muestras de
higado del animal para ser procesado por la técnica de TBARS, microscopia de luz y
muestras de sangre para la bioquimica de funcionamiento hepatico.

Tabla 2. Protocolo de exposiciones

Controles Expuestos
(no. de animales) (no. de animales)
Exposicion a agua | Exposicion a pentoxido de
deionizada vanadio
12 30 36
Exposicién aguda | exposicién |
(1 dia de exposicién) | Sacrificio 5 6
Exposicién subaguda |22 25 30
(hasta 15 dias de exposicion
exposicion) Sacrificio 5 6
3° 20 24
Exposicién subcrénica | exposicion
{Menos de 3 meses | 4® 20 24
de exposicion) exposicion
Sacrificio 5 6
59 15 18
Exposicion subcronica | exposicion
6° 15 18
exposiciéon
Sacrificio 5 6
7° 10 12
Exposicion subcronica | exposicion
g? 10 12
exposicion
Sacrificio 5 6
Exposicién subcrénica | 192 5 6
exposicion
208 5 6
exposicion
Sacrificio 5 6
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IV. Toma de muestras v técnica del acido tiobarbitirico (TBA)

Cada semana se trabajo con dos grupos de muestras, | controles y Il experimentales. El
higado fué removido y cortado en porciones de aproximadamente 1gr. Posteriormente, el
tejido se homogenizé 1:10 mi de solucién salina (pH 7.4), empleando un homogenizador
de vidrio y un mazo de tefibn, dando 10 golpes para cada muestra; a partir del
homogenado de cada una de las muestras se tomaron 3 alicuotas de 250 pl cada una.
Cada alicuota se colocd en tubos Eppendorf de 1.5 ml y una alicuota restante de 0.5 ml
se almacené y se preservd en éongelacic’m para su posterior evaluacién del contenido de
proteinas por el método de Lowry y cols. (1951). A cada uno de los tubos se les agrego
250 pl de solucién salina y se agitaron durante 20 minutos para posteriormente recibir un
volumen de 500 pl del reactivo de TBA (Ac. Tiobarbitirico 0.5% (Sigma) + Ac.
tricloroacético 16% (Merck) + Ac. clorhidrico 2.5% (Merck)), colocandolos inmediatamente
en bafio maria (92°C) por 30 min. Posteriormente, se dejaron enfriar durante 5 minutos y
se centrifugaron todas las muestras a 5600 rpm durante 30 minutos (Eppendorf 5417R).
Por ultimo, se leyé la absorbancia en un espectrofotémetro Lambda 20 Perkin-Eimer con
lampara de luz visible a una longitud de onda de 532 nm. Tres tubos adicionales, con un
contenido de 500 pi de solucion salina + 500 pl de TBA cada uno, fueron destinados como
tubos-blanco o testigos experimentales de peroxidacion.

Los resultados de la peroxidacion se calcularon a partir de las lecturas de absorbancia
comparados contra una curva de oxidaciéon continua de 2- desoxirribosa (Salvatierra,

2004). Los resultados finales se expresaron como nanomoles de sustancias reactivas al
TBA por miligramo de proteina.

V. Determinacién de proteinas

Cada muestra se analizé por duplicado, de acuérdo al método de Lowry y cols. (1951).
Los homogenados de higado se diluyeron 1:20, se tomaron 20 pi de la muestra y a cada
tubo se les agregd 980 ul de agua destilada; posteriormente se tomaron 400 ul de esta
dilucién y se le agregaron 2 ml de la siguiente mezcla: 49 ml de Na,COj; (Sigma) al 2% en
NaOH (Baker) (0.1N), 0.5 ml de Tartrato de Na* y K* (Sigma) al 2% en agua y 0.5 ml de
CuSO, (Merck) al 1%. Después de diez minutos, se adiciono el reactivo Folin-fenol
(Sigma) 1:1 (200 pl de la muestra diluida en 200 pi de agua destilada), manteniéndolos a
temperatura ambiente durante 30 minutos para que reaccionaran. Concluidos los 30

27



minutos, se realizé una segunda dilucién 1:10 (100 pl de la muestra en 900 pl de agua
destilada) debido a que las muestras sobrepasaban la cantidad de proteina aun de la
curva patron. Por Gltimo, se leyo la absorbancia de las muestras en un espectrofotébmetro
Lambda 20 Perkin-Elmer con lampara de luz visible a 550 nm. |

Se realizd una curva de referencia o curva estandar, en la cual se conoce la
concentracion de proteina (Tabla 3). Dichos valores se compararon con los valores

experimentales para asi determinar la concentracién de proteina total de nuestras
muestras.

Tabla 3. Curva estandar de proteina

H,0 (ml) Albumina (ml) (Sigma) 250 pg/m!
A 0.4 0.0 0
B 0.3 0.1 25
o 0.2 0.2 50
D 0.0 0.4 100

VI. Toma de muestras para las pruebas de funcionamiento hepatico

Una vez que los animales fueron anestesiados, se procedié a la toma de 1 mi de sangre
en un tubo Eppendorf de 1.5ml, haciendo un corte en el ventriculo izquierdo del corazén.
Cada muestra de sangre fue centrifugada a 3500 rpm para separar el suero de! paquete
globular en el suero separado se determinaron los niveles de: albimina, urea, colesterol,
glucosa, BT, BC, BNC, AST, ALT, FA, mediante técnicas colorimétricas.

VII. Toma de muestras para el procesamiento del tejido por microscopia de luz

Se tomé un fragmento de higado y se procedi6 a realizar la inclusion en parafina para la
técnica histolégica ordinaria de hematoxilina y eosina. La técnica consiste en fijacion
(formol 10%), deshidratacion (alcohol), aclaracion (xilo!), inclusién (parafina), corte, tincion
(H-E) y montaje. Para determinar el dafio morfologico causado por la inhalacion aguda,
subaguda y subcrénica de pentéxido de vanadio en el parénquima hepatico, se hizo uh

conteo en cada una de las muestras, de la siguiente manera: Con un microscopio 6ptico
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Olympus CH30, utilizando el objetivo de 40X y en un area de 152.05 mm?, se eligieron 5
campos al azar de cada una de las muestras de higado correspondiente a cada grupo de
inhalacion (6 muestras para cada uno de los grupos experimentales y 5 muestras para el
grupo control). En cada uno de los campos se contdé el nimero de focos de infiltrado
inflamatorio, células binucleadas y células con meganicleos. Una vez teniendo los
resultados de todos los animales de cada grupo, se obtuvo el promedio para cada
parametro. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente se realizé una
prueba de Tukey, donde los valores de p < de 0.05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS
I. Peroxidacion lipidica

El V.05 indujo un aumento significativo en los valores de TBARS de los animales
experimentales durante las primeras cuatro semanas de inhalacion. También existieron
diferencias significativas entre los animales control y experimentales a los diferentes
tiempos de exposicion. En la décima semana de inhalacién, los valores de TBARS

disminuyeron significativamente en ambos grupos (Figura 3 y Tabla 3)

1.004 —— Expuestos
——Controles

0.75

0.504

proteina

0.254

nmoles de TBARS/mg

0.00

Dias de exposicion a vanadio [0.02M]

Figura 3. Peroxidacion de lipidos en higado de ratones expuestos a la inhalacion de V,O0s
[0.02M]. El A representa la media + e.e de los animales expuestos, n= 5-6. El _
representa la media + e.e de los animales control, n= 5. * p < 0.05 expuesto vs control; *
p < 0.05 controles; * p < 0.05 expuestos (ANOVA seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey).
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Tabla 3. Valores de TBARS en los homogenados de higado de ratén

Tiempo de inhalacién Controles n=5 ' Expuestos n= 6
X + ee. X +  ee
1 dia 0.168 + 0.019 0.191 + 0.009
7 dias (1 semana) 0.225 + 0.034 ) 0.387 + 0.042
14 dias (2 semanas) 0.192 + 0.023 0.409 + 0.07
21 dias (3 semanas) 0262 + 0.017 0.446 + 0.039
28 dias (4 semanas) 0.326 + 0.032 0.731 + 0.036 o
70 dias (5 semanas) 0.063 + 0.023 0.213 + 0.048
¥ = media

e.e = error estandar

Il. Cambios morfolégicos

Los animales control mostraron un parénquima hepético de caracteristicas normales, con
hepatocitos de bordes poliédricos, y la presencia de uno o dos nicleos prominentes de
cara abierta formando columnas. Se observan venas centrales y espacios porta (triada
hepética), y dispersos‘ focos de infiltrado inflamatorio, los cuales se identifican por el
cumulo de células fagociticas (Figura 4).

A partir de la primera inhalacién (24 horas), se observo un aumento en el nimero de focos
de infiltrado inflamatorio ubicados en todo el parénquima hepatico con predominancia en

el espacio porta. Este infiltrado se mantuvo hasta la décima semana de exposicion (Figura
5y6).

De igual forma, a partir de la primera semana se observé un aumento en el niUmero de
hepatocitos binucleados, encontrando diferencia significativa en la cuarta semana de
exposicion con respecto al grupo control (p< 0.05, ANOVA), (Figura 7 y 8).

En cuanto a la presencia de células que mostraron nicleos de gran tamafio (> 30 ym), se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tercera y cuarta semana de
exposicion con respecto al grupo control (p< 0.05, ANOVA), (Figura 9y 10).
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Figura 4. Parénquima hepatico de animal control. (A) Estructura normal de hepatocitos
(H) 400X. (B) Amplificacion del panel A, 1000X. (C) Triada hepatica donde se observa
vena porta (V) y canaliculo biliar (CB) 400X.

32



Figura 5. Foco de infiltrado inflamatorio en la zona periportal del parénquima hepatico
constituido predominantemente por neutréfilos (N). Animal expuesto a una inhalacion. (A)
Aumento de 200X. (B) Aumento de 400X. (C) Aumento de 1000X. Técnica H-E
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Figura 6. Numero de focos de infiltrado inflamatorio en higado de ratones

expuestos a V504 [0.02M]. n= 6

Ndmero de inhalaciones n=6
X + ae.
0 {control) 02 + 041

1 inhalacion ( 24 horas) 043 + 0.14
2 inhalaciones {1 semana) 036 + 0.13
4 inhalaciones (2 semanas) 030 + 009
6 inhalaciones (3 semanas) 0.03 + 0.03
8 inhalaciones (4 semanas) 0.06 + 0.05.
20 inhalaciones (10 semanas) 026 + 0.08
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Figura 7. Parénquima hepatico de un animal expuesto a seis inhalaciones. (A) Se
observan células binucleadas (**) 400X. (B) Aumento de 1000X. Técnica H-E
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Figura 8. Hepatocitos binucleados en el higado de ratones expuestos a V,0,
[0.02M]. Las barras representan la media + e.e, n=6. *ANOVA (Tukey) p< 0.05

vs el control.

Numero de inhalaciones n=6
X + ee.
0 (control) 64 + 0.62
1 inhalacion (24 horas) 6.26 + 0.70
2 inhalaciones (1 semana) 804 + 074
4 inhalaciones (2 semana) 840 + 069
6 inhalaciones (3 semana) 8.47 + 062
8 inhalaciones (4 semana) 1010 + 1.03
20 inhalaciones (10 semanas) 866 + 080
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Figura 9. Parénquima hepatico de un animal expuesto a ocho inhalaciones. (A) Se

observa un hepatocito con meganucleo (m) 400X. (B) Aumento de 1000X. Técnica H-E
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Figura 10. Frecuencia de meganucleos en hepatocitos de ratones expuestos
a V,0, [0.02M]. n=6. *ANOVA (Tukey) p< 0.05 vs el control.

Namero de inhalaciéon n=6

X+ ee

0 (control) 00 =+ 00

1 inhalacién (24 hrs) 033 + 0.2
2 inhalaciones (1 semana) 072 + 022
4 inhalaciones (2 semana) 090 + 0.21
6 inhalaciones (3 semana) 313 + 038
8 inhalaciones (4 semana) 493 + 055
20 inhalaciones (10 semanas) 116 + 0.30
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lll. Pruebas de funcionamiento hepatico

Se realiz6 la cuantificacién en suero de diferentes parametros que miden funcionamiento
hepatico, tanto para los animales expuestos a distintos tiempos de exposicién a vanadio
(n=5), como a los animales control (n=5).

Los valores en suero de glucosa, bilirrubina total (BT), bilirrubina no conjugada (BNC) y
bilirrubina conjugada (BC) de los animales expuestos a V,Os muestran que existen
- diferencias significativas con respecto a las muestras de los animales control (p< 0.05,
ANOVA; Tabla 4, Figura 11) '

Con respecto a los niveles de colesterol, urea, aminotransferasa de alanina (ALT) y
aspartica (AST), fosfatasa alcalina (FA) y albumina, no existen diferencias significativas
entre los animales expuestos a vanadio comparados con los valores control (Tabla 4,
Figura 12).
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Tabla 4. Concentraciones en sangre de parametros que miden funcionamiento hepatico.

Parametros 0 inhalaciones 1 inhalacién 2 inhalaciones 4 inhalaciones 6 inhalaciones 8 inhalaciones 20 inhalaciones
3 (24 hrs) (1 semana) (2 semanas) (3 semanas) (4 semanas) (10 semanas)
de _ _ _ _ _ _

inhalaciones X + e X + ee X + ee X + ee X+ ee X+ ee X + ee
Glucosa 1200 + 0.00 125 + 287 12 + 1.47 917 + 056* 817 + 083" 825 + 085* 87 + 165"
Colesterol 201 + 0.11 235 + 0.05 234 + 0.18 240 + 0.23 175 + 019 288 + 0.32 194 + 015
Urea 822 + 036 1062 + 081 847 + 0.51 937 + 056 815 + 082 830 + 084 855 + 046
Bilirrubina Total 592 + 059 525 + 028 740 + 0.49 ‘7.72 + 0.90 18.1 + 259 * 13.8 + 3.25* 1045 + 073"
BNC 032 + 0.10 055 + 0.08 068 + 0.12 067 + 011 140 + 0.29* 1.02 + 0.16* 097 + 013
BC ‘ 560 + 078 525 + 042 750 + 1.71 692 + 043 1657 + 222 *| 1147 + 343 573 + 162
ALT 822 + 872 87.25 + 140 93.75 #* 592 9275 + 23.68 120 + 26.62 106 + 18.05 100 + 26.91
AST 200 + 7.60 162 + 158 253 + 1534 243 + 475 185 + 208 188 + 337 187 + 5964
Albumina 23 0+ 1.22 21+ 0.04 245 + 0.28 2675 + 217 205 + 1.04 23 + 279 2075 + 228
FA 103 + 17.57 1297 + 545 90 + 13.93 126 + 573 91 + 2472 65.75 + 7.56 745 + 1984

* Estadisticamente diferente del control p< 0.05 en prueba ANOVA (Tukey).
BNC= Bilirrubina no conjugada
BC = Bilirrubina conjugada
ALT= Transaminasa glutamico-pirivica
AST= Transaminasa glutdmico-oxaloacética
FA = Fosfatasa alcalina
x = Media
e.e = error estandar
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DISCUSION

Peroxidacién lipidica:

En el presente estudio, se observé que la administracion por la via inhalada del pentdxido
de vanadio aumenté la peroxidacion lipidica en el higado del raton, la cual se incremento
a medida que se aument6 el tiempo de exposicién, con diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales en los diferentes tiempos de exposicion, asi
como con su respectivo grupo control. Este incremento fue observado hasta la cuarta
semana de inhalacién, y a partir de la décima semana los valores disminuyeron
significativamente.

El aumento en los valores de peroxidacion también se ha reportado en higado por la
administraciéon de metavanadato de sodio i.p. (Sheriff, 1991) y ortovanadato de sodio
(2mmol/l) in vitro (Younes y Strubelt, 1991), en el consumo de etanol (Albano, 2002;
Bailey, 2003), por la exposicién subaguda a plomo (Saxena, 2004) y al cadmio (El-
Demerdash et al, 2004), al tetracloruro de carbono, asi como a la administraciéon de altas
dosis de fierro y cobre (Poli et al ,1989; Albano et al, 1991; Poli, 1993, Britton y Bacon,
1994). El aumento de la peroxidacién lipidica probablemente se debe a que el vanadio,
por ser un metal de transicién, puede generar ROS por medio de mecanismos que
involucran la activacion del complejo NADPH oxidasa y la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria (Liochev y Fridovich, 1986; Wang et al, 2003). Por otro lado,
el vanadio dentro de las células esta implicado en la modulacion de enzimas como la
superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation perxidasa las cuales pueden estar
involucradas en los mecanismos de estrés oxidativo, generando asi peroxidacion lipidica
(Aureliano et al, 2002). La generacion de radicales libres por medio del metabolismo
hepatico, o bien directamente por el mismo hepatotéxico, produce dafio celular via
oxidacién de los acidos grasos insaturados o fosfolipidos, los cuales pueden alterar el
estado redox celular seguido de un dafio mitocondrial debido a que el higado es el
principal érgano involucrado en el ciclo redox y en la generacion de enzimas oxidativas,
por lo que es responsable de una considerable actividad oxidante (Dong et al, 1998;
Lapenna et al, 2002).

Existen diferentes mecanismos por los cuales el vanadio puede generar radicales libres,

uno de ellos es la autooxidaciéon del vanadio 1V (vanadil) con O, proveniente del aire,
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generando asi anidén superoxido (O,"), pero esta reacciébn puede estar drasticamente
acelerada por la presencia de metales de transicion (1). El O," se dismuta directamente o
enzimaticamente por medio de la SOD produciendo H,O, (2). Este a su vez puede
reaccionar nuevamente con el vanadil generando OH' en la reaccion tipo Fenton (3), y a
su vez el OH puede reaccionar con el H,O, y asi generar nuevamente O,” en una
reaccion de Haber-Weiss (4) (WHO, 2000; Zhang et al, 2001; Wang et al, 2003).

Vi *+0: @ Vy+ 0y (M
02'- —> HzOz (2)

V(V|) + H,0, » V(V) + OH + OH’ (3)
OH + HZOZ—) 0, (4)

La disminucién en los valores de lipoperoxidacion en la décima semana es algo que no se
esperaba encontrar debido a que la concentracion de vanadio se mantuvo porque la
exposicion fue continua. Hasta el momento no se conoce una posible explicacion para
este efecto por 10 que seréa interesante retomar este punto.

Con respecto al aumento en los valores de lipoperoxidacion de ios animales control, éste
se debe a que en condiciones fisioldgicas normales, el uso de oxigeno por las células del
organismo genera metabolitos intermediarios potencialmente reactivos, los cuales
conocemos como ROS, por lo que en todas las células existe un estado basal de
lipoperoxidacion y se ha reportado que el nivel basal puede aumentar con la edad del
organismo (Chihuailaf et al, 2001).

Morfologia:
Existen estudios que reportan que el vanadio induce cambios morfologicos en diferentes
érganos como rifidn, testiculo, cerebro, pulmon y sangre periférica (Hogan, 2000; De la

Torre et al, 2003; Aragon, 2003; Wang et al, 2003; Rodriguez et al, 2000; Avila-Costa et
al, 2004). ‘

Una de las primeras alteraciones morfolégicas en nuestro estudio fue la presencia de
focos de infiltrado inflamatorio identificados por la presencia de neutréfilos y eosinéfilos, el
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cual no tuvo diferencias significativas con respecto al grupo control. Se observaron células
inflamatorias en los animales control debido a que su presencia es normal en todo tejido
conectivo y el higado es un 6rgano que cuenta con este tipo de tejido ya que es necesario
para la formacion del estroma el cual le da sostén.

Este parametro es inespecifico ya que puede presentarse en muchas situaciones como
en las infecciones agudas y cronicas e inflamacién crénica (Robbins, 2000), y también se
ha reportado en casos de exposicion via inhalada a vanadio (Knecht et al, 1985; Acevedo,
2002; Wang et al, 2003). La inflamacién es basicamente una respuesta de caracter
protector cuyo objetivo final es librar al organismo de la causa inicial de la lesion celular y
de las consecuencias de las mismas.

Por otro lado, se observé un aumento en el nimero de hepatocitos binucleados a la
cuarta semana de exposicion, lo que probablemente nos indique una alteracion en
citoesqueleto causada por vanadio. Como lo reportan Kirazov en 1886 y Ramirez en
1997, quienes encontraron que V,0s y NaVQ, inhiben el ensamblaje de la tubulina e
inducen la despolimerizacién de la misma y en como consecuencia, la alteracion en la
formacién del huso mitético, resultando en la formacién de células aneuploides o
poliploides. Otros autores también han reportado que dafos cromosémicos, como
aneuploidias, poliploidias y formacion de micronucleos, pueden ser inducidas por vanadio
(Roldan y Altamirano-Lozano, 1990; Zhong et al, 1994; Ciranni et al, 1995; Altamirano-
Lozano et al, 1999; Rodriguez-Mercado, 2003), lo que correlaciona con el aumento
significativo en el volumen nuclear encontrado en la tercera y cuarta semanas de
exposicion, lo que probablemente revele que el vanadio ejerce una toxicidad maxima en
dicho tiempo ya que para la ultima semana hubo una disminucion en el nimero de
hepatocitos con meganucleos. Una caracteristica de las poliploidias es la presencia de
nucleos de mayor tamafio del normal (Lesson et al, 1990). Este tipo de dafio genotoxico
también ha sido reportado ante la administracion de otros metales como el niquel, fierro y
cobre (Muramatsu et al, 2000; Madra et al, 1995; Ohshima, 2003).
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Funcionamiento hepatico:

Un importante papel fisiolégico del higado consiste en eliminar de la sangre las sustancias
endogenas y exégenas potencialmente nocivas y su posterior excrecion por la bilis o su

transformacién en productos hidrosolubles para su eliminacién por la orina (Sandford y
Suhn, 1990).

El colesterol, la urea, la ALT, la AST, la fosfatasa alcalina y la albumina no tuvieron
diferencias significativas con respecto a su control, lo cual difiere de lo observado en
estudios previos en donde utilizan otros compuestos de vanadio (oxovanadio, vanadil
sulfato, vanadato de amonio), en donde los niveles de colesterol, urea y fosfatasa alcalina
tuvieron una disminucién significativa (Parsadanian et al, 1998; Krosniak et al, 2001;
Shinde et al, 2001; Cusi et al, 2001; Bolkent et al, 2003). Con base en estos resultados, es
importante enfatizar que el compuesto de vanadio utilizado, la via, dosis y el tiempo de
exposicién, son fundamentales en la respuesta del organismo (Hogan, 2000).

En nuestro estudio encontramos una disminucién en los niveies de glucosa en sangre a
partir de la segunda semana de exposicién, lo cual concuerda con estudios previos
realizados por Zychlinski y cols. en 1991; quienes administraron intratraquealmente V,0s
(0.56mg/kg) en ratas, y Poucheret y cols. en 1998 quienes administraron via oral vanadil
sulfato en ratas, debido a que han reportado que el vanadio tiene efectos
insulinomiméticos tanto en estudios in vivo como in vitro (Glouver y cols. 2000;
Goldwaser, 2000; Shafrir, 2001).

Distintos autores reportan que el efecto similar a la insulina del vanadio se debe a que el
vanadato de sodio en ratas estimula la recaptura y oxidacion de la glucosa en adipocitos,
la sintesis de glucégeno en higado y en musculo, asi como la inhibicién de la
gluconeogénesis hepatica (Thompson, 1999; Srivastava, 2000). Sin embargo, también se
ha reportado que el efecto insulinomimético del vanadio es directamente en el receptor
para la insulina debido a que el vanadio interfiere con enzimas que contengan fosfatos
oxidando su dominio catalitico causando un aumento en la fosforilacion celular. Este es el
caso de la enzima tirosina fosfatasa (PTP) la cual al ser inhibida por vanadio los

receptores de insulina se activan y autofosforilan estimulando la accion de la tirosina
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cinasa activando el metabolismo de la glucosa en ausencia de insulina (Mukherjee et al,
2004; Srivastava y Mehdi, 2005).

Por otro lado, observamos que la administracion de pentdxido de vanadio via inhalada
aumento6 las concentraciones circulantes de bilirrubina total, bilirrubina conjugada vy
bilirrubina no conjugada.

Como se menciond en la introduccion, la bilirrubina es el producto final de la degradacion
del grupo hemo de la hemoglobina a partir principaimente de la destruccion de eritrocitos
viejos, lo cual se lleva a cabo por el sistema fagocitico mononuclear (Robbins, 1999).
Aproximadamente del 7-10% de la sintesis del hemo es convertida en bilirrubina y de ésta
el 50% es conjugada (Rodgers y Cornelius, 1992).

Con respecto a las bilirrubinas se observd un aumento en las concentraciones a partir de
la tercera semana de tratamiento. Esto ha sido documentado ante la exposicion de
cloruro de cadmio en humanos, la administracion subcrénica de tetracloruro de carbono y
cloruro de cobalto en ratas (Llesuy y Tomaro, 1994; Olinescu et al/, 1894; Muriel y
Escobar, 2003). ‘

Una posibilidad que nos ayudaria a explicar el aumento en las concentraciones de
bilirrubina es el hecho de que el vanadio puede producir cambios peroxidativos en las
membranas de los eritrocitos, induciendo hemolisis (Zaporowska y Wasilewski, 1992;
Nriagu, 1998; Hogan, 2000; Domingo, 2002) y ésto se ha observado debido a que la

inhibicién de la Na-K ATPasa puede originar fragilidad osmética in vitro (Zaporowska y
Slotwinska, 1996).

Los valores de bilirrubina total en suero estan determinados por los valores de bilirrubina
conjugada y no conjugada. En nuestro estudio encontramos un aumento de la
concentracion de BNC a partir de la tercera semana de exposicion y hasta el final del
estudio,que podria explicarse porque en condiciones hemoliticas se liega a incrementar la
acumulacion de bilirrubina no conjugada debido a que se excede la capacidad del higado
para capturaria y conjugarla (Murray et al,1992; MacSween, 2002).
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CONCLUSIONES

Se encontré un aumento significativo de lipidos peroxidados después de cada
inhalacion de V,0s, excepto para la Ultima exposicion.

Presencia de infiltrado inflamatorio en todas las semanas de exposici{)n.

Aumento en el numero de hepatocitos binucleados que posiblemente estén
relacionados con alteracion en citoesqueleto.

Aumento en el nimero de meganlcleos que puede estar implicado en dafio
genotoxico.

Aumento en las concentraciones de bilirrubina total, no conjugada y conjugada en
suero, resultado de la hemolisis generada por vanadio.

La exposicion aguda y subaguda a pentdxido de vanadio [0.02M] produjo
alteraciones bioquimicas y morfologicas en el higado de ratén CD-1.

Con base en este trabajo concluimos que la peroxidacién lipidica generada por la
inhalacién de pentoxido de vanadio es un factor causante de los cambios
morfolégicos y bioguimicos observados en el higado.

Este modelo de inhalacion de vanadio es adecuado para estudiar el efecto de
contaminantes ambientales en los organismos, debido que este trabajo demuestra
que la inhalacién de pentdxido de vanadio produce hepatotoxicidad en ratones
desde el punto de vista morfologico y bioquimico.
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