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1. RESUMEN

Introduccién

La fibrosis hepatica es el resultado final de la mayoria de las enfermedades hepaticas y un
problema de salud publica. Se caracteriza por un depdsito excesivo de matriz extracelular
en el paréngquima hepatico, que conlleva a la pérdida de la funcion hepatica y la muerte del

individuo.

Son varios los factores que intervienen en esta enfermedad, uno de ellos es el efecto que
tienen los metales que respiramos en el aire, como el vanadio, este es un metal de
transicion, utilizado como suplemento deportivo, tiene efectos hipoglucemiantes en
modelos experimentales de diabetes mellitus. EI vanadio es un micronutriente esencial en

algunos organismos, pero en los humanos ain no se ha demostrado.

En el higado se han descrito efectos duales, que van a depender de la concentracién y tipo
de compuesto, por un lado el vanadio induce lipoperoxidacién hepatica al actuar como
prooxidante durante la reaccion de Fenton y por otro lado, limita el dafio hepéatico en
modelos de hepatocarcinoma al disminuir la proliferacion celular y el tamafio de los

mMismos.

Debido a estas propiedades, el objetivo de nuestro estudio fue investigar los efectos del
vanadio por via inhalada en el dafio y la progresién en un modelo de fibrosis hepatica

inducida por el tetracloruro de carbono (CCly) en ratones.



Método

Se utilizaron 40 ratones CD-1, divididos en 4 grupos: grupo control, grupo expuesto a
V,0s, grupo tratado con CCl, y grupo tratado con CCl, y V,0s. El grupo control se trat6
con el vehiculo durante 6 semanas; la exposicion al V,0s se realizd a una concentracion de
0.02 M dos veces a la semana por 1 h durante 6 semanas, en un ultranebulizador (UltraNeb
99 De Vilbis). El tratamiento con CCl, se aplico via intraperitoneal a una dosis de 0.4 g/kg,
2 veces a la semana durante 6 semanas y en el grupo tratado con la mezcla, se realizaron los

2 procedimientos antes descritos durante 6 semanas.

Después de la exposicion se sacrificaron los ratones del grupo control y los grupos
expuestos, para evaluar los cambios. Se les realiz6 tincion de hematoxilina y eosina (H/E) y
Masson. El dafio hepatico se evalué de acuerdo a la escala de lesiones de Knodell. Las
determinaciones de las pruebas de funcién hepaticas (PFH) se realizaron en el suero de los

ratones.

Se realiz6 inmunohistoquimica para alfa-actina de musculo liso, nitrotirosina y 4
hidroxinonenal. Por ultimo, western blot para TGF-B1l. Los resultados obtenidos se

compararon mediante una ANOVA vy se consider6 una p<0.05 como significativa.

Resultados.

Los cambios histologicos en el grupo expuesto a vanadio y la mezcla se caracterizaron por
la presencia de meganicleos y binucleacion en los hepatocitos con respecto al grupo
expuesto a CCl, y al control (p<0.05). En el grupo tratado con CCl, se observo necrosis y

degeneracion intralobulillar (p<0.05), respecto al grupo tratado con vanadio y la mezcla. La
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fibrosis hepatica fue significativa en el grupo expuesto a CCl, (p<0.05), con respecto al
grupo expuesto a vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCl,. En las PFH, ALT y AST
su concentracion fue més alta en el suero del grupo expuesto a CCl, (p<0.05), que en el
grupo expuesto a vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCl,, ya que estas fueron
menores, pero se encontraron elevadas comparadas con el grupo control (p<0.05). La
presencia de celulas estelares identificadas por alfa actina de musculo liso, fue menor en el
grupo expuesto a vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCl, (p<0.05), con respecto al
grupo tratado con CCl,. La presencia del 4 hidroxinonenal y la nitrotirosina fue menor con
respecto al grupo tratado con CCl; (p<0.05). ElI western blot para TGF-p1 fue
significativamente menor (p<0.05) en los grupos expuestos a vanadio y al grupo expuesto a

vanadio y CCly,, con respecto al grupo tratado con CCl,.
Conclusiones.

El vanadio reduce el dafio hepatico y la fibrosis inducida por el CCl,.

El vanadio induce la presencia de meganucleos hepaticos, que son una respuesta a una

mayor demanda metabolica por parte del higado.
Los meganucleos hepaticos indican un estado de hipertrofia y regeneracion hepatica.

La presencia de meganucleos en los hepatocitos no progresé a una neoplasia hepatica al

menos en 6 semanas.
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2. ABSTRACT

Introduction

Liver fibrosis is the end result of most liver diseases and corresponds to an unsolved public
health problem. Therefore it is necessary to know several of the factors involved in this
disease, as are the metals found in the air we breathe, particularly vanadium and its effect

on the development and progression of liver fibrosis.

Liver fibrosis is characterized by excessive deposition of extracellular matrix in the liver

parenchyma leading to loss of liver function and death of the individual.

Vanadium is a transition metal that is used as sports supplement has also been shown to
have hypoglycemic effects in experimental models of diabetes mellitus. Vanadium is an
essential micronutrient in some organisms, but this has not been proven yet in humans and
many of its potential therapeutic effects are still under evaluation. With respect to the liver
have been reported dual effects that will depend on the concentration and type of
compound. On one hand, the vanadium induces hepatic lipid peroxidation by acting as a
prooxidant during the Fenton reaction. On the other hand has shown to limit the liver
damage in models of liver cancer by decreasing cell proliferation and decrease tumor size.
Because of these properties, the aim of our study is to investigate the effects of inhaled
vanadium in liver damage and fibrosis progression induced by carbon tetrachloride (CCly)

in mice.
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Methods

We used 40 CD-1 mice were divided into 4 groups ina control group, exposed to V,0s,

group treated with CCl, and CCl, plus V,0s treated group.

V05 exposure was performed at a concentration of 0.02 M, twicea week for 1 h for
6 weeks. CCl, treatment was applied intraperitoneal at adose o0f0.49g/kg,2 times
aweek for 6 weeks. Inthe group treated with the  mixture, the 2 procedures were
performed as described above for 6 weeks. The control group was treated with the vehicle
for 6 weeks. After exposure, the control group and exposed groups were sacrificed at
6 weeks to assess changes. Livers were stained H/E and Masson: Liver damage was
assessed according to Knodell scale injury. Determination of liver function tests (LFT)
values in the mice serum. We performed immunohistochemistry for alpha smooth actin,
nitrotyrosine and 4 hydroxynonenal. Finally, the test was
performed by western blot for TGF-$3 1. The results were compared

using ANOVA and a p <0.05 was considered as significant.

Results

Histological changes in the group exposed to the mixture is characterized by the presence
of meganucleos and binucleationin hepatocytes with respect to the exposed group with
CCl,4 and the control (p<0.05). Similarly, the group was exposed to vanadium binucleation,
meganucleus and liver with respect to the control group (p<0.05).
Group treated with CCl, was observed intralobular necrosis and degeneration (p <0.05) for
group treated with vanadiumand mixing. Liver fibrosis was significantin the
group exposed to CCl, (p <0.05) compared with the group exposed to vanadium and

mixing. In the LFT, ALT and AST concentration was higher in serum in the group exposed
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to CCl, (p<0.05) and these were lower in the exposed group with vanadium and mixing, but

there were high compared with the control group (p<0.05).

The presence of stellate cells identified by alpha smooth muscle actin was lower in the
group exposed to vanadium and in the mixture (p<0.05) compared to the treated group with
CCl,. Likewise the presence of 4 hydroxynonenal and nitrotyrosine was lower
compared to CCl, treated group (p <0.05). The western blot for TGF-$ 1 was significantly
lower (p <0.05) in groups exposed to vanadium and the mixture compared with the group

treated with CCl,.

Conclusions

Vanadium reduces liver injury and fibrosis induced by CCl,, the protective effect may be
due to the vanadium antagonism on the effect of CCl, when it was co-administrated. Also
that vanadium induces the presence of meganucleus and binucleation in hepatocytes that

indicate an adaptative response of detoxification for the liver damage.
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3. INTRODUCCION

Tanto las enfermedades crdnicas del higado, la fibrosis hepética y su resultado final la
cirrosis hepatica, ocupan los primeros lugares como causa de muerte en poblacién
masculina adulta en México y en el mundo *. Esta situacion las ubica como un problema de
salud publica, que va de la mano con las enfermedades cardiovasculares y la diabetes.
Ademaés, el higado es el 6rgano més solicitado para trasplante, después del rifion y la

cornea, de acuerdo al Registro Nacional de Trasplantes™? .

Las causas del dafio hepatico son variadas, entre las que encontramos la ingesta de alcohol,
infecciones por hepatitis cronica por virus B y C, enfermedades autoinmunitarias y la

obstruccion de los conductos biliares®.

El dafio y la fibrosis hepatica es el resultado de las agresiones al parénquima hepatico,
caracterizada por ser una enfermedad progresiva y letal que provoca en el higado una
reaccion inflamatoria, alterando su funcién metabélica y circulatoria®*. Al llegar a estadios
avanzados el dafio es irreversible y las células del parénquima hepatico sustituyen el tejido

hepético por tejido fibrético o cicatrizal, lo que lleva a una pérdida de la funcién hepatica®.

Por otro lado, el tratamiento depende del grado de fibrosis en el que se encuentre la
glandula hepatica, ya que en etapas tempranas si se retira el agente causal el higado puede
recuperarse integramente®. Pero en la mayoria de las veces, esto es dificil de lograrlo, ya
que a la mayoria de las personas se les diagnostica la enfermedad en estadios terminales,
debido a que los sintomas por dafio hepatico tardan en aparecer y se manifiestan una vez

que el higado se encuentra en un estado de fibrosis hepatica avanzado®.
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Son varias las estrategias empleadas para disminuir o eliminar la progresion de la fibrosis
hepatica. Una de estas estrategias es incrementar la respuesta de defensa y desintoxicacion
por parte del hepatocito. Se ha demostrado que la administracion de vanadio en modelos
experimentales de cancer hepatico®™® mejora la respuesta de la glandula hepética. Por lo
que nosotros proponemos que el vanadio disminuye la fibrosis hepética inducida

experimentalmente por CCl,.
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4. Antecedentes

4.1. Higado

4.1.1. Estructuray funcion del higado
El higado es la glandula mas grande del organismo, se localiza en el hipocondrio derecho
del abdomen y protegido por la parrilla costal. Tiene un peso aproximado de 1400 g a 1600
g°. Esta cubierto por una capa de tejido conjuntivo denominado capsula de Glisson y ésta a
su vez esta recubierta de peritoneo. Tiene un hilio hepatico en el que ingresa la vena porta,
la arteria hepética y emerge el conducto hepatico comdn, que drena en la vesicula biliar®,

figura 1.

M\ o

£

HIGADO

Figura 1. Localizacion y forma macroscopica de la glandula hepatica. Se aprecia la
localizacion anatomica del higado, en la parte derecha de la cavidad abdominal, debajo del

diafragma y por encima del estémago.

La irrigacion sanguinea es caracteristica de esta glandula, ya que recibe sangre oxigenada y
sangre venosa. La sangre oxigenada proviene de la arteria hepatica derecha e izquierda

(aporta el 25%) y la sangre venosa de la vena porta que proviene del intestino delgado
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(aporta el 75%). Ambos vasos sanguineos ingresan al higado por el hilio hepatico y

originan numerosas ramas que se distribuyen en el parénquima hepético®.

El estroma o el armazon del higado inicia desde la capsula de Glisson y esta constituido por
tejido conjuntivo, de la cual se desprenden hacia el interior del parénquima hepético
trabéculas conjuntivas (fibras colagenas y reticulares), las cuales rodean a los componentes

celulares, formados por hepatocitos®.

El sustento conjuntivo de los hepatocitos en el interior de los lobulillos hepaticos es una red
tridimensional de fibras reticulares (colagena tipo IV). En el interior del parénquima
hepatico el tejido conjuntivo rodea una unidad tisular, formada por las ramas mas delgadas
de los estructuras mencionadas, que se sitlan en los vértices de los lobulillos hepaticos para

constituir las triadas portales y se encuentran los espacios de Kiernan o espacios portales™.

El parénquima hepatico esta formado por los hepatocitos dispuestos en cordones y luego
en lobulillos hepaticos. Representan alrededor del 80% del parénquima hepatico, presentan
varias superficies que se orientan hacia dos microambientes, uno en contacto con
hepatocitos vecinos y otro hacia un espacio perivascular, llamado también el espacio de

Disse®.

El hepatocito es la célula  funcional del higado. Los hepatocitos se organizan
tridimensionalmente en forma de cordones, placas 0 muros de trayecto irregular, que se
anastomosan entre si. Entre ellos se localizan capilares sanguineos sinusoidales, con los

cuales los hepatocitos intercambian productos® (Figura 2).
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Sinusoides

Hepatocitos

Arteria_

Figura 2. Representacion de la histologia hepatica. Se observa la arquitectura histolégica
del parénquima hepético, se muestran las células hepaticas, el espacio sinusoidal, la triada
portal y la localizacion de la vena central. Tomado de Histology. A text and atlas. With
Cell and Molecular Biology, 4th edition, 2005.

Los hepatocitos son células de nucleos voluminosos y esféricos, con una distinciéon muy
clara de la cromatina y de los nucléolos. El hepatocito es la célula funcional del higado. Es
una célula poliédrica o poligonal, de dimensiones de 20-30 micras, se le describen 6 caras,
aunque puede tener mas, dos caras o superficies que miran al espacio de Disse, en esta
superficie poseen microvellosidades lo que incrementa la extensién de superficie disponible
para el intercambio de sustancias entre el hepatocito y plasma. Las otras caras laterales

estan en contacto con otros hepatocitos, algunos hepatocitos suelen poseer dos ndcleos. Un
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50% de hepatocitos son poliploides y tienen doble cantidad DNA. Su vida media es de 5
meses Yy tienen la capacidad de regenerase ante la exposicion de toxinas, enfermedad o

reseccion quirtrgica™.

El citoplasma del hepatocito muestra zonas de basofilia (presencia de reticulo
endoplasmico rugoso y polirribosomas libres) y de acidofilia (abundancia de acumulaciones
de glucogeno y de reticulo endoplasmico liso). Se observan numerosas mitocondrias y
varios dictiosomas, cisternas del aparato de Golgi, de posicion perinuclear, también

contienen algunas gotitas de grasa y numerosos lisosomas.

Con respecto a la organizacion del parénquima hepatico se han propuesto las siguientes

descripciones: el lobulillo hepético cléasico, el lobulillo portal y el acino hepético (Figura 3).

Figura 3. Descripcion de la representacion anatémica, biliar y funcional del higado. (a)
Lobulillo hepatico. (b) Lobulo portal. (c) Acino hepatico o l6bulo de Rappaport. Tomado
de Biologia Celular e Histologia Medica, primera edicion. 2010.
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El lobulillo hepético: Los hepatocitos se disponen en placas 0 muros separados entre si por
capilares sinusoidales, alrededor de la vena centrolobulillar de la cual irradian hacia el
exterior para ser rodeados por las finas trabéculas de tejido conjuntivo. Adquieren la forma
de un hexagono, cuyas dimensiones son de unos 2 milimetros de longitud por 1 milimetro
de didmetro. Al observarse en secciones transversales exhiben contornos hexagonales de
tamanos variables. Esta disposicion poligonal se observa con nitidez en el higado de cerdo,
en cambio en los humanos u otros mamiferos esta disposicion de tejido conjuntivo no es
muy notoria. En cada arista del prisma hepatico (lobulillo hepatico clasico) se localiza una

triada hepatica.

Lobulillo portal: El lobulillo portal enfatiza la funcion exdcrina del higado. Es una unidad
funcional que se centra alrededor del conducto biliar. Se define como un &rea triangular
compuesta por el parénquima de tres lobulillos hepéaticos adyacentes, cuyos vértices son las

venas centrales.

El acino hepético: También conocido como l6bulo de Rappaport. Estad constituido por
porciones del parénguima hepatico de forma romboidal, comprendido entre dos venas
centrolobulillares y dos triadas portales. Los diversos componentes del parénguima
hepético dispuestos de esta manera explican las diversas acciones que se efectian por el
aporte de sustancias a través de la irrigacidn sanguinea. En el acino hepatico se dividen tres

zonas, de acuerdo al grado de perfusion vascular y actividad metabdlica:

Zona 1, son los hepatocitos periportales (hepatocitos periféricos al acino) o hepatocitos

cercanos a las triadas portales, considerada la zona mas oxigenada, la mas cercana al eje.
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Es la primera en recibir oxigeno, nutrientes y toxinas. Estas células son las ultimas en morir

y las primeras en regenerarse.
Zona 2, no tiene limites bien definidos es la porcidn central o intermedio del acino.

Zona 3, es la mas cercana a la vena centrolobulillar, es menos rica en nutrientes y oxigeno.
Se encuentra con mayor frecuencia en el sistema biliar. En caso de hipoxia esta zona sufre

necrosis e isquemia ya que tiene menos oxigeno y es mas susceptible al dafio.

Otras células del higado son las células de Kupffer y los lipocitos 6 células de Ito. Las
células de Kupffer constituyen el sistema fagocitico mononuclear. Estas células derivan de
los monocitos y pertenecen al sistema monocito-macrofagos, pues derivan de estas células;
a traves del torrente circulatorio arriban al 6rgano y colonizan el parénquima hepatico,
situandose en la superficie o en los lugares de reunion de los capilares sinusoidales.
Fagocitan eritrocitos seniles, asi como restos celulares y algunos microorganismos. Las
células de Kupffer se encuentran en la superficie del endotelio en la luz del sinusoide y no

estan unidas al endotelio vecino. Estas pueden ocluir parcialmente la luz del sinusoide®.

Los lipocitos 6 células de Ito. También llamadas células estelares hepaticas se localizan en
el interior del espacio de Disse (espacio comprendido entre la pared sinusoidal y los
hepatocitos), tienen prolongaciones que rodean a los capilares sinusoidales. Se considera
que a través de sus prolongaciones citoplasmaticas (poseen en su interior filamentos de
actina) pueden regular el flujo sanguineo que discurre en el interior de los sinusoides. La
célula de Ito, lipocito perisinusoidal o célula estelar hepatica son el principal sitio de
almacenaje de vitamina A, esta es almacenada en forma de esteres de retinol, en inclusiones

lipidicas citoplasmaticas, cuando se libera lo hace en forma de retinol (la forma alcoholica).
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Es transportada del higado a la retina, donde se une a la proteina opsina para formar

rodopsina, el pigmento visual de los bastones retinianos.

En la inflamacion del parénquima hepatico, la célula estelar hepatica responde perdiendo la
capacidad de almacenar vitamina A y las células estelares sufren un proceso denominado
“activacion”, en el cual se transforman a una forma celular parecida al miofibroblasto, esta

forma celular es capaz de alterar la matriz extracelular hepética®.

FUNCION HEPATICA

Una de las funciones del higado es las de degradar farmacos y biomoléculas extrafias que
ingresan al organismo, el higado convierte estas moléculas méas solubles en el agua para
que sean eliminadas por el rifion. Esto lo realiza en dos fases, la primera llamada fase de
oxidacion y la segunda fase de conjugacion, en la que participa el citocromo Pgso 2E1

(CYP2EL), involucrada en la produccion de radicales libres.

Ademas, en el higado se almacenan varios nutrientes como vitaminas, entre las que se

encuentran:

- La vitamina A (retinol) es importante para la vision. Su precursor es el retinol del cual se
obtienen la rodopsina, un pigmento visual para los bastones retinianos. Se almacena en las
células de Ito, en caso de déficit el higado moviliza sus reservas liberando el retinol a
través de estas celulas. Al haber un déficit de esta vitamina, el individuo cursa con ceguera

nocturna y trastornos de la piel.
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- La vitamina D (calciferol), es importante en el metabolismo de calcio y fosfato. Se
adquiere a través de la dieta y de la piel expuesta a luz ultravioleta. Es necesaria para el
desarrollo y crecimiento del esqueleto y dientes. En la deficiencia de ésta vitamina se

presenta raquitismo en nifios y osteomalacia en adultos.

- La vitamina K (filoquinona). Su origen es la dieta y la sintesis de la flora bacteriana del
intestino delgado. Se requiere para que el higado produzca los factores que necesita la
sangre para coagular apropiadamente, entre los que se incluyen el factor 11 (protrombina),
factor VII (proconvertina), factor 1X (componente de la tromboplastina) y factor X (el
factor de Stuart). La deficiencia de vitamina K o alteraciones en la funcion hepatica (por
ejemplo, una insuficiencia hepatica grave) pueden conducir a deficiencias de los factores de

coagulacién gque conduce al sangrado excesivo.

El higado también regula otras vias metabdlicas, entre las que se incluyen el metabolismo
de carbohidratos, glucosa, lipidos y colesterol, de este ultimo se forman las sales biliares,
asi como la sintesis de urea a partir de iones de amonio, producto de la degradacion de

proteinas y acidos nucleicos.
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4.1.2. Mortalidad por fibrosis hepatica en México

La muerte por enfermedades hepéticas es un problema de salud publica en México, ya que
ocupa los primeros lugares de mortalidad en mujeres y hombres®, (tabla 1). Este
padecimiento constituye una de las 10 principales causas de hospitalizacion en las
instituciones de salud, con una elevada tasa de mortalidad (20.3 defunciones por 100 000

habitantes).

En Meéxico se utiliza el indicador de mortalidad por cirrosis hepatica y este se define como
el riesgo de morir a causa de la cirrosis hepatica en una poblacion, en un periodo

determinado.

Férmula: Numero total de defunciones debidas a cirrosis hepatica

En una poblacidn y un periodo determinado
x 100,000
Total de poblacion, en esa poblacién y periodo determinado

Este indicador se constituye como un instrumento de vigilancia y evaluacion
epidemioldgica, que mide la magnitud de las defunciones por cirrosis hepética en una
poblacion, en un periodo determinado. La cirrosis hepatica esta asociada con el incremento
en la incidencia de la hepatitis B y C, y con la enfermedad alcohdlica, motivo por el cual es

necesaria su evaluacién permanente”.
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Tabla 1. Tabla de mortalidad en México. Se muestran las causas de mortalidad en México
en hombres y mujeres. Se observa que las muertes por enfermedades hepéticas ocupan el

quinto lugar.

Causas de defuncioén

Principales causas Defunciones
Total 539 530
Enfermedades del corazon 2 92 679
Enfermedades isquémicas del corazon 59 801
Diabetes mellitus 75 637
Tumores malignos 67 048
Accidentes 38 875
De ftrafico de vehiculos de motor 17 058
Enfermedades del higado 31528
Enfermedad alcohdlica del higado 13 361
Enfermedades cerebrovasculares 30 246
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 16 540
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal & 14 768
Dificultad respiratoria del recién nacido y otros trastornos respiratorios originados en el periodo 6 829
perinatal
Agresiones 14 006
Influenza y neumonia 13 456
Insuficiencia renal 11 202
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosomicas 8 946
Desnutricion y ofras deficiencias nutricionales 8 354
Bronquitis cronica y la no especificada, enfisema y asma 5678
Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 51689
Lesiones autoinfligidas intencionalmente 4 681
Septicemia 4 393
Anemias 3 501
Enfermedades infecciosas intestinales 3574
Ulceras gastricas y duodenal 2604
Sintomas. signos y hallazgos anormales clinicos y de laboratorio, no clasificados en otra parte 10 529
Las demas causas 76 006

Nota: Si desea obtener mas informacion acerca de |as principales causas de mortalidad por entidad
federativa, edad y sexo. se sugiere consultar el tabulado Principales causas de meortalidad por
residencia habitual, grupos de edad y sexo del fallecido, donde podra generar de manera
dinamica la combinacion de variables de su preferencia, con datos de periodos anteriores.

Se excluye paro cardiaco.
& Incluye tétanos neonatal.
Fuente: INEGI. Estadisticas de Mortalidad. Fecha de actualizacion: Miércoles 21 de abril de 2010

w
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La mayor parte de los pacientes con enfermedad hepética cronica tienen antecedentes
familiares de alcoholismo. La distribucién de la ingesta de alcohol es independiente de la
ocupacion y del grado de escolaridad. En la mayoria de los casos en los enfermos cronicos
hepaticos, transcurre un afo después de que inicia la sintomatologia para que se establezca
el diagndstico. Este hecho tiene gran importancia, ya que la suspension del alcohol en las
fases iniciales puede disminuir las complicaciones y progresion de la fibrosis hepatica,
ademas de contribuir a prolongar la vida de los pacientes. El retraso en el diagndstico se
debe en parte al desconocimiento de las manifestaciones de la enfermedad por la poblacién

en general®.

4.2. Fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica es el resultado de un dafio crénico en el higado y se caracteriza por la
acumulacién de proteinas de matriz extracelular, que sustituyen al parénquima hepatico.
Las principales causas de la fibrosis hepética es la infeccion crénica por el virus de la

hepatitis C, el abuso de la ingesta de alcohol y la esteatohepatitis no alcohélica®.

La acumulacién del tejido cicatrizal en el parénquima hepético altera la arquitectura por
medio de una cicatriz fibrosa, con el posterior desarrollo de nédulos de regeneracion
hepética carentes de vena central y esto Gltimo es a lo que se define como cirrosis hepatica.
Esta condicion induce la disfuncion hepatocelular y el aumento de la resistencia
intrahepatica al flujo sanguineo, que da lugar a una insuficiencia hepética e hipertension

portal®*.
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Se creia histéricamente que la fibrosis hepatica era un proceso pasivo e irreversible, debido
a la pérdida del parénquima hepético y su sustitucion con tejido cicatrizal, rico en colageno.
En la actualidad, se considera que la fibrosis hepatica es un estadio reversible de la

enfermedad®.

Las células estelares hepaticas, anteriormente conocidos como lipocitos, células de Ito o
células perisinusoidales, fueron identificadas como las fuentes de produccion del coladgeno
y de la cicatriz hepatica'. Este tipo de células se describieron por primera vez por von
Kupffer en 1876, que identifico al observar el cambio de fenotipo al activarse las células
estelares en las enfermedades cronicas del higado y que adquirian propiedades fibrogénicas.
Los métodos para la obtencion de las células estelares hepéticas se estandarizaron a partir
de 1980 y el cultivo de estas en placas de pléstico, se aceptdé como un modelo para el

estudio de las células estelares hepéticas'®.

Se han desarrollado modelos experimentales de estudio para la fibrosis hepatica en ratas y
ratones transgénicos, lo que corrobor6 los resultados obtenidos en los medios de cultivo y
se identificaron a las células estelares como principales mediadores fibrogénicos****. A
nivel clinico, la historia natural de la fibrosis hepatica se describié en pacientes con
infeccion crénica por el virus de la hepatitis C, se identificaron factores fibrosadores lentos
y rapidos, como son la ingesta de alcohol, factores genéticos que influyen parcialmente en

el desarrollo de la fibrosis hepatica™.
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4.2.1. Células estelares hepaticas y fibrosis hepatica

Las células estelares hepéticas son células no parenquimatosas del higado, en estado de
reposo sus funciones son el almacenamiento de vitamina A y ayudan a mantener la
membrana basal. Se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo, que las células estelares
hepéticas tienen la capacidad de cambiar su fenotipo al recibir estimulos externos de dafio
hepético'’. En estado de activacion, pierden su contenido de vitamina A, empiezan a
proliferar y cambian a un fenotipo tipo miofibroblasto, ademas de sintetizar una matriz rica

en colageno tipo | y por Gltimo adquieren propiedades contractiles y proinflamatorias'®

(Figura 4).
Hepatocito
L0070
A .». B C¢lula estelar hepatica
- -
.‘..'A Endotelio
4
9,0 / ' Célula Kupffer
Higado P , Sinusoide

Dafio hepatico 9 a
crénico

Linfocito

==_Proteinas de matriz
| extracelular

Hepatocito apoptético
Célula Kupffer activada

Fibrosis hepatica Sinusoide

Figura 4. Cambios en la arquitectura del higado por fibrosis hepatica. (A) Higado sano con
estructura histologica normal. (B). Se muestra una lesion cronica en higado, infiltrado
inflamatorio, hepatocitos en apoptosis, células estelares activadas, liberacion de mediadores
fibrogénicos. La contraccion por parte de las células estelares contribuye a un aumento en
la resistencia en el flujo sanguineo del sinusoide hepatico, figura tomada de Bataller R,

Brenner DA. J Clin Invest 2005;115:209-18.
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Las células estelares migran y se acumulan en los sitios de dafio y reparacion del tejido
hepatico. Es importante mencionar que las células estelares en reposo expresan una serie
de marcadores nueroendocrinos, en cambio las células estelares activadas expresan

marcadores miogénicos como la alfa-actina de musculo liso, que sirve para identificar su

activacion por inmunohistoquimica®®, figura 5.

Figura 5. Célula estelar hepatica identificada por inmunohistoquimica. Se representa una
célula estelar hepatica con alfa-actina de musculo liso, en el espacio de Disse. Se indica con

una flecha. Aumento 100x.
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Los hepatocitos al ser lesionados por la mayoria de los agentes hepatotdxicos como los
virus hepatotrépicos, los metabolitos del alcohol y los &cidos biliares, generan como
respuesta especies reactivas de oxigeno y mediadores fibrogénicos que inducen el
reclutamiento de células inflamatorias. Asimismo, la apoptosis de los hepatocitos dafiados

estimula a los miofibroblastos a la produccién de mayor cantidad de matriz extracelular®.

4.3. Estrés oxidante y dafio hepético

La comprensién de los mecanismos de dafio hepatico ha avanzado en los ultimos afios, lo
gue ha permitido tener nuevas alternativas en la prevencion y tratamiento de los
padecimientos hepaticos. Ademas ello ha sido decisivo para reconocer el papel que juegan
los diferentes tipos celulares hepaticos, tanto en la fisiologia del higado normal, como en la
participacion y blanco de la enfermedad. Se considera que una gran variedad de factores
pueden iniciar el dafio hepatico, entre ellos los farmacos, el sistema inmunitario, los virus

de la hepatitis, el etanol, la sobrecarga de hierro, cobre, la hipoxia y las endotoxinas®.

Estos factores acttan inicialmente sobre una o méas células blanco para iniciar el dafio a
través de la participacion de mediadores intracelulares y extracelulares como las especies
reactivas de oxigeno, citocinas, eicosanoides y 6xido nitrico?’. Los principales tipos
celulares hepéticos estdn muy préximos entre si en el 6rgano y tienen la capacidad
multipotencial de producir diferentes mediadores quimicos, que actian de manera autocrina
0 paracrina. La intercomunicacion de los diferentes mediadores, conduce a un proceso
patogénico que incluye inflamacion, necrosis, apoptosis, fibrosis, isquemia y alteracion del

genoma®.
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Las especies reactivas de oxigeno en higado pueden proceder de diversas fuentes: células
de Kupffer, elementos hepatotoxicos con accion oxidante como los metales, el metabolismo
del alcohol mediante el citocromo P4so 0 con alteraciones del estado redox por dafio

mitocondrial, como el ocasionado por la isquemia?®®.

El perdxido de hidrogeno juega un papel importante como mediador de dafio en la fibrosis
hepética, este es capaz de estimular la produccion de citocinas por los hepatocitos. En
cultivos de células estelares al exponerse a peréxido de hidrdgeno, se induce
lipoperoxidacion y hay un incremento en la expresion del gen de la procolagena al, esta
respuesta se anula al afadir secuestradores de radicales libres y por el contrario se
incrementa al agregar inhibidores de la oxido nitrico sintasa. La lipoperoxidacion se
encuentra elevada en la hepatitis C crénica y la elevacion de la misma se relaciona

directamente con el grado de fibrosis hepatica de los pacientes®.

En el higado se presentan dos isoformas de sintetasas de 6xido nitrico*, la endotelial que
produce pequefias cantidades de oxido nitrico finamente reguladas que se activa y desactiva
en segundos Yy la inducible o inflamatoria, encontrada en macrofagos, células endoteliales,
hepatocitos, células estelares y colangiocitos que producen grandes cantidades de 6xido
nitrico. Debido a que la forma inducible esta practicamente ausente en el higado sano, se
cree que la induccion de que el exceso de oxido nitrico sintasa durante el transcurso de los

procesos inflamatorios provoca dafio celular®’.

Independientemente del agente etioldgico causal de la fibrosis hepatica, el incremento de

radicales libres y la disminucién de la defensa antioxidante es una constante. Asi, las
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especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno juegan un papel crucial en la induccién y

progresion de la fibrosis hepatica®.

4.3.1. Estrés nitrérgico y lipoperoxidacion lipidica

El estrés oxidativo, puede dafiar a las proteinas de manera similar, como ocurre con otras
macromoléculas®®. Sin embargo, en el caso de las proteinas pueden ocurrir eventos
diferenciales, como la oxidacién parcial y en otros casos producir proteinas modificadas
que pueden actuar como moduladores en algunas reacciones, favoreciendo la homeostasia
celular®®. Ademas desde el punto de vista patolégico existe una gran cantidad de agentes
que oxidan y pueden dafiar a las proteinas celulares®®. El dafio es identificado por los
residuos aromaticos y estos son propiamente los residuos de los aminodacidos, los blancos
preferidos para el ataque de las especies reactivas de oxigeno. Con el descubrimiento del
oxido nitrico como producto fisioldgico del metabolismo de la arginina y como mensajero
intercelular, se encontr6 que reaccionan rapidamente con el superdxido para formar
peroxinitrito, cuyos efectos biolégicos son importantes en la regulacion de varias funciones

celulares®.

La metionina y la cisteina son particularmente vulnerables a la oxidacién por peroxinitrito,
mientras que la tirosina y el triptéfano son blancos selectivos para la nitracion por el
mismo. La nitracion de los residuos de tirosina resulta importante, ya que impide la

habilidad de la tirosina para llevar a cabo la intervencion ciclica entre las formas
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fosforiladas y desfosforiladas o entre las formas no modificadas y las nucleotidiladas. En
este sentido la formacion de peroxinitrito se encuentra favorecido cuando el oxido nitrico
supera a la superdxido dismutasa en la competencia por el superdxido. Por lo que la

nitrotirosina es un marcador de estrés oxidante®*,

Con respecto a la peroxidacion lipidica, los acidos grasos saturados o los monoinsaturados
que forman parte de la membrana, son poco susceptibles al ataque de las especies reactivas
de oxigeno, mientras que los poliinsaturados linoléico y araquidonico son atacados debido a
la presencia de sus enlaces dobles conjugados, los que debilitan la energia de union del
atomo de hidrégeno presente en el carbono adyacente a los enlaces®’. Es precisamente esta
alta reactividad lo que hace que la peroxidacion de los lipidos en los sistemas bioldgicos,

sea un proceso de propagacion autocatalitico®.

La peroxidacion de los lipidos de las membranas puede ocurrir por la via no enzimética
como por la enzimatica, durante la peroxidacion enzimaética las especies reactivas de
oxigeno inician el dafio oxidativo en los lipidos de la membrana y los radicales libres de los
lipidos resultantes propagan el proceso de la peroxidacién®. Lo anterior permite la
acumulacion de hidroxiperdxidos que finalmente se descomponen en una gran variedad de
productos terminales en donde los principales son el malondialdehido, el hexanal y el 4

hidroxinoneal®.
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Entre los marcadores usados como indicadores de la peroxidacion de lipidos se incluye el 4
hidroxinonenal, que es un producto altamente reactivo de la peroxidacion de los
fosfolipidos de membrana y su derivado de la reaccion con la 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Estos métodos miden los productos de la descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos,
tales como el malondialdehido y otros dialdehidos que son sustancias capaces de reaccionar
con el acido tiobarbiturico denominados TBARS, este ultimo se evalua con métodos
espectrofotométricos®. Por lo que la peroxidacion de los lipidos es una de las principales
vias de dafio celular, lo que conduce a que la célula pierda sus funciones y con ello sea

responsable de una gran cantidad de patologias®.

4.4.  Factor de crecimiento transformante beta 1 y fibrosis hepética

EL TGF-B1 es una citocina implicada en el proceso de adipogénesis, condrogénesis e
inhibicion de la proliferacion de células epiteliales, endoteliales, linfoides y
hematopoyéticas®. El TGF-B1 a nivel hepatico es profibrogénico, esto se ha demostrado en
medios condicionados con células de Kupffer de ratas con fibrosis ocasionada por alcohol,
generan la activacion de las células estelares y estimulan la produccién de coldgena®. Esto
es capaz de realizarlo al inducir, la sintesis e incorporacion de proteinas de matriz
extracelular, principalmente colagena y fibronectina. También tiene la capacidad de inducir
la sintesis de receptores proteicos de adhesion celular, propiedades que permiten establecer
que esta citocina tiene un papel importante en el proceso de fibrosis hepatica. En particular,
se ha demostrado que durante la lesion hepatica el TGF-B1 actGa como potente factor

quimiotactico en fibroblastos y como mitdgeno al participar en la regeneracién hepética®.
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La forma en que esta citocina estimula la produccién de coladgena en células estelares
activas es cuando el ligando de TGF-B1 se une a su receptor de tipo Il, creando una
combinacion receptor-ligando que tiene a su vez una alta afinidad por el receptor del tipo I.
Se forma un complejo tetramérico, en el que el receptor de tipo Il fosforila al receptor de
tipo 1. Una vez formado el complejo activo, el receptor de tipo | fosforila a un miembro de
la familia citosolica de las Smads, tipicamente una Smad se fosforila en el residuo SSXS en

el carboxilo terminal. Esto obliga a formar un dimero con el compafiero comtin Smad4?.

El heterodimero se importa hacia el interior del nucleo, donde se une al ADN vy activa la
transcripcion del ARNm del TGF-f1 y la coldgena tipo I; de hecho el ARNm de la
colagena tipo | se incrementa 20 veces mas, comparado con las células estelares no

activadas®®.

Por esta razén, el TGF-B1 es una citocina clave en el desarrollo de la fibrosis hepatica. En
las células estelares activadas favorece la transiciéon a un fenotipo miofibroblastico,
estimula la produccién de proteinas de matriz extracelular e inhibe su degradacion®.
También se sabe que en hepatocitos disminuye su proliferacion y favorece su apoptosis.
Las investigaciones actuales se han centrado en bloguear la sintesis de esta citocina o

disminuir su accién para detener o revertir la fibrosis en modelos experimentales®.
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4.5.  Dafio hepatico inducido por metales

Entre los metales esenciales en el organismo humano, tenemos el hierro y el cobre. Estos
dos metales son micronutrientes esenciales para el ser humano®. La capacidad de
intercambiar electrones en condiciones aerobicas hace de ellos biocatalizadores ideales para
las reacciones de oxidacion y reduccion fundamentales para la vida. El hierro esta
involucrado en la sintesis de ADN vy en el transporte de oxigeno, mientras que el cobre en
las defensas antioxidantes, la formacién de catecolaminas, asi como un componente
esencial de la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria y la maduracion de la hormona

peptidica hipofisiaria®’.

Ambos metales forman parte los grupos prostéticos de las enzimas de la cadena
transportadora de electrones y de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria y participan
en el metabolismo de colagena. Paraddjicamente, su propia naturaleza quimica es la base de
su toxicidad. Su versatilidad para catalizar reacciones quimicas puede involucrarse en una
produccién descontrolada de radicales libres, responsables del estrés oxidante, que mas
adelante se explicara con el vanadio. El higado, 6rgano central en el metabolismo de ambos

metales, es también el principal blanco de su toxicidad®.

Un ejemplo de dafio hepatico por metales es la enfermedad de Wilson, que es un desorden
del metabolismo del cobre debido a la disminucion de la excrecion de este metal por el
conducto biliar®®. Por lo que el cobre se deposita en el higado, cerebro y otros tejidos. La
enfermedad de Wilson se hereda de forma autosémica recesiva®. Esto pasa desapercibido
en las primeras fases de la enfermedad, por la caracteristica del higado de compensar el

dafio. Asimismo el cobre se acumula en el higado asintomaticamente, de manera principal
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en el citosol de los hepatocitos, luego se acumula en los lisosomas y llega ain punto en que
no puede retenerse mas en el hepatocito y es liberado al torrente sanguineo; como la
liberacion es gradual el paciente permanece asintomatico por varios afios. Ademas, el cobre
provoca necrosis en los hepatocitos y se desarrolla una hepatitis cronica, esto conlleva a
una fibrosis hepatica que puede progresar a cirrosis hepatica; generalmente cuando el

paciente presenta los sintomas neurolégicos, ya hay un dafio hepético permanente®.

La hemocromatosis es la sobrecarga de hierro en el higado por un incremento en la
absorcion de este metal a nivel del intestino delgado. El hierro se acumula en los
hepatocitos, células reticuloendoteliales, macréfagos y en las células epiteliales del
conducto biliar. La fibrosis y el carcinoma hepatocelular son las complicaciones hepaticas

que se presentan por la sobrecarga del metal®.

El mecanismo por el cual el cobre y el hierro producen hepatotoxicidad es semejante: 1)
Ambos son metales de transicion, los cuales tienen electrones desapareados, 2) en estado
libre son excelentes catalizadores y generan especies reactivas a partir de especies menos
reactivas, al catalizar la formacién de radicales hidroxilo a partir de formas reducidas de
oxigeno?’. La célula ha desarrollado un mecanismo para mantener al minimo la
concentracion de estos metales en forma libre. Esto es llevado a cabo por proteinas como la
ferritina o la metalotioneina, que permiten mantener las concentraciones fisiologicas de
hierro y cobre libres en niveles minimos y evitar que ocurran la reaccion de reacciones tipo

Fenton de forma continua®.

La mitocondria es uno de los blancos del dafio hepatico inducido por cobre y hierro. En este

contexto, también representa el principal sitio de generacion de especies reactivas de
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oxigeno por medio de la cadena respiratoria a un nivel dependiente del estado metabolico.
Se ha demostrado que la acumulacion crénica in vivo de hierro y cobre provoca
lipoperoxidacién de la membrana mitocondrial®**®. Por esto mismo en humanos con
sobrecarga de cobre y hierro, debido a causas genéticas o adquiridas, la fibrosis y la cirrosis

son hallazgos comunes®.

4.6. Efecto de la atmdsfera contaminada sobre el higado

Las enfermedades hepéticas generalmente son potenciadas por el ambiente que rodea al
individuo y son pocos los estudios que evalUan el efecto del aire ambiental en la glandula
hepética’®. En este sentido, un problema actual es la inminente contaminacién ambiental
que sufren las ciudades altamente urbanizadas y contaminadas en su atmosfera. La mayoria
de las particulas suspendidas y contaminantes suspendidas en el aire que respiramos
provienen de la combustién y quema de derivados de petréleo® e incrementan el dafio en
pacientes con esteohepatitis hepatica no alcohdlica®, ya que las particulas ambientales de
menos de 2.5 micras, al ingresar al organismo humano por via inhalada, activan a las
células de Kupffer, que son los macréfagos del higado y como resultado de esto inducen la
liberacion de citocinas que incrementan el dafio hepatico en pacientes con esteohepatitis no

alcoholica®.
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4.7.  Modelo de dafio y fibrosis hepatica por CCl,

Existen varios modelos experimentales para estudiar la fibrosis hepética, los cuales intentan
semejar el dafio que ocurre en humanos, entre ellos se encuentran los modelos tratados con

alcohol, dimetilnitrosamina, tioacetamida, CCl, y ligadura del conducto biliar®.

En el presente estudio se utilizo el modelo de CCly,, ya que permite controlar el dafio, al ser
dosis dependiente. EI CCl, es una hepatoxina que causa necrosis hepatica, fibrosis y
cirrosis cuando se administra de manera crénica y también asemeja al dafio que se presenta
en el humano, con la ventaja de que puede retirarse en cualquier momento para estudiar la

reversion de la fibrosis hepética®.

El efecto toxico del CCl, se debe a su conversién por el citrocromo P-450 (CYP2E1L) en el
radical libre triclorometilo (CCl3), que es un téxico altamente reactivo®. Los radicales
libres producidos localmente causan la oxidacion de los acidos grasos poliénicos presentes
en el interior de los fosfolipidos de membrana. Ahi se inicia la oxidacion de los lipidos de
membrana y tras reaccionar con oxigeno (peroxidacién lipidica), se forman perdxidos
organicos. Esta reaccién es autocatalitica puesto que se forman nuevos radicales a partir de

los propios radicales peroxidos® .

Por tanto, la descomposicién rapida de la estructura y pérdida de funcién del reticulo
endoplasmico se debe a la oxidacion descontrolada de los lipidos de membrana, lo que
explica por qué el dafio por CCl, es grave y al mismo tiempo extremadamente rapida en su
inicio®. En menos de 30 minutos a una dosis de 0.4 g/kg de peso se produce una
disminucion en la sintesis de proteinas hepaticas y a las dos horas edema del reticulo

endoplasmico liso y disociacion de los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso. Se
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reduce la salida de lipidos desde los hepatocitos, debido a su incapacidad para sintetizar las
apoproteinas que permiten la formacién de complejos con los triglicéridos y por tanto
facilita la secrecion de lipoproteina. El resultado la generacion de un higado graso debido a
la intoxicacion por CCl,. Después se producen lesiones a nivel mitocondrial y esta va
seguido por una turgencia progresiva de las células debido a un aumento en la
permeabilidad de la membrana plasmatica permitiendo una entrada masiva de calcio y

muerte celular por activacion de proteasas y muerte celular®.

La respuesta inflamatoria causada por el CCl, juega un papel importante en el dafio
hepético. En este proceso las células hepaticas, incluyendo las células de Kupffer, células
estelares hepéticas y las células endoteliales sinusoidales son activadas para secretar
citocinas, la cuales son mediadores de la fibrosis hepatica que permiten el depésito de

matriz extracelular como consecuencia del estrés oxidante® 3.

4.8.  Pruebas de funcionamiento hepético

Las pruebas de funcionamiento hepético se utilizan para dar seguimiento a un paciente
sintomatico o asintomético por enfermedades hepaticas®’. Es un método que complementa
el estudio ya que puede distinguir los pacientes con enfermedad hepética cronica grave, de
aquellos que tienen un mejor prondstico en el desarrollo de la enfermedad hepatica®. Es
importante mencionar que las pruebas de funcionamiento hepatico nos proporcionan
informacidn en cuanto a la presencia o la severidad de complicaciones de las enfermedades
hepaticas. Ademas, los diferentes tipos de enfermedades hepaticas se asocian con patrones

concretos de anormalidades bioquimicas®.
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Estas pruebas suelen ser menos invasivas y mas comodas de realizar en el paciente, ya que
se determinan en el suero sanguineo. En general, podemos dividir la patologia hepatica en
pre-hepatica, hepética y post-hepatica. Las pruebas de funcionamiento hepatico estan
conformadas por bilirrubina total, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA),
protrombina y albumina. Estas se elevan o disminuyen de acuerdo al lugar y tipo de dafio

hepético®’.

Las causas pre hepaticas se refieren a un dafio que no proviene del higado y en este caso
encontramos elevada la bilirrubina indirecta, mientras que las demas marcadores se hallan
en sus valores normales. Con respecto a las enfermedades de origen hepatico se refiere a
todas aquellas que afecten al parénquima hepatico y estas elevan las enzimas que nos
indican dafio y lesion hepatica, como son la ALT y AST, la bilirrubina directa y la
disminucion de la albimina sérica, asi como de la protrombina. Por ultimo, las
enfermedades de origen post hepatico se refieren a los problemas obstructivos de las vias
biliares, en este caso la fosfatasa alcalina se eleva. Cabe mencionar que la ALT es una
enzima citoplasmatica, mientras que la AST esta presente como isoenzima citoplasmica y
mitocondrial. EI aumento de la actividad de estas enzimas en suero es resultado de la
filtracion a partir de células lesionadas y por lo tanto refleja la lesion de los hepatocitos.
Estas enzimas estan elevadas en muchas enfermedades hepaticas, pero en especial en
aquellas que se asocian con una necrosis significativa de los hepatocitos, como la hepatitis
viral aguda y las lesiones quimicas o isquémicas. Ademas es importante mencionar que la
ALT es relativamente especifica del higado, mientras que la AST se halla en el musculo

cardiaco, los rifiones, el cerebro, pancreas y las células sanguineas, ademéas de los
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hepatocitos>’. Por lo que, un aumento desproporcionado o aislado de AST debe llevar a la
busqueda de origenes extrahepaticos, en particular una lesion miocardica o de musculo

esquelético®” 4.

4.9. Evaluacion de la biopsia hepética, indice de Knodell

La biopsia hepatica permite conocer el tipo y extension de las alteraciones histopatologicas
que en conjunto con las manifestaciones clinicas, de laboratorio y de imagen, establecen las
bases para el diagnostico especifico de diferentes padecimientos hepaticos. También se ha
utilizado para conocer la evolucion del dafio, establecer el prondstico y conocer la respuesta

al tratamiento™*,

El uso de la biopsia para fines diagndsticos con bases morfoldgicas se inicia en el afio de
1930. Los primeros instrumentos para obtener fragmentos de tejido a través de una
puncidn, tales como la aguja de Vim-Silverman, fueron mejorados con la introduccién de la
aguja de Menghini, que permite obtener mayor cantidad de tejido, produce menos artificios,
es mas facil de realizar y causa menos complicaciones. Algunos instrumentos mas recientes
como la aguja tru-cut y la aguja de Jamshidi han mejorado todavia mas esta técnica*’. Una
vez que se obtiene el tejido hepatico se fija con formol al 10%. Posteriormente se tifien los
cortes histologicos y esto se realiza con hematoxilina y eosina, también se utilizan tinciones
especiales como la tincién de Masson, ya que esta nos permite definir la localizacion y
cantidad de colagena tipo I, indispensable en el diagnostico de hepatitis cronica, en fibrosis
hepatica y en todos los tipos de cirrosis. Ademas de la tincion del estroma, el tricromico de

Masson exagera la coloracion rojiza del hialino de Mallory y los cuerpos acidéfilos*.
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Ademas, se han introducido diferentes técnicas que nos permiten mejorar el diagndstico al
aplicar técnicas como la inmunohistoquimica, por ejemplo la utilidad de la citoqueratina 7
para identificar epitelio biliar y reaccion ductular, por lo que se recomienda para facilitar la
identificacion de estas estructuras. La actina de musculo liso que identifica las células
estelares hepaticas activadas. Anticuerpos especiales para el diagndstico de hepatopatias

inflamatorias y en lesiones neoplésicas*™.

Las escalas de clasificacion y evaluacion de las lesiones hepaticas son utilizadas en la
practica clinica como una herramienta de respaldo para las decisiones médicas. La
calificacion de las lesiones en una biopsia hepética tiene diversas ventajas, una de ellas es
artificial, que provee un digito simple que parece mas objetivo que la evaluacion Optica

descriptiva que es subjetiva y semicuantitativa®.

Hay varias maneras de interpretar una biopsia hepatica, los métodos mas comunes son el
indice de actividad histologica o también llamado indice de Knodell y el indice de

METAVIR que fue disefiado especificamente para pacientes con hepatitis C.

El método de Knodell esta compuesto por cuatro nimeros que se asignan por criterios
individuales y forman una sola puntuacion. El primer componente se clasifica del 0-10 y
los tres restantes del 0-4, lo que resulta en una suma total de 0 a 22. Las tres primeras
puntuaciones (necrosis periportal, degeneracion intralobulillar, necrosis focal e inflamacion
portal) componen la parte inflamatoria de la puntuacion y son indicativas del grado de
inflamacion que existe en el higado. El cuarto componente (fibrosis) sefiala la cantidad de
tejido cicatrizado en el higado y se clasifica de 0 como ausencia de fibrosis hasta 4 como
cirrosis™.
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4.10. Reversion de la fibrosis hepatica

Antiguamente la opinion tradicional era de que la cirrosis era una enfermedad irreversible,
la evidencia reciente indica que ain una fibrosis avanzada es reversible'*. Esto se ha
demostrado en modelos experimentales con fibrosis hepética, que en estadios avanzados de
fibrosis estos revierten. En los seres humanos la reversion de la fibrosis hepética puede
ocurrir después de un tratamiento exitoso de la causa subyacente. Esto ha sido informado
en pacientes con sobrecarga de hierro, cobre, el dafio inducido por la ingesta de alcohol,

hepatitis C y en hepatitis autoinmune™.

Durante la reversion de la fibrosis hepatica en modelos animales, el nimero de células
estelares disminuye y la integridad del tejido se restablece™. Hay dos teorias que explican
la reversion de la fibrosis, la primera mediante la reversion de la activacién de las células
estelares y la segunda mediante la eliminacion de células estelares activadas por
apoptosis*®. Se ha observado en cultivos que las células estelares pueden revertir a células

quiescentes, pero no se ha demostrado in vivo™ .

Asi, la apoptosis de las células estelares activadas aumenta durante la resolucion de la
fibrosis hepatica. Uno de los factores que regula la apoptosis en células estelares
transformadas es el TNF-a, ya que promueve su sobrevida via NF-kB. Esto se demostrd
con gliotoxina, que es una toxina de un hongo que inhibe la activacion de NF-kB e induce
apoptosis de las células estelares en ratones tratados con CCl, en donde el grado de dafio

hepatico y fibrosis fue minimo®’.
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4.11. Vanadio
4.12. Metabolismo del vanadio

El vanadio es un elemento que se encuentra naturalmente en el ambiente, con apariencia de
un metal blanco grisdceo en forma de cristales. ElI vanadio puro no tiene olor. En la
naturaleza se encuentra combinado con otros elementos tales como el oxigeno, sodio,
azufre o con cloruro. El vanadio y los compuestos de vanadio pueden encontrarse en la
corteza terrestre y en las rocas, en minerales de hierro y depésitos de petréleo crudo®,
figura 6.
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Figura 6. Representacion del vanadio y caracteristicas del metal. El vanadio ocupa el lugar

namero 23 de la tabla periddica y este se encuentra como mineral en el ambiente.
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El vanadio fue descubierto en 1802-1803, por el mineralogista espafiol Don Andres del Rio
en México a partir del mineral plomo pardo (vanadinita) llamado “pancromio”, un nombre
referido por la variedad de colores que el vanadio despliega cuando pasa por sus diversos
estados de oxidacion. Del Rio lo llamo “Eritronio” debido a que las sales de este elemento
se tornan rojas cuando se tratan con calor y acidos. Al poco tiempo de su descubrimiento se
pensaba que sélo era una nueva forma de cromo y se desdijo su descubrimiento® *. El
elemento fue redescubierto por el quimico sueco Nils G. Sefstrom en 1831 y lo llamo
“yanadin” (vanadio) en honor a Vanadis, la diosa de la belleza de los antiguos arios*,*. En

este afio, Wohler establecid la identidad de eritronio como vanadio, en la tabla 2 se

muestran sus caracteristicas fisicas y quimicas del vanadio™.

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas del vanadio. Tomado de Barceloux DB. J Toxicol

Clin 1999.

PROPIEDADES FiSICAS

Punto de fusion

1980+ 102C

Punto de ebullicidon

33802Calatm

Color: Gris plateado brillante
Densidad 293 K: 5.8 g/cm’
Clasificacién Metal de transicidn
Resistencia 394

Conductividad 4.0 10°0mg™*ecm™

PROPIEDADES QUIMICAS

Nombre Vanadio
Simbolo \Y

Peso atdmico 23

No. atémico 50.942 g/mol
Grado de oxidacién -1a+5

Compuestos que forman

Ferrovanadio, pentéxido de vanadio (V,0s)

Trioxido de vanadio (V,03), dicloruro de
vanadio (VC1,), tricloruro de vanadio (VCls),
tetracloruro de vanadio (VCl,), diéxido de
vanadio (VOH,), acido metavanadico HVOs.
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Metabolismo

Para la poblacion en general, los alimentos representan la mayor fuente de exposicion a
vanadio, seguida de la via aérea. La entrada del vanadio al organismo de los mamiferos
ocurre a través de la piel, por el tracto gastrointestinal y por el sistema respiratorio. La
absorcion por la piel es minima, varios reportes coinciden en que el 10% del vanadio es
ingerido y el 25% inhalado es transportado a varios tejidos del cuerpo por el torrente

sanguineo®, figura 7.
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Figura 7. Toxicocinética del vanadio. Tomado de la Rev. Int. Contam. Ambient. 2006.
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Una vez que ha sido absorbido puede encontrarse en estados de oxidacion I, IV y V. EI V¥
es reducido a V' por el glutation de los eritrocitos o por el 4cido ascorbico, las
catecolaminas y otras substancias reductoras del plasma®. No se conoce bien la biocinética
del V"', pero debido a la presencia de oxigeno en la sangre es posible que pueda ser

oxidado a V'Y 6 V" y parte permanece como V" unido a diferentes ligandos*.

El vanadio es transportado por la albumina y preferentemente por la transferrina. Las
condiciones de pH neutro propician el predominio de V' en el plasma. Se tiene bien
establecido que el V' entra a la célula por mecanismos de transporte anionico,
principalmente por los canales de fosfato. En el interior de la célula, el V" puede ser

nuevamente reducido a V' por el glutation y otros sustratos donde permanece unido®.

Algunos estudios de farmacocinética en eritrocitos demuestran que la entrada de vanadio al
interior de la célula se da en dos etapas, cada una regida por un mecanismo en particular.
En la etapa inicial, V¥ cruza la membrana celular a través del sistema de intercambio
anionico, en tanto que en la segunda etapa el cruce es mucho mas lento e involucra el
- |V - - - -
producto reducido, V'* y un mecanismo de paso semejante al de los cationes divalentes. De
hecho, se ha descrito que el vanadio ingerido es transformado por el estbmago a su forma
catidnica antes de empezar a ser absorbido en el duodeno, ademas de que la absorcién de

VO? es cinco veces menor en comparacion con la presencia de la forma aniénica (VO,*

)51.

En animales de experimentacion, la entrada del metal estd en funcion de la ruta de
administracion, el tipo de tratamiento y las propiedades del compuesto. Independientemente

de la forma en que se aplique, el vanadio se acumula exclusivamente como V'". Los
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organos que lo acumulan son el higado, rifidén, hueso y bazo, mientras que en pulmones y
testiculos se concentra en menor cantidad. También se ha detectado en corazdn, tiroides,
cerebro, musculo esquelético, médula 6sea y tejido graso. Los 6rganos que no remueven
con facilidad el metal son el hueso, muasculos y pulmoén, en el que permanece por tiempo

prolongado™.

El VY 6 VY administrado a ratas via intratraqueal o intraperitoneal se distribuye en el

ntcleo, las mitocondrias, los microsomas y en el citoplasma en células de higado®.

Diversas pruebas bioguimicas demuestran que el vanadio en estados de oxidacion IV y V,
interactUa en concentraciones de micromoles con muchas moléculas organicas, incluyendo
proteinas, péptidos, aminoacidos, nucleétidos y azlcares. En la célula, el vanadio tiene la

capacidad de reemplazar los grupos fosfato , carboxilo y amino de las biomoléculas®".

En trabajadores expuestos a ¢xidos de vanadio y en modelos animales, el vanadio
absorbido es rapidamente desechado por los rifiones y la bilis, excretado en la orina o en las
heces. La cinética de eliminacion por la orina sigue un comportamiento bifasico, en las 20
primeras horas se excreta la mayor cantidad y de 40 a 50 dias la otra parte. Un dato
importante es que el vanadio en modelos animales puede cruzar las barreras
hematotesticular y placentaria e inducir alteraciones en las diferentes células del testiculo y

en el desarrollo embrionario y fetal®!.
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4.13. Usos y fuentes del vanadio

Los usos del vanadio son en las aleaciones con el acero, el bronce y el hierro para la
produccion de ferrovanadio, donde solo una pequefia porcién de vanadio proporciona gran
fuerza y elasticidad. Las aleaciones de vanadio dan dureza y durabilidad a herramientas
para corte y taladros de alta velocidad, ademéas también son utilizados en la agricultura

como fertilizantes*® ** figura 8.

Figura 8. Usos del vanadio. El vanadio es utilizado principalmente en herramientas

industriales.

De los compuestos de vanadio el pentoxido es el mas utilizado, sobre todo en la industria
qguimica como catalizador de reacciones quimicas y para ablandar el acero. También es

utilizado como revelador y sensibilizador fotografico y en la elaboracion de vidrio.

El vanadilo y el dicloruro de vanadilo son utilizados como pigmentos en la industria del
vidrio, de la ceramica y en la industria textil, por otro lado, los 6xidos y vanadatos forman

parte de las administracion de vanadio para la elaboracién de sustancias luminiscentes®?.
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4.13.1. Mecanismo de accién del vanadio

El vanadio tiene varios efectos en la célula, a una dosis de 0.02 M induce la formacién de
micronucleos en la medula dsea, linfocitos y en un reporte por parte de nuestro laboratorio,
meganucleos y binucleacion en hepatocitos. Ademas, se ha observado un aumento en la
frecuencia de células poliploides y binucleadas en linfocitos humanos tratados con V;0s.
Estos cambios se han explicado por la acumulacién de células en fase G2, lo que impide
que se lleve a cabo la mitosis™. Por otro lado, estos efectos pudieran ser resultado de la
interaccion del vanadio con la polimerizacién de tubulinas, lo que resulta en alteraciones en

la formacién y funcién del huso mitético™.

Ademas el vanadio puede provocar fibrosis, proliferacion celular y efectos antiapoptoticos,
lo cual se explica con la generacion de radicales libres y peroxidacion lipidica por parte de

este metal, ademés de las propiedades miméticas que tienen con los grupos fosfato>.

Se ha demostrado que el vanadio se acumula en el espacio intermembranal de las
mitocondrias y bloguea el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria, lo que causa
inhibicion de la primera unién de NADH>®. Ademas provoca cambios en la actividad de la
adenilato ciclasa, ribonucleasas y la reduccién en los niveles de coenzima A en el higado®.
Se ha demostrado que el vanadio tiene efecto diurético y natriurético, y es capaz de inhibir

ala APTasa de Na'/K*2,
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Los compuestos de vanadio también tienen efectos hipoglucemiantes, al inhibir
competitivamente las fosfatasas reguladoras de proteinas, especificamente la fosfatasa 1B,

que es la primera en la cascada reguladora de la insulina® *° (figura 9).
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Figura 9. Mecanismo de accién del vanadio. Se representan los lugares de accién del
vanadio, en el receptor de insulina, tomado de Barceloux DG. J Toxicol Clin Toxicol 1999;37:265-
78.

4.14. Papel del vanadio como contaminante ambiental

En la naturaleza el vanadio no se encuentra en forma pura, ya que es propenso a reaccionar
con otros elementos. Sin embargo, su liberacion en la atmodsfera es principalmente
ocasionada por la actividad humana, por lo que es considerado un contaminante

ambiental®®.
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Se ha estimado que de las 64 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente a la
atmosfera, alrededor del 91% son producto de la actividad industrial, de la combustion del
petrdleo, de carbdn y de aceites pesados y el resto son derivados de la erosion del suelo,

emisiones volcanicas, incendios forestales y otros procesos biogénicos™.

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climéticas, la posicion geografica y
las condiciones de urbanizacién, entre otros factores. En grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 ug/m® y en éreas rurales cantidades
menores a 0.024 pg/m®. En el agua para beber se describen valores por debajo de 10 ug/L,
con un promedio de 4.3 ug/L. Se han reportado concentraciones que van de 49.2 a 70

ng/mL, en rios cercanos a minas y mantos acuiferos ubicados cerca de zonas industriales®®.

Las concentraciones en el agua de mar estdn en un rango de 1 a 3 ug/mL, con valores
maximos de 7 pg/L y de hasta 200 pg/kg de peso seco en sedimentos costeros. El desgaste
de las rocas oceanicas y de los minerales terrestres libera vanadio en el agua y en el aire. Se
considera que la concentracion promedio de este metal en el suelo es alrededor de 100 pg/g

de peso seco, pero en los suelos cercanos a plantas metallrgicas los valores superan los 400

na/g”’.
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4.15. Niveles de vanadio en México

Para la ciudad de México se han reportado valores que alcanzan 0.114 pg/m® en
aeroparticulas de 10 um y 0.093 pg/m® en las de 2.5 um®®. Es importante mencionar que la
mayoria del vanadio en nuestro ambiente proviene de la combustion de derivados del
petroleo. Los petroleos de América son lo que contienen méas vanadio, en el crudo
proveniente de Venezuela las concentraciones van de 282 a 1180 ug/g, en la variedad de
Canadé y la maya de México el contenido es de 640 y 243 pg/g, respectivamente®. En

cenizas, residuos sélidos u hollin se pueden encontrar de 600 a 700 nug/g.

Para la regulacion de las particulas suspendidas totales se dictdé la NOM-024-SSA1-1993.
En la cual dan los lineamientos para prevenir, restablecer y mantener la calidad del aire y
las acciones a realizar para reducir la emision de contaminantes. Esta norma se establece
como particulas suspendidas totales a la contaminacion del aire provocada por material
solido o liquido finamente particulado, que se les considera capaces de bloquear los
mecanismos de defensa del aparato respiratorio, tanto a nivel de vias aéreas superiores
como en bronquios y alveolos. Los limites del material particulado y no debe rebasar el
limite maximo permisible de 260 pg/m® en 24 horas, en un periodo de un afio y 75 pg/m®
en una media aritmética anual, para la proteccion a la salud de la poblacion susceptible.
Cabe mencionar que en México esta muy lejos de cumplirse la norma tal como lo demostro
Fortoul et al. 2002, al demostrar que las concentraciones de metales en la atmésfera de la

ciudad de México van en aumento®.
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4.16. Efectos del vanadio en la salud humana

Los efectos de los compuestos de vanadio van a depender del tipo de exposicién y
compuesto, por lo que se han descrito efectos benéficos y tdxicos de acuerdo a lo antes
mencionados en la tabla 3 se muestran los diferentes compuestos de vanadio y sus dosis en

animales experimentales*® *°.

Tabla 3. Compuestos de vanadio y efectos a diferentes dosis en modelos experimentales.

Tabla tomada de NTP Technical report, vanadium pentoxide, NTP TR 507, 2002.

Compuestos y dosis de vanadio en modelos animales

Compound Species Dose/Exposure Route Parameter
"r'.:r.?!L Rat 70 mgim?/2 hours Inhalation LC,
Cat 500 mg /23 minutes Inhalation LC, .
Rat 12 mg'kg Intraperitoneal LDy,
Rat 14 mg'kg Subcutansous LDy,
Rt 10 mg'kg Crral LDy,
Mouse 10 mg'kg Subcutancous LDy,
Mouse 23 mg'kg Oral LDy,
.\'H__‘.'O;h Rat® 160 mg'kg Crral LDy,
Rat 200 - 30 mg'kg Subcutaneous LDy,
Mouss 25 - 30 mg'kg Sk ) LDy,
Rabbit 1.5 -2 mgkg Intravenous LDy,
(uinea pig 1-2mgkg Subcutancous LDy,
.\'z!‘.'();l' R_a'._:‘ 330 mg'kg Crral LDy,
Rart S0 - 60 mg'kg Subcutaneous LDy,
Mouss 36 mgkg Intraperitoneal LDy,
Mouss S0 mgkg Subcutansous LDy,
Rabbit . 2-3Imgkg Intravenous LDy,
Guinea pig 1-2mgkg Subcutancous LDy,
N'a]L'{J:_-H;OE Mice 11 mg'kg Intraperitoneal LDy,
\"L}L'I]L Rt 140 mg'kg Crral LDy,
"r'.:r.?]e Mice 130 mg'kg Oral LDy,
‘\-"[_'Z:a Rat 340 mg'kg COral LDy,
‘r"l.'_'i;a Rt 160 mg'kg Crral LDy,
"r"l.'_'i:_a Rat 350 mg'kg Oral LDy,
Mice" 23 mgkg Oral LD,
Rabbit 20 mg'kg Subcutaneous LD,
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La toxicidad del vanadio se demostro en trabajadores laboralmente expuestos al metal,
como son en limpiadores de chimeneas, fundiciones o en la quema de petréleo. En este
caso los oxidos de vanadio presentes en las particulas de menos de 10 um de diametro de
las cenizas y polvos, producto de la quema de combustible fosil, estan asociados con
efectos adversos a la salud™. La exposicién crénica por inhalacion en ambientes laborales
induce cambios en los Grganos respiratorios y la aparicion de bronquitis, rinitis, laringitis y
faringitis, en algunos casos produce cambios en el ritmo cardiaco y la aparicion de un color
verdoso en la lengua de los trabajadores. También se han reportado alteraciones
bioguimicas en sangre, como la disminucién de grupos sulfhidrilo y cambios en la

concentracion de la albimina y del colesterol®’.

La exposicion aguda (de 0.2 a 1 pg/m®) a polvos de vanadio (V2Os) en personas
voluntarias, indujo sintomas como tos, irritacion de nariz y mucosa oral, mientras que una
fuerte exposicion aguda causé irritacion sensorial, fiebre, conjuntivitis, aumento del
movimiento intestinal, dermatitis, vomito, diarrea, problemas respiratorios, temblores y
dafio renal®®. En estudios de los efectos de diversos metales dispersos en el aire urbano
sobre la poblacion, se encontraron ligeras correlaciones entre los niveles de vanadio y la
mortalidad producida por ciertos canceres, neumonia y bronconeumonia®. De la misma
manera, se observd correlacion entre los niveles de vanadio en particulas aéreas y la

incidencia de enfermedades cardiovasculares®’.

En un estudio realizado por Fortoul et al (2002), se detect6 que la cantidad de vanadio
aumento en el pulmdn en autopsias practicadas a residentes de la ciudad de México que

vivieron en la década de los 90 (1.36+0.08 ug/g en peso seco de pulmon) en comparacion
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con los que vivieron en la década de los 60 (1.04+0.05 pg/g en peso seco de pulmon). Las
concentraciones halladas no correlacionaron con el género, la edad, los habitos al cigarro,
su ocupaciéon o la causa de muerte. Lin et al (2004) detectaron 0.42+0.24 ng/mL de
vanadio en muestras de sangre de estudiantes de la ciudad de Taiwan, cuando en la
literatura se reportan valores de 0.10+0.017 ng/mL en residentes cercanos a zonas
industriales y de 0.032 a 0.095 ng/mL para la poblacion general. Asi también en un estudio
realizado por Rivero-Rosas et al (1997) demostro la presencia de metales en ambiente de la

ciudad de México, entre ellos el vanadio’™.

4.17. Efectos benéficos del vanadio

Respecto a los efectos benéficos del vanadio en la salud humana. Los compuestos del
vanadio han sido objeto de investigacion como agentes que disminuyen los niveles séricos
de glucosa, como antihipertensivos, anorexigénico y como se ha visto previamente como

anticancerigeno®® . El

efecto tipo insulina de los compuestos del vanadio sobre células y
animales diabéticos se ha estudiado desde hace varios afios™. En estudios realizados en
humanos se ha demostrado que las sales y los complejos de vanadio mejoran los sintomas

de la diabetes a una dosis de 10 mg de sulfato de vanadilo®.

Este efecto es atribuido a una accion sinérgica sobre la insulina a través de la inhibicion
competitiva del vanadio sobre fosfatasas regulatorias de proteinas, especificamente la
fosfatasa 1B, que es la primera en la cascada regulatoria de la insulina®. Sin embargo, el

vanadio suministrado oralmente en animales prefiados es toxico e inefectivo tanto por no
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normalizar la glucemia como por interferir con el desarrollo del feto®. El sulfato de
vanadilo (VOSQ,) disminuye y mantiene normalizada la presion sanguinea en ratas
espontaneamente hipertensas®. El vanadio altera los niveles de neuropéptido Y en
hipotdlamo y como consecuencia, disminuye el apetito y el peso corporal. EI VOSO,(en
una dosis de 60 mg/dia) es utilizado en nuestros dias por atletas que realizan levantamiento

de pesas como anabélico para mejorar su rendimiento™.

Asi en los ultimos afios distintos complejos orgdnicos y compuestos inorganicos del
vanadio han adquirido importancia especial en la farmacologia®. Son empleados en la
terapia contra la diabetes, en la obesidad y en la biologia de la reproduccién como
anticonceptivo vaginal®*®®. Ademas por sus propiedades moduladoras de la expresion de

diversos genes, es usado en modelos experimentales como agente anticarcinogénico®.

Estas propiedades se han observado en modelos de cancer hepatico, en el que el vanadio ha
demostrado inducir la expresion de p53 y apoptosis, asi como la supresion de Ki-67 en un
modelo experimental de hepatocarcinoma en ratas>. Asimismo en medios de cultivo para
el hepatoma de Morris 5123, el vanadio tiene efectos citotoxicos sobre las células

tumorales®®*®°.
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4.18. Vanadioy fibrosis

Cuando el vanadio ingresa a nuestro cuerpo por via inhalada el 6rgano més afectado es el

pulmén, al ser el primero en entrar en contacto con este metal®®

. En general, la intoxicacion
aguda por inhalacion de vanadio produce edema pulmonar, bronconeumonia, bronquitis,
rinitis, hemorragia pulmonar, traqueitis, enfisema y fibrosis de las vias aéreas, ya que el
vanadio provoca un estado irritativo cronico en el sistema respiratorio, lo que conduce a un
estado inflamatorio cronico. Esto conduce a una metaplasia del epitelio respiratorio y
fibrosis. En este caso hay una proliferacién importante de miofibroblasto que provocan mas
fibrosis pulmonar®. De hecho se ha sugerido que este estado inflamatorio crénico induce la
proliferacion en el epitelio pulmonar, al encontrarse una elevada concentracion del factor
estimulante de plaquetas (PDGF) vy elevar la actividad de IL-1B. Por otro lado, la
progresion de la fibrosis pulmonar en ratas expuestas a 1 mg/kg de pentdxido de vanadio se
detuvo a través de un inhibidor de tirosina cinasa especifico para la PDGF vy el factor de
crecimiento epidermal, lo que sugiere que los receptores de crecimiento estan involucrados
en la produccion de miofibroblasto pulmonares y la produccién de coldgena. Con respecto

a si el vanadio produce fibrosis en el higado, esto no ha sido observado en nuestros

experimentos con pentéxido de vanadio en ratones CD-1 por 6 semanas®’.
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4.19. Papel del vanadio en el higado

El vanadio es metabolizado en el higado, ya que el higado es el érgano que se encarga de
destoxificar las sustancias que llegan al cuerpo humano. Esto ocurre en el reticulo

endoplasmico de los hepatocitos®®.

Ademas, regula el metabolismo de la glucosa en el higado. El vanadio incrementa el
ingreso de la glucosa y su oxidacion, con la consecuente produccién de glucogeno e inhibe
la gluconeogénesis por parte de las células hepaticas®. Esto se ha observado por via oral y
al ser pobremente absorbido por via digestiva las concentraciones en el organismo no
llegan a ser toxica. Por ejemplo, con el sulfato de vanadil 10mg ha disminuido un 20% la
concentracion de la glucosa en sangre y disminuye la produccion de glucosa por parte del
higado, durante la hiperinsulinemia®’. El vanadio como lo hemos descrito inhibe los

receptores acoplados a la tirosina cinasa en el hepatocito®.

También produce efectos toxicos en el hepatocito, al inducir peroxidacion lipidica en la
membrana de los hepatocitos®. En ese sentido en nuestro laboratorio se observé un
incremento en la lipoperoxidacién, infiltrado inflamatorio, asi como el incremento de
células binucleadas y megantcleos®’. Asimismo, se han descrito efectos terapéuticos a nivel
hepético, principalmente en los modelos de cancer hepatico®, por ejemplo se ha
demostrado que en el modelo experimental de carcinogénesis hepatica el vanadio a una

dosis de 2 mg indujo apoptosis de las células malignas y la supresién de MT y Ki-67" %29,
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4.20. Modelo de administracion de vanadio por via inhalada

Como ya se mencion0 el vanadio se encuentra en la naturaleza y en el ambiente de varias
formas®. En la atmésfera lo encontramos como pentéxido de vanadio V,Os, que es el
principal precursor de los diferentes derivados quimicos del vanadio. Es un catalizador de
la transformacion de sulfato a sulfito y del acetaldehido a alcohol. En modelos
experimentales se ha expuesto el vanadio por via inhalada o instilado via intratraqueal a una
dosis de 0.02 M y este es recuperado en la sangre de los animales expuestos después de una
hora de exposicion. Por esta via el vanadio se deposita en el higado, rifién, hueso y bazo.
De estos drganos el vanadio es eliminado rdpidamente de los diferentes 6rganos excepto del
hueso. Entre los efectos toxicos que se producen en modelos experimentales expuestos a
pentoxido de vanadio por via inhalada se incluyen edema pulmonar, rinitis,

bronconeumonta, rinitis y traqueitis®”.

Ademas, la exposicién a pentoxido de vanadio en el lugar de trabajo ocurre en los
trabajadores que limpian chimeneas, calderas y fundidoras, asi como en aquellos que se
encuentran en refinerias o en la fundicidn de rocas para la obtencién de este metal. En este
tipo de personal el vanadio llega a alcanzar concentraciones de 35 mg/m® en el aire que

respiran. En tejido humano se ha llegado a reportar la concentracion de vanadio de 0.3

56, 61

mg/g
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5. Planteamiento del problema

La muerte por fibrosis hepatica en nuestro pais y a nivel mundial es un problema de salud
publica. Se realizan varios estudios para detener la progresion de la fibrosis hepética y
evitar a que esta llegue a ser irreversible. En este sentido se ha demostrado que tiene efectos
benéficos en modelos de cancer hepatico, sin embargo no se ha evaluado el efecto del

vanadio en el desarrollo y la progresion de la fibrosis hepatica.

6. HipoOtesis

El vanadio reducira el dafio hepético y el progreso de la fibrosis en el modelo de fibrosis

hepatica por CCl, en ratones.

7. Justificacion

La mortalidad por complicaciones por fibrosis hepéatica ocupa los primero lugares a nivel
nacional y mundial. Actualmente hay un interés prioritario para encontrar tratamientos que
detengan o reduzcan la progresion de la fibrosis hepéatica. Lo que resultaria en una mejor
calidad de vida de los pacientes que cursan con esta enfermedad. Por lo que resulta de
interés estudiar el efecto del vanadio en la fibrosis hepética en un modelo de fibrosis

hepética por CCl,.
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8. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del V,0s por via inhalada en el modelo de fibrosis hepatica por CCl,.

Objetivos especificos

Identificar las alteraciones histolégicas de cada grupo.
Evaluar el grado de fibrosis hepética con el indice de Knodell, en cada grupo.
Evaluar las PFH en sangre, en cada grupo.

Cuantificar el dafio por estrés oxidante por inmunohistoquimica para 4-hidroxinonenal y

nitrotirosina, en cada grupo.

Identificar la activacion de células estelares por inmunohistoquimica con alfa actina de

musculo liso, en cada grupo

Determinar el contenido de TGF-B1 por western blot, en cada grupo.

9. Material y métodos

9.1. Animales, vanadio y CCl,

Se utilizaron 40 ratones CD-1 de 30 gramos de peso, divididos en 4 grupos; un grupo
control, un grupo expuesto a V,0s, un grupo tratado con CCl,y un grupo expuesto a V,0s
y CCly. El grupo control se traté con el vehiculo durante 6 semanas. La exposicion al V205

se realizo por via inhalada con una concentracion de 0.02 M, en una caja de acrilico, con un
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flujo de de 10 L/min, la concentracion de V,0s se cuantifico con la colocacion de filtros en
la salida del ultranebulizador (UltraNeb 99 De Vilbis). La concentracién de V,0s en la
camara de inhalacion es de un promedio de 1.436 g/m3 durante cada exposicion. Cada
exposicion se realizo dos veces a la semana por 1 h durante 6 semanas. El tratamiento con
CCl, se aplico via intraperitoneal a una dosis de 0.4 g/kg, 2 veces a la semana durante 6
semanas. Y en el grupo tratado con la exposicion a vanadio y CCly, se realizaron los 2
procedimientos antes descritos durante 6 semanas. Todos los grupos se sacrificaron por

dislocacion cervical, a las 6 semanas de exposicion, para la obtencion de las muestras.

9.2. Obtencidn de tejidos

Posterior a la eutanasia de los animales, se realizd la obtencién del higado, en donde se
realizaron cortes longitudinales. El tejido se fijé en formol amortiguado al 4%, se incluy6

en parafina y se proceso para obtener las preparaciones histoldgicas.

Se hicieron cortes seriados de los tejidos, a los que se les realiz6 una tincién con
hematoxilina y eosina (HE) para el estudio morfoldgico, tincion de Masson para determinar
el grado de fibrosis y se evaluaron el 4-hidroxinonenal y nitrotirosina por la técnica de

inmunohistoquimica para evaluar el dafio por estrés oxidante.
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9.3. Evaluacidn histoldgica e indice de Knodell

Las biopsias fueron revisadas simultdneamente por dos observadores con experiencia en la

evaluacion de tejido hepético, sin conocimiento de los tratamientos en el momento de

revision. La morfologia hepética se evalu6 de acuerdo al indice de Knodell antes descrita,

para identificar y gradificar la inflamacion, el dafio hepatico y la fibrosis hepética. Se anexa

tabla de evaluacion, tabla 3.

Tabla 3. Gradificacion de las biopsias hepaticas.

Escala de Knodell

Necrosis No. Degeneracién No. Inflamacién No. Fibrosis No.
periportal intralobulillar y portal
en puente necrosis focal
Nada Nada 0 Nada 0 Nada 0
Leve Leve (cuerpos 1 Leve (células 1 Expansion 1
aciddfilos inflamatorias portal por
degeneracion diseminadas en fibrosis.
globoide y/o focos 1/3 de los
diseminados de espacios porta)
necrosis
hepatocelular en
<1/3 de los espacios
de Iébulos o nédulos.
Moderada 3 Moderada 3 Moderada (mayor | 3 Fibrosis en 3
(involucra menos (afecta 1/3-2/3 de infiltrado en 1/3- puente (porto-
del 50% de la los I6bulos o 2/3 de espacios portal o porto
circunferencia de nédulos) porta). central)
la mayoria de
espacios porta
Necrosis graveen | 4 Grave (afecta<2/3de | 4 Grave (infiltrado 4 Cirrosis 4
sacabocado los l6bulos o denso en >2/3 de
(afecta>50% de nodulos) los espacios
la circunferencia porta).
de la mayoria de
espacios porta).
Necrosis 5
moderada en
sacabocado +
necrosis en
puente.
Necrosis graveen | 6
sacabocado +
necrosis en
puente.
Necrosis 10
multilobular.
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9.4. Determinacion de las pruebas funcion hepatica

Se obtuvo la sangre de los animales por puncion cardiaca, la sangre se centrifug6 en una
centrifuga clinica a 3000 rpm durante 8 min a temperatura ambiente. Se separo el suero y se
analizaron en el sistema automatizado para cada enzima: albdmina g/dL, fosfatasa alcalina
UI/L, alanina aminotransferasa (ALT) UI/L, aspartato aminotransferasa (AST) UI/L,
bilirrubina directa, bilirrubina total UI/L (Automate Sample processing Systems, Beckman

Coulter Inc., Fullerton, CA, USA).

9.5. Determinacion inmunohistoquimica para nitrotirosina, 4-hidroxinonenal y alfa
actina de masculo liso

El tejido se incluyo en parafina y se obtuvieron cortes de 4p en laminillas que se
mantuvieron por 24 h en estufa de secado a 56°C. Los tejidos se desparafinaron y ser
rehidrataron en bafios consecutivos de xilol, alcohol y finalmente Tris. Se realizo
recuperacion antigénica con declere. Se realizaron lavados con una solucién amortiguadora
de fosfatos a un pH de 7.2 (PBS) 1x por 5 min, posteriormente se realizé un lavado con
PBS-albumina por 10 minutos, después se incubd con el anticuerpo primario por 1 h,
después se realizaron lavados con PBS-albimina, después se procedié a incubarlo con el
anticuerpo secundario por 30 min, después se realizé lavado con PBS-albimina, posterior a
esto se incubd con el complejo estreptoavidina-biotina, a continuacion se realizaron lavados
con PBS-albumina y se reveld con diaminobencidina, para obtener el precipitado colorido,
se enjuagaron y se contrastaron con hematoxilina.

Las laminillas se deshidrataron en bafios consecutivos de alcohol y xilol, posteriormente se

montaron en resina para ser analizadas por microscopia de luz.
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Se usaron como controles positivo: higados cirrdticos de humanos. En todos los casos se
tuvieron controles negativos al omitir el anticuerpo primario en el procedimiento rutinario
de marcaje. Los anticuerpos utilizados fueron el anticuerpo anti alfa actina de musculo liso
a una dilucion de 1:200 (Abcam), anticuerpo monoclonal anti 4-hidroxinonenal a una
dilucion de 1:100 (R&D) y anticuerpo anti nitrotirosina (BD) a una dilucion 1:100. Los
resultados se presentaron con un indice y este resulta de la relacion células positivas/células
totales por 5 campos por 100. Los resultados se expresaron como medias de los indices

resultantes de las células positivas de los animales por cada grupo.

9.6. Extraccion y electroforesis de proteinas totales

Después de la eutanasia bajo anestesia se disecaron y se obtuvieron los higados. Se
mantuvieron a -70°C hasta el momento de su empleo. Se homogenizaron los tejidos en
solucion amortiguadora de lisis tiodiglicol (TDG) con un céctel de inhibidores de proteinas
(Tris-HCI 10 mM, ditiotreitol 1 mM, glicerol al 30%, triton al 1%, azida de sodio 15 mM,
EDTA 1 mM), en una relacion amortiguadora de tejido a 4°C.

Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 15,000 rpm, durante 15 min a 4°C y se
separ0 el sobrenadante. La concentracion de proteinas en el sobrenadante se determiné por
el método de Bradford et al (1976). Las proteinas obtenidas de los tejidos se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% a 75 volts durante 2 h.
Cada muestra se preparo con buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol 10 %, SDS 2 %,
[-mercapto-etanol 5 %) en un volumen 1:1 y se hirvieron durante 5 min para depositarse en

los geles mencionados.
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9.7.  Western blot

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) a 20 volts,
durante 1 h a una camara semihiimeda. Posteriormente, las membranas se bloquearon por 2
h a temperatura ambiente con una solucion de leche descremada en polvo al 5% y albdmina
al 0.5% en Tris buffer (TBS) 1x.

Las membranas se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
monoclonal de conejo anti TGF-B1 (Abcam). Las membranas se lavaron con TBS-Tween
(TBS pH=7.4) més Tween 2 al 0.1 % 3 veces por 5 minutos. Las membranas se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-conejo (IgG-HRP) conjugado a peroxidasas en una
concentracion de 0.24 mg/ml (Santa Cruz). Se utiliz6 un método de deteccidon de alta
sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de las
proteinas estudiadas. Con este sistema, el perdxido de luminol y un potenciador con
sustrato de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario reaccionan generando una sefial
de quimioluminiscencia que se revela al exponer las membranas a placas radiogréaficas. Las
placas fueron escaneadas y el analisis densitométrico se realiz6 empleando el programa
para andlisis de imagen AlphaEaseFC v3.2.1 (Alpha innotech Corp., San Leandro CA,
USA).

9.8.  Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con una ANOVA de una via y la prueba t de Student para
realizar las comparaciones entre grupos. Se consider6 un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se realiz6 empleando el programa

SPSS 12.0 para Windows (http://www-142.ibm.com/software/products/es/es/spss-stats-

standard).
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10. Resultados

10.1. Evaluacion histologica e indice de Knodell

Los ratones en el grupo control se observaron con morfologia hepatica normal sin datos de
respuesta inflamatoria u otro cambio notorio durante el estudio, figura 10 (a).

En el grupo expuesto a vanadio por 6 semanas se observaron focos inflamatorios difusos,
figura 10 (b). En el grupo tratado con CCl, por 6 semanas se observo inflamacion difusa
intensa 10(c); con respecto al grupo expuesto a la administracion de vanadio y CCly, el
patron observado fue de focos inflamatorios difusos con pequefios focos de inflamacion
difusa, esto fue significativamente menor que en el grupo expuesto Unicamente a CCly,
p<0.05. Por otro lado, el grupo expuesto a CCl, presentd datos de necrosis, degeneracion
intralobulillar e inflamacion difusa, que es el patrén de dafio esperado en este modelo,
figura 11.

Con respecto al grupo expuesto con vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCly, se
observo la presencia de hepatocitos con meganucleos y binucleacion en mayor nimero que
el grupo control, asi como del grupo tratado con CCly, lo cual fue significativo como se
observa en la figura 12. El tamafio de los nucleos hepaticos en el grupo control es de 7-10
um. En los grupos expuestos a vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCl, los nucleos
alcanzaron un tamafio de 20-30 um de diametro, lo que fue significativo (p<0.05)
comparado con los grupos control y tratado con CCl,, como se muestra en la figura 12. Con
respecto a la presencia de hepatocitos binucleados estos se presentaron en el grupo tratado
con vanadio y en el grupo tratado con vanadio y CCI4, lo cual fue estadisticamente
significativo con respecto al grupo control (p<0.05), figura 13 y figura 14, estos datos ya

fueron publicados por nuestro grupo de estudio®.
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Figura 10. Se muestran los cortes histologicos de los diferentes grupos. (a) Grupo control. Se
observa la histologia normal y sin alteraciones de la glandula hepatica. (b) Grupo expuesto a
vanadio. Se observa un foco inflamatorio (flecha). (¢) Grupo tratado con CCl,. Se observa necrosis,
degeneracion intralobulillar e infiltrado inflamatorio difuso (flecha). (d) Grupo tratado con la
exposicion de vanadio y CCl,. Se observa la conservacién de la histologia del parénquima hepatico,
el infiltrado difuso es leve, se observa un foco inflamatorio cerca de la vena central (flecha).

Tincion con hematoxilina y eosina. Todas las imagenes a 40x.
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Figura 11. Analisis estadistico del indice de Knodell. Se muestran las calificaciones obtenidas de los

diferentes parametros medidos por el indice de Knodell, lo cuales fueron significativamente

mayores comparados a los demas grupos. *p<0.05. ANOVA. n=10 ratones.
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Figura 12. Meganucleos de hepatocitos. (a) Grupo Control. Se muestran hepatocitos de tamafio

normal. (b) Grupo expuesto a vanadio. Se observa la presencia de un meganucleo (flecha). (c)
Grupo tratado con CCl,. No se observa la presencia de meganucleos. (d) Grupo expuesto a vanadio
y CCl,. Se observa la presencia de meganucleos. Los megantcleos se indican con una flecha.

Tincion con hematoxilina y eosina. Las fotografias se presentan con un aumento de 40x.
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Figura 13. Hepatocitos binucleados. (a) Grupo Control. Se muestra los nacleos de los hepatocitos
control (b) Grupo expuesto a vanadio. Se observa la presencia de hepatocitos binucleados (flecha).
(c) Grupo tratado con CCl,. La presencia de hepatocitos binucleados es minima. (d) Grupo expuesto
a vanadio y CCl,. Se observa la presencia de hepatocitos binucleados. Los hepatocitos binucleados
se indican con una flecha. Tincion con hematoxilina y eosina. Las fotografias se presentan con un

aumento de 40x.
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Figura 14. Se muestra el porcentaje de las alteraciones histolégicas encontradas en los grupos
tratados. *Las diferencias se compararon contra el grupo control. ** Los hepatocitos binucleados
fueron mayores con respecto a los deméas grupos excepto el grupo de CCl,, *** El infiltrado
inflamatorio fue mayor en el grupo expuesto a CCl,, con respecto a los demas grupos *p<0.05

**p<0.05, ***p<0.05. ANOVA, n=10 ratones por grupo.
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La fibrosis hepatica, que se evaluo con la tincion de Masson, en el grupo control se observé
la coloracion azul, alrededor de la vena central, caracteristica normal en los vasos
sanguineos y no se observa datos de fibrosis. Con respecto al grupo expuesto a vanadio no
se observaron datos de fibrosis hepatica, en el grupo tratado con CCl,, se observa fibrosis
hepatica con expansion portal (flecha) y en el grupo expuesto a vanadio y CCl, se observa
fibrosis minima y difusa, la cual no es valorable por la escala de Knodell, figura 11. En la
evaluacion estadistica, se observa una diferencia significativa en a la fibrosis hepética
observada en el grupo tratado con CCly, con respecto al resto de los grupos figura 11. En la

figura 15 se observan los cambios histoldgicos.
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Figura 15. Fibrosis hepética. (a) Grupo control. Se observa la coloracion azul, alrededor de la vena
central, no hay datos de fibrosis hepética. (b) Grupo expuesto a vanadio. No hay datos de fibrosis
hepatica en el parénquima hepatico. (c) Grupo expuesto a CCl,. Se observa fibrosis hepatica con
expansion portal. (d) Grupo expuesto a vanadio y CCl,. Se observa la presencia de fibrosis en poca
cantidad en el paréngquima hepatico. Flecha indica la fibrosis hepatica. Tincion de Masson. Las

fotografias se presentan con un aumento de 40x.
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10.2. Pruebas de funcionamiento hepatico

Las pruebas bioquimicas se realizaron con el suero de los ratones de los diferentes grupos
tratados. En las graficas se muestra como ALT, AST y la FA se incrementaron
significativamente en el grupo tratado con CCl,, con respecto a los demas grupos,
comportamiento esperado en este modelo, no asi las proteinas totales (PT) y la albumina. El
grupo expuesto a vanadio y al grupo expuesto a vanadio y CCl, fue significativamente
mayor la elevacion de ALT y AST en comparacion al grupo control. En el grupo expuesto a
vanadio y CCly, el incremento de ALT y AST fue significativamente menor que en el grupo
tratado con CCl,. La cuantificacion de las bilirrubinas no se encontraron alteradas, ni la
determinacion de protrombina, en los diferentes grupo de tratamiento, como se observa en
la figura 16, cabe mencionar que todos los rangos se salieron del limite con respecto al

grupo control, pero no alcanzaron los niveles, ni el grado de dafio provocado por el CCl,.
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Figura 16. Evaluacién de las pruebas de funcionamiento hepatico (PFH). En la figura (a) y
(b) se muestran los cambios significativos de ALT y AST, con respecto al grupo expuesto a
vanadio y CCl, y al grupo de vanadio. *p<0.05 con respecto al grupo control, **p<0.05,
con respecto a los deméas grupos, + p<0.05 con respecto a los deméas grupos, n=10.

ANOVA.
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10.3. Determinacion del dafio por estrés nitrérgico y lipoperoxidacion lipidica

La determinacion de dafio por estrés oxidante se realiz6 con la determinacién por
inmunohistoquimica de nitrotirosina y 4-hidroxinonenal. En la figura 17 se muestran los
cambios en los grupos expuestos. En el grupo control la presencia de 4-hidroxinonenal es
minima, con respecto al grupo expuesto a vanadio. Se observé la presencia del 4
hidroxinonenal alrededor de los hepatocitos que rodean la vena central, asi mismo
observamos la presencia de megandcleos y hepatocitos binucleados, figura 17a. Con
respecto al grupo tratado con CCl,, se observa un mayor incremento de la marca de
hidroxinonenal cubriendo la mayoria del parénguima hepatico, esto fue significativo
(p<0.05) con respecto al grupo expuesto a vanadio y CCls. La presencia del 4-
hidroxinonenal es parecido al patron del grupo expuesto a vanadio. En la figura 18, se

muestra las evaluaciones y comparativas en los grupos tratados.
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Figura 17. Inmunohistoquimica para 4-hidroxinonenal. (a) Grupo control. Se observa la marca basal

en el grupo control, (coloracion café, con un tono més intenso). (b) Grupo expuesto a vanadio. Se
observa la marca positiva en color café, alrededor de la vena central (flecha) (c) Grupo tratado con
CCl, (flecha). Se observa una marca mas intensa y mayormente difuminada en el parénquima
hepético (flecha) (d) Grupo expuesto a vanadio y CCl,. Se observa la marca alrededor de la vena
central, el patrén de la localizacion de la marca es parecido al grupo expuesto a vanadio (flecha).

Aumento 40x.
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Figura 18. indice de marcaje para 4-hidroxinonenal. Se observa como en el grupo tratado con CCl,,
fue significativamente mayor, **p<0.05, comparado con los grupos control, vanadio y al grupo
expuesto a vanadio mas CCl,. En el grupo expuesto a vanadio y al grupo expuesto a vanadio méas

CCl,4 fue menor la marca, con respecto al grupo tratado con CCl,,*p<0.05 n=10 ratones. ANOVA.

La evaluacion del estrés nitrérgico se realizé con el marcaje para inmunohistoquimica para
nitrotirosina. En el grupo control no hay marca, en el grupo expuesto a vanadio la marca
para nitrotirosina se encontro6 alrededor de la vena central. En el grupo tratado con CCly, se
observd un incremento de la marca de nitrotirosina, lo que fue estadisticamente
significativo, con respecto al grupo expuesto y al grupo expuesto a vanadio y CCl,. La
marca positiva de nitrotirosina para el grupo expuesto al grupo expuesto vanadio y CCl, el
patron es parecido al del grupo expuesto a vanadio. En la figura 20, se muestra las

evaluaciones comparativas en los grupos tratados.
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Figura 19. Inmunohistoquimica para nitrotirosina. (a). Grupo Control. Se encuentra ausencia de

marca para nitrotirosina. (b). Grupo expuesto a vanadio. Se observa marca positiva para
nitrotirosina (flecha) (c) Grupo tratado con CCl,. Se observa marca positiva para nitrotirosina con
mayor intensidad (flecha) (d) Grupo expuesto a vanadio y CCl,. Se observa marca positiva para
nitrotirosina alrededor de la vena central, la marca es de menor intensidad comparada con el grupo

tratado con CCl, (flecha). Las fotografias se presentan con un aumento de 40x.
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Figura 20. indice de marcaje para nitrotirosina. Se observa una diferencia significativa para el grupo
tratado con CCl,, *p<0.05, comparado con los deméas grupos. El grupo expuesto a vanadio y al
grupo expuesto a vanadio mas CCl,, la cantidad de marca positiva fue significativamente menor que

en el grupo expuesto a CCl,, **p<0.05. ANOVA. n= 10 ratones.
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10.4. Determinacion de alfa-actina de musculo liso por inmunohistoquimica

La identificacion de las células estelares activadas se determind con el anticuerpo anti-alfa
actina de musculo liso, que marca la activacion de las células estelares, como una respuesta
de reparacion al dafio hepatico, ademas de que estas células son las que producen la mayor
cantidad de tejido cicatrizal, figura 21(c). Se observa que en el grupo control, figura 2(a), la
marca para estas células es negativa, asi como fue en el grupo expuesto a vanadio, figura
21(b). Como era de esperarse en el grupo expuesto a CCly, la marca fue positiva para
células estelares activas, figura 21(c). Por altimo, en el grupo expuesto a vanadio y CCl, se
observo que también hubo marca positiva para las células estelares activadas, aunque en el

analisis comparativo el nimero de estas es menor que el grupo expuesto a CCly, figura 22.
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Figura 21. Inmunohistoquimica para alfa-actina de masculo liso. (a) Grupo control. Se observa la
ausencia de marca positiva para alfa-actina de muasculo liso. (b) Grupo expuesto a vanadio. Se
observa también ausencia de marca para alfa-actina de muasculo liso. Solo se observaron células
positivas de forma aislada (c) Grupo tratado con CCl,. Se observa la marca positiva para alfa actina
de masculo liso, e identifica las células estelares activadas. (d) Grupo expuesto a vanadio y CCl,. Se
observa marca positiva para alfa-actina de musculo liso. Se observa que las células estelares
activadas no se encuentran apifionadas como en el grupo expuesto a CCl,. La flecha indica las

células estelares activadas. Las fotografias se presentan con un aumento de 100x
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Figura 22. indice de marcaje para alfa actina de musculo liso. Se observa que en el grupo expuesto a
CCly, el numero de células estelares activas es mayor *p<0.05 que en los deméas grupos. Con
respecto al grupo expuesto a vanadio y CCl,, el nimero de células estelares fue significativamente

menor con respecto al grupo tratado con CCly, **p<0.05, n=10, ANOVA.

10.5. Determinacién del contenido de TGF-p1

La deteccidn del TGF-B1 en las muestras de higado se observé como una banda de 25 kDa
y estuvo regulada a la alta en el grupo tratado con CCly, *p<0.05 con respecto a los demas
grupos Yy fue significativamente menor en el grupo expuesto a vanadio y CCl, con respecto

al grupo tratado con CCly, tal como se observa en la figura 23.
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Figura 23. Western blot para TGF-B1. (a) Se presenta el western blot para TGF-f1. (b). Se muestra
el andlisis estadistico de la determinacion de TGF-B1, se observa un incremento significativo en el
grupo expuesto a CCl,, *p<0.05 con respecto a los demas grupos. Con respecto al grupo expuesto a
vanadio y CCl,, el contenido de TGF-f1 fue significativamente menor con respecto al grupo tratado

con CCl,, **p<0.05. ANOVA, n=10.
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11. Discusion

La cicatrizacion o fibrosis del higado es el resultado del dafio hepético crénico de cualquier
etiologia. Los tratamientos utilizados en la actualidad se han enfocado en el manejo de las
complicaciones, tales como ascitis y sangrado, sin embargo hasta la fecha esto no ha tenido
impacto sobre la prevalencia de la enfermedad y se aplican en forma tardia, una vez que el
danfo tisular es irreversible. El objetivo de nuestro estudio es prevenir el dafio hepatico y el
desarrollo de fibrosis hepatica, con la administracion de pentdxido de vanadio, el cual ha
demostrado tener efectos benéficos en la salud humana y en el caso del higado sobre
tumores hepaticos en modelos experimentales.

De este modo se expusieron ratones a vanadio, a CCl, y a la administracion conjunta de
vanadio y CCly, de los que se obtuvieron los siguientes resultados.

Los ratones expuestos a vanadio revelaron dafio por estrés oxidante, mediado por
lipoperoxidacion, asi como la nitracion de las proteinas. Resultados que concuerdan con
otros autores® °°°". Ademas llama la atencién que en el grupo expuesto a vanadio se
encontré un incremento significativo de hepatocitos con meganucleos y binucleacion
hepaética, hallazgos no reportados en la bibliografia, por la exposicion a vanadio.

La presencia de meganucleos en hepatocitos es reportada como una respuesta neoplasica o
adaptacion al dafio tisular hepatico, como lo demuestra la exposicion del higado al alcaloide

pirrolizidina, en este trabajo el alcaloide no indujo cancer hepatico®.
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En nuestro estudio, despues de la exposicion a vanadio por 6 semanas también se
observaron datos de hipertrofia y regeneracion hepatica, lo que indicaria un incremento en
el metabolismo de xenobidticos por parte de la glandula hepatica, ademas tampoco se

observo la induccion de neoplasia.

De esta manera podriamos inferir que el vanadio es capaz de inducir una respuesta
citoprotectora e hipertrofica en el higado, de forma similar a los estudios en el que
expusieron al higado al alcaloide pirrolizidina®. Aunque faltaria determinar qué factores de
crecimiento apoyan esta respuesta histologica. Por ejemplo, una de los mas importantes es
el factor de crecimiento hepatico (HGF)®, es un factor que participa en la regeneracion
hepatica. Otros hechos que podrian apoyar estos datos es que el vanadio es utilizado como

un agente anabélico para el incremento de la masa muscular y rendimiento fisico*® °’

, en
suplementos deportivos, mediado por un incremento en la sensibilidad de la insulina®,

efectos que también podrian mediar la proteccidn hepatica.

Otro hallazgo en la evaluacion histologica en el grupo expuesto a vanadio fue la presencia
de focos inflamatorios difusos, que nos indica zonas de dafio y acumulacion de metal, en la
que los macréfagos se concentran para eliminar y reparar las lesiones**. En la evaluacion de
la fibrosis hepatica en el grupo expuesto a vanadio, no se encontré fibrosis hepatica, por lo

que no calificé para ninguna de las variables que mide el indice de Knodell*.

Con respecto al efecto del vanadio sobre las células estelares hepaticas, el vanadio indujo la
activacion de las células estelares quiescentes. Esto obedece a la liberacion de radicales
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libres por parte del vanadio, durante la peroxidacion lipidica*. Pero en nuestro modelo el
estimulo y el tiempo de exposicién al vanadio no fueron suficientes para desencadenar una

respuesta fibratica.

La medicion de TGF-B1 por western blot en el grupo expuesto a vanadio, se incrementd
con respecto al grupo control pero no fue estadisticamente significativo, ademés el
incremento no fue mayor comparado con el grupo tratado con CCl, y tampoco hubo un
incremento significativo en el grupo expuesto a vanadio y CCl,. Cabe mencionar que la
presencia del TGF-B1 en el higado esta implicada en los procesos de reparacion, en la
sintesis e incorporacion de proteinas de matriz extracelular, que permite la cicatrizacion
hepéatica. Ademas de que el TGF-B1 es un mediador involucrado en la activacion de las
células estelares, que al recibir una retroalimentacion positiva por parte de los macréfagos y
hepatocitos lesionados, juega un papel importante en el desarrollo de la fibrosis hepética®®
% pero en nuestro modelo de exposicién a vanadio por 6 semanas no se incrementé lo

suficiente para que el grupo de vanadio desarrollara fibrosis hepatica.

Con respecto a las PFH en el grupo expuesto a vanadio, el incremento fue significativo en
ALT, AST y FA, comparado con el grupo control e inferior al grupo expuesto con CCly,,
pero en la administracion de vanadio y CCl,, en donde se esperaria un incremento en el

dafo bioquimico celular, la presencia de estas enzimas de dafio hepéatico no fue aditivo.

En el grupo tratado con CCl, el modelo funcioné como se esperaba, al producir dafio

hepético y fibrosis hepatica a las 6 semanas de exposicion®. EI mecanismo por el cual el
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CCly induce dafio a los lipidos de membrana, es que al ser metabolizado en el reticulo
endoplasmico liso, éste es transformado en triclorometilo (CCls:), un radical altamente
reactivo y que es la base de los efectos toxicos sobre la glandula hepatica. La produccion de
este radical altamente reactivo por parte del CCly, es capaz de iniciar reacciones en cadena
de lipoperoxidacién, abstrayendo un hidrégeno de los 4cidos grasos poliinsaturados®. La
peroxidacion de los lipidos de membrana, genera un dafio severo en los hepatocitos y juega
un papel importante en el desarrollo de la fibrosis hepatica. Asimismo, la peroxidacion
lipidica induce el dafio a proteinas®, tal como lo vimos con la marca positiva para

nitrotirosina en nuestro modelo expuesto a vanadio.

Es importante sefialar que este modelo se utiliz6 por el tipo de dafio que genera el CCl, en
el higado, ya que semeja el estado oxidante que se produce en la mayoria de las
enfermedades crénicas del higado®®. En general estas enfermedades se acompafian de un
debilitamiento en su sistema antioxidante y la acumulacion de lipidos perdxidados en su
parénquima, como es el caso de la esteohepatitis no alcohdlica y que terminan en fibrosis
hepética®. Por lo que el dafio por peroxidacion lipidica es un factor importante que induce
inflamacion cronica y fibrosis hepatica. La fibrosis en este modelo es inducida por el dafio
en los hepatocitos, lo que lleva al reclutamiento de células inflamatorias y plaquetas,
activacion de las células estelares y la subsecuente liberacion de citocinas de dafio
hepético®®. Tal como lo validamos en nuestro modelo y obtener puntuaciones altas en el

indice de Knodell.
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Lo que resalta de los resultados de nuestro trabajo es que al evaluar el dafio hepatico y la
fibrosis hepética, al administrarse de forma conjunta el vanadio y el CCl,, se esperd un
dafo aditivo, pero la evidencia mostro lo opuesto. En la evaluacion histolégica se observo
que después de 6 semanas de exposicion de vanadio y CCly, el patron de dafio observado se
asemejo al que se produjo con la exposicion a vanadio solo, se observo un incremento
significativo de hepatocitos con meganucleos, focos difusos inflamatorios y no se
encontraron datos de necrosis hepatica o degeneracion intralobulillar y no hubo fibrosis
hepética s6lo en algunos campos de forma aislada, misma que no cumplid los criterios para

ser calificada con el indice de Knodell.

Con respecto a las PFH en el grupo expuesto a vanadio y CCly, la concentracion de ALT,
AST y FA en suero, fueron mayores al grupo control, pero estadisticamente inferiores al
grupo expuesto con CCl,. Para el marcaje de dafio hepatico por lipoperoxidacion y de
nitracion de proteinas, la marca fue estadisticamente menor comparada con el grupo
expuesto a CCly. EI TGF-B1 mostrdé un incremento significativamente mayor al grupo
control, pero no fue mayor comparado con el de CCl,. En lo que concierne al grupo
expuesto a vanadio y CCl, en las células estelares hepaticas, se observé marca positiva pero
esta no fue significativamente mayor al grupo expuesto a CCl,, ademas de que no se
encontraban apifionadas en las aéreas de fibrosis como en el grupo de CCl,. Estos
resultados sugieren que el vanadio puede reducir el dafio inducido por el CCl, y que puede
tener un efecto antifibrotico.

Los efectos del vanadio sobre el modelo de fibrosis hepatica por CCly, se podrian explicar

por la capacidad del vanadio de inducir la liberacion de especies reactivas de oxigeno®*
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> como lo hemos observado en nuestro modelo. En este caso el vanadio indujo un estado
oxidante que modulé la respuesta del higado ante el dafio provocado por el CCl,.

Esto es porque las especies reactivas de oxigeno e incluso las especies reactivas de
nitrégeno no son del todo negativas para la célula, si su produccion es generada en ciertas

24, 65

condiciones de concentracion y tiempo De hecho son varios los factores de

crecimiento y citocinas que se generan a partir de la liberacion de especies reactivas de

oxigeno, como intermediarias en la sefializacion celular® ©

, por ejemplo, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento neuronal
(NGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor de crecimiento
hepatico (HGF)®®. Este Gltimo, el HGF esté involucrado en la hipertrofia y regeneracion
hepética, como respuesta al dafio o la reseccién hepatica®’. Por lo que se propondria como
hipotesis que el vanadio induce este factor que le permite al hepatocito enfrentarse mejor a
la agresion hepatica provocada por el CCly,. Esta propuesta la sustentan los datos obtenidos
en nuestro estudio al observar un incremento en el nimero de meganucleos hepaticos, asi
como de hepatocitos binucleados que apoyan esta propuesta de regeneracion e hipertrofia
hepética, como una respuesta a la exposicion de vanadio como se describi6 en la exposicion
al alcaloide pirrolizidina aunque falto evaluar la secrecién de HGF®* ¢,

Por lo que faltaria evaluar en nuestro modelo la liberacién de factor de crecimiento hepéatico

y si éste participa en la proteccion contra el CCly, lo que le daria al vanadio la posibilidad

de proponer su aplicacion como un agente terapéutico contra la fibrosis hepatica.
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Esta teoria también podria ser apoyada por los factores de transcripcion que responden a las
especies reactivas de oxigeno, entre los que podemos destacar a los factores AP1, NF-kB y
Nrf2%8. En este sentido el AP1 regula los genes que codifican a la colagena, la ciclina D y
las citocinas TGF-B1, IL-8 y el TNF-a. en el higado y estos a su vez regulan los procesos de

proliferacion, reparacion e inflamacién hepatica®™ ®®.

El NF-kB es también regulado por las especies reactivas de oxigeno y éste es un factor de
transcripcion que se une al promotor del gen de la cadena ligera de la inmunoglobulina k de

las células B y es capaz de regular los fenémenos proliferativos y de apoptosis®.

Otro factor también regulado por las especies reactivas de oxigeno y que necesitariamos
evaluar en futuros estudios es la induccion del factor Nrf2%, que podria explicar los efectos
antifibrogénicos del vanadio. La importancia del Nrf2 reside en su capacidad para controlar
la expresion de varias proteinas de defensa anti-oxidante y de destoxificacion’™. De hecho,
se ha considerado como un factor clave en citoproteccion en procesos de carcinogénesis,
respuesta inflamatoria y neuroproteccion’. Lo que explicaria los efectos de
antiproliferativos del vanadio en los modelos de hepatocarcinoma y sus efectos en la

fibrosis hepética, en nuestro trabajo.
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12. Conclusiones

En este estudio demostramos que el vanadio tiene un efecto antifibrotico y que disminuye
el dafio en el modelo de fibrosis hepética por CCl,. Ademas el vanadio induce en el higado
una respuesta de hipertrofia y regeneracion hepatica que le permite al higado responder de

una forma citoprotectora a la agresion inducida por el CCl,.

13. Perspectivas

Evaluar el efecto del vanadio en un modelo de fibrosis y cirrosis hepatica ya establecida.

Evaluar los mecanismos por las que el vanadio evita el dafio y la fibrosis hepatica.

Evaluar los diferentes compuestos de vanadio y su posible uso en la fibrosis hepatica.
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Hepatic megalocytosis due to
vanadium inhalation: participation of
oxidative stress
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the morphalogical ehanges, liver function test (LFT), and oxidative stress
damage caused by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), in mice exposed to vanadium via inhalation.
Male CD-| mice were exposed to vanadium pentoxide (V2Qs) via inhalation (0.02 M), | hour twice a week far
& weeks, Atche end of the protocal, contrels and exposed mice were ldlled to evaluate the changes. Histological
analysis and LFT were performed to detect the damage. TBARS detection was assessed for oxidative stress.
Inflammatory infilration, binucleation, and meganucleus were detected in the liver of V;Og-expased mice (p <
0.05). Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels were also significantly
increased (p < 0.05). Lipid peroxidation was significantly higher in ¥3Os-exposed animals compared to controls
{p < 0.05). V,O5 exposure induced inflammation and cell damage detected by the increase In ALT and AST levels,

as well as histological changes that suggest regenerative changes, such as binucleation and meganucleus.

Keywords

binucleation, free radicals, lipld peroxidation, test of liver funetion, meganucleus, vanadium

Introduction

The liver as the major site for metabolism, blatrans-
formation and detoxification of drugs and loreign
compounds is constantly exposed to reactive oxyyen
species (ROS) resulling in oxidative stress and fre-
quently, permanent and irreversible tissue damage
{Bataller and Brener, 2005). In normal conditions,
the basal production of ROS is inactivated by eff-
ective endogenous antioxidant systems; when an
imbalance between both occurs, noxious conditions
are cstablished, During oxidative stress, ROS can
activate Kupffer cells and redox-sensitive transcrip-
tion factors, such as the nuclear factor KB (NF-xB)
and activator protein | (AP=1), which in tumn initiate
fhe synthesis of proinflammatory cytokines and
fibrogenic mediators (Bataller and Brenner, 2003).
ROS can also covalently modify proteins, lipids and
DNA with the consequent loss of biological func-
tions, cell viability and ultimately degencrative
events in lhe liver (McCord, 2000; Valko et al,

20053, In the liver, lipid peroxidation is responsible
for necrosis and death of hepatoeytes (Webb and
Twedt, 2008), through clevated reactive lipid alde-
hyde production.
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Environmental pollution caused by heavy metals
is more often not the result of combustion of il
derivatives (Figueroa et al., 2006; Huang and Ghio,
2006). Vanadium is a major pollutant found in the air
of highly contaminated urban localities. Its increased
concentration in autopsies of Mexico city residents,
especially in the lung tissues, has been well documen-
ted (Fortoul et al,, 1996). Vanadium accumulates in
the lungs, bone tissue and liver (Roschin et al.,
1980). Vanadium inhibits several key enzymes of
cell metabolism, including adenylcyclases, kinases,
ribonucleases, phosphatases and ATPases (Mujherje
et al., 2004), in so doing it is logical to assume that the
damage it causes at the cellular level is partially attri-
butable to metabolic disruption and oxidative stress
{Dafnis and Sabatini, 1994); oxidative stress could
also act as a cofactor in pro-oxidant reactions by
replacing the iron ions in Fenton’s reaction (Fickl
el al., 2006; Galaris et al., 2008).

The aim of our work was to determine, in a
more integrative manner, histological, biochemical
and ROS-mediated protein modifications in the liver
of mice exposed to vanadium pentoxide (V,05)
via inhalation, in conditions that mimic those
faced by human beings living in highly polluted
environments.

Methods
Animals

Eight-week-old healthy male CD-1 mice (bred in the
vivarium of our medical school) weighing 35 + 2 g
were housed in hanging plastic cages in an animal
facility (at an average temperature of 21°C, 57%
humidity, controlled lighting [12:12 h light/dark
regime]) and fed Purina rat chow and water ad libi-
tum. The experimental protocol was in accordance
with the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals and the local
guidelines on the ethical use of animals from Mexico's
Health Ministry (NOM-062-200-1999). For all experi-
mental groups and procedures, animals were
randomly selected.

Reagents

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical Co (St Louis, MO, USA) or Merck (Mex-
ico). Deionized water (Milli R/Q System, Millipore)
was used for the preparation of all solutions.

Exposure regimen

Inhalation exposures were performed as described
by Pifion-Zarate et al. (2008). Briefly, 0.02 M V,05
(99.99% purity, Sigma-Aldrich) was added to
deionized water containing 100 pl Tween-20/100 ml
suspension. The aerosol inhalation chamber was an
acrylic box measuring 45 cm x 21 cm x 35 cm that
could house 25 mice per session and had a total
volume of 3.3 L. The ultra-nebulation to generate the
atmosphere was carried out using a DeVilbiss Ultra
Neb 99 (Somerset, PA, USA) system that maintained
a constant flow of 10 L/min. According te the manu-
facturer, about 80% of the aerosolized particles
inhaled by the mice would be expected to have a mass
median aerodynamic diameter of (.5-5.0 pm.

The concentration of V505 in the inhalation cham-
ber was quantified as previously described by Fortoul
et al, (2002). A 0.22-pum filter was positioned at the
external outlet of the ultra-nebulizer during each
exposure period, At the end of each exposure the filter
was removed and weighed. Vanadium concentration
in each filter was analysed using a graphite furnace
atomic absorption spectrophotometer (Perkin Elmer
Mod. 2380, Shelton, CT, USA), at a wavelength of
318.4 nm and a slit of 0.7 nm.

In these studies, a set of 10 mice were placed in the
acrylic box to inhale V505 for 1 h/d, twice a week, for
12 weeks. Control mice (10) inhaled only the vehicle
deionized water/Tween during each exposure.

Evaluation of serum liver function tests (LFTs)

Blood samples were obtained by intracardiac punc-
ture prior to dissection. Samples were centrifuged at
3000 rpm for 8 min at room temperature. Serum was
separated and analysed in the automated system LX20
Mark (Automate Sample processing Systems, Beckman
Coulter Inc, Fullerton, CA, USA), by following the
manufacturer's instructions. Concentrations of albumin
(g/dl), alkaline phosphatase (IU/L), alanine aminotrans-
ferase (ALT; IU/L), aspartate aminotransferase {AST;
IU/L), direct bilirubin (DB; IU/L), and total bilirubin
(TB; [U/L) were determined,

Tissue sampling and preparation

At the end of the inhalation protocol, mice from each
group (n = 10/cohort) or vehicle exposure were
killed. The animals were anesthetized with sodium
pentobarbital and perfused, via the aorta, with saline
solution containing 10% formaldehyde in phosphate
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buffer, The liver was then removed and placed on ice.
One fraction was processed for histological examina-
tions (i.e. paraffin embedding and staining with
haematoxylin-eosin for subsequent light microscopy
evaluation). Sections were evaluated by two indepen-
dent observers unaware of the tissue experimental
procedure. The other fraction was homogenized
within 10 min in 10 volume of ice-cold saline using
a Dupont's Sorvall RC-5B centrifuge; the homoge-
nates were then centrifuged at 4000¢ for 10 min at
4°C 1o yield a low-speed supernatant fraction that
was used immediately for thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay.

Assay of lipid peroxidation

An accurate technique to evaluate lipid peroxidation
is by estimating malondialdehyde (MDA) a by-
product of peroxidated lipids using TBARS assay
(Santamaria and Rios, 1993). In brief, for TBARS
assay, the liver tissue was homogenized in 1 ml of sal-
ine solution (0.9% sodium chloride [NaCl]). An ali-
quot of 0.25 ml of this homogenate was added to
0.5 ml of the thiobarbituric acid ([TBA] 0.5%
weight/volume [w/v] of TBA + 16% w/v of trichlor-
oacetic acid + 2.5% volume/volume [v/v] of hydro-
chloric acid), To this mixture, 10/11 of aqueous
desferrioxamine (1.5 mM) and 10 pl of butylated
hydroxytoluene (3.75% w/v) in methanol-water
(50% v/v) were added in order to prevent artifactual
increase in lipid peroxidation due to the presence of
ferrous ions and the in sifk overproduction of
TBARS as a result of the boiling process in the tech-
nique, respectively. The mixture was submerged in a
boiling water bath for 20 min and centrifuged
{3000g for 15 min). The absorbance of the superna-
tant was measured at 5332 nm in a Beckman DU-6
UV visible spectrophotometer. A standard curve for
TBARS formation was constructed using a periodic
acid oxidation rate of 2-deoxy-p-ribose. Results
were expressed as nmol of TBARS formed per mg
of protein.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + SD. Comparisons
among the groups were carried out by one-way anal-
ysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post
test. Differences are considered to be statistically sig-
nificant at p < 0.05. The complete analysis was pro-
cessed with SPSS 11.0 (Statistical Package for the
Social Sciences, Chicago, 1L, USA).
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Figure |. Photamicrograph of the liver of cantrol mouse. A
normal distribution of parenchymal tissue can be observed,
Hepatocytes present a nermal appearance, The central vein
(CV) is shown, and the arrow indicates a hepatocyte
nucleus. Haematoxylin and eosin staining (x40).
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Results
Histological alterations

Mice liver tissue was evaluated for the presence of
histological alterations, such as steatosis, swelling,
necrosis, degeneration and fibrosis, Control group
(Figure 1) presented a normal morphology; with
hepatocytes measuring between 20 and 30 pm in dia-
meter and nuclei between 7 and 10 pm in diameter.
No signs of inflammatory response, degeneration,
necrosis or liver fibrosis were found. Figure 2 depicts
the appearance of liver tissue from the V,0;-exposed
group. Aberrant foci inflammatory were evident
(eosinophils, neutrophils and mononuclear cells).
Additional changes in this group comprised the pres-
ence of meganucleus, The number of the meganu-
cleus in this group was significantly higher (p <
0.05) than that of the controls (Figures 3 and 4). With
regard to the number of binucleated hepatocytes
(another marker of morphologic hepatic alteration),
these were significantly increased in the V,0s-
exposed group when compared to the controls (p <
0.05; Figures 4 and 5).

Oxidative damage to membranes

The levels of LP in the liver tissues of V,0s-exposed
mice and controls are shown in Figure 6. TBARS for-
mation was significantly increased in the V,0s-
exposed group when compared with the control group
(p < 0.05).
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Figure 2. Photomicrograph of an infiltrated inflammatory
periportal area with eosinophils, neutrophils and mononuc-
lear cells from the liver of vanadium pentoxide-exposed
mice. Black arrow indicates the inflammatory focus,
Haematoxylin and eosin staining (% 40).

ﬁd,,i;f,#‘ g 5
. fatt __"

Figure 3. Photomicrograph of a hepatocyte with a
meganucleus (indicated by the black arrow) of vanadium
pentoxide-exposed group. Haematoxylin and eosin staining

(=40).

Liver function
In regard to the results of those markers of liver
function, there were no significant changes between
the control and the V>0s-exposed groups in DB, indi-
rect bilirubin (IB) or albumin. In contrast, ALT and
AST increased twofold with respect to the control
group (p < 0.05; Figure 7).

bTs

Discussion

Regardless of the primary cause of degeneration, liver
damage can be associated with specific patterns of
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Figure 4. Percentage of binucleated hepatocytes and
hepatocytes with meganucleus in the liver tissue from the
centrol and vanadium pentoxide-exposed mice. Data fram
n = 10 mice per group. *p < 0.05 denotes differences when
compared with the control group. One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey's post test,

Figure 5. Photomicrograph of binucleated hepatocytes
(pointed by black arrows) from vanadium pentoxide-
exposed mice. Haematoxylin and eosin staining {x40).

biochemical abnormalities detectable in blood, and
these alterations are grouped as general markers of
LFT, commonly used in clinical trials for the estima-
tion of the extent of liver damage (Chopra and Griffin,
1985; Reichling and Kaplan, 1988) and also useful in
assessing pharmacological hepatotoxicity (Sheig,
1996). Furthermore, hepatocellular necrosis in blood
is confirmed by means of aminotransferases, includ-
ing AST and ALT. These enzymes catalyse the trans-
fer of aspartate or alanine groups to ketoglutaric acid
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Figure 6. Quantification of lipid peroxidation in iver tissue
from the control and vanadium pentoxide-exposed mice.
Data from n = |0 mice per group. One-way analysis of var-
iance (ANOVA) followed by Tukey's post test *p < 0.05
denates differences when compared with the control group.

io produce oxaloacetate and pyruvate, respectively
(Giannini et al., 2005). ALT is a cytoplasmic enzyme,
while AST is present in cytoplasmic and mitochon-
drial domains. It is assumed that the increase in the
activily of these enzymes in serum is the result of their
leakage from injured cells, thereby reflecting the
extent of injury to hepatocytes. Therefore, high levels
of these enzymes are seen in several liver diseases,
especially in those associated with a significant
degree of hepatocyte necrosis, such as acute viral
hepatitis and ischemia. It is also important to mention
that ALT is relatively specific to liver, whereas AST
is located in heart muscle, kidney, brain, pancreas and
blood cells, in addition to hepatocytes (Sheig, 1996).
In general terms, liver damage can be identified by
TB, DB) and IB, as well as.alkaline phosphatase
(FA), ALT, AST and albumin (Giannini et al.,
2005). Its toxicity depends on its valence and its dual
property to behave as cation and anion (Barceloux,
1999; Chakraborty et al., 2005).

Our results clearly show general alterations pro-
duced in the liver from mice exposed to inhaled vana-
diurn, although in contrast to previous reports, there
was no evidence of necrosis or degeneration (Roschin
et al., 1980). Nonetheless, our results support the
hypothesis that inhalation is an important route for
liver poisoning caused by vanadium, and thus, this
toxicant might considerably contribute to liver dam-
age by altering its structure and function (Barceloux,
1999), As judged by our findings, vanadium is able to
create pro-oxidant conditions directly in hepatocytes,
and this has been supported by previously reported
evidence (Dafnis and Sabatini, 1994).

Although our model explored only acute and suba-
cute in a high-dose exposure to V04, as a preliminary

approach this was sufficient to evoke hepatic altera-
tions mediated by this metal in the liver, in our model
the vanadium concentration in the inhalation cham-
ber, the average concentration in the 18 filters was
1436 + 225 pg/m’ during the whole experiment. This
simple condition has not been reported not far from
cases of human exposure, because to our knowledge
it is simulating situations such as exposures during
intense fires, burning oil wells, during burner cleaning
or other working exposures scenarios. In this regard,
‘burner’ syndrome, in which one of the symptoms is
greenish tongue, has been characterized as typical of
vanadium poisoning (Dainis and Sabatini, 1994;
Roschin et al., 1980; Woodin et al., 2000).

Going through the assessment of liver function, we
were able to collect only limited evidence of altera-
tions induced by the toxicant. Therefore, various con-
ditions of vanadium exposure should be explored in
further studies in order to clarify any possible altera-
tion induced by this metal, simulating the human
exposure condition. In the meantime, in order to vali-
date our model, any inference in relation to vanadium
exposure in humans should be made on the basis of all
those factors accounting for liver damage (Giannini
et al., 2005). Despite the limitations in our model, the
extent of damage found in liver correlated with the
markers of OS explored as well as with the degree
of morphologic alterations in hepatocytes.

The changes found in the liver from vanadium-
exposed mice also mimicked those alterations de-
scribed for poisoning with alkaloid pyrrolizidine
(Jago, 1969), in which a pathognomonic finding
includes increase in the size of the nuclei of hepato-
cytes. The size of the nuclei of hepatocytes increased
to about 30 pm which is a criteria currently employed
to define meganucleus (normal sizes range from 7 to
10 pm); in our model, this is suggestive of hypertro-
phy and liver regeneration due to liver damage (Jago,
1969; Svoboda et al., 1971).

The increase in the number of binucleated
hepatocytes might be related to the extent of damage
produced by vanadium to the cytoskeleton at the
nuclear level, a condition that may be involved in
pausing mitosis (Domingo, 1996). The polyploidy of
the liver is also generally considered to show terminal
differentiation and senescence (Toyoda et al., 2005),
It was revealed that the increase in the oxidative stress
can result in significant oxidative DNA damages in
the liver of mouse. It was also reported that hepatic
polyploidy is induced by oxidative injury and attenu-
ates the proliferative potential of cells (Gorla et al,,
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Figure 7. Liver function tests (LFTs) of the serum from the control and vanadium pentoxide-exposed mice. Data from
n = 10 mice per group. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's post test. #p < 0.05 denotes differ-
ences when compared with the control group. Total protein (TP; gf/dl), albumin (g/dl), direct bilirubin and total bilirubin
(IU/L), alkaline phosphatase (IU/L), were not statistically significant, when compared to alanine aminotransferase (ALT;
IU/L) and aspartate aminotransferase (AST; IU/L). There was a statistically significant difference between the vanadium-

exposed group and the control group.

2001). Qur findings regarding a stimulated LP in liver
caused by vanadium exposure could be the result of
major alteration in the antioxidant defense systems
(Halliwell and Chirica, 1993), This may be suggested
on the basis of previous reports showing lower activ-
ity of superoxide dismutase (SOD), decreased levels
of the endogenous antioxidant, and reduced glu-
tathione (GSH), in other toxic models with oxidative

_alterations such as LP (Webb and Twedt, 2008).
Increased LP in liver is the unequivocal result of the
deleterious actions of ROS and shows decline in hepa-
tocyte membrane functions, further leading to altered
Auidity, reduction in the electrachemical cell poten-
tial, and increased permeability across the membrane
and cell damage (Webb and Twedt, 2008),

In regard to the alterations in ALT and AST levels
found in our study, it is known that the increase in
these enzymes in serum is the result of their leakage
from injured cells, and therefore, it reflects a certain
degree of injury to hepatocytes, especially to their
membranes (Reichling and Kaplan, 1988). These
enzymes are high in many forms of liver disease, but
particularly in those hepatocytes resulting in necrosis,
as it has been observed in acute viral hepatitis and
ischemia (Chopra and Griffin, 1985; Giannini et al.,
2005). Taking into consideration that ALT is specifi-
cally located only in the liver, while AST is widely
located, besides hepatocytes (Giannini et al., 2005),
it can be inferred that vanadium is capable of causing
damage in central nervous system and lung (Fortoul
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et al., 1996; Valko et al., 2005), as judged by the
clevated levels of AST. Conceming to the raised lev-
els of ALT, we could suggest a smolder inflammatory
process as a consequence of the exposure, since the
half-life of vanadium is about 50 days, and its pres-
ence could maintain the oxidative stress in the liver
(Ramaiah, 2007).

In summary, these events may be playing a role
in the further development of liver pathology. and more
research should lead us to consider the possible damage
of the liver in areas with high atmospheric pollution.
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