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Resumen

La exposicion a compuestos exdgenos como producto de las actividades humanas se
ha asociado con el incremento de enfermedades crénicas no transmisibles como el
sindrome metabdlico. En estas enfermedades se pueden presentar alteraciones
hepéticas que forman parte del espectro de algunas patologias. Desde que se
demostré el aumento del vanadio en la atmdésfera y se conocié su capacidad de
adherirse a las particulas suspendidas ultrafinas para ingresar al organismo humano
llamé la atencién evaluar la toxicidad que implica este metal dentro del cuerpo por la
via inhalada. El principal mecanismo de dafio descrito es el estrés oxidante, sin
embargo, este tiene la capacidad de incrementar los productos de glicacién avanzada
endogenos (AGE, por sus siglas en inglés) y posiblemente estimular la expresion de
su receptor RAGE lo que supondria otro mecanismo de dafio que explique los efectos
toxicos en el higado. Ademas, los AGEs se encuentran aumentados en personas con
diabetes, obesidad y sobrepeso, enfermedades en las que uno de los principales
factores de riesgo es el consumo de bebidas azucaradas y en el que México ocupa el
primer lugar en su consumo. Debido a lo anterior y considerando que en la vida
cotidiana estamos expuestos al V mediante las particulas suspendidas y la poblacion
mexicana ocupa el primer lugar en consumo de bebidas azucaradas, en este trabajo
se plante6 evaluar en el modelo murino de inhalacién a vanadio si las alteraciones
morfolégicas como esteatosis, focos inflamatorios y cambios nucleares tienen relacion
con la presencia de RAGE en el higado tras la exposicion a vanadio y en la
combinacion con el consumo de una bebida azucarada.

Para realizar este estudio, se utilizaron 20 ratones CD1 divididos al azar en 4 grupos
(control, vanadio, sacarosa y vanadio+sacarosa). El grupo control (C) inhalé el
vehiculo de solucién salina (NaCl 0.9%) una hora al dia dos veces por semana. El
grupo sacarosa (S) inhal6 el vehiculo y se sustituyd el agua de consumo por una
solucion de sacarosa al 30% ad libitum. El grupo vanadio (V) inhal6 solucién de
pentdxido de vanadio [1.56 mg/m?] en una caja acrilica conectada a un nebulizador
durante una hora dos veces por semana. El grupo vanadio+sacarosa (V+S) inhal¢ la
solucion de pentoxido de vanadio y tuvo libre acceso a la solucion de sacarosa al
30%. A las 4 semanas se obtuvieron las muestras de higado y se procesaron para
microscopia de luz. El tejido se incluyé en parafina y se realizaron cortes de 7 um de

grosor. Fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E). Para el analisis histolégico



se evalué la presencia de esteatosis, numero de focos inflamatorios y descripcion de
su morfologia, asi como los cambios en numero y tamafio de los nucleos de los
hepatocitos. Se realiz6 inmunohistoquimica para RAGE, posteriormente el andlisis
densitométrico para obtener la densidad integrada de la marca para los cuatro grupos
de experimentacion.

Se encontraron cambios en la morfologia del higado en los grupos vanadio, sacarosa
y vanadio+sacarosa consistentes en acumulacion de grasa en el citoplasma de los
hepatocitos principalmente en la zona 3 del acino hepético excepto en el grupo de la
combinacion; mega nucleos, aumento de hepatocitos binucleados y nucleos con
inclusiones, estas condiciones son indicadores de la respuesta regenerativa del
higado. No se encontro alteracidon en la presencia de RAGE en el higado, descartando
este mecanismo de dafio para las 4 semanas de exposicion a vanadio y la
combinacion con bebidas azucaradas debido posiblemente a que el tiempo de
exposicién no es suficiente para la generacion de AGEs o a que el vanadio induce
cambios que impiden la expresion de este receptor. Un hallazgo relevante es la
presencia de inclusiones en el nucleo que para futuras investigaciones con este
modelo habria que evaluar para determinar el tipo de inclusion. Por otro lado, extender
el estudio a las 8 semanas para determinar lo que ocurre con RAGE en el grupo de

la combinacion y si esta involucrado como mecanismo de dafio hepatico.



Introduccioén

En el siglo XXI se han presentado cambios en los estilos de vida humana en los que
la salud queda en estado vulnerable ya que nos encontramos expuestos a un
ambiente hostil. En México los niveles de contaminacion atmosférica han
incrementado en comparacion con los afios 90 en donde los datos para ese entonces
indican la dominancia de la emisién de ozono, mientras que actualmente, o al menos
hasta el 2017 predominé la combinacion de diferentes contaminantes entre los que
destacan el ozono y las particulas suspendidas. Otro de los factores en aumento que
ponen en riesgo la salud son las enfermedades metabdlicas de las que sobresalen el
sobrepeso, la obesidad y la diabetes mellitus tipo Il (DM-II); las causas del aumento
de estas enfermedades son multifactoriales, sin embargo, las bebidas azucaradas
son las que se mencionan con mayor persistencia (Vallejo et al 2003, Singh et al
2015).

Es importante conocer las implicaciones de la exposicion de la poblacion a los factores
de la contaminacion atmosférica por particulas suspendidas y consumo de bebidas
azucaradas ya que en muchas situaciones de la vida cotidiana se encuentran en
combinacion.

La exposicién a distintos compuestos exdgenos que se liberan a la atmdésfera como
producto de las actividades humanas, se ha asociado con el incremento de
enfermedades crénicas no transmisibles que a su vez nos predisponen a desarrollar
con mayor facilidad otras enfermedades de indole metabdlico (Sanchez P. et al,
2020).

Desde que se encontré el aumento del vanadio en la atmoésfera y se conocid su

capacidad de adherirse a las particulas suspendidas finas y ultrafinas para ingresar



al organismo humano, llamé la atencion estudiarlo para evaluar la toxicidad que
implica este metal dentro del cuerpo por la via inhalada. Se ha descrito su toxicidad
en diferentes 6rganos como el rifién, pulmén, higado, pancreas y timo; encontrando
gue los sitios de almacén son higado, riidén y hueso (Cano-Gutiérrez, G., et al, 2012;
Fortoul, T.l., et al, 2011; Rojas-Lemus, M., et al, 2021). Debido a las multiples
funciones que desempefia el higado en el organismo humano y su importante papel
para la destoxificacion, se eligié a este érgano para estudiar la forma en que se afecta
por la inhalacion de vanadio y el consumo de bebidas azucaradas.

El consumo de bebidas azucaradas se encuentra claramente asociado con el
aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas. Sin embargo,
también la contaminacion atmosférica se ha asociado de manera mas reciente con
este tipo de enfermedades, como el sindrome metabdlico (Goethe Flérez, D. D.,
2021).

En México el sindrome metabdlico tiene una prevalencia del 13 al 56% dependiendo
de la poblacion en la se enfoque su estudio. Afecta en su mayoria a poblacién adulta
de 40 afios en adelante (Wacher Rodarte, 2009) aunque también hay datos que
apuntan hacia que 1 de cada 3 personas de 20 afios cumple con los criterios de
diagnéstico para el sindrome metabdlico (Flores Molina et al, 2018). A pesar de que
Su asociacion se debe principalmente a conductas de indole nutrimental cada vez hay
mas estudios como el de Goethe Florez, D. D., 2021 en donde se sugiere que los
contaminantes ambientales pueden aumentar el riesgo de presentar sindrome
metabolico por exposiciones a largo plazo incorporando una posible causa mas a la

etiologia de esta enfermedad de la que se hablara en el siguiente apartado.
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Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es un término utilizado para referirse a un conjunto de
condiciones de salud en las que el metabolismo se ve alterado, algunas de estas
condiciones son la obesidad, resistencia a la insulina, hipertension arterial, DM-II,
dislipidemia, esteatosis hepatica y enfermedades cardiovasculares (Trevifio et al,

2018).

De acuerdo con Lizarzaburu Robles 2013, después del consenso al que llegaron
diferentes instituciones de salud, los criterios para el diagnostico del SM se presentan
en el cuadro 1 y se requiere la presencia de al menos tres criterios.

Cuadro 1. Criterios de diagnostico para SM considerando su definicion segun la

publicacion de Harmonizing the Metabolic Syndrome en el 2009 (Lizarzaburu Robles,
2013).

e Incremento de la circunferencia abdominal: definicion especifica para la
poblacion y pais.

e Elevacion de triglicéridos: mayores o iguales 150 mg/dL (o en tratamiento
hipolipemiante especifico).

e Disminucion del colesterol HDL: menor de 40 mg% en hombres o menor de
50 mg% en mujeres (0 en tratamiento con efecto sobre el HDL).

e Elevacion de la presion arterial: presion arterial sistolica (PAS) mayor o igual
a 130 mmHg y/o PAD mayor o igual a 85 mmHg (0o en tratamiento
antihipertensivo).

e Elevacion de la glucosa de ayunas: mayor o igual a 100 mg/dL (o en

tratamiento con farmacos por elevacion de glucosa).

La poblacion mas propensa es la que padece sobrepeso y obesidad ya que alguna
de las condiciones de hipertension, dislipidemias, insulinorresistencia, entre otras,

pueden ser indicativo oportuno para evitar llegar al SM. En este sentido resulta
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importante conocer todos los factores, ademas de los genéticos, en los estilos de vida
gue pueden favorecer el desarrollo de las alteraciones asociadas con el sindrome
debido a que la etiologia de esta enfermedad permanece poco clara y se continta

considerando multifactorial (Alpizar-Caballero L. B., 2013).

La Federacion Internacional de Diabetes estima que el 25% de la poblacion mundial
adulta padece SM asociado con el incremento de peso y un elevado indice de masa
corporal reflejado en la distribucion del tejido adiposo visceral (Trevifio et al, 2018).
En México de acuerdo con los datos de la ENSANUT 2018, el porcentaje de adultos
mayores a 20 afios con obesidad y sobrepeso creci6 a 75.2% comparado con el afio
2012 cuando el porcentaje era de 71.3%. En la encuesta del mismo afio referente al
consumo de alimentos no recomendables, el mayor porcentaje de consumo cotidiano
lo ocupan las bebidas no lacteas endulzadas con un 85.8% en el grupo de adultos
mayores a 20 afos. Estos datos representan la importancia de evaluar en un modelo
lo que ocurre en el organismo bajo un estimulo recurrente y al cual se le puede atribuir
el desarrollo de enfermedades metabdlicas como lo es el consumo de las bebidas

azucaradas.

Bebidas azucaradas

En la actualidad, las bebidas azucaradas (BA) han sido un tema de mucha
controversia y ha provocado la generacion de estudios para determinar el grado de
afectacion a la salud y su papel en la progresion de enfermedades crénicas no
transmisibles.

México es tomado como referencia para evidenciar el impacto en la salud que tienen
estas bebidas ademas de colocarnos en el primer lugar en su consumo desde el afio

2012 (Ramirez-Vélez, 2016).
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De acuerdo con un estudio realizado con datos del afio 2010 a nivel mundial se han
atribuido 655,000 muertes al consumo de bebidas azucaradas, de las cuales 369,000
son por diabetes y 258,000 por enfermedades cardiovasculares. De manera
particular, en México 6 de cada 10 muertes se atribuyen al consumo de bebidas
azucaradas en adultos de menos de 45 afios en donde se ha encontrado una
tendencia de consumo de bebidas azucaradas caseras “frescas”, llegando a superar
en consumo a los refrescos (Singh G. M. et al, 2015).

Las bebidas azucaradas pueden causar reacciones toxicas provocando alteraciones
como el aumento en los niveles de triglicéridos y la disminucion en los niveles de HDL
en sangre. Aunado al hecho de que la fuente endulzante en estas bebidas suele ser
el jarabe de maiz alto en fructosa o la sacarosa, las elevadas concentraciones de
estas azlcares pueden ser precursores de la lipogénesis hepéatica ya que
proporcionan una fuente de carbohidratos no regulada (Denova-Gutierrez et al., 2010;
Jensen et al, 2018). Por lo anterior, se ha relacionado tanto a la fructosa como a la
sacarosa con la acumulacién de grasa ectopica, es decir, aumenta el tejido adiposo
visceral, aumento de riesgo cardiovascular y de enfermedades metabdlicas
favoreciendo también el desarrollo de higado graso y de DM-1I (Maersk M., et al 2012).
La sacarosa es un disacarido formado por una molécula de glucosa y una de fructosa,
se obtiene del proceso de centrifugacion de la cafia de azucar; en términos biolégicos
su funcion dentro del organismo es la produccion de energia, sin embargo, ante un
frecuente y elevado consumo se producen cambios histopatolégicos en el higado al
observarse esteatosis micro y macro vacuolar (Olguin, 2015).

Se sabe que una hiperglucemia prolongada provoca dafio celular por el desequilibrio
gue genera entre los antioxidantes y los radicales libres, producto de la oxidacion de

la glucosa, principalmente el gliceraldehido (un intermediario del metabolismo de la
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glucosa y de la fructosa) que induce dafo celular debido a que tiene la capacidad de
reaccionar con otras moléculas y formar AGEs (Glycation advanced end products, por
sus siglas en inglés) intracelulares que alteran las funciones de la célula. De acuerdo
con Takeuchi, M. et al, 2021 los niveles de TAGES (Toxic advanced glycation end
products, por sus siglas en inglés) en sangre pueden ser un biomarcador oportuno
para detectar la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA), en ese estudio
los autores propusieron el término TAGE para hacer referencia a los AGEs de la
formacion in vivo.

En el consumo cronico de las bebidas azucaradas pueden estar implicadas las
mismas rutas metabdlicas que se han asociado a las complicaciones de los pacientes
con DM-II provocadas por estrés oxidante y que resumo en el cuadro 2 con las
consecuencias que generan en el organismo. El estrés oxidante es el mecanismo de
dafio con el cual convergen el consumo crénico de las BA y el modelo de estudio de
inhalacion a vanadio y del cual hablaré en otro capitulo.

Cuadro 2. Rutas metabdlicas que incrementan el estrés oxidante en la DM-II. (Pérez
J. et al 2007). Elaborado por Guadalupe Morales.

Ruta identificada Consecuencia
Ruta del sorbitol Generacion de sorbitol a partir de glucosa y
NADPH alterando el potencial antioxidante del
glutation

Glucosilacién no enzimética de | Alteracion de la actividad bioldgica de las
proteinas proteinas antioxidantes provocando la posterior
pérdida en la funcion

Autooxidacion de la glucosa Incremento de radicales hidroxilo

Modificacion de la protein- Activacion de vias de sefializacion por PKC
cinasa C (PKC) como NFkB que incrementan el estrés oxidante
Metabolismo alterado de Disminucion en la oxidacion de acidos grasos
lipoproteinas provocando complicaciones vasculares

Alteracion de vias de citocinas | Induccion de inflamacion crénica por la
acumulacion de citocinas proinflamatorias
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Advanced Glycation End Products (AGE)

La glicacion es una reaccion quimica no enzimatica que puede ocurrir en el
procesamiento de los alimentos, sobre todo en la coccidn y sobrecoccion de alimentos
fritos o que tienen alto contenido de carbohidratos. Aunque también pueden ocurrir in
vivo de forma enddgena entre azlcares reductores como la glucosa o la fructosa. Los
productos de glicacion avanzada se forman por reacciones no enzimaticas entre el
grupo amino libre (comunmente lisina o arginina) de cualquier biomolécula y un grupo
carbonilo electréfilo o azucar reductor. Estos productos pasan por diferentes etapas

gue se muestran en la figura 1 hasta conformar el AGE (Cardenas et al 2009).

Grupo amino Grupo carbonilo

biomoléculas electrdfilo
NH,
+ o] - .
H N/\g_ S E — Base de Shiff
L C .
Lys Idias
Reaccion de Maillard
Proteina Producto de
L ]
- ‘ ¢ Glucosa Amadori
e Acido nucleico . Fructosa
¢ Aminoacido . ROS erAnas
e Lipoproteina f

Producto de
glicacion avanzada

Figura 1. Formacion enddgena de un AGE. El grupo amino libre de los
aminoacidos, principalmente la Arginina y la Lisina de las proteinas, lipoproteinas
asi como el grupo amino de los &cidos nucleicos puede reaccionar con el grupo
carbonilo electrofilo de azucares reductores como la glucosa o fructosa y de algunas
ROS mediante la reaccidén no enzimética de Maillard. El producto de esta reaccion
es la base Shiff y puede ocurrir en horas, ésta tiene rearreglos moleculares
posteriores formando un producto de Amadori en cuestion de dias y finalmente se
genera el producto de glicacién avanzada, cuya formacion requiere semanas.

Los AGE tienen la capacidad de entrelazarse entre si y con otras biomoléculas, en

particular con las proteinas de vida media larga alterando la funcién de las células y
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llegando a afectar a nivel de tejido. Debido a ello pueden activar multiples mecanismos
y pueden utilizar una amplia gama de receptores (Indyk D., et al 2021). Son diversas
las consecuencias del incremento de AGEs en el organismo, por ejemplo Schmidt A.
M. et al, 1996 menciona que los AGE en la superficie de los glébulos rojos de
pacientes diabéticos favorecen la union al RAGE (Advanced Glycation End Products
Receptor, por sus siglas en inglés) endotelial y dan como resultado un mayor estrés
oxidante en la pared de los vasos sanguineos. Algunas condiciones que propician la
generacion de AGEs son la edad o envejecimiento, el tabaquismo, la hiperglucemia y
los mismos AGEs exdgenos formados desde la coccion de los alimentos. De acuerdo
con algunos estudios, el principal problema de los AGEs son los estilos de vida
humana, sin embargo al estar relacionado el incremento del estrés oxidante con su
produccién, pone en la mira otro factor que hasta cierto punto esté fuera de control
del mismo humano como lo es la exposicion cronica a la contaminacion atmosférica

y de la cual hablaré en otro capitulo.

RAGE

El receptor de productos de glicacion avanzada (RAGE) es un receptor multiligando
de la familia de las inmunoglobulinas. Presenta tres porciones, una extracelular
compuesta del dominio V (variable) y los dominios C1 y C2 (dominios constantes), la
porcion transmembrana y la porcion citosélica que se encarga de enviar la sefial
después de interactuar con sus ligandos (Mosquera Jesus, 2010). RAGE patrticipa en
condiciones fisiolégicas en la maduracion de osteoblastos, el desarrollo pulmonar, la
inflamacion, la apoptosis, la autofagia y la proliferacion celular. Sin embargo, cuando
se incrementan sus ligandos en el ambiente extracelular, se puede sobreestimular al

receptor y provocar alteraciones en las funciones que desempefia, empeorando
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situaciones de inflamacién tal como ocurre en condiciones de hiperglucemia o
alteracion en los niveles de ROS (Diaz-Casasola, et al, 2016).

Al igual que por el efecto de estrés oxidante, el factor NF-kB es estimulado por la
activacion de las vias de sefalizacién por RAGE lo que se traduce en el incremento
de la produccion de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, factores de
crecimiento y la misma neoexpresion de RAGE (Céardenas et al 2009).

Existe evidencia del papel de RAGE para el desarrollo de las complicaciones en
pacientes diabéticos y en condiciones de hiperglucemia crénica (Sakasai-Sakai A. et
al, 2019; Indyk D. et al, 2021). También hay estudios que involucran la alteracion de
RAGE como consecuencia de la exposicion a metales como al zinc y manganeso in
vitro. En células endoteliales adrticas bovinas tratadas primero con AGEs vy
posteriormente con los metales mencionados, se observd la disminucion en la
expresion de RAGE (Pinkas, et al, 2018). Contrario a lo descrito posteriormente por
Lawes M. et al, 2020 donde se observé neurodegeneracion a causa del aumento de
RAGE en un modelo de C. elegans que expresa RAGE tras la exposicion a cadmio y
manganeso. Es claro que no se tiene un consenso sobre el efecto que puede traer la
participacion de este receptor ante condiciones téxicas por los metales y por las

bebidas azucaradas o por su combinacion.

Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire
gue pueden alterar las condiciones climéticas y que en ciertas cantidades pueden ser
perjudiciales para la vida (Vallejo M. et al 2003). El calor, la radioactividad y el ruido
también son considerados contaminantes ambientales ya que tienen la capacidad de

alterar las caracteristicas naturales de un contaminante atmosférico debido a que
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puede ser de origen quimico o biolégico dependiendo de la manera en que es
agregado al aire. Los contaminantes se clasifican en primarios y secundarios, los
primarios son aquellos que estan en la atmdsfera tal y como fueron emitidos, por
procesos naturales o actividades del ser humano. Por otro lado, los contaminantes
secundarios se forman en la atmosfera por reacciones quimicas o fotoquimicas en las
gue participan los contaminantes primarios (Vallejo M. et al, 2003).

Se han establecido Normas Oficiales para determinar los limites permitidos de
exposicion a los contaminantes atmosféricos que tienen un efecto en la salud, dentro
de los cuales destacan las particulas suspendidas totales (PST). Las PST o particulas
inhalables se suelen subdividir en gruesas, finas y ultrafinas con base en su didmetro
aerodindmico que va de 10, <2.5 y <0.1 micrometros respectivamente. Las
exposiciones agudas a estas particulas, ocasionan reacciones inflamatorias y
malestares del sistema respiratorio en general, ademas de observarse efectos en todo
el organismo algunos estudios hacen énfasis sobre todo en el sistema cardiovascular

(Garcia Lara, et al, 2015).

En un estudio publicado en 2001, realizado por Amador Mufioz con datos de 1993 en
el area del Pedregal de San Angel en la Ciudad de México se encontr6 que los
promedios anuales de las concentraciones de PMio y PST rebasaron desde ese
entonces los limites anuales permitidos en la NOM-025-SSA1-2014 vigente, asi como
la identificacion de sustancias indicadoras de que las fuentes fueron emisiones
vehiculares y quema de basura al aire libre. Segun los datos de 2017 tampoco se
cumplio con lo establecido en la norma para PMio salvo en las ciudades de Tulancingo
y Zapotlan. Ninguna ciudad de la Republica Mexicana con monitoreo de la calidad del
aire cumplié con la norma de PM2.5, cabe mencionar que en la Zona Metropolitana del

Valle de México (ZMVM) las mediciones superaron las concentraciones permitidas
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tanto en 24 horas, siendo de 175 pg/m3, como las de la media anual que fueron de 65
pg/m3, cuando la NOM-025-SSA1-2014 estipula los niveles permisibles para PMzs
cuyo valor limite es de 45 pug/m?3 en exposicién aguda y para exposicion crénica es de
12 pg/m3 promedio anual. Cabe mencionar que desde ese entonces también se
superaron los limites recomendados por la OMS, 2021 para PM2:s que son 15 pg/m?®

promedio diario y 5 pg/m? promedio anual.

Al tomar en cuenta las caracteristicas de altitud de la ZMVM, nos damos cuenta que
permite que se vean disminuidas las concentraciones de oxigeno (-23%) en relacion
con el nivel del mar, lo que reduce la eficiencia de los motores de combustién interna,
aumenta la concentracion de monoxido de carbono y de hidrocarburos (fuente
importante de emisiones de vanadio) favoreciendo la exposicion a radiaciones
capaces de transformar a los contaminantes primarios (Vallejo M. et al, 2003) o
incrementando el riesgo a permanecer mayor tiempo en contacto con los
contaminantes como las PST. Ademas de que las caracteristicas del relieve de la
ZMVM impiden la dispersion de los contaminantes ya que se encuentra rodeada de

montanas.

Hay evidencia de que las particulas finas pueden ser mas toxicas que las gruesas
debido a que pueden ser vehiculo para otras sustancias toxicas (Vallejo M. et al,
2002). De acuerdo con Bacardit N.S. et al, 2018 si son PM1o suelen llegar mas alla de
la faringe; las PMzs pueden llegar hasta los alvéolos pulmonares y las particulas
ultrafinas pueden llegar a difundir del alvéolo pulmonar a la sangre. Las particulas
ultrafinas tienen la capacidad de permanecer mayor tiempo en flotacion por lo que

supone una mayor interaccion con otros elementos presentes en el aire.
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De acuerdo con lo publicado en el Diario Oficial de la Federaciéon (DOF) en el 2020
para el proyecto de la NOM-025-SSA1-2020 Salud ambiental, se plantea que: "la
exposicién cronica a particulas se relaciona con una mayor probabilidad de desarrollar
y sufrir muerte prematura por enfermedades cardiovasculares y respiratorias, al igual
qgue cancer de pulmén; y también se sugiere que contribuyen en enfermedades
cronicas del sistema nervioso central, sindrome metabdlico y diabetes y disfunciones
renales. Estos efectos adversos son consecuencia de los mecanismos de toxicidad
subyacentes relacionados con la respuesta inflamatoria y el estrés oxidante que
inducen. La evidencia cientifica apoya una relacién causal entre la exposicién a PMas
en el aire ambiente e incremento en la prevalencia de cardiopatias isquémicas,
enfermedades cerebrovasculares e incremento en infecciones de las vias
respiratorias inferiores y enfermedades pulmonares obstructivas cronicas. A su vez,

se ha reportado una asociacion con la incidencia de diabetes tipo 2."

En la misma publicacion del DOF se menciona que “la ley establece en el articulo 4°,
parrafo cuatro de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos el derecho
de toda persona a la proteccion de su salud, asi como un medio ambiente sano para
su desarrollo y bienestar; por lo que los articulos 116 y 117 de la Ley General de
Salud, sefialan que las autoridades sanitarias estableceran las normas, tomaran las
medidas y realizaran las actividades tendientes a la proteccion de la salud humana
ante los riesgos y dafios dependientes de las condiciones del ambiente, para tal
efecto, corresponde a la Secretaria de Salud del Ejecutivo Federal, determinar los
valores de concentracion maxima permisible para el ser humano de contaminantes
en el ambiente”. Sin embargo en el mismo DOF mencionan que de acuerdo con el
Informe Nacional de Calidad del Aire del 2017 emitido por el INECC, de 140

estaciones con capacidad de medir PMio s6lo 87 generaron informacion suficiente
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para permitir evaluacién y cumplimiento asi como de las 102 estaciones con
capacidad de medir PMzs sélo 48 generaron informacion, significa que hay un 48% y
68% de estaciones no funcionales en las que se debe averiguar los motivos que les
impide generar la informacion requerida. A pesar de esto, los resultados son
contundentes ya que las ciudades con monitoreo indican que se encuentran muy por
encima de las recomendaciones de la OMS en cuanto a niveles de contaminacion y
la forma en que esto puede repercutir en la salud de la poblacion obliga a los
representantes gubernamentales a aplicar medidas inmediatas para la regulacién en

las emisiones e informar a la poblacion de las consecuencias en la salud.

Debido a la prevalencia de las PST durante algunas estaciones del afio y aunado a
los elevados niveles de contaminacién atmosférica de los ultimos afios debemos
considerar las exposiciones cronicas a estas particulas y evaluar los efectos en la
salud ante una exposicion prolongada mediante uno de los contaminantes que se
adosan a estas particulas y de los que se tiene registro que han incrementado, como

lo son las emisiones de vanadio (Fortoul et al, 1996).

Vanadio

El vanadio es un metal ductil blando. Su nimero atomico es 23, es el primer metal de
transicion y se encuentra en el periodo 5 de la tabla periédica. Se encuentra
ampliamente distribuido en la corteza terrestre con una abundancia del 0.02%. Puede
tener estados de oxidacion que van de -3 a +5, sin embargo los que presentan
actividad bioldgica son +3, +4 y +5 (Contreras Cadena, 2014).

De acuerdo con Contreras Cadena y colaboradores en 2014, los complejos de V
muestran una amplia gama de caracteristicas que les permiten ser desde

micronutrientes hasta agentes toxicos, sin embargo, esto depende de la naturaleza
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de los enlaces del vanadio con otros compuestos, su estado de oxidacion y la
concentracion a la que se encuentra.

El vanadio es un elemento que en soluciones basicas tiene efecto competitivo con el
fésforo por lo que puede alterar las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion como
en el caso de la Na*, K* ATPasa (Imtiaz et al, 2015)

El vanadio comenzé a llamar la atencién por los efectos terapéuticos que se le
encontraron a algunos compuestos, como el oxovanadio cuya administracion por via
oral se ha estudiado para el tratamiento de la DM-II por la mimetizacion con la insulina
(Trevifio et al, 2019). Otro ejemplo, es su estudio como metalofarmaco al ser un
agente anticarcinogénico cuyo mecanismo de accion es la induccién de la apoptosis
(Contreras-Cadena, 2014).

Como se menciond anteriormente, Fortoul y colaboradores en 1996 encontraron
mediante la medicion de concentraciones de metales en muestras de pulmones
obtenidas de autopsias de residentes de la Ciudad de México de los afios 50 que
compararon con las de los afios 80, evidencia del incremento de vanadio en las
emisiones de contaminantes atmosféricos, siendo el pentdxido de vanadio el principal
compuesto emitido y que se atribuye a la quema de combustibles fésiles, ademas que
de acuerdo con Barceloux, 1999, la forma mas toxica del V para los mamiferos son
los componentes en forma pentavalente.

El pentdxido de vanadio es un polvo cristalino de color amarillento a marron rojizo
poco soluble en agua (Barceloux, 1999) por su tamafio de particula <10 micrometros
se le atribuye la capacidad de adosarse a otras particulas y de esta forma ingresar al

organismo.
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Exposicién y toxicocinética del Vanadio

Se puede estar expuesto al vanadio por su presencia en el suelo, aire, agua y comida.
La manera mas comun de exposicion al vanadio en el aire resulta de la quema de
combustibles fésiles durante la generacién de electricidad y calor por lo que la
principal emision proviene de fuentes antropogénicas, seguidas de las emisiones
industriales siendo las emisiones volcanicas las de menor contribucion a la atmosfera
(Barceloux, 1999).

La exposicion ocupacional con niveles muy altos en la concentracion de oxidos de
vanadio ocurre en la limpieza de las calderas de las industrias metallrgicas cuyas
concentraciones van de 50 a 500 mg V/m? (Barceloux, 1999).

La incorporacion del vanadio al agua es mediante la erosion del suelo y de las rocas
gue depende de la diferencia geogréfica de los lixiviados y efluentes de fuentes
naturales y antropogénicas. Las concentraciones en agua potable de vanadio van de
1 a 6 yug V/L hasta 20 ug V/L, aunque los rios de agua dulce en algunas localidades
tienen concentraciones de hasta 220 ug V/L (Barceloux, 1999).

La mayoria de los alimentos contienen bajas concentraciones de vanadio (<1 ngV/g)
sin embargo, representan la mayor fuente de exposicion a este metal ya que esta
presente en semillas, hongos, mariscos, espinacas, perejil, pimienta negra, entre
otros (Barceloux, 1999). Se tienen registros de que la forma de preparacion de los
alimentos puede aumentar las concentraciones de vanadio (Myron D.R., et al 1977).
De acuerdo con el estudio de la toxicocinética del vanadio, la forma en la que este
ingresa al organismo es muy importante ya que dependerd de ello el que se

metabolice, almacene y/o se excrete como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Toxicocinética del Vanadio. Los asteriscos indican momentos en los que se
pueden llevar a cabo reacciones de biotransformacién e interconversion entre
especies de vanadio. Modificado de Rodriguez-Mercado et al, 2006. Elaborada por
Guadalupe Morales.

Es importante tomar en cuenta que el vanadio debe pasar por diferentes entornos
antes de llegar a la circulacion en sangre por lo que en el proceso puede sufrir varios
cambios de biotransformacion y la interconversion entre especies de vanadio con
alguna repercusion biolégica (Trevifio et al, 2019).

El principal mecanismo de toxicidad de los metales es que inducen la formacion de
estrés oxidante. De manera particular el vanadio participa en reacciones tipo Fenton
liberando radicales hidroxilo. Hay estudios en donde se mide la cantidad de vanadio
en diferentes 6rganos, siendo el higado quien persiste dentro de los primeros tres con
una mayor concentracion. El higado es un predictor sensible de la toxicidad inducida
por sustancias quimicas por su capacidad de metabolizar, desintoxicar, almacenar y
eliminar los xenobioticos y sus metabolitos (Adeoye G.O. et al 2015). Esto a su vez lo
convierte en un drgano diana para la toxicidad inducida por xenobiéticos, por lo que,
como se mencion6 anteriormente se eligid al higado para estudiar el efecto de la
exposicion a vanadio y bebidas azucaradas y del cual hablaremos en el siguiente

apartado.
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Higado

El higado esté localizado en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal,
tiene una fisiologia compleja ya que se encarga del mantenimiento de la homeostasis

metabolica del organismo; sus multiples funciones se resumen en el cuadro 3.

Cuadro 3. Funciones del higado. (Ross M. 2012) Elaborado por
Guadalupe Morales.

Almacenamiento de vitaminas y hierro

Control del metabolismo del colesterol

Formacion y secrecion de bilis

Metabolismo de lipidos y secrecion de lipoproteinas plasmaticas
Metabolismo y detoxificacion de farmacos y xenobi6ticos
Modificacion de las hormonas liberadas en otros érganos
Regulacion de la homeostasis de carbohidratos

Sintesis de urea

Sintesis de proteinas y enzimas

Histologia

El higado esta cubierto por una capa de tejido conjuntivo que se conoce como capsula
de Glisson de la cual salen proyecciones o trabéculas que dan soporte al parénquima
hepético junto con las fibras reticulares que también proporcionan soporte para las
células hepaticas.

El parénquima hepatico se organiza en lobulillos con forma hexagonal, en el centro
se encuentra la vena centrolobulillar a partir de la cual se disponen de forma radial las

columnas de células hepéticas o hepatocitos como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Organizacion y estructura del lobulillo hepatico. Tomada de Delgado
Coello et al 2017.

Los hepatocitos tienen forma poligonal, presentan un nicleo con un nucleolo evidente,
aungue en algunos casos se pueden observar hasta dos nucleos en una misma
célula. El citoplasma es de aspecto granular y eosinéfilo. Entre las columnas de
hepatocitos se encuentran los sinusoides por donde circula la sangre de manera
centripeta. Como se puede observar en la figura 3, en los vértices del lobulillo se
encuentran los espacios porta conformados por las ramificaciones de la vena porta,
la arteria hepética y el conducto biliar, a este conjunto de estructuras también se le
conoce como triada portal.

Otro elemento importante es el espacio de Disse delimitado por las células
endoteliales del sinusoide y la membrana plasmatica de los hepatocitos. En este
espacio se encuentran las microvellosidades de los hepatocitos, las células de Kupffer
cuya funcion es fagocitaria y las células de Ito cuya funcién es de almacenamiento de
vitamina A, triglicéridos, fosfolipidos y colesterol (Delgado Coello, 2017). En algunas
patologias como en la inflamacién cronica, las células de Ito contribuyen a la
progresion de fibrosis hepatica al pertenecer a la familia de los miofibroblastos y

relacionarse con la fibrogénesis (Krishna M., 2014).
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Los canaliculos biliares son los primeros conductos que reciben la bilis debido a que
la membrana de los mismos hepatocitos forman sus paredes, se encuentran entre los
hepatocitos y confluyen hacia los conductos de Hering que se caracterizan por
presentar epitelio cubico que desemboca en los conductos biliares interlobulillares de
los espacios porta.

Desde el punto de vista patoldgico, otra forma de estudiar la estructura del higado es

como acino hepdtico que se visualiza como muestra la figura 4.
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Figura 4. Estructura de los lobulillos clasicos y la division por zonas del acino
hepatico. Elaborada por Guadalupe Morales.

El acino hepatico ocupa parte de dos lobulillos clasicos contiguos, de tal forma que se
pueden describir tres zonas:
- Zona 1: la mas cercana a la vena porta y arteria hepatica. En esta zona hay
mayor actividad mitética cuando ocurre dafio en el higado.
- Zona 2: region entre las zonas 1y 3 sin limites nitidos.
- Zona 3: la més cercana a la vena centrolobulillar. Posee mayor cantidad de
lipidos y pigmentos.
Esta divisidbn en zonas permite la descripcion e interpretacion de los patrones de

degeneracion, regeneracion y efectos toxicos del parénquima hepatico con relacion
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al tipo de irrigacion de los hepatocitos, debido a que en las tres zonas varia el
gradiente de oxigeno, actividad metabdlica y distribucién de enzimas hepéaticas (Ross
M. 2012).

Por el tipo de irrigacién sanguinea hacia el higado, este érgano es el primero en tener
contacto con nutrientes, farmacos, vitaminas, metales y toxicos ambientales, es por
esto que algunas de las funciones pueden verse alteradas por lesiones hepéaticas
generadas por el tiempo de exposicion a los téxicos. La pérdida o alteracion en las
funciones del higado puede conducir a la degeneracion de otros sistemas (Klaassen
D. et al 2001).

La histopatologia nos proporciona informacion confiable sobre los tipos de lesiones
producidas por productos quimicos que pueden conducir a alteraciones en los

parametros bioquimicos (Adeoye G.O. et al 2015).

Alteraciones hepaticas

Una de las alteraciones por depésitos en el higado es la esteatosis, que es resultado
de la acumulacion anormal de lipidos en las células hepéticas. Este tipo de
acumulaciones lipidicas forman parte del espectro de EHGNA cuyo inicio es la
esteatosis simple seguido de esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis. Se puede
diagnosticar la esteatosis mediante histologia por la presencia de un cambio graso
macrovesicular con o sin inflamacion inespecifica (Sakasai A., et al 2019).

En los estudios de investigacion para la determinacion del grado de esteatosis se
suele medir la severidad histolégica mediante un sistema de puntuacidon numérica
como se muestra en el cuadro 4 donde se analiza la intensidad del cambio morfolégico

(Carreras MP., 2001).
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Cuadro 4. Severidad de la esteatosis segun la lesién histoldgica. Modificado de
Carreras MP, 2001.

Estadio Clasificacion por Clasificacion por
Patron/Caracteristica Grado
Esteatosis simple Macrovesicular 0 Ausente
Microvesicular 1 (<33%)*
Mixta 2 (33-66%)
3 (>66%)

* porcentaje de hepatocitos con grasa

Otra alteracién del higado por inclusiones es en los ndcleos de los hepatocitos en
situaciones especificas como la diabetes y la enfermedad de Wilson en el humano
donde es comun ver nucleos glucogenados (Krishna M., 2014) sin embargo esta

alteracion nuclear esta poco estudiada y su etiopatogenia no es clara.

Estrés oxidante en higado

El estrés oxidante (EO) ocurre cuando una célula tiene un aumento en la
concentracion de radicales libres y un desequilibrio en los antioxidantes que puedan
neutralizarlos. Cuando este desequilibrio es cronico, se puede generar un estado de
EO en el que la célula, en el mejor de los casos, debera decidir si entra en apoptosis
para evitar dafio a nivel tisular y sistémico. El EO se ha relacionado con mas de 100
patologias cronico-degenerativas entre ellas la DM (Pérez, et al 2007). Como se
menciond anteriormente, algunos estimulos como la contaminacion por vanadio o el
consumo de bebidas azucaradas generan una gran cantidad de intermediarios con
capacidad de oxidar biomoléculas alterando su funcién tal como ocurre con los lipidos
en la peroxidacion lipidica.

Existen antecedentes de la generacion de estrés oxidante tanto por la inhalacion de

vanadio (cuadro 5) como por la autoxidacion de la glucosa, lo que podria incrementar
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la formacion de AGEs. Lo anterior permite considerar la participacion de RAGE como

un posible mecanismo de dafio hepatico en este modelo.

Cuadro 5. Antecedentes directos

Ao Autor Modelo | Compuesto (s) | Organo Efecto
y -7
concentracion
Megalocitosis y hepatocitos
binucleados
Pruebas de funcionamiento
Cervantes- | Raton V205 0.02 M hfupaéf(\)/ Salte\;:icéas en los
2021 | Valencia, | macho [1.4 mg/m?] Higado grup 22y '
Incremento de 4-HNE a las 4S
et al CD1 Sacarosa 30%
mayor que a las 8S.
Esteatosis
y cambios regenerativos en el
grupo V+S alas 8S.
Atrofia de los cordones
Metavanadato de hepaticos L (zona 1,
Rata . . degeneracion grasa (zona 3),
Usende ! sodio Higado y X
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y
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a)

Justificacion

Se tiene evidencia de que las particulas suspendidas por contaminacion atmosférica
y el consumo de bebidas azucaradas pueden provocar enfermedades metabdlicas e
inducir dafio hepéatico. El principal mecanismo por el cual ocurre es la generacién de
estrés oxidante que promueve un estado de inflamacién, esto a su vez tiene la
capacidad de incrementar la produccion de AGEs enddgenos y promover la expresion
de su receptor. Hay algunos estudios donde se evalla el papel de este receptor tras
la exposicién a metales presentes en la contaminacion atmosférica y a condiciones
de hiperglucemia en diferentes organismos. Sin embargo, se tienen resultados
contradictorios y no queda claro si en la respuesta inflamatoria participa la via
mediada por RAGE. Debido a que ambos factores pueden interactuar en condiciones
cotidianas, es importante analizar en un modelo murino la presencia de RAGE y
correlacionar con las alteraciones morfologicas para observar si existe el mismo dafio
hepatotdxico evidenciado en las alteraciones morfolégicas encontradas en estudios

previos.
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Hipotesis

Si el higado de los ratones expuestos a la inhalacion de vanadio y al consumo de
bebidas azucaradas presenta alteraciones morfologicas, focos inflamatorios y
aumento del estrés oxidante, entonces RAGE se encontrard aumentado por la

exposicién a ambos factores y su combinacion.

Objetivo General

- Analizar las alteraciones morfoldgicas y la presencia de RAGE en el higado de
ratones expuestos a inhalacion subaguda de vanadio, consumo de bebidas

azucaradas y a la combinacién de ambos factores.

Objetivos particulares

Identificar el grado de esteatosis en higado de ratones expuestos a la

inhalacion subaguda de vanadio y el consumo de bebidas azucaradas.

- ldentificar cambios nucleares en células hepaticas de ratones expuestos a la
inhalacion subaguda de vanadio y el consumo de bebidas azucaradas.

- Cuantificar el namero de focos inflamatorios y describir su morfologia en
higado de ratones expuestos a la inhalacibn subaguda de vanadio y el
consumo de bebidas azucaradas.

- ldentificar los cambios en la presencia de RAGE en el higado de ratones con

el efecto de la combinacién del consumo de bebidas azucaradas y la inhalacién

subaguda de vanadio.
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Método

Se obtuvieron veinte ratones macho de la cepa CD1 con un peso de 34+t1 g del
bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM), se mantuvieron en cajas de plastico con periodos de luz oscuridad (12:12
h), fueron alimentados con Purina Rodent Chow® con acceso a libre demanda al
agua. Se dividieron al azar en cuatro grupos de 5 ratones cada uno. El protocolo
experimental se llevé a cabo de acuerdo a la NOM-062-Z0O0-1999 para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio.

El grupo control (C) inhal6 el vehiculo de solucién salina (NaCl 0.9%) una hora al dia
dos veces por semana. El grupo sacarosa (S) inhal6 el vehiculo y se sustituyo el agua
de consumo por una solucion de sacarosa al 30% ad libitum. El grupo vanadio (V)
inhal6 solucion de pentdxido de vanadio [1.56 mg/m?] en una caja acrilica conectada
a un nebulizador (Nebulizador ultrasénico Yue Hua WH-802) durante una hora dos
veces por semana durante 4 semanas. El grupo vanadio+sacarosa (V+S) inhal6 la
solucion de pentéxido de vanadio y tuvo libre acceso a la solucion de sacarosa al 30%
durante el mismo periodo de tiempo.

Para la obtencion de muestras, a las 4 semanas se anestesiaron a los ratones por
inyeccion letal intraperitoneal con solucién de pentobarbital sédico, se perfundieron
via intracardiaca con solucion salina, seguida de paraformaldehido al 4% (pH 7.4)
tamponado con buffer de fosfatos. Se obtuvieron las muestras de higado y se
procesaron para microscopia de luz con la técnica histolégica convencional. El tejido
se incluyo en parafina y se realizaron cortes de 7 um de grosor. Fueron tefidos con
hematoxilina y eosina (H&E).

Para el analisis morfolégico se evalud la presencia de esteatosis contando el nimero

de hepatocitos con grasa y obteniendo el porcentaje en relacién a los hepatocitos
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totales en el campo. Se cuantifico el numero de focos inflamatorios con el objetivo de
10x en 50 campos aleatorios de 3, 801,336 ym? asi como la descripcién de su
morfologia considerando la ubicacién en el tejido hepatico y las células presentes en
el foco inflamatorio. Se cuantificé el nUmero y tamafio del nacleo de los hepatocitos
midiendo el nucleo de 300 hepatocitos por grupo con reglilla de 1 mm. Para la
cuantificacion y descripcién de los cambios en la morfologia del higado se analizaron
9 campos de 237,582.94 uym? por grupo.

Posteriormente se tomaron las fotomicrografias con camara digital Canon EOS 6D

conectada al microscopio. Las fotomicrografias fueron tomadas con los objetivos de

10x y 20x.
( h Inhalacion
{ Control }7 de solucidn . )
H._; . salina " Sacrificio ¥y
s"’: Solucion obtencion
d N/ sacarosa al de muestras
Ratones macho CD1 |, 30% ad fibitu de higado a
Peso 34419 0 ad libituim - las 4
: n=20 AN | ' Inhalacion de V semanas de
\{ Vanadio [1.56 mg/m3)] 1hidia \_lratamienio |
\ R ) | 2 veces/semana
Alimento \ m——— ' 1
aqua ad ' ratamiento = ————
V+S histolégica y Inrrlu_nnhlsl-:}
tincién con quu&]}l&:ggara
. H&E

Figura 5. Esquema-resumen del método

Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA con el programa PRISM 6
con prueba post hoc para determinar diferencias entre los grupos, con un nivel de

significancia de probabilidad del 95% (p<0.05).
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Inmunohistoquimica (IHQ) para RAGE
Las laminillas con cortes de higado de los 4 grupos (C, S, V y V+S) se desparafinaron
durante 12 horas en estufa a una temperatura de 56-59°C. Se sumergieron en xilol y
posteriormente en bafios de alcohol a diferentes porcentajes para rehidratar los
tejidos como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Serie de soluciones para la rehidratacion del tejido hepatico.

No. Tiempo
bafio | Solucion (min.)
1 Xilol 5

2 Alcohol 96% 2

3 Alcohol 70% 2

4 Alcohol 50% 2

5 Agua destilada

Se realiz6 el desenmascaramiento antigénico con buffer de citratos DIVA y en olla de
presion hasta las 22 psi, se dejo enfriar a las laminillas y se realizaron 3 lavados de 2
minutos con agua destilada. Posteriormente se bloqued la peroxidasa enddgena
durante 30 minutos con perdxido de hidrogeno preparado al 3%, nuevamente se
realizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS-tween, enseguida se realizd el bloqueo
de proteinas durante 30 minutos con solucién al 2.5% de albimina sérica bovina
(BSA) posteriormente se colocaron las laminillas en camara hiumeda y se siguieron
los pasos que se mencionan a continuacién a temperatura ambiente:

1. Seincubd el anticuerpo primario para RAGE de GeneTex® durante 45 minutos

a una dilucion 1:100, afiadiendo 100 pl a cada laminilla.
2. Serealizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS-tween.

3. Seincubo el anticuerpo secundario universal 4+ biotinilado durante 30 minutos,
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afadiendo 1 gota por laminilla del kit 4+ HRP Universal Detection de Biocare
Medical®.

4. Se realizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS-tween.

5. Se incubd la estreptavidina HRP durante 30 minutos, afladiendo 1 gota por
laminilla del kit 4+ HRP Universal Detection de Biocare Medical®.

6. Se realizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS-tween.

7. Se realizdé el revelado utilizando el kit de Diaminobencidina (DAB-Plus
substrate Kit de Invitrogen™), durante 60 segundos afiadiendo 100 pl por
laminilla, una vez transcurrido el tiempo se enjuag6 con agua destilada.

Para realizar el contraste, las laminillas se sumergieron en hematoxilina y se
enjuagaron con agua destilada. Enseguida se sumergieron en agua amoniacal
durante 5 segundos y se volvieron a enjuagar en agua destilada. Se pasaron las
laminillas con los tejidos por el tren de deshidratacién como muestra el cuadro 7:

Cuadro 7. Tren de deshidratacion.

No. ) Tiempo
bafio Solucién (min.)
1 Agua destilada
2 Alcohol 50% 2
3 Alcohol 70% 2
4 Alcohol 96% 2
5 Xilol 2

Finalmente se realiz6 el montaje de las laminillas y se dejaron secar durante 48 hrs.
Se tomaron fotomicrografias de 3 campos elegidos al azar de 3 ratones por grupo y
se realizé la densitometria con el programa Fiji de Image J. En el programa Fiji se

abri6 la fotomicrografia, posteriormente se aplico Colour Deconvolution
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seleccionando la opcién H-DAB para separar la imagen en diferentes canales
guedandonos Unicamente con el canal 2 que es el que refleja el color café obtenido
por la IHQ para RAGE. En la imagen del canal 2 se seleccion6 la opcién
Image—Adjust—Treshold y se determiné el umbral que reflejé la marca de la IHQ.
Posteriormente se selecciond la opcion Analyze—Set measurements en donde se
marco la opcién Integrated density—Measure.

Una vez que se obtuvo la densidad integrada de acuerdo con el protocolo de Crowe
2019, para la medicion de la marca con DAB con el programa Fiji, se realiz6 el analisis
estadistico Kruskal-Wallis utilizando el programa PRISM 6 con prueba post hoc con

nivel de significancia de probabilidad del 95% (p<0.05).
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Resultados

Morfologia del higado

En las fotomicrografias de los cortes de higado se pueden observar los cambios en
la morfologia (figuras 6 a 9). Se observaron cambios en los depdsitos de grasa (grafica
1) al pasar de la ausencia y gotas microvesiculares en el control a gotas
microvesiculares y el incremento de las gotas macrovesiculares en el citoplasma de
los grupos sacarosa y V (resultado no significativo para el grupo V) principalmente en
la zona 3 del acino hepéatico, también llamada centrolobulillar. De acuerdo con la
clasificacion de la severidad histolégica de Pérez Carreras 2001, la esteatosis del
grupo sacarosa se encuentra en el estadio 3 al tener mas del 60% de hepatocitos con
esteatosis. También se observé un aumento significativo en el tamafio de los nlacleos
de todos los grupos expuestos (grafica 2) y un incremento significativo en la cantidad
de células binucleadas de los grupos sacarosa y vanadio+sacarosa (grafica 3).
Aungue el conteo de focos inflamatorios a este tiempo (4 semanas) no es significativo
(grafica 4), se observaron cambios cualitativos en cuanto al tamafio (con gran
cantidad de células en el foco inflamatorio) y localizacibn de los infiltrados
inflamatorios principalmente en los grupos V, Sy V+S (figura 10) cercanos a las venas
centrales, periportales y entre el parénquima hepatico. En los focos inflamatorios se
identificaron macrofagos, neutréfilos y linfocitos. Otro de los cambios nucleares
observados en los grupos expuestos fue la presencia de nucleos con inclusiones,

aparentemente lipidicas, que fueron significativos en el grupo sacarosa (gréfica 5).
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Figura 6. Fotomicrografia del corte longitudinal de higado de ratén del grupo control.
Se observa la disposicion radial normal de los cordones de hepatocitos alrededor de
la vena central (*), la flecha sefiala un hepatocito con morfologia normal dentro del
parénquima hepatico.

3 o i ‘5-1.' N : 'A; & 1 e
Figura 7. Higado de raton del grupo vanadio. Se observa la presencia de esteatosis

microvesicular (flechas negras) y macrovesicular (flechas amarillas) asi como la
presencia de aparentes inclusiones nucleares en algunos hepatocitos (*).
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Figura 8. Higado de raton del grupo sacarosa. Se observan hepatocitos con
esteatosis microvesicular (flechas negras) en la zona 3 del acino hepatico; del lado
inferior izquierdo se observa un foco inflamatorio en la zona 2 del acino.

Figura 9. Higado de raton del grupo vanadiotsacarosa. Se observan infiltrados
inflamatorios en parénquima hepéatico (circulo rojo), nucleos agrandados (flechas
azules), hepatocitos binucleados con nucleos agrandados (flechas rojas).
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Figura 10. Infiltrados inflamatorios en higado de ratén. A) Vanadio, B) Sacarosa y C)
V+S. Se observan los infiltrados principalmente junto a venas centrales y en zonas
periportales asi como en parénquima hepatico. D) Vista a detalle de un foco
inflamatorio del grupo V+S. Se identificaron macrofagos, linfocitos y neutroéfilos. Barra
en A, By C =50 ym. Barra escala en D= 25 um.
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Cuantificacién de cambios morfologicos
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Gréfica 1. Media del porcentaje de
hepatocitos con esteatosis. ElI *
indica diferencias significativas con
respecto al grupo control.

Gréfica 2. Media del tamafio del
nacleo de hepatocitos. El * indica
diferencias significativas con
respecto al grupo control

Grafica 3. Media del porcentaje de
hepatocitos binucleados. El * indica
diferencias significativas con
respecto al grupo control.
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Grafica 4. Media de la cantidad de
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significativas.

Grafica 5. Media del porcentaje de
hepatocitos con inclusiones
nucleares. El * indica diferencia
significativa con respecto al grupo
control.
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Inmunohistoquimica para RAGE

No se encontraron cambios estadisticamente significativos de la presencia de RAGE
en el higado de los ratones de todos los grupos comparados con el control y entre los
grupos experimentales. Sin embargo, se observaron cambios en cuanto al sitio de la
marca de RAGE en el tejido hepatico. En el grupo control se observd la marca
principalmente rodeando gotas lipidicas y en el citoplasma de los hepatocitos. En el
grupo V se observd marca principalmente hacia la membrana de los hepatocitos y en
los vasos sanguineos (figura 11). En el grupo sacarosa se observo la predominancia
de la marca rodeando las gotas lipidicas de los hepatocitos en la zona 3 del acino. En
el grupo V+S se observo la marca en citoplasma, endotelio y membrana plasmatica
de hepatocitos centrolobulillares y en células inflamatorias. En los grupos vanadio y
V+S se observa que hay una tendencia hacia el incremento del RAGE (grafica 6,

figura 12) comparados con el grupo control.

RAGE en Higado (4 Semanas)
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Figura 11. Fotomicrografias de la inmunohistoquimica para RAGE del higado de
raton. A) Control, se observa la marca color café en células inflamatorias y en el
citoplasma de los hepatocitos. B) V. Se observa la marca color café en células
inflamatorias, en membrana de hepatocitos y células endoteliales.
Barra escala 100 ym.
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. " p ;
Figura 12. Fotomicrografias de la inmunohistoquimica para RAGE del higado de
raton. C) Sacarosa, se observo la marca color café en el citoplasma de hepatocitos
en la zona 3 del acino hepatico y alrededor de las gotas de lipidos. D) V+S, se observo
la marca en el citoplasma y en células endoteliales. Barra escala 100 pym.
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Discusién

En este experimento se encontraron datos de hepatotoxicidad tanto por la inhalacién
de V como por el consumo de bebidas con sacarosa y en la combinacién de ambos
factores. El tipo de dafio encontrado involucra esteatosis, inflamacién y alteraciones
nucleares, esto es relevante debido a que son cambios que pueden presentarse en
el higado de personas con sindrome metabdlico. En los dltimos afios se han ampliado
las lineas de investigacion alrededor del sindrome metabdlico debido al incremento
en su prevalencia y a que es una condicién multifactorial que suele presentarse en
personas adultas (Koehler E.M., 2013 en Stahl C., et al 2018). Una de estas lineas de
investigacion es la que asocia la presencia de biomarcadores de inflamacion crénica
y el desarrollo de DM-II, ocasionado por las especies reactivas generadas del
metabolismo de una prolongada hiperglucemia (Pérez J. et al, 2007). Asi como
también por la exposicion a elementos presentes en particulas suspendidas como el
vanadio que representa una fuente para la generacion de especies reactivas durante
su metabolismo al ingresar al organismo por via inhalada (Ding S. et al, 2019; Fortoul,
et al 2011). La contaminacion atmosférica puede ser un elemento importante que no
es tan considerado como factor de riesgo para la EHGNA pero que puede estar

contribuyendo al aumento de esta patologia.

Las alteraciones morfolégicas encontradas en este estudio, se relacionan con lo
observado por Cervantes-Valencia et al, 2021, con una dosis menor por via inhalada
y por Nnama, A.U., et al, 2022, bajo administracion oral de pentoxido de vanadio aun
cuando se ha visto que los cambios son dependientes de la dosis, tiempo y via de
exposicion. Uno de los cambios evidentes derivado del consumo prolongado de
bebida azucarada es la generacion de esteatosis a las 4 semanas, que como se

observo, predomina en la zona 3 del acino hepatico debido a que en esta zona se
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pueden presentar en fases tempranas los cambios morfolégicos ocasionados por
dafio en el higado (L6pez Panqueva et al, 2014). Estos cambios en la zona 3 también
se han documentado en modelos donde se administran dietas altas en grasas y por
consumo elevado de bebidas endulzadas con jarabe de maiz alto en fructosa o
sacarosa, provocando cambios en el almacenamiento de lipidos en el higado
considerados una alteracién que conduce a EHGNA (Neuschwander-Tetri, 2017). El
V tiene la capacidad de dafiar a las mitocondrias, provocando alteracion en sus
funciones como en la B-oxidacion. Este dafio en las mitocondrias del higado puede
resultar en acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos (Hosseini, M. et al, 2013).
La alteracion en el almacenamiento de lipidos es una condicion que es tomada en

cuenta para el diagnostico del sindrome metabdlico.

De acuerdo con Stahl C. et al 2018, los cambios en la morfologia del higado pueden
estar relacionados con alteraciones en la cantidad de mitocondrias, disminucién del
area del reticulo endoplasmico, acumulacion de lipofuscina en el citoplasma; asi como
con el aumento en la ploidia de los hepatocitos que suele asociarse al envejecimiento.
En este trabajo se pudo observar una tendencia al incremento en la binucleacién de
los grupos expuestos a la sacarosa y en el grupo de la combinacién. El grupo V no
mostro diferencias significativas a las 4 semanas contrario a lo descrito por Cano-
Gutiérrez, 2012, debido a que en ese estudio el experimento duré 6 semanas y como
lo indica la literatura el dafio incrementa con respecto al tiempo de exposicion.
También se observo el agrandamiento de los nulcleos, esto puede implicar
alteraciones en la ploidia de los hepatocitos. La poliploidizacion es un mecanismo por
el cual el higado busca recuperar condiciones fisiolégicas (Celton-Morizur S. et al
2009) esto se puede ver incrementado si se considera la capacidad del vanadio para

interferir en completar la citocinesis del ciclo celular (Barceloux, 1999). Esto llama la
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atencion para este modelo debido a que se ha visto que la generacion de células
poliploides puede desencadenar la transformacion celular y permite la formacion de
tumores en situaciones tales como hepatectomia parcial y en condiciones de estrés

oxidante (Celton-Morizur S. et al 2009).

En el estudio de Gentric G. et al 2015, se demostro la relacion entre la poliploidizacién
en el higado graso y el estrés oxidante con la progresion de EHGNA. Los resultados
de este estudio confirmaron que el consumo elevado de BA promueve la acumulacion
de grasas en el citoplasma de los hepatocitos, situacion que pone en riesgo al higado
de volverlo graso que aunado a la binucleacion e incremento del tamafio del nucleo

puede contribuir al desarrollo de EHGNA y CHC.

Un hallazgo novedoso en esta investigacion son las inclusiones de los nucleos que
fueron significativas en el grupo sacarosa. Esta alteracion esta descrita que se debe
a la presencia de glucdgeno o lipidos intranucleares en condiciones patolégicas como
la diabetes o la enfermedad de Wilson. En algunas patologias, la inclusion de
glucégeno se conoce como nucleos glucogenados (Méndez Sanchez et al, 2010).
Respecto a los lipidos intranucleares, se tiene evidencia de que algunos fosfolipidos
como la fosfatidilcolina y la esfingomielina pueden tener cambios en sus fracciones
cuando hay proliferacion celular o incremento en la actividad metabolica dependiendo
del tipo celular (Shwertheim S., et al, 2020; Sottysik K., et al, 2019). Debido al
incremento en la binucleacion en el grupo sacarosa, asi como el aumento del tamafio
de los nucleos y, dado que se observa como un espacio vacio en algunos nucleos,
podriamos inferir que se trata de una inclusion lipidica. Sin embargo, el origen de esta
inclusion permanece pendiente ya que son necesarias mas pruebas para determinar

el tipo, asi como su posible origen.
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Anteriormente en este grupo de trabajo, Cervantes-Valencia y colaboradores 2021
reportaron en este modelo en la combinacién de ambos factores, con inhalacion de
vanadio a una concentraciéon de 1.46 mg/m® e ingesta de sacarosa al 30%, el
desarrollo de esteatosis, megalocitosis, alteracion de los parametros bioquimicos de
AST y ALT, dejando ver el dafio hepético causado por ambos factores a las 8
semanas. En contraste con el incremento en la concentracion de vanadio a 1.56
mg/m? para el presente estudio, a las 4 semanas no se encontré esteatosis de manera
significativa en el grupo vanadio mas sacarosa, sugiriendo dos posibles hipotesis. La
primera es que el V podria inhibir el efecto de la sacarosa, ya que la capacidad
hipoglucemiante del V ha sido ampliamente estudiada con algunos compuestos
dependiendo la concentracion y la dosis (Trevifio S., 2018; Trevifio S., 2019). Como
se menciond anteriormente, al ingresar al organismo el V puede sufrir
biotransformaciones e interconversiones entre especies de V por lo que se debe
tomar en cuenta que la forma quimica de los complejos de V determinan el
mecanismo de accion y toxicidad (Kowalski S. et al, 2020). La segunda hipoétesis es
gue haya un sinergismo en la respuesta del higado ante la exposicion del vanadio
mas bebida azucarada, como se ha reportado en modelos donde los niveles de estrés
se encuentran incrementados (Ding S, et al 2019), por lo que se promueve la
activacion de genes antiinflamatorios asi como el aumento de enzimas antioxidantes.
Sin embargo, en estudios donde se evalta la combinacion de dieta alta en grasas y
la exposicion a material particulado se han encontrado cambios en la expresion de
genes para el metabolismo lipidico, asi como el aumento en la inflamacion hepatica y
el estimulo de infiltracidn de macrofagos al parénquima hepéatico (Ding S. et al 2019).
Aqui se pudo observar que los focos inflamatorios difieren en cuanto a la ubicacion

dentro del parénquima hepatico ya que se encontraron hacia las venas centrales y
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zonas periportales en los grupos V y sacarosa, pero en el grupo V+S también se
forman entre los cordones hepaticos sugiriendo la activacién en la migracion de los

macrofagos a nivel de los sinusoides.

Se ha demostrado mediante pruebas con inmunohistoquimica la presencia del
marcador 4 hidroxinonenal (4-HNE) para estrés oxidante en rifibn e higado por
inhalacion de V y el consumo de bebida endulzada con sacarosa (Cervantes-
Valencia, 2021; Espinoza-Zurutuza, 2017; Cano-Gutierrez, 2012). Este marcador es
utilizado debido a que ante la sobreproduccion de ROS puede haber reacciones de
oxidacion de &cidos grasos de las membranas celulares y uno de los productos de
estas reacciones de peroxidacion lipidica es el 4-HNE. En estos trabajos se planted
gue debido al incremento en el estrés oxidante en este modelo de inhalacion a un
contaminante ambiental y posteriormente en la combinacion con el consumo de BA,
el receptor de productos de glicacion avanzada podria activarse y participar en la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, en este estudio se encontrd que no hay cambios

en cuanto a la presencia de este receptor a las 4 semanas de exposicion.

De la misma forma que ocurre por la exposicion a otros metales como el Cd
(Sarmiento Ortega, 2021) los focos inflamatorios con un gran numero de células,
encontrados en los grupos expuestos parecen ser ocasionados por los elevados
niveles de ROS. Las ROS pueden generarse de manera independiente por
mecanismo Fenton en los grupos con V y la autooxidacion de la glucosa en los grupos
con sacarosa. El estrés oxidante promueve la inflamacion y viceversa y se podria
asumir que la combinacién de factores que incrementan los niveles de ROS
provocaria la aceleracion en la formacion de AGEs y por lo tanto activaria a RAGE

(Byun, K. et al 2017). Sin embargo, comprobamos que la presencia del RAGE no se

51



altera en ninguno de los grupos expuestos con la concentraciéon de 1.56 mg/m? a V
mas el consumo de bebida azucarada al 30%, al menos a las 4 semanas

posiblemente porque el tiempo es aun insuficiente para la produccion de AGEs.

Se ha reportado la asociacion entre las alteraciones morfolégicas y el dafio inducido
en varios érganos como consecuencia de la inhalacion de V, asi como también se
han relacionado las alteraciones morfol6gicas en rifidon e higado por estrés oxidante
tras la exposicién a V' y consumo de BA (Fortoul et al, 2014; Cervantes-Valencia et al,

2021; Espinosa-Zurutuza et al, 2017).

Ademas hay evidencia de estrés nitrosante como lo demuestra el estudio de Ustarroz-
Cano, et al 2019 en timo mediante la medicién del marcador 3-nitrotirosina (3-NT),
qgue al igual que las ROS tienen la capacidad de dafiar lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. El incremento del estrés nitrosante se relaciond con los cambios
morfologicos en el timo asi como con el dafio en la respuesta del sistema inmune de

los ratones expuestos a inhalacion de V.

Una de las consecuencias de un prolongado estado de estrés oxidante o nitrosante
se relaciona con el incremento en la probabilidad de producir AGEs enddgenos

provocando la union del AGE con RAGE (Byun, K. et al 2017).

En condiciones normales RAGE se encuentra en la membrana plasmatica, ya que es
un receptor multiligando que ademas de los AGEs, también se acopla a proteinas
como HMGB1, S-100 y proteina B-amiloide. Entre sus funciones destacan la
proliferacion celular, detecciébn y coordinacion de la respuesta celular ante
condiciones de estrés, adhesion celular, entre otras, es por ello que podemos
observar marca de este receptor en el grupo control en este estudio y su expresion

es minima en comparacion bajo condiciones patoldgicas (Yamagishi S.1., et al 2015).
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Existe un antecedente de exposicion a otros metales como el As, Zny Mn en el que
se ha visto que hay una disminucién en la expresion del RAGE debido a una posible
metilacion del ADN en la region promotora que impide la transcripcion de los genes
involucrados para este receptor, lo que conlleva a una disminucién en su presencia
(Lantz, R.C. et al, 2007). Mientras que en condiciones donde hay un incremento tanto
en la expresion como en las respuestas mediadas por RAGE se exacerba la toxicidad
y degeneracion de las células en donde se ha medido su expresion (Lawes, M. et al,

2020).

En este sentido, el tiempo para la generacion de AGEs debe tomarse en cuenta en
este trabajo, ya que para considerar la formacion final de un AGE cuya reaccién con
la proteina u otra macromolécula es irreversible, puede tardar de semanas a meses.
Sin embargo, las reacciones previas a la formacion final del AGE como son la
formacioén de la base de Schiff que se lleva a cabo en horas, posteriormente el
producto de Amadori que alcanza el equilibrio en dias (Cardenas, et al, 2009) se
pueden estar llevando a cabo a las 4 semanas en el grupo sacarosa y en el de la
combinacion, por lo que en estos casos se observa la marca para RAGE en el

citoplasma de los hepatocitos y rodeando a las gotas lipidicas.

Ademas del estudio del papel del RAGE en las complicaciones de la inflamacion en
la diabetes y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y cancer (Sparvero L.J.,
et al, 2009; Jianling Xie, et al, 2013), también se ha descrito el papel de RAGE para
la eliminacion y degradacion de AGEs (Cardenas et al, 2009), ya que se han
identificado numerosas isoformas del RAGE. Una de ellas es RAGE soluble (SRAGE)
gue carece de la porcion transmembrana e intracelular cuya funcién es la captacion

de productos de glicaciéon avanzada, de esta forma neutraliza o inhibe los efectos
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dafiinos de los AGEs que pueden estar en proceso de formacion de manera
intracelular o endégena. Hay evidencia de que el aumento de sRAGE reduce la
inflamacion, mejora la supervivencia celular y puede prevenir el desarrollo y/o

progresion de EHGNA (Kamyar A., et al, 2019).

En este estudio, se observo que en el grupo sacarosa, V y V+S la marca del RAGE
por inmunohistoquimica, cambié de localizacién ya que al comparar el grupo control
con los expuestos, se observo la marca no sélo en el citoplasma y en células
inflamatorias sino en membrana citoplasmatica de los hepatocitos, células
endoteliales y rodeando gotas lipidicas; esto puede explicarse porque en estos grupos
hay evidencia de estrés oxidante y peroxidacion lipidica. Esto promueve la generacion
de AGEs endogenos en los hepatocitos, lo que sugiere que a las 4 semanas este
receptor puede participar como uno de los mecanismos en la respuesta aguda que
emplea el higado para capturar, en la membrana, a los precursores de AGEs y
posteriormente endocitarlos para su degradacion (Castro Diaz, 2020). Este proceso
de captura de AGEs esta bien documentado que ocurre de manera independiente,
tanto en condiciones de hiperglucemia, como por exposicion a metales (Sakasai-

Sakai, A., et al, 2019; Lai, C.H., et al, 2020; Takeuchi, M., et al, 2021).

Con respecto a la inflamacion, anteriormente en el pulmon, posterior a la inhalacion
de V se reportd infiltrado inflamatorio en el epitelio peribronquiolar, ademas del
incremento en las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a que se asocié con los
cambios morfolégicos consistentes en el engrosamiento de la capa de musculo liso
bronquiolar e hiperplasia epitelial bronquiolar de células no ciliadas (Fortoul, et al
2011). La inflamacién pulmonar inicial también puede afectar de manera sistémica,

como se ha reportado en otros 6rganos en el modelo de inhalacion de V, lo que hace
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recordar que el estrés oxidante promueve la inflamacién y ésta a su vez genera mayor

estrés oxidante.

Dentro de los mediadores que pueden actuar como activadores de macréfagos se
han descrito a las citocinas, proteasas, AGES, radicales libres y algunos ligandos de
RAGE como S100 y HMGB1 (Byun, K. et al 2017). Los macrofagos activados que
participan en la respuesta inflamatoria, como las células de Kupffer del higado,
pueden secretar moléculas como interleucinas, 6xido nitrico, ROS, productos de
oxidacion lipidica, AGEs, s100 y HMGBL1. Por lo tanto, la activacién de macréfagos
contribuye al incremento de los ligandos de RAGE y como se mencioné anteriormente
este incremento en sus ligandos, promueve la expresion de su receptor. RAGE se
puede presentar en las células endoteliales como se observo en los grupos V y V+S
debido a que es uno de los sitios donde las proteinas AGE se acumulan ademas del
plasma, el interior de los macréfagos asi como en la matriz extracelular (Cardenas

Ledbn, 2009).

De acuerdo con Lai, C.H y colaboradores 2020, en un estudio realizado en una
poblacion por exposicion ocupacional a PM2.s caracterizada por metales, entre ellos
el V, se asocio el aumento del biomarcador de inflamacién IL-6 en sangre con el
incremento de los niveles de RAGE en el organismo, derivado de la formacion de
AGEs por la exposicion a los metales. En este mismo trabajo se concluye que los
niveles de metal que se midieron en orina estan asociados al aumento de AGE-RAGE
en esa poblacion siendo este eje el que llama la atencion para estudiar la amplificacion
de la respuesta inflamatoria debido a que como lo menciona Lai, C.H., et al, 2020
“una vez que los metales se absorben en el torrente sanguineo a través de los

alvéolos estos podrian acelerar la generacion de AGE e interactuar con RAGE
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endotelial, generando la subsiguiente induccion de ROS intracelulares, activacion de
NFkB, seguida de la activacion transcripcional de genes proinflamatorios y la

derivacion de la cascada oxidativa-inflamatoria”

El planteamiento de Lai C.H., et al 2020 de AGE-RAGE como posible biomarcador
para monitorear la contaminacion por metales y su contribucién a aumentar el riesgo
de enfermedades cronicas no transmisibles marca un area de investigacion para
determinar si este mecanismo participa en la combinacion de factores como se evalu6
en este proyecto. Los resultados de Cervantes-Valencia, et al en 2021 y los de este
proyecto permiten continuar considerando a este eje como uno de los posibles
causantes de las alteraciones en el higado y, para este proyecto en particular, ampliar
el tiempo de exposicion que considere la formaciébn de AGEs y no solo de sus

precursores.
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Conclusiones

La inhalacion de vanadio y el consumo de bebidas azucaradas son hepatotoxicos
evidenciado en la alteracién de la morfologia del higado y en la generacion de
esteatosis hepatica contribuyendo al espectro de la progresion de EHGNA.

El efecto de la combinacién de variables a las 4 semanas no genera un cambio
significativo en la presencia de RAGE en el higado, por lo que, en este tiempo de
exposicion, el eje AGE-RAGE aparentemente no tiene un papel importante para
explicar el dafio morfolégico en el higado. Sin embargo, el cambio de localizacién del
RAGE puede indicar el inicio de la activacion de este eje, que se puede estudiar en

un tiempo mayor de exposicion.

Perspectivas

Las tendencias de incremento de RAGE en los grupos vanadio y de la combinacion a
las 4 semanas permiten considerar un seguimiento hasta las ocho semanas para
conocer si este receptor podria estar involucrado como mecanismo de dafio hepatico
en este modelo.

Realizar pruebas para la identificacion de indicadores de generacion de AGEs en este
modelo.

Medir la concentracion de sRAGE en plasma para realizar la comparacion entre
grupos y determinar si tiene implicaciones en la toxicidad del vanadio y el consumo
de bebidas azucaradas.

Realizar un andlisis comparativo de la IHQ para RAGE entre poblaciones celulares

del higado.
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