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Resumen

Estudios epidemiolégicos y en modelos experimentales en animales han mostrado que
los efectos téxicos inducidos (respuesta inflamatoria, estrés oxidante, modificacion del
sistema renina angiotensina aldosterona, RAS) por la exposicion al material
particulado menor a 2.5 um (PMz25) pueden estar asociados con el desarrollo de
resistencia a la insulina (RI) y de enfermedades metabdlicas (obesidad, sindrome
metabdlico, diabetes). Ademas, la actual pandemia de dietas ricas en carbohidratos y
lipidos contribuyen en el desarrollo de estas enfermedades metabolicas. La exposicion
al PM2s y la creciente concentracion en el consumo de carbohidratos (fructosa,
glucosa, sacarosa) y lipidos en la dieta contribuyen en la generacion de estrés oxidante
y procesos inflamatorios en los humanos. Sin embargo, a pesar de las evidencias
obtenidas aun no se ha comprendido la interaccion entre estos dos factores, el PMzs
y una dieta rica en fructosa (DRF), pueden modificar los diferentes mecanismos
relacionados con la Rl y las enfermedades metabdlicas. Este trabajo investigo los
cambios morfofisiolégicos, bioquimicos y moleculares relacionados con la via de la
insulina que pueden llevar a la Rl en un modelo in vivo después de la exposicion a una
DRF, PMzs, o la exposicion combinada PMzs + DRF. Ratas macho Sprague Dawley
fueron expuestas de manera subcronica (8 semanas) a aire filtrado (AF), PMzs, aire
filtrado y DRF o la combinacion PM25s + DRF. Los resultados del analisis de los
parametros morfométricos no presentaron cambios entre los grupos de exposicion a
lo largo del estudio. A lo largo de la exposicién subcrénica los grupos de PMz2s 0 DRF
no presentaron cambios importantes en los pardmetros seroldgicos ni la expresion de
proteinas. La exposicion a PMzs + DRF mostro un incremento de la concentracion de
leptina, glucosa e insulina en suero durante varias semanas. El estado
hiperinsulinémico que se presentd contribuy6 al incremento del indice HOMA-IR. Esta
exposicién genero la disrupcion de la via de sefalizacion de la insulina/AKT en pulmén,
higado y musculo esquelético por la modificacion de la expresion de las proteinas IR-
B, IRS-p 0 AKT-p; un indicativo de la modificacion en el transporte de glucosa en estos
tejidos. Ademas, la expresion proteica del receptor tipo 1 de angiotensina (AT1R) se
incremento en pulmoén e higado; esta puede contribuir en la disrupcion de la via de la

insulina en estos tejidos. Los tejidos sensibles a insulina, higado y musculo esquelético



presentaron alteraciones histoldgicas y dafio estructural; se observo la presencia de
infiltrado celular en masculo esquelético, un indicativo de un proceso inflamatorio; y el
dafo del nacleo celular en los islotes de Langerhans en el pancreas. De manera
conjunta, nuestros resultados muestran una RI sistémica en el grupo de la exposicién
combinada de PM:zs + DRF. La exposicion continua al PMz.s en conjunto con una DRF
podria contribuir al desarrollo de enfermedades metabdlicas como el sindrome

metabdlico y la diabetes.



Abstract

Insulin resistance (IR) and metabolic disorders (obesity, metabolic syndrome, diabetes)
are non-pulmonary adverse effects induced by fine particulate matter (PM2.5) exposure.
The worldwide pandemic of high fructose sweeteners and fat rich modern diets, also
contribute to IR development. Despite the existing evidence, the concomitant effect
between these two factors, the PM2s exposure and the fructose rich diet (FRD), have
not been completely understood. We investigated some of the underlying effects of IR,
altered biochemical insulin action and Insulin/AKT pathway biomarkers. Male Sprague
Dawley rats were subchronically exposed to filtered air, PM2s, a fructose rich diet
(FRD), or PM2s + FRD. Exposure to PMzs or FRD alone did not induce metabolic
changes. However, PM25s + FRD induced leptin release, systemic hyperinsulinemia,
and Insulin/AKT dysregulation in insulin-sensitive tissues preceded by altered AT:iR
levels. Histological damage in liver, skeletal muscle and white adipose tissue were
observed because of the insulin pathway modification in these tissues and the
hyperinsulinemia in the PM2.5 + FRD co-exposure group. Also, increased HOMA-IR
was observed in this group, our results indicate that the concomitant exposure to a
ubiquitous environmental pollutant, such as PMzs, and a metabolic disease risk factor,
a FRD, can contribute to the metabolic disorder pandemic occurring in highly polluted

locations.
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1. Introduccién.

1.1 Contaminacién ambiental
La contaminacién ambiental es definida como la presencia de componentes quimicos,
fisicos y biolégicos del sistema tierra/atmoésfera hasta tal punto que los procesos
ambientales normales se ven afectados de manera negativa. Los contaminantes
pueden ser sustancias que se presentan de manera natural, pero que llegan a exceder
sus niveles normales, o pueden ser producidos por la actividad del hombre, en cuyo
caso la naturaleza no es capaz de procesar 0 neutralizar el dafio causado por esta
(Muralikrishna y Manickam, 2017). La urbanizacion y la industrializacion, junto con el
desarrollo econdmico han llevado a un aumento en el consumo de energias y la
descarga de deshechos en el ambiente (Kelishadi y Poursafa, 2010).
Los contaminantes ambientales han sido asociados con multiples efectos adversos en
la salud, de entre los que destacan los trastornos perinatales, mortalidad infantil,
enfermedades respiratorias, alergias, problemas cardiovasculares, aumento del estrés
oxidante, disfuncién endotelial, entre otros (Kelishadi, 2012).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que cada afio la
exposicién a contaminantes ambientales (contaminacion del aire, humo de segunda
mano, agua contaminada, falta de sanidad e higiene) causa la muerte de 1.7 millones
de nifios menores de 5 afios (el 26% del total de muertes en este sector de la
poblacion), asi como la muerte de 4.9 millones de adultos mayores (de entre 50 a 75
afos). Este problema en general lleva a la muerte de 12.6 millones de individuos, el
23% de las muertes en el mundo cada afio (WHO, 2018).
Se ha reportado que mas del 50% de las muertes causadas por la contaminacion son
debido a los contaminantes presentes en el aire, ademas de ser una de las principales
causas de enfermedades no trasmisibles a nivel mundial (WHO, 2018). Dado lo
anterior, es fundamental estudiar los efectos de los contaminantes sobre la salud,
principalmente de aquellos presentes en el aire, investigando a fondo los mecanismos

por los cuales estos inducen el desarrollo de diferentes enfermedades.



1.2 Contaminacion del aire
Se ha definido a la contaminacién del aire como una mezcla de particulas sélidas y
liquidas y gases presentes en este. De todos los contaminantes del aire, los mas
comunes y persistentes son el material particulado (PM), el ozono a nivel del suelo
(O3), el monoxido de carbono (CO), los 6xidos de azufre (SO), los 6xidos de nitrogeno
(NO) y el plomo (Pb) (Kelishadi y Poursafa, 2010).
Los contaminantes del aire pueden tener varias clasificaciones. Dependiendo de su
fuente de emision o de los cambios que se pueden presentar en estos al estar en
contacto con el ambiente pueden ser clasificados coémo contaminantes primarios o
secundarios. Se considera a un contaminante como primario cuando es emitido
directamente desde la fuente, y se mezclan con el aire de la troposfera. Algunos de
estos contaminantes primarios pueden interactuar entre ellos o con la radiacion solar
en reacciones quimicas o fotoquimicas y formar nuevos contaminantes, los cuales son
conocidos como contaminantes secundarios (Muralikrishna & Manickam, 2017).
Se ha determinado que la contaminacion del aire es la principal causa de muerte en el
mundo. Los efectos en la salud de este tipo de contaminacion van desde el aumento
en las admisiones de pacientes a los hospitales y visitas a las salas de emergencia
hasta un aumento en las muertes. Se estima que 7 millones de muertes prematuras al
afio estan asociadas a la contaminacion del aire y provoca la pérdida de otros tantos
mas millones de afios de vida saludable. Estas muertes asociadas principalmente por
enfermedades del corazén, infartos, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), cancer de pulmodn e infecciones respiratorias agudas en nifios (“WHO,” 2022).
Ademas, la contaminacion del aire se ha asociado con dafios en el metabolismo como
la hiperleptinemia y la resistencia a la insulina, o enfermedades metabdlicas como la
diabetes, obesidad y el sindrome metabdlico (Schraufnagel et al., 2019a)
De los contaminantes criterio presentes en el aire, el PM ha sido asociado a los
mayores efectos de morbilidad y mortalidad en los seres humanos. Las
concentraciones altas de este contaminante en las ciudades densamente pobladas
generan grandes problemas de salud, pero también problemas econémicos (Bowe et
al., 2018; Schraufnagel et al., 2019b). A nivel mundial, de acuerdo con la carga mundial

de enfermedades, se estima que en 2015 y 2019, 4.2 millones de muertes y 4.1



millones de muertes son atribuibles al material particulado menor a 2.5 micras (PMz.s),
respectivamente; ademas de generar 103.1 millones de afios de vida ajustados por
discapacidad en 2015, y 118 millones de afios de vida ajustados por discapacidad en
2019 (Cohen et al., 2017; Sang et al., 2022). En México, el PM2s se ha asociado a la
muerte de 14,666 personas durante 2015, llevando a pérdidas econdémicas de mas de
14,000 millones de dolares (Trejo-Gonzalez et al., 2019). Especificamente, en la
Ciudad de México, considerada una de las ciudades mas contaminadas en México, se
ha determinado desde 2014 que el PM2s causa alrededor de 8000 muertes al afio
(SEMARNAT, 2021). Ademas de las muertes que este contaminante puede causatr,
actualmente la evidencia cientifica ha demostrado fuertes asociaciones entre el PMzs
y diferentes enfermedades metabdlicas como obesidad, sindrome metabdlico y
diabetes, que ademas de afectar la calidad de vida de las personas contribuyen a
grandes pérdidas econdmicas hasta el momento no cuantificadas para México (Kobos
& Shannahan, 2021; Zhang et al., 2018). Como ejemplo, en Estados Unidos, el costo
estimado total de los diagnosticados con diabetes en 2017 fue de 327,000 millones de
dorales, incluyendo 237,000 millones de ddlares en gastos médicos directos y 90,000
millones de délares en productividad reducida (Yang et al., 2018). EIl continuar
estudiando a estos contaminantes, y especificamente al PM, no sélo contribuye a
saber mas acerca de sus efectos en los seres humanos (morbilidad y mortalidad), la
busqueda de alternativas para disminuir la generacion de estos contaminantes, los
costos altos que estos generan y a la mejora de la calidad de vida de la poblacion
general.
1.3 Material particulado (PM)

El PM es una mezcla de particulas sélidas y liquidas (aerosoles) en el aire, que
consisten en una gran variedad de componentes. El origen o fuentes de emision de
estas particulas pueden ser naturales como incendios forestales, erosion de suelos,
re-suspension de polvo, entre otros; o como resultado de actividades humanas tales
como las emisiones derivadas de la quema de combustibles fésiles por vehiculos,
plantas de poder e industrias (Adams, et al., 2015). Estas particulas pueden ser inertes
o extremadamente reactivas dependiendo de su composicion, y presentan un tamafio

gue va desde los 100 um hasta los 0.1 um o menores (Muralikrishna & Manickam,



2017). ElI PM puede ser clasificado de acuerdo a su tamafio como o PMio (particulas
< 10 um), particulas finas 0 PMzs (< 2.5 um) y particulas ultra finas o PUF (< 0.1 um)
(Rai, 2016b).

Los componentes principales del PM incluyen metales, compuestos organicos,
material carbonoso inorganico, iones sulfato, nitrato, amonio, entre otros. Esta
composicion puede variar de acuerdo con el tamafio del PM; el PMio consiste
principalmente de una corteza de minerales, materiales bioldégicos (polen, hongos,
endotoxina y bacterias) y sales de mar; mientras que, el PM2s esta compuesto de un
nucleo de carbono, hidrocarburos y particulas secundarias formadas de 6xidos de
azufre y nitrogeno (Adams et al., 2015); ademas de componentes biolégicos como bio-
aerosoles, bacterias, hongos y endotoxinas (Ramli et al., 2020). El tiempo de vida del
PM puede variar desde unos segundos a algunos meses; esto depende de su tasa de
sedimentacién, tamafio, la densidad de las particulas y la turbulencia de las corrientes
de aire (Miller, 2006). De igual forma, dependiendo de su tamafio y las caracteristicas
meteoroldgicas, el PM puede ser transportado a lo largo de varios kildmetros desde la

fuente de emision (Popek et al., 2015).

1.4 Los contaminantes del aire y el aparato respiratorio

Las principales vias de entrada del PM2s al organismo son tres; la via inhalatoria, la
ingesta por el tracto gastrointestinal y el depdsito en la piel (Elder et al.,, 2009).
Dependiendo de algunas caracteristicas fisicoquimicas de este contaminante como su
tamano, pueden permanecer por un tiempo indefinido en el aire, entre mas pequefio
es el diametro de la particulas, mas tiempo permanecen estas suspendidas en el aire
(Rai et al., 2016a), y por tanto es mas facil que estas ingresen por la via inhalatoria.

El sistema respiratorio se puede dividir en vias aéreas altas, y vias aéreas bajas. La
transicion entre estas dos secciones se localiza donde las vias del sistema respiratorio
y el digestivo se diferencian, y es justo en el inicio de la laringe. Las vias aéreas altas
estan formadas por la nariz y las cavidades paranasales, la faringe y parte de la
cavidad oral. Las vias aéreas bajas consisten en la laringe, la traquea, el tallo bronquial
y todas las vias aéreas que se ramifican extensamente dentro de los pulmones, cémo

los bronquios intrapulmonares, los bronquiolos y los ductos alveolares (Rogers et al.,



2011). Los alveolos son las unidades respiratorias terminales que se encuentran en el
pulmén con un diametro aproximado de 200 — 300 um en los humanos. Los neumocitos
tipo I, neumocitos tipo Il y los fibroblastos, y algunas células inmunes (células
plasmaticas, linfocitos y células fagociticas) son los principales tipos celulares
alveolares. Los fibroblastos son el principal grupo involucrado en la sintesis de la matriz
extracelular, los mecanismos de reparacion y contribuyen al mantenimiento de la
funcionalidad de los neumocitos tipo Il (Nandkumar et al., 2015). Los neumocitos tipo
| componen el 95% de la superficie alveolar; son células marcadamente diferenciadas
gue poseen algunos organelos y dado su grosor (0.1 — 0.5 um) proveen una barrera
trivial para el intercambio de gases. Los neumocitos tipo Il presentan una forma cubica
y ocupan el 5% de la superficie del alveolo; son los encargados de mantener la
homeostasis del espacio alveolar, secretar el surfactante pulmonar y son precursores
de los neumocitos tipo | (Ochs & O’Brodovich, 2012).

Al ser inhalado, el PM puede ser transportado y depositado a lo largo del tracto
respiratorio, desde las vias aéreas superiores hasta los alveolos por medio de difusion,
en el caso de las PUF, e impactacién, choque, y sedimentacién en el caso del PMzs
(Oberdorster et al., 2005). Este PM puede depositarse a lo largo de las regiones extra
e intratoracicas (Geiser & Kreyling, 2010). En la Figura 1 se muestra el porcentaje de
depdsito y las regiones del sistema respiratorio donde se depositan las particulas con

base en su diametro aerodinamico.
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(Modificado de Oberddrster et al., 2005).

Figura 1. Depdsito de las particulas en el sistema respiratorio de acuerdo con
su diametro aerodinamico.

Estudios de la exposicion al PM utilizando modelos biolégicos in vitro, in vivo y de
efectos adversos en poblaciones humanas han mostrado el poder oxidante e
inflamatorio de estas particulas en el sistema cardiopulmonar, efectos que pueden
llevar a diferentes dafios locales, pero también a efectos sistémicos, los cuales
requieren ser estudiados a profundidad debido a la implicacién que esto tiene en la

salud publica.

1.5 Efecto del material particulado en el sistema respiratorio: estrés
oxidante e inflamacién
Diferentes efectos toxicos sobre los modelos biolégicos han sido observados por la
exposicion al PM2s o PUF en el sistema cardio respiratorio. Estudios epidemiolégicos
han mostrado la asociacion entre los niveles ambientales del PMz5 y el aumento en

los sintomas de rinitis y asma, asi como en el posible aumento de la inflamacién



alérgica y el desarrollo de respuestas inmunes alérgicas (Rai et al., 2016a). Entre sus
efectos, referente al PM proveniente de emisiones vehiculares (notablemente la
fraccion fina (2.5 um de tamafio aerodinamico) y la ultrafina (0.1 um de tamano
aerodinamico)), ha sido asociado especificamente a efectos coOmo estrés oxidante,
dafio a la mitocondria, peroxidaciéon de lipidos, incremento en los niveles de los genes
relevantes en la inflamacion cardiovascular y ateroesclerosis temprana (Akhtar et al.,
2014; Hill et al., 2021; Li et al., 2008; Wan et al.,2019) La Tabla 1 muestra algunas de
las investigaciones realizadas del PM y los efectos observados utilizando distintos

modelos bioldgicos y estudios en poblaciones expuestas.



Tabla 1. Efectos adversos de la exposicion al PM sobre diferentes modelos bioldgicos.

Modelo biolégico b

‘ Otros

Contaminante
PMio, PM2s, PMo.2
10, 50, 100 pug/mL

Actividad antioxidante

Inflamacion

3 dias, 8 sem

Dawley (macho)

pulmén y corazon.

Incremento de AT:R en

4h Células A549 Incremento de ARNm Incremento de ARNm
HO-1. IL-8.
(Akhtar et al., 2014)
PMzs
1,10,100,200,400 pg/mL Incremento en los niveles | Liberacion de TNF-o e IL-
Células A549
48 h de ERO, GSH y SOD. 6.
(Y. Chen et al., 2018)
PMzio, PM25, PUF
Incremento de IL-6 en
32,178, 107 pg/m?3 S
Ratas Sprague | Disminucion de HO-1 en | corazon (PMzsy PUF). Aumento ARNm Actal y

Col3al en corazoén

2016)

(Aztatzi-Aguilar et al., . .
pulmon y corazoén.

2015)

Incremento de la presién
PM2.5

arterial en varias
375 ug/m?
5 Ratas Sprague Incremento de AT1R vy | semanas.
sem

Dawley (macho) ACE. Incremento de los

(Aztatzi-Aguilar et al.,

marcadores de dafno renal

temprano.

PMio, PMz5, PUF
32,178, 107 pg/im?

Ratas Sprague

Dawley (macho)

Incremento de HO-1,

SOD-2, GST en pulmén.

Incremento de IL-1f, IL-6
y MCP-2 en LBA.




3 dias, 8 sem Traslocacién nuclear Nrf2
(Aztatzi-Aguilar et al., en pulmén y aorta.
2018)
Aumento en los
mediadores de
PUF _ _
Ratones inflamacién (madre, y
400 ng /kg Incremento de la presién
_ C57BL/6J pun/pun placenta, feto). _ ]
(Morales-Rubio et al., , arterial crias.
In utero Incremento de nivel de
2019)
ACE y ATIR en feto y
crias.
PMio, PM2 5 Aumento de colesterol
67.84, 35.3 ug/m?® Hombres y mujeres Incremento de neutrdéfilos | total, glucosa en ayunas,
1 afio 54-90 afios por PM_s. HbAlc y presién S/D por
(Chuang et al., 2011) PM_ s
PMa.s _ 531 casos incidentes de
Mujeres _ .
20.7 ug/m?® _ hipertension (IRR 1.48)
afroamericanas o
10 afios 183 casos incidentes de
21-69 afios _ _
(Coogan et al., 2012) diabetes tipo Il (IRR 1.63)

* Abreviaturas. HO, hemoxigenasa; IL, interleucina; TNF, factor de necrosis tumoral; ERO, especies reactivas de oxigeno; GSH, glutation reducido;
SOD, superéxido dismutasa; Ang Il, angiotensina Il; AT1R, receptor 1 a angiotensina Il; Actal, alfa actina 1; Col3al, colageno tipo IIl; HbAlc,
hemoglobina glicosilada; S/D, sistélica/diastélica; IRR, tasa de incidencia; Nrf2, factor relacionado al factor eritroide 2; GST, glutatién total, MCP-2,

proteina quimiotactica de monocitos 2 ; ACE, enzima convertidora de angiotensina; LBA, lavado bronqueo-alveolar .




Como se observa en la Tabla 1, los efectos causales mas comunmente identificados
por la exposicion a particulas atmosféricas son la produccién de estrés oxidante e
inflamacion en el sistema cardiopulmonar. Estos efectos pueden translocarse desde el
sistema respiratorio hacia torrente sanguineo, provocando efectos sistémicos (Aztatzi-
Aguilar et al., 2016; Morales-Rubio et al., 2019). El dafio oxidante e inflamatorio,
ademas de causar dafio sobre los tejidos, puede inducir diferentes efectos sobre el
metabolismo. Actualmente, se ha observado que el aumento de ciertas citocinas
inflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-a) y de las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden
generar resistencia a la insulina (RI) en tejidos sensibles a la insulina (Ins) y de manera
sistémica, dado por la accion de estos sobre diferentes receptores y por la estimulacion
de vias de sefializacion.

Ha sido demostrado que las particulas mas pequefias contenidas dentro del PMz2s y
los efectos generados por este PM (ERO, marcadores inflamatorios, entre otros) en
los alveolos son capaces de ser traslocados e incorporarse al torrente sanguineo

(Qvarfordt, Anderson, Sanchez-Crespo, Diakopoulou, & Svartengren, 2022).

1.6 La diabetes
La diabetes es definida como una afeccion crénica que se produce cuando se
presentan niveles elevados de glucosa en sangre debido a que el organismo la deja
de producir, no produce concentraciones suficientes de Ins, o no logra utilizar esta
hormona de manera normal (a lo que se le denomina RI)(Diabetes, 2010). En México
es la segunda causa de muerte, y se estima que alrededor del 15.8% de la poblacion
presenta esta esta enfermedad, de los cuales el 36% desconoce que presenta esta
condiciéon (“ENSANUT 2021,” 2021); sin embargo, los datos de la International
Diabetes Federation estima que alrededor de 14.1 millones de mexicanos han
desarrollado esta enfermedad, presentando una prevalencia de diabetes en México
del 16.9% (FEDERATION, 2021). Es importante ademas considerar los
inconvenientes y las complicaciones que esta enfermedad puede causar, el
tratamiento y atencion de esta enfermedad generan gastos importantes al sector salud
y a quien lo padece (Arredondo & De Icaza, 2011). Diferentes investigaciones han

asociado el incremento de esta enfermedad con la exposicion a contaminantes
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ambientales, como lo es el PM (Sang et al., 2022; Schraufnagel et al., 2019a); sin
embargo, el mecanismo por el cual los factores ambientales pueden contribuir con la
incidencia de esa enfermedad es desconocido. Uno de los mecanismos propuestos es
la inhibicion de la via de la Ins, la cual se encarga principalmente del metabolismo de
glucosa y de algunas macromoléculas. La inhibicion de esta via puede llevar a la RI
en los tejidos sensibles a Ins, y por tanto favorecer al desarrollo de la diabetes.

1.7 Laviadelainsulinay su inhibicion
La Ins es un polipéptido de 5.8 kDa en el ser humano, y es sintetizada como preinsulina
en las células B pancreaticas. Dentro de la célula, en el reticulo endoplasmico, esta
proteina es procesada a proinsulina para ser transportada posteriormente a la red
trans-Golgi donde granulos inmaduros de esta son formados; a traves de las
endopeptidasas, la proinsulina es escindida para dar lugar a la Ins, la cual es
empaguetada en granulos maduros en el citoplasma a la espera de sefales
metabdlicas (Najjar et al., 2003). La Ins, mantiene las concentraciones normales de
glucosa en la sangre al facilitar el transporte celular de glucosa mediante la
translocacion de vesiculas con el transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la membrana
plasmatica (Arora et al., 2012), regula el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas y promueve la division y el crecimiento celular a través de sus efectos
mitogénicos (Wilcox et al., 2007).
Una vez que la Ins es sintetizada, esta es transportada y distribuida por el torrente
sanguineo para actuar sobre los tejidos sensibles a la Ins como higado, musculo
esquelético y tejido adiposo. La accidn de la Ins es iniciada por su interaccion con el
receptor de insulina (RIns), una proteina heterotetramérica formado por dos unidades
o Y dos unidades B que estan unidas por puentes disulfuro. La union de la Ins al RIns
lleva a una serie de transfosforilaciones intramoleculares, donde una de las
subunidades B fosforila su subunidad adyacente. Una vez que la tirosina cinasa de
Rins es activada, promueve la autofosforilacion en la subunidad B de tres de sus
residuos de tirosina (Tyr-1158, Tyr-1162, Tyr-1163), para amplificar su actividad
cinasa. Posterior a su activacion, este receptor es capaz de reclutar diferentes
sustratos como a la familia de proteinas del sustrato del receptor de insulina (SRI)
(Arora et al., 2012).
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Existen dos vias que propagan la sefial generada por la accion de la Ins; la via de la
fosfatidlinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK). Estas vias regulan la mayoria de las acciones de la Ins asociadas al
metabolismo, la expresion genética y los efectos mitogénicos (Najjar et al., 2003). De
estas vias, la via de PI3K es el principal mecanismo por el que se ejerce el efecto de
la Ins en el metabolismo de glucosa y lipidos. Esta via se inicia con el RIns activo y su
interaccion con el SRI que lleva a la fosforilacion de este ultimo; el SRI interactia a su
vez con la PI3K activandola y dada la cercania de su subunidad p110 a sus posibles
sustratos P14-P (fosfatidil inositol 4 fosfato) y PI4,5P2 (fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato),
estos pueden ser fosforilados en la posicion 3 del inositol para formar PIP2 (Pl 3,4
bisfosfato) y PIPs (Pl 3,4,5 trisfosfato). Una vez formado PIP3, este sirve como punto
de anclaje para PDK1 y AKT o proteina cinasa B (Akt/PKB); PDK2 es reclutado y es
capaz de fosforilar a AKT en la S474, mientras que PDK1 fosforila a AKT en la T308
activandolo (Figura 2). Una vez activada AKT, es capaz de regular varios de los efectos
metabalicos a través de la fosforilacion de un gran nimero de sustratos como la enzima
glucégeno sintasa, la glucégeno sintasa cinasa 3, entre otras (Olivares & Arellano,
2008).
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Figura 2. Activacion de la via de PI3K por la interaccion de la Ins con su
receptor.

Esta activacion permite el aumento en la sintesis de glucégeno, la captacion de glucosa desde
el exterior de la célula, la adipogénesis, entre otras (Modificado de Olivares y Arellano, 2008).

La regulacién de la sefializacion de la Ins es mediada por la endocitosis rapida del
receptor o su degradacion por la union de la Ins al receptor. La accion de la Ins puede
ser regulada por fosfatasas de tirosina que desfosforilan los residuos de tirosina de la
unidad B del receptor, o por serina/treonina cinasas que regulan la actividad tirosina
cinasa. El secuestro de los receptores de insulina o la disminucion del nimero de
receptores en la superficie de la membrana también se han asociado con la
disminucion de la actividad de la insulina (Najjar et al., 2003).

En ciertos casos, cuando se presentan concentraciones normales o elevados de la Ins,
puede existir una respuesta atenuada a este estimulo, causando niveles de glucosa
elevados en el exterior de la célula, en parte dados por la deficiencia en la
expresion/translocacion de GLUT4; este fendmeno es conocido como RI (Wilcox et al.,
2007). Diversos factores tanto a nivel del RIns, las vias de sefializacién subyacente a
este receptor, asi como por el dafio a los organelos pueden llevar a la RI. De estos
factores se pueden destacar: el estrés al reticulo endoplasmico (RE), que lleva a un

incremento del proceso inflamatorio; la disfuncién mitocondria, que tras la falla de este
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organelo, existe un mayor nimero de 4cidos grasos insaturados y sus precursores los
cuales directamente pueden llevar a la RI; el proceso inflamatorio, que mediante la
liberacion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
las interleucinas 6, 8, 1 y 18 (IL-6, IL-8, IL-1, IL-18), la resistina y la angiotensina Il
(Ang Il) participan en las vias de sefializacion que culminan en la Rl (Gutiérrez-Rodelo
etal., 2017).

Uno de los mecanismos cada vez mas estudiados sobre la RI, es aquel producido por
la angiotensina Il (Ang Il). Se ha demostrado que la Ang Il inhibe la sefializacion de la
Ins a través de la via PI3K/AKT, llevando a la inhibicién del transporte de glucosa
producido por la Ins; esto mediante un aumento de la produccion de ERO, procesos
inflamatorios y la activacion de la via de sefalizacién de las Rho cinasas (Sowers et
al., 2004). El efecto ejercido sobre la actividad de la Ins por parte de la Ang Il comienza
mediante la union de esta a su receptor. Se ha detectado que existen dos tipos de
receptor a Ang Il conocidos como receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT1R) y receptor
tipo 2 de angiotensina Il (AT2R). Los efectos vasoconstrictores y antagonistas de la
Ang Il han sido asociados a su unién con el ATiR (Guthrie et al., 1995). Una vez
habiéndose presentado la union de la Ang Il y el AT1R, se puede desencadenar la via
de las Rho cinasas o de otras pequefias GTPasas asociadas a este receptor.

A pesar de que los posibles mecanismos que llevan a la inhibicion de la via de la Ins,
la Rl 'y sus efectos sistémicos aun existen muchos vacios con respecto a como se

pueden generar esta condicién y la inhibicion de su via.

1.8 Resistencia a la Insulina (RI)
La RI se define como la habilidad reducida de la insulina para disminuir las
concentraciones de glucosa sanguinea (Brierley & Semple, 2021). Diferentes factores
se han asociado a la RI, como se menciond, el incremento de la inflamacion, el estrés
oxidante, y la activacion del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) son
algunos de los factores que pueden contribuir al desarrollo de la Rl (Rehman & Akash,
2016). En un primer momento, diferentes proteinas relacionadas con estas vias y
sistemas (estrés oxidante, inflamacion, SRAA) son capaces de inhibir a las proteinas

de la via de la insulina (SRI, AKT, entre otras). La inhibicion de esta via en los tejidos
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sensibles a insulina lleva a la disminucion en la captacion de glucosa y su metabolismo,
asi como al aumento en bajo grado de la inflamacién en los tejidos sensibles a la Ins.
Este efecto en la inhibicién de la captacion de glucosa lleva al incremento en la sintesis
de insulina en el pancreas como un método compensatorio para favorecer la captacion
de glucosa.

El incremento de la Ins de manera sistémica produce un incremento en la captacion
de glucosa por parte del higado y el musculo esquelético principalmente. Este aumento
en la actividad de la via de la Ins puede generar el desgaste del musculo esquelético
(Egerman & Glass, 2014).

A largo plazo, el efecto compensatorio del incremento de la sintesis de la insulina y las
condiciones de estrés metabdlico generan el dafio de los islotes pancreaticos,
inhibiendo por completo la sintesis de Ins y, por ende, disminuyendo la captacion y el
metabolismo de glucosa. Como consecuencia, existe un incremento de los niveles de
glucosa en sangre, y un proceso inflamatorio sistémico que puede llevar al desarrollo
de la diabetes (Freeman & Pennings, 2020).

En la busqueda del entendimiento del desarrollo de la RI, se han empleado diversos
modelos de dietas ricas en lipidos o carbohidratos. Estos modelos pueden llevar al
desarrollo de la Rl sistémica y la inhibicion de la via de la Ins. Tal es el caso de dieta
rica en fructosa (DRF), que puede funcionar como un modelo ideal para el estudio de
la RI.

1.9 Dietarica en fructosa

En las dltimas décadas, el consumo de fructosa a través de diferentes alimentos y
bebidas como endulzante (jarabe de maiz con alto contenido en fructosa) ha ido en
aumento (Lancaster et al., 2020). Este incremento en el consumo de fructosa ha sido
asociado con aumento en el riesgo a diferentes efectos metabdlicos en el organismo,
tales como la RI, incremento de lipidos entre otros; favoreciendo el desarrollo a
diferentes enfermedades cardiovasculares, asi como obesidad, sindrome metabdlico
y diabetes tipo 2 (Chan et al., 2021; Zheng et al., 2016).

El consumo de fructosa en la dieta permite su absorcion intestinal y su paso hasta el

torrente sanguineo. El transporte de fructosa al interior de los enterocitos por el
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transportador GLUTS, y su posterior paso a la sangre con ayuda del GLUT 2 permite
gue la fructosa se encuentre disponible con gran facilidad en el torrente sanguineo
(Figura 3-1) (Chan et al., 2021). Una vez que la glucosa se encuentra en la sangre
puede ser directamente transportada al higado, su principal érgano metabolizador.
Dentro del higado se lleva a cabo el proceso denominado fructdlisis, el cual se encarga
del metabolismo de la fructosa. Cabe destacar que la fructélisis es capaz de llevarse
a cabo con mayor rapidez que la glucdlisis en el higado, pues las enzimas que se
encargan de la fructélisis se encuentran en concentraciones superiores. En este
proceso intervienen varias enzimas que facilitan la degradacién de la fructosa; sin
embargo, durante esta fructolisis, la formacion de dos sub-productos de este
metabolismo (el acido urico y la sintesis de novo de los lipidos) favorecen el dafio
generado por este carbohidrato (Pan & Kong, 2018; Wong & Brown, 2014).

La fructosa es convertida a Fructosa-1-fosfato por accion del a cetohexocinasa (KHK,
por sus siglas en inglés); sin embargo, de esta reaccion, pueden desencadenarse otras
reacciones llevando un incremento en la sintesis de acido urico. Posteriormente, la
Aldolasa B (ALDOB) que participa en la fructdlisis favorece la formacion de glicerol-3-
fosfato y acetil Co enzima A (acetil-CoA), ambos subprouctos participan y favorecen la
sintesis de novo de los lipidos en el higado (Figura 3-2).

Cuando existe un alto consumo de fructosa, la fosforilacion de la fructosa es muy
rapida pero la reaccion con aldolasa es lenta. Asi, la fructosa-1-fosfato se acumula y
el fosfato intracelular disminuye. Esta disminucion estimula a a la AMP deaminasa
(AMPD), que cataliza la reaccion de AMP a inosina monofosfato, incrementando la
tasa de degradacion de purinas. Esta degradacion de purinas produce &cido Urico
(Caliceti et al., 2017).

El incremento de los diacilgliceroles y ceramidas generado por la sintesis de novo en
el higado lleva a un cambio en el perfil lipidico de este tejido, generando dislipidemias,
higado graso y la RI. De una manera similar, el incremento de &cido urico favorece el
estrés oxidante y la inflamacion en el tejido, llevando a la Rl en el higado (Figura 3-2).
En general tanto la respuesta inflamatoria como los lipidos sintetizados pueden llegar
a torrente sanguineo, donde pueden pasar a otros tejidos llevando al desarrollo de RI
sistémica (Figura 3-3) (Pan & Kong, 2018).
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El efecto sistémico de la DRF ya sea en agua de bebida o en la comida ha sido probado
en distintos modelos animales, en los cuales, la fructosa ha estado presente en
concentraciones de 10 a 60% p/p o p/v. Todos estos modelos llevan al desarrollo de
la RI'y hasta el desarrollo de sindrome metabdlico o diabetes en los animales (Wong
& Brown, 2014). Los resultados obtenidos de estos modelos, pueden favorecer al
entendimiento de estas enfermedades, de su desarrollo y de como interactian con
otros factores de riesgo para generar diferentes enfermedades metabdlicas (Chan et
al., 2021).
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Figura 3. La dieta rica en fructosay sus efectos.

(1) Una vez que la fructosa es consumida, es llevada por el tracto gastrointestinal y absorbida
por los enterocitos con ayuda de GLUT 5, para ser traslocada al torrente sanguineo por medio
de GLUT 2. (2) En el higado, la fructdlisis es llevada a cabo, generando subproductos que
pueden llevar a la Rl del higado. (3) La liberacion de los lipidos y el acido Urico sintetizados en

el higado al torrente sanguineo pueden generar una Rl sistémica.
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1.10 El PM2s5, la DRF y el desarrollo de la resistencia a la insulina
Como se menciond antes, la exposicion al PM puede llevar a procesos inflamatorios y
de estrés oxidante a nivel local y sistémico. Estos efectos ya se han asociado a dafio
en marcadores metabdlicos, asi como la posibilidad del desarrollo de enfermedades
metabdlicas en diferentes poblaciones. Una poblacion de individuos pre-diabéticos y
diabéticos en Ausburgo, Alemania que estuvieron en monitoreo por dos afios (2006 —
2008) mostrd una asociacion entre la exposicion residencial al PM2.s con el incremento
en los niveles de Ins, y HOMA-IR; asi como una asociacion marginal con el incremento
de los niveles de glucosa y leptina (Wolf et al., 2016). Esta misma poblacién fue
estudiada posteriormente para un andlisis longitudinal utilizando los valores séricos
obtenidos entre los afios 1999-2001, 2006-2008 y 2011-2013; los resultados mostraron
una asociacion entre el promedio anual de PM:zs, y los valores séricos de Ins, los
indices HOMA-IR y HOMA-B. Ambos estudios muestran que existe una asociacion
entre el dafio metabdlico y el desarrollo de la RI por la exposicién continua a PMzs.
Varias investigaciones han empleado diferentes modelos animales para determinar los
mecanismos que pueden llevar a este dafio metabdlico y el desarrollo de RI por la
exposicion al PM2.s. Ademas, se han empleado modelos de exposicion combinada a
lipidos o carbohidratos con la finalidad de poder determinar la contribucion de ambos
factores de riesgo en el desarrollo de esta condicion. La Tabla 2 muestra algunos de

estos ejemplos.
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Tabla 2. Efecto del material particulado sobre el metabolismo de glucosay la via de la insulina.

Contaminante Modelo Modelo de
Concentracion Animal exposicion Ffectos
PMz2.s Ratones 12 semanas La exposicion a PMz2s y PM25s + Ni generaron un incremento
70 pg/m3 macho Cuerpo del HOMA-IR.
Particulas NiSO4 knockout ApoE | completo La co-exposisicion a PM2s + Ni generé un incremento de
0.44 pg/m3 glucosa basal.
(Xu et al., 2012) Incremento de infitrado de macrofagos en tejido graso en PMz2:s
y PM2s5 + Ni.
PMz2.s C57BL/6 12 semanas Resistencia a la insulina, disminucion de la tolerancia a la
(Xu,et al., 2017) Ratones Cuerpo glucosa.
macho completo Incremento de AST y la ALT.
Disminucion de glucégeno y su sintesis.
Incremento de lipidos en higado y suero.
Incremento de estrés oxidante (HO-1, SOD, CAT), activacién
de la via de JNK en higado.
Incremento de IRS-P, disminucion de AKT.
PMzs C57BL/6J 16 semanas | Disminucion de la glucdlisis y el ciclo de Krebs en higado.
62.5 ug/m? Ratones Cuerpo Incremento de la via de las pentosas fosfato y posible
(Reyes-Caballero et | macho completo Incremento de la sintesis de novo de los acidos grasos.
al., 2019)
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PMz2.s C57BL/6 24 semanas Hembras mas susceptibles a la Rl y la acumulacion de lipidos

228.70 yg/m?3 Ratones Cuerpo en higado.
(Li et al., 2020) macho y | completo Incremento de Trigliceridos, acidos grasos libres y colesterol
hembra en higado.

Incremento de ApoB y transporte microsomal de lipidos.

116.39 pg/m? C57BL/6 8 0 17 semanas | A las 8 semanas No se observaron cambios metabdlicos.
(Liu et al., 2014) Ratones de exposicion A las 17 semanas cambio en el HOMA-IR y el HOMA-B ,
macho Cuerpo disminucién de la tolerancia a la glucosa.
completo Incremento de respuesta inflamatoria , disminucién de AKT-p

en higado y grasa, incemento de lipidos en plasma.
Dieta rica en

lipidos (60%)
PMz2.s Ratas Wistar | 6 exposiciones | Incremento de IL-6, TNF-a y MCP-1 en pulmoén, solo IL-6 en
1mg/kg macho Intratraqueal sangre, higado y grasa.
(Long et al., 2020a) Induccién de STAT3/SOCS3 en higado.

Dieta rica en | Inhibicion de STAT e IL-6 disminuyen el desbalance de
grasa (10%), | glucosa.
sacarosa (5%) y

colesterol (10%)

Abreviaturas: AST, Aspartato aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa; HO-1, hemoxigenasa SOD, superoxido dismutasa; CAT, Catalasa;
JNK, Cinasa c-Jun n-terminal; Apo B, Apolipoproteina B; MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos 1 ; STAT3, Transductor de sefiales y activador

de transcripcion 3 SOCS3, Supresor de sefializacién de citocinas 3.
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1.11 Justificacion.
En la actualidad, uno de los principales problemas de los paises en desarrollo es la
contaminacién ambiental. En México, la contaminacién por PM2s es uno de los
principales problemas que aquejan la calidad del aire de las ciudades mas importantes
del pais. Diferentes efectos adversos y sobre la salud humana han sido reportados por
causa de este contaminante (estrés oxidante, inflamacion, activacion del sistema
SRAA enfermedades cardiorespiratorias), destacandose su posible asociacién con el
desarrollo de la Rl y la diabetes. Uno de los mecanismos propuestos por los cuales el
PMz.s puede contribuir al desarrollo de la Rl es mediante la modificacion de la via de
la Ins como consecuencia de la activacion de procesos inflamatorios y el sistema RAS.
Ademas de los factores ambientales, el consumo en la dieta de altas concentraciones
de lipidos y/o carbohidratos han sido asociados con el desarrollo de patologias
metabdlicas. Diferentes modelos experimentales de dietas ricas en carbohidratos,
como la DRF, han sido empleados para desarrollar RI. Aunque las asociaciones entre
el PM2s y diferentes efectos metabdlicos ya se han reportado, los mecanismos
moleculares por los cuales estos efectos pueden generarse aun no se han dilucidado
completamente. Es por ello, que el siguiente trabajo evalué el efecto del PMz.s sobre
la alteracion de la via de sefializacién de la Ins y la alteracion de la actividad metabdlica

in vivo.

1.12 Hipotesis.
La exposicion al PMzs y la DRF inducira la alteracion de la via de la Ins y la alteracion

en la actividad metabdlica in vivo.

1.13 Objetivo general.
Evaluar el efecto de la exposicion a PM2s y la DRF sobre la alteracion de la via de la

Ins y de la actividad metabdlica in vivo.
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1.14 Objetivos particulares.

Realizar la exposicion a PMzs, la DRF o la co-exposicion a aire filtrado, PMzs y
la DRF en ratas Sprague Dawley macho durante 8 semanas.

Cuantificar e identificar los componentes organicos, inorganicos Yy
aerobioldgicos del PMzs.

Determinar las alteraciones en los parametros morfométricos en respuesta a la
exposicion a PMzs, la DRF o la co-exposicion a PMzs y la DRF.

Cuantificar los cambios en los parametros bioquimicos relacionados con la via
de la insulina (glucosa, insulina, leptina y la CTG) por la exposicion a PMzs, la
DRF o la co-exposicion a PMzs y la DRF.

Determinar la modificacion de los indices metabdlicos relacionados con la via
de la insulina (IMC, HOMA-IR, HOMA- B) por la exposicion a PMzs, la DRF o la
co-exposicion a PMzs y la DRF.

Determinar la alteracién de la morfologia histolégica en los tejidos sensibles a
Ins posterior a la exposicion a PMz s, la DRF o la co-exposicion a PM2s y la DRF.
Evaluar los cambios en la expresion de proteinas de la via de la Ins y el AT1R

por la exposicion a PMzs, la DRF o la co-exposicion a PM2s y la DRF.
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2. Materiales y métodos

2.1 Disefio experimental

Caracterizacion
fisicoquimicade las
| particulas |

Figura 4. Evaluacién fisicoquimica de las particulas.

Esquema general de la determinacion de la composicién de las particulas.

Exposicioén a
PM, s y/o DRF

Figura 5. Disefio experimental que detalla las técnicas de laboratorio

empleadas.

Esquema de los experimentos y los métodos empleados a realizar tras la exposicion de 8

semanas.
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2.2 Animales y disefio experimental

Este trabajo fue previamente evaluado y autorizado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Cinvestav (CICUAL-Cinvestav), bajo el
protocolo No. 0312-20. De la misma manera, el cuidado de los animales, asi como los
procedimientos experimentales fueron realizados bajo la guia de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA
PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO.

Las ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 8 semanas de edad fueron empleadas
para este estudio. Las ratas se obtuvieron de la Unidad de Produccion y
Experimentacién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del Cinvestav. Estos animales
fueron cuidados en el bioterio del Cinvestav de acuerdo con las guias institucionales
en un ambientel2h luz/ 12 h oscuridad con agua y comida ad libitum; bajo una
atmosfera de humedad relativa del 40 — 60% y un rango de temperatura de entre 20 a
23 °C. Los animales fueron divididos al azar en 4 grupos (8 animales por grupo). Cada
grupo fue expuesto de manera sub-cronica a Aire filtrado (AF), Materia particulado
menor a 2.5 micras (PMzs), Aire filtrado mas dieta rica en fructosa (DRF) o la

exposicion combinada a PMzs + DRF (Figura 6).

2.3 Modelo de exposicion

2.3.1 Principio. El sistema versatil de enriquecimiento de la concentracion de
aerosoles (VACES, por sus siglas en inglés) permite una exposicion de cuerpo
completo en los animales a concentrados de material particulado. Ese modelo de
exposicion es empleado para simular ambientes cercanos a la exposicidon ambiental
permitiendo concentrar particulas del aire (0.02 a 10 ug) con un factor 10 (Herman et
al., 2020).

2.3.2 Procedimiento. El presente estudio se llevo a cabo en la zona norte de la Ciudad
de México, en una zona industrial con alto flujo vehicular. La atmdsfera enriquecida de
PMz.s fue generado utilizando un sistema versatil de enriquecimiento y concentracion
de aerosoles (VACES por sus siglas en inglés) localizado dentro del Laboratorio
Experimental de Toxicologia Inhalatoria (LETI) en la Unidad de cuidado de animales

en el Cinvestav. Durante la exposicion las ratas fueron confinadas en camaras de
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exposicién de sellado hermético de cuerpo completo, donde los animales estuvieron

expuestos a AF o PMzs por 5 horas/dia, 4 dias/semana, por 8 semanas (Figura 6).

| | AIRE FILTRADO (AF) | |

; { MATERIAL PARTICULADO (PM, 5) } |

} AIRE FILTRADO + FRUCTOSA (DRF) :
; MATERIAL PARTICULADO + FRUCTOSA (PM, s + FRD)
L

|
I
| | | | | | | |

| I I I | I I T 1
6

7 14 21 28 35 42 49 5
Semana0 Semanal1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6 Semana7 Semana8

Medidas morfométricas (dia 1, cada semana)

Curva tolerancia a la glucosa (sangre) S 0,8
Glucosa en ayunas (sangre), insulina en ayunas (suero) S 0,1,2,3,4,6,8
Marcadores pro-inflamatorios (suero) S 1,4,8

Coleccién tejidos:

Sangre, pulmén, higado, masculo

esquelético, tejido graso, pancreas

Figura 4. Esquema de exposicion a PMzs y/o la DRF.

Esquema general de las semanas de exposicion al PM;s y/o la DRF. Se determinan las

muestras a analizar y los tiempos de obtencién de dichas muestras.

2.4 Modelo experimental de dietarica en fructosa (DRF)

2.4.1 Principio. En la actualidad los endulzantes a base de fructosa son ampliamente
utilizados en la industria alimentaria, exponiendo a los seres humanos a grandes
cantidades de este carbohidrato. Se ha observado, que el metabolismo de la fructosa
en los organismos lleva al incremento en la inflamacion y estrés cronico sistémico que
puede generar diferentes efectos adversos en el metabolismo (RI, diabetes, obesidad,
hasta 17 semanas en concentraciones variables de fructosa (10 — 60%) pueden
generar Rl y/o diabetes en diferentes modelos animales (Lancaster, 2020; Roeb &
Weiskirchen, 2021).

2.4.2 Procedimiento. Para investigar si la DRF contribuye con la respuesta a la

exposicion al PMzs, 2 de los 4 grupos de exposicion fueron expuestos a la DRF ad
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libitum en agua de bebida (el agua de bebida fue preparada en una proporcion 20%

m/v de fructosa), durante las 8 semanas de exposicién (Figura 6).

2.5 Evaluacion de parametros morfométricos en los animales.
2.5.1 Procedimiento. Durante las semanas 0, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 de exposicion, diferentes
mediciones morfométricas fueron realizadas en los animales. El peso de los animales
fue obtenido mediante el uso de una balanza granataria. De la misma forma se empleo
una cinta métrica para medir la curvatura (tomada por encima de las patas traseras de
las ratas) y el largo de los animales (tomado desde la punta del morro hasta el ano del
animal) fueron medidos. Con estos valores, la ganancia de peso y los indices de masa
corporal (IMC) y de Lee fueron calculados. EI IMC fue calculado mediane la siguiente

formula IMC = peso (kg)/ [estatura (m)]?. Mientras que el indice de Lee se calculé con
la férmula indice Lee = ¥/ [peso corporal (kg)]/longitud (m) * 1000.

2.6 Coleccion de tejidos.
2.6.1 Procedimiento. Al final de las 8 semanas de exposicion (24 h después de la
ultima exposicion a PMzs), los animales fueron anestesiados (ketamina/xilacina) para
posteriormente obtener sangre directamente del corazén del animal y practicarles la
eutanasia por desangrado. Diferentes tejidos (n = 6 animales) como pulmén, higado,
musculo esquelético, pancreas y adiposo blanco abdominal fueron disectados,
congelados en nitrogeno liquido y almacenados a -70°C hasta su analisis (Figura 6).

2.7 Caracterizaciéon de la composicién y concentracion del PMzs
2.7.1 Principio. El espectrdmetro de masas de plasma acoplado inductivamente
permite el nebulizado de la muestra en el sistema, creando un aerosol muy fino que es
posteriormente transferido al plasma de argon. La alta temperatura del plasma atomiza
y ioniza la muestra, generando iones los cuales son extraidos a través de la region de
interfaz a un grupo de lentes electrostaticos (iones opticos). Los iones Opticos enfocan
y guian el laser de iones hacia el analizador cuadrupolo de masa. El analizador de
masa separa los iones de acuerdo con su relacibn masa/carga, y estos iones son
medidos en el detector.
Por otra parte, la cromatografia de gases es un término que engloba todos los métodos
cromatograficos en los cuales la fase movil es un gas. En esta técnica, la fase movil

con la mezcla de compuestos se distribuye por la fase estacionaria de acuerdo con la
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afinidad de cada componente con la fase estacionaria, separando a dichos
componentes. El acoplamiento con un espectrometro de masas permite que los
componentes posteriormente sean ionizados mediante su impactacion con electrones;
por diferencia de masa carga entre los iones de cada componente, lo que permite su
identificacion (Sanchez-Guijo et al., 2006; Wilschefski & Baxter, 2019).

2.7.2 Procedimiento. El andlisis de los componentes orgénicos y elementales del
PM: se describe a continuacién. Las muestras de PM:s se obtuvieron de las camaras
de exposicion, y colectadas en filtros (47 mm de diametro con tamafio de poro 2 um;
GE healthcare, Amersham Place, UK) de politetrafluoroetileno (PTFE, por sus siglas
en inglés). Los filtros fueron aclimatados y pesados controlando la temperatura y
humedad antes y después del muestreo (Figura 4).

Los compuestos organicos del PM2s se determinaron por cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés), equipado con
un filtro de cuadrupolo (modelo 6890 plus/5973 N, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Los compuestos organicos fueron obtenidos por extraccion asistida por
ultrasonido usando etanol como solvente de extraccion.

El andlisis de los elementos de mayor composicién (Li, B, V, Cr, Co, Cu, As, Sr, Mo,
Cd, Cs, Ba, Hg, Bi, Sn, Sb, Al, Se, Pb, Ni, Tl, Mn, Fe and Zn) fue realizado utilizando
un Espectrometro de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS por sus
siglas en inglés; modelo NexION 300D, Perkin Elmer, E.U.A.). La determinacion se
realiz6 en el Laboratorio de Metales acreditado por la entidad mexicana de acreditacion
A.C. (INV-0007-013/19). Las particulas fueron obtenidas mediante sonicado de los
filtros durante 2 minutos usanto metanol como solvente, la suspensién obtenida fue
secada bajo nitrégeno. Las particulas secas se resuspendieron en agua acidificada
(HNO3 65% diluido en agua hasta una concentracién final de 0.16% de &cido) y
sonicadas para su suspensidon homogénea y su analisis. Se empledé un gréfico

multielemental para identificar y cuantificar la composicion elemental del PMzs.

2.8 Determinacién de la concentracion de endotoxina.
2.8.1 Principio. Una cantidad traza de endotoxina coagula el lisado de hemocitos
proveniente del cangrejo de herradura. Esta reaccion de gelificacion es empleada para
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determinar la concentracion de endotoxina bacteriana. La reaccion entre las proteasas
presentes en el lisado y la endotoxina puede ser cuantificada mediante espectrometria
a 405 nm (lwanaga, 2007).

2.8.2 Procedimiento. La determinacién de la endotoxina presente en el PMzs fue
cuantificada utlizando el Pyrochrome, Kinetic Chromogenic assay (Chromogenic
Endotoxin Quant Kit A39552, Pierce ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). Donde
una suspension de PMzs a una concentracion de 1 mg/mL fue preparada en agua libre
de endotoxina. Esta suspension fue empleada para su reaccién con el Kit antes
mencionado y posteriormente la absorbancia de la solucion obtenida fuera medida.
Las medidas de absorbancia se obtuvieron a 405 nm utilizando un espectrofotometro

Pyros Kinetix Flex Instrument (Associates of Cape Cod, Inc.) (Figura 4).

2.9 Determinacion de las concentraciones séricas de diferentes

marcadores pro-inflamatorios.
2.9.1 Principio. El ensayo multiplex es un ensayo modificado de ELISA que ha sido
adaptado para medir multiples analitos en la misma muestra de manera simultanea.
Esta basado en la incubacion de las muestras de varias fuentes que contienen
citocinas u otros mediadores celulares con una mezcla de perlas magnéticas. Cada
perla esta acoplada con un anticuerpo especifico para cada analito. La incubacion es
seguida por una serie de lavados y posteriormente anticuerpos biotinizados son
adicionados para unirse a los anticuerpos especificos de cada analito y formar un
complejo tipo sandwich. Posteriormente una molécula reportera es adicionada para
poder detectar la presencia de los analitos conjugadas. Las perlas son reconocidas
por su patron cromogénico o fluorescente durante su analisis (Figura 5) (Elsabahy y
Wooley, 2013).
2.9.2 Procedimiento. La determinacion de citocinas (leptina, TNF-a, IL-18, PAI-1 y
MCP-1) se llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones mencionadas por el
fabricante (RADPCMAG-82 K MILLIPLEX ® MAP Rat Adipocyte panel; EMD Millipore,
Billerica, MA, USA). El suero de los animales se descongel6 para posteriormente ser
incubado con las perlas conjugadas con los marcadores de interés durante toda la

noche a 4° C. Posteriormente, se lavaron las muestras para retirar el exceso de
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proteinas no unidas y se incubaron con los anticuerpos acoplados a biotina por 1 h.
Pasado este tiempo, se realizé6 nuevamente un lavado para eliminar el exceso y se
agrego el complejo reportero de estreptavidina-ficoeritrina para posteriormente ser
incubado por 30 min. Las muestras se analizaron en el equipo MAGPIX (Luminex
Corporation, Estados Unidos) y los datos obtenidos se procesaron con el software

Xponent (Luminex Corporation, Estados Unidos).

2.10 Determinacion de las concentraciones de glucosa, insulinay curva de

tolerancia ala glucosa (CTG)
2.10.1 Principio. La determinacion de glucosa en tiras reactivas se lleva a cabo
mediante la reaccion especifica de la b-D-glucosa con la glucosa oxidasa, agua y
oxigeno que permite la formacion de &cido glucénico y perdxido de hidrogeno. Este
peréxido de hidrégeno puede ser posteriormente usado para oxidar a un cromogeno o
determinar el consumo de oxigeno de la reaccion anterior y asi determinar la
concentracion de glucosa presente en la muestra (Kruse, 1990). La determinacién de
Ins en suero se realiza mediante la técnica de ELISA tipo sandwich, en la que las
moléculas de Ins de la muestra son capturadas por anticuerpos monoclonales anti-rata
(unidos a la microplaca), posteriormente esta union es marcada mediante el uso de
anticuerpos policlonales biotinizados que se unen con la peroxidasa de rabano; que
posteriormente puede ser cuantificado por su reaccién con la tetrametilbenzidina
(Aydin, 2015).
2.10.2 Procedimiento. La CTG fue realizada durante la semana 0 y la semana 8. Para
esta primera prueba, las ratas se mantuvieron en ayunas por 8 horas para realizar el
primer analisis de glucosa en sangre a tiempo cero. La muestra de sangre se obtuvo
por goteo tras realizar pequefio corte en la cola del animal. Posteriormente una
solucién de glucosa (2mg/g peso del animal) fue administrado via oral, y se analiz6 la
concentracion de glucosa en sangre de cada animal a los 15, 30, 60 y 120 minutos
(Glucocard™ test strips; ARKRAY Factory Inc., Netherlands). Las concentraciones de
glucosa en ayunas se determinaron durante las semanas 0, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 de
exposicion utilizando las tiras reactivas de Glucocard™ (ARKRAY Factory Inc.,

Netherlands). Durante estas mismas semanas las conentraciones de Ins fueron
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determinados mediante el kit de ELISA EZRMI-13 Rat/ Mouse ELISA (EMD Millipore,
Billerica, MA, USA), bajo los protocolos del fabricante (Figura 6).

2.11 Célculo de los valores de HOMA-IR y de HOMA-B

2.11.2 Procedimiento. Para el célculo de los indices HOMA-IR y HOMA-B se
emplearon las concentraciones de glucosa e Ins en ayunas obtenidos del experimento
anterior. Basados en la equivalencia de 1 mg de Ins = 24 unidades internacionales
(UI), el indice HOMA-IR (del inglés homeostatic model assessment of insulin resistance
index) fue calculado de acuerdo a la formula HOMA-IR = [concentracion de Ins en
ayunas (ng/mL) x concentracion de glucosa en ayunas (mg/dL) x 24]/405. El HOMA-
(del inglés homeostatic model assessment of B-cells function) fue calculado por la
formula HOMA-B = [360 x concentracion de Ins en ayunas (ng/mL)] / [concentracion
de glucosa en ayunas (mg/dL) — 63] (R. Li et al., 2020; Liu et al., 2014).

2.12 Determinacion de la expresion de proteinas por Western blot

2.12.1 Principio. Esta técnica es utilizada para separar e identificar proteinas. En esta,
una mezcla de proteinas es separada basadas en su peso molecular, a través de
electroforesis en gel. Estos resultados son después transferidos a una membrana
produciendo una banda para cada proteina. La membrana es después incubada con
anticuerpos marcadores especificos para la proteina de interés. A estos anticuerpos
primarios se unen anticuerpos secundarios marcados que posteriormente pueden ser
detectados. El grosor de la banda obtenida corresponde a la cantidad de proteina
presente (Mahmood y Yang, 2012).

2.12.2 Procedimiento. La porcion de tejido se homogeneiz6 mediante politrén con
buffer de lisis (150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 50mM Tris-HCI, pH 8.0) e inhibidores
de proteasas COMPLETE, e inhibidor de fosfatasas, las muestras se homogeneizaron
por 5 minutos, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min, y se hicieron alicuotas
del sobrenadante. Las muestras de proteina obtenidas de los tejidos se ajustaron con
solucién de homogeneizacion hasta un volumen final de 50 uL y concentracion de
30ug, se afadieron 5 pL de buffer de carga, se desnaturalizaron a 60 °C y se dejaron

reposar las alicuotas a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron en geles de
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12% de poliacrilamida. Los geles se corrieron a temperatura ambiente y voltaje
constante (70V) durante 5 horas hasta 1 cm antes de finalizar el gel. Pasado este
tiempo, las proteinas del gel de electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Se utiliz6 un marcador de peso molecular BenchMarkTM Pre-Stained
Protein Ladder y la tincion de rojo Ponceau S. La membrana se lavé con TBS 1X y se
bloqued con leche descremada al 5% por 1h. Posteriormente se adicion6 el Ab
primario y se dej6 toda la noche a 4° C (Tabla 3). Pasado este tiempo la membrana se
lavé 3 veces en TBS 1X-Tween 0.2%, para incubarse después con el Ab secundario
conjugado durante 1 h a temperatura ambiente y agitacién constante; nuevamente, la
membrana se lavé y se revel6 mediante un sistema de deteccion ECL (Enhanced
chemiluminescence). Se utiliz6 como control de carga de la cantidad de proteina la
inmunodeteccion de actina (P.M. 42 kDa). Las placas fotograficas obtenidas se
analizaron por medio del software ImageJ 1.37v para obtener la densitometria de las

bandas (Figura 6).

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para su identificacion por Western blot.

Proteina Concentracién/Anticuerpo No. Producto
Receptor tipo 1 angiotensina Il 1:1000 Anticuerpo mouse
sc-515884
(AT1R) monoclonal
o 1:1000 Anticuerpo mouse
Receptor de insulina b (IR-b) sc-135949
monoclonal
Substrato del receptor a insulina 1 1:1000 Anticuerpo mouse
sc-8038
(IRS-1) monoclonal
) 1:10000 Anticuerpo rabbit
IRS-1 fosforilado (IRS-p) _ ab1194
policlonal phospho s307
Serinaltreonina protein-cinasa 1:10000 Anticuerpo rabbit
_ ab179463
(AKT) policlonal
Serina/treonina protein-cinasa 1:10000 Anticuerpo rabbit
) _ ab81283
fosforilada (AKT-p) policlonal phospho s473
Anticuerpo secundario goat anti _
) 1:10000 anticuerpo polyclonal 1706515
rabbit 1I9G
Anticuerpo secundario rabbit anti ) _
1:10000 anticuerpo policlonal 51802104
mouse
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2.13 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

2.13.1 Principio. Este método se basa en la union del colorante Azul de Coomassie
G250 a las proteinas. Este colorante puede existir en cuatro formas iénicas. La forma
mas anibénica del colorante (de color azul) se une a las proteinas y tiene una
absorbancia maxima de 590 nm. Asi, la cantidad de proteina puede ser estimada al
determinar la cantidad de colorante en su forma i6nica azul. El colorante se une mas
facilmente a los residuos arginil y lisil de las proteinas. Esta cuantificacion es llevada
a cabo por la determinacion de la absorbancia a 595 nm (Kruger, 1996).

2.13.2 Procedimiento. Se prepar6 una grafica de calibracion mediante la dilucion de
una solucién de albamina bovina sérica de 2 mg/mL con H20-dd. Se colocaron cada
uno de los volumenes de H20-dd y albumina de las diluciones de la grafica de
calibracién por triplicado en una placa de 48 pozos, teniendo un volumen de dilucién
de 1 mL, este volumen se igualdé para las muestras problema. Posteriormente se
adicionaron 900 uL de reactivo de Bradford; se dejaron incubar por 15 min en
oscuridad y se ley6 la placa a 595 nm en el instrumento TECAN Infinite® 200 (Tecan,

Suiza).

2.14 Andlisis histologico.

2.14.1 Principio. Los colorantes hematoxilina y eosina han sido ampliamente
utilizados para reconocer diferentes tipos de tejidos y los cambios morfolégicos de
estos. La hematoxilina es un colorante morado/azul profundo que tifie los acidos
nucleicos por la formacion de un complejo; la eosina es un colorante rosa que tifie de
manera inespecifica a las proteinas. De manera general, en los tejidos los ndcleos se
encuentran tefiidos de azul, mientras el citoplasma y la matriz extracelular presentan
diferentes tonos de rosa (Fischer et al., 2008).

2.14.2 Procedimiento. Los tejidos embebidos en parafina de los 4 grupos de
exposicion fueron seccionados en cortes de 5 um, preparados y tefiidos con los
colorantes hematoxilina y eosina. Los tejidos tefidos fueron observados y diferentes
imagenes fueron tomadas (dos laminillas por cada muestra) bajo un microscopio 6ptico
de alta resolucion (Keyence Microscope BZ-X800, Keyence Corporation of America,

IL, USA). Las imagenes obtenidas fueron analizadas para determinar la concentracion
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de lipidos (higado), el niumero de células nucleadas (musculo, tejido adiposo), el
tamafio de islotes o el incremento de la granularidad celular (pancreas) utlizando el
software Image J (ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA). Para este ensayo se analizaron aproximadamente 20 imagenes a diferentes
aumentos (4X, 10X, 20X, 60X) de cada animal (Figura 5).

2.15 Analisis estadistico
Para el andlisis de los datos el Software Prisma 8.0 (GraphPad Software, Inc. E.U.A.)
fue empleado. Todos los datos fueron expresados como la media * el error estandar
de la media (EEM). Los resultados fueron analizados para determinar la normalidad
de los datos. Posteriormente, se procedio a realizar el andlisis por ANOVA de una via
y prueba post-hoc Bonferroni. Los datos de Western blot fueron analizados empleando
la prueba no paramétrica de U de Man-Whitney. Los datos se consideraron

significativos a valores de p <0.05, p <0.001 o p <0.0001.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacion de la composicion y concentracion del PMzs

La coleccién, concentracidén y exposicion de las ratas Sprague Dawley al PM2s fue

llevada a cabo en el norte de la Ciudad de México en el Laboratorio Experimental de

Toxicologia Inhalatoria (LETI) del Cinvestav. Esta exposicion se llevo a cabo del 20 de
octubre de 2020 hasta el 11 de diciembre de 2020.
La concentracién del PM25s en aire-ambiente y en las cadmaras de exposicion fue

determinado durante cada una de las semanas de exposicion (Tabla 4); el promedio

de la concentracion de estas particulas fue de 33.75 + 12.40 pug/m? en aire-ambiente,

y de 337.5 £ 101.03 pg/m? en las camaras de exposiciéon en el periodo del estudio.

Estos datos muestran que el nivel de PMzs al que estuvieron expuestos los animales

fue aproximadamente 10 veces mayor a la concentracion de PMz2s en el ambiente

durante las semanas de exposicion.

Tabla 4. Determinacién de la concentracion de particulas durante las semanas
de exposicion.

Aire ambiente Camaras de exposicion

Semana
(ng/m?) (ng/m?)
1 26.67 313.33
2 33.33 486.67
3 46.67 280.00
4 53.33 360.00
5 33.33 313.33
6 26.67 266.67
7 36.67 200.00
8 13.33 480.00
Promedio | 33.75+12.40 337.5+101.03

Valores promedio obtenidos por semana.
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De la misma manera, durante estas 8 semanas, se colectaron particulas en filtros de
teflon los cuales se encontraban conectados directo a las lineas de flujo de aire de las
camaras de exposicion de los animales. Estos filtros fueron obtenidos con la finalidad
de determinar la composicién elemental, la presencia de compuestos organicos y de
endotoxina. Las tablas 5 y 6 muestran la presencia de estos componentes, asi como

Sus concentraciones.

Tabla 5. Composicion elemental y concentracion de endotoxina en el PMzs

Metales ng/m?3 Metal.e.s,de ng/m?3
transicion

Li 2.89 Fe 57.93
Al 14.97 Ni 7.27
Mn 10.56 Co 0.185
Zn 325.93 Cu 13.09
As 1.00 Mo 1.12
Se 3.45 \% 18.61
Sr 2.48 Cr 4.46
Cd 0.77 Otros elementos ng/m?3
Sn 3.97 B 46.45
Sb 3.33 Cs 0.04
Ba 4.54 Endotoxina 22.21 UE/m3
Hg 0.25
Tl 0.10
Pb 2.59
Bi 0.18

Las concentraciones promedio fueron obtenidas de al menos 4 filtros.

La Tabla No. 5 muestra el promedio de todos los elementos detectados en el PM2s.
La tabla fue dividida en dos grupos mayoritarios. La primera columna nos muestra a
aquellos elementos considerados como metales y metaloides; mientras que en la

segunda columna se aprecia a los metales de transicion. Los elementos mas
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abundantes observados en los metales fueron el zinc, el aluminio y el manganeso con
concentraciones promedio de 325.93 ng/m3, 14.97 ng/m® y 10.56 ng/m3
respectivamente. Los metales de transicion mas abundantes fueron el hierro, vanadio
y cobre; con concentraciones promedio de 57.93 ng/m?3, 18.61 ng/m®y 13.09 ng/m?3
respectivamente. De la misma forma, se detecté una concentracién promedio de 22.21

UE/m?3 de endotoxina en las particulas.

En la Tabla 6 se observan los compuestos organicos presentes en el PMzs donde
resaltan 3 grupos importantes, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), los
alcanos y los ftalatos. De los HAP mas abundantes en la muestra se encontraron al
benzo[ghi]perileno (13.80 ng/m3), el indeno[1,2,3-cd]pireno (13.05 ng/m?) y el
dibenzo[a,h]antraceno (12.67 ng/m?3). En el caso de los alcanos, el tetracosano (450.58
ng/m3), el nonadecano (432.83 ng/m3) y el tritricontano (432.65ng/m?) fueron los mas
abundantes. Los ftalatos bis[2etilhexillftalato (1516.43 ng/m?3), di-n-butil ftalato
(260.29ng/m3) y diisobutil ftalato (60.99 ng/m®) se encontraron en mayor

concentracion.

La presencia tanto de estos elementos, compuestos orgéanicos y componentes
bioldgicos ha sido asociada a la generacion de dafio oxidante e inflamatorio en los
seres vivos; y actualmente, estos componentes del material particulado han
comenzado a asociarse a dafios sobre el metabolismo a nivel sistémico. Por esta
razon, es importante determinar la contribucién de el PMzs en el dafio metabdlico en

los seres vivos.
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Tabla 6. Componentes orgénicos en el PMzs

Hidrocarburo aromatico

policiclico (HAP) ng/m? Alcano ng/m?
Fluoreno 1.95 n-Tridecano (nC13) 307.12
Fenantreno 6.70 n-Tetradecano (nC14) 1.64
Antraceno 0.24 n-Pentadecano (nC15) 59.40
Fluoranteno 1.58 n-Nonadecano (nC19) 432.83
Pireno 1.20 n-Tricosano (NC23) 307.44
Benzo[a]antraceno 241 n-Tetracosano (nC24) 450.58
Benzo[b]fluoranteno 4.97 n-Pentacosano (nC25) 11.80
Benzol[k]fluoranteno 9.41 n-Hexacosano (nC26) 192.88
Benzolj]fluoranteno 0.70 n-Heptacosano (nC27) 25.99
Benzo[e]pireno 0.75 n-Octacosano (nC28) 195.83
Benzo[a]pireno 8.52 n-Nonacosano (nC29) 284.48
Dibenzo[a,h]antraceno 12.67 | n-Tritricontano (nC33) 432.65
Benzo[ghi]perileno 13.80 Ftalato ng/m?3
Coronene 2.71 Diisobutil ftalato 60.99
Indeno[1,2,3-cd]pireno 13.05 | Di-n-butil ftalato 260.29
Criseno 2.86 Di-n-pentyl ftalato 0.06
Trifenileno 0.55 Bis[2-etil-hexil] ftalato 1516.43
Benzofenona 9.24 Diciclohexil ftalato 5.05
Naftaleno 1.68
9 Fluorenona 0.18
2-Metil antraceno 1.22
1-Metil antraceno 0.15
Antraquinona 1.60
Reteno 0.28

Las concentraciones promedio fueron obtenidas de al menos 4 filtros.
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3.2 Evaluacion de los efectos sistémicos del PMzs + DRF.
En la siguiente seccion se describen los datos obtenidos del estudio de 32 ratas de la
cepa Sprague Dawley (machos de 8 semanas de edad), estos animales fueron
divididos en 4 grupos diferentes de manera aleatoria. La finalidad de esta investigacion
fue el determinar los efectos sistémicos sobre el metabolismo de estos animales
causados por la exposicion a PMz.s en combinacion con DRF (PMz.s + DRF). Como se
menciono en la seccidn anterior los animales estuvieron expuestos a AF (considerado
el grupo control de la exposicibn ambiental), expuestos a PM2zs (para determinar
aquellos efectos causados so6lo por este contaminante ambiental), expuestos a DRF
(para determinar aquellos efectos atribuibles a esta dieta) y el grupo expuesto a PM2s
+ DRF (para determinar el efecto combinado del contaminante ambiental y una dieta

que se ha comprobado puede llevar a la RI).

3.3 Determinacion de parametros morfométricos.
Durante 8 semanas se llevd a cabo el seguimiento y la determinacion de algunos
parametros morfométricos de los animales de los 4 grupos experimentales. La
medicion de la curvatura abdominal, el largo de los animales y el peso fue determinado
cada semana durante 7 semanas de 8 (SO, S1, S2, S3, S4, S6 0 S8). Las tablas 7, 8
y 9 muestran respectivamente los valores obtenidos de los animales.

Tabla 7. Medicién de la curvatura de los animales.

135+ 1592+ | 16.75+ | 17.25+ | 18.75+
AP 1.84 0.86 0.42 0.82 0.99
PMas 1512+ | 16.31 170+ 17.87 + | 18.56 +
1.19 0.42 0.71 0.83 0.56
15.62 + 16.0 + 16.87+ | 17.44 + 19.0 +
PRF 0.44 0.53 0.69 0.62 0.60
PMzs + 15119+ | 1544+ | 1744+ | 1831+ | 18.75%
DRF 0.26 0.49 0.86 0.80 0.80

Se muestran los valores de la medicion de la curvatura de los 30 animales. Estos valores
fueron determinados posterior a la exposicion en las camaras del VACES. Se muestra el
promedio de los datos + DE, n= 6.
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Tabla 8. Medicion de la longitud de los animales.

200+ | 21.33+ | 23.0% | 2475+ | 2458

AF 1.14 0.82 1.26 118 | 049
200+ | 2225+ | 2204+ | 2494+ | 2487+

PMes 1 026 0.71 0.56 0.68 0.44
1081+ | 2206+ | 22.75+ | 250+ | 250¢

PRE 1.03 056 | 0.75 053 | 0.60
PMas+ | 200+ | 2156+ | 235+ | 2481+ | 2475+

DRF 0.53 0.42 0.53 059 | 0.46

Se muestran los valores de la medicidn de la longitud de los 30 animales. Estos valores fueron
determinados posterior a la exposicion en las camaras del VACES. Se muestra el promedio
de los datos + DE, n= 6.

Tabla 9. Medicion del peso de los animales.

TN | 9 ]

217.0+ | 257.33 + 370.33 +
AF 2551 | 3326 | 3191 | 3237 | 3145 | 3274 | 38.20
15125+ | 218.0+ | 25912+ | 290.12 + | 313.75 + | 357.62 + | 372.25 *
"Mes o 1096 | 2046 | 1867 | 1748 | 17.43 | 1908 | 19.42
o | 16562 2180+ |255.62%| 28650+ | 309.37 | 349.87 | 368.25 ¢
1934 | 1753 | 1525 | 1538 | 16.79 | 2055 | 22.24
PMas+ | 159.0+ | 21162+ | 2540+ | 2875+ |315.62 + | 359.50 + | 381.37 *
DRF | 1029 | 845 | 1042 | 1456 | 17.65 | 2396 | 28.06

Se observa el peso de 30 animales durante las semanas 0, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 de exposicion. El
valor de la masa de los animales fue determinado posterior a su exposicion en el VACES. Se
muestra el promedio de los datos + DE, n= 6.

Una vez obtenidos estos datos, la ganancia de peso promedio de cada grupo fue
calculada; con los valores de la medicion de curvatura y longitud de los animales se
calcularon los valores de dos importantes indices de obesidad, el indice de Masa
Corporal (IMC) y el indice de Lee. De la misma forma, y dado que la fructosa fue

suplementada a los animales en agua de bebida, el consumo promedio de agua de los
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animales durante las 8 semanas fue obtenido. Estos valores se muestran en la Tabla

10.
Tabla 10. Determinaciones morfométricas de los animales.
) . Consumo
Ganancia de Indice de . )
Grupo Indice de Lee | promedio de
peso (9) masa corporal
agua (mL)
AF 204.3 £+ 16.6 0.58 £ 0.04 0.288 £ 0.009 | 187.8 £ 28.76
PMzs 221 +£24.6 0.60+0.01 0.289 £ 0.004 | 219.4 £ 26.57
3494 +
DRF 202.6 +18.9 0.58 £0.01 0.285 + 0.004
39.99*** oo
323.6
PM2s + DRF 222.3 +28.7 0.61 +0.02 0.291 + 0.005
25.06*** oo

Los datos mostrados de la ganancia de peso hacen referencia al incremento de peso desde la
semana 0 a la semana 8. Del consumo de agua, se obtuvieron los promedios de consumo de
la semana 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 de todos los animales. En el caso del IMC y el indice de Lee,
fueron obtenidos con los datos de la semana 8. Valores significativos de ***p = 0.0001

comparado con el grupo AF; **“p = 0.0001 comparado con el grupo PM2s. ANOVA de una via,
analisis post-hoc Bonferroni.

De todos los parametros morfométricos e indices calculados, ninguno presentd un
cambio estadisticamente significativo. A pesar de no contarse con datos completos de
cada semana (no se contaron con datos de la semana 3), se decidié calcular un
promedio general de consumo de agua de cada uno de los grupos de animales. Este
consumo promedio de agua presentd un incremento estadisticamente significativo en
los grupos de DRF y PM25 + DRF. A pesar de no existir ningiin cambio en la fisiologia
de los animales, fue necesario analizar los posibles cambios a nivel sistémico y tejido

especificos causados por la exposicion combinada del PM2s + DRF.

3.4 Determinaciéon de las concentraciones séricas de diferentes
marcadores pro-inflamatorios.

Como ya se menciono, el PM2s puede generar una respuesta inflamatoria, la cual ha

sido estudiada principalmente en el sistema cardio-respiratorio. Ademas, esta misma

respuesta inflamatoria se ha asociado a el dafio del metabolismo y la RIl. Basados en
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lo anterior, la determinacion de diferentes marcadores pro-inflamatorios (leptina, TNF-
a, IL-1B, PAI-1 y MCP-1) se realiz6 en suero. La Figura 7 muestra los niveles de estos

marcadores durante las semanas 1, 4 y 8 de exposicion.
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Figura 4. Determinacién de las concentraciones séricas de marcadores pro-
inflamatorios en los grupos de exposicién.

Durante la semana 1, 4 y 8 se determiné la concentracion de leptina (A), TNF-a (B), IL-1p (C),
PAI-1 (D) y MCP-1 (E). Las barras muestran el promedio de cada grupo + EEM. Los valores
corresponden al menos 6 animales por grupo. Valores significativos de *p = 0.05, comparado
con el grupo AF; *p = 0.05 comparado con el grupo PM.s; Pp = 0.05 comparado con el grupo
DRF. Analisis de ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.

De los marcadores pro-inflamatorios determinados en la Figura 7, solo la leptina

mostro incrementos estadisticamente significativos. Durante la semana 1, el grupo de
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exposicion a PM2s + DRF present6 un incremento significativo comparado con el grupo
de AF y el grupo de la DRF; mientras que en la semana 4, este mismo grupo, presento
un incremento significativo comparado con el grupo de AF y el grupo de PM2s. Estos
resultados mostraron que soélo la leptina presentd un incremento en circulacion a la
primera y cuarta semana de exposicion debido a la exposicion combinada del PMzs y
la DRF.

3.5 Determinacion de las concentraciones de insulina, glucosay la curva
de tolerancia ala glucosa (CTG)
Dentro de los parametros de monitoreo del buen funcionamiento del metabolismo de
los animales, los niveles séricos de Ins y glucosa son de los mas empleados. Estos
valores permiten conocer de manera sistémica si el transporte y almacenamiento de
glucosa se esta llevando a cabo de manera adecuada en los organismos. La Figura 8
muestra las concentraciones promedio de Ins (A) y glucosa (B) en las semanas

analizadas.

42



Z

o
[ |

0.0632

(=]
1

*

%k

Insulina (ng/mL)
E =
[ |
*

N
1

o
|

SO S$1 S2 S3 S4 S6 S8
CJAF [(EPMy;s EADRD HHEPM;s+ DRF

=

150 =
0.0766

*kk

ol
0.0633

-
(=}
o
1
3+

Glucosa (mg/dL)

SO S1 S2 S3 S4 S6 S8

3 AF - | PM2_5 E DRF | - | PM2‘5+DRF

Figura 5. Determinacién de las concentraciones de insulina y glucosa durante
varias semanas en los grupos de exposicién.

Durante el periodo de experimentacion, desde la aclimatacion y hasta el término de la
exposicion se determinaron las concentraciones de Ins y glucosa en el suero de las ratas
Sprague Dawley. Las barras muestran el promedio de cada grupo + EEM. Los valores
corresponden al menos 6 animales por grupo. Valores significativos de *p = 0.05, **p = 0.001,
0 ***p = 0.0001 comparado con el grupo AF; “p = 0.05 comparado con el grupo PM25. ANOVA
de una via, post hoc Bonferroni.

En el caso de las concentraciones de Ins (Figura 8 A), destaca el grupo de exposicion

de PM25s + DRF el cual presenta un incremento significativo desde la semana 3 hasta
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la semana 8 comparado con el grupo de AF. De igual manera, este grupo presenta
una diferencia significativa comparado con el grupo de PM2s en las semanas 3y 4,y
un valor marginal significativo en la semana 8 (p = 0.0632). S6lo durante la semana 6
el grupo de DRF presenté diferencia significativa comparado con el control.

Las concentraciones de glucosa (Figura 8 B) mostraron un incremento significativo
sélo en las semanas 2 y 4. Durante la semana 2 tanto el grupo de PMzs y el grupo de
DRF presentaron un incremento comparado con el grupo AF. En la semana 4, el grupo
PMz.s + DRF present6 un incremento significativo comparado con el grupo AF, PM2sy
un incremento marginal comparado con el grupo DRF (p = 0.0766). En esta misma
semana, el grupo de DRF present6 un incremento marginal comparado con el grupo
de AF (p = 0.0633).

De la misma forma, la CTG nos permite identificar si los organismos son capaces de
captar y almacenar de manera correcta una concentracion especifica de glucosa en
un lapso de 2 h. La CTG, fue determinada en la semana O (Figura 9 A) antes de iniciar
la exposicion a PM2s y/o la DRF, y al final de esta exposicion en la semana 8 (Figura
9 B).
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Figura 6. Determinacién de la curva de tolerancia a la glucosa en los grupos de
exposicion.

Antes de la exposicion al PM,s y/o la DRF y después de 8 semanas de exposicién, la

determinacion de la CTG se llevo a cabo. Cada punto muestra el promedio de cada grupo +

EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales por grupo. En ambas gréaficas no se

observaron diferencias significativas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Los resultados obtenidos tanto en la semana 0 como la semana 8 mostraron que
ninguno de los grupos presentaba un cambio significativo en la captacion de glucosa
(Figura 9 Ay B). Tanto las concentraciones de glucosa basal en diferentes semanas,
como las concentraciones de la CTG nos muestran que después de 8 semanas de
exposicion al PM2s y/o la DRF, no existe una alteracion sobre la captacion de este
carbohidrato en las ratas Sprague Dawley. Sin embargo, las concentraciones de Ins
obtenidos de estos animales principalmente en el grupo de PM2s + DRF muestran un
incremento significativo a partir de la semana 3 de exposicion. Este incremento de Ins
en los animales denota una hiperinsulinemia en este grupo causada por la exposicion
combinada de PM2s y la DRF. Un cambio en los valores de insulina puede estar
asociado a diferentes cambios dentro del estado metabdlico de los organismos, este
cambio debe ser investigado de manera sistémica y en los diferentes tejidos sensibles

alans.

3.6 Célculo de los indices HOMA-IR y HOMA-B.
Diferentes indices han sido empleados como herramientas para determinar el estado
general de ciertos sistemas y posibles efectos en el organismo. Tal es el caso del
HOMA-IR y el HOMA-B, los cuales permiten determinar si los individuos presentan un
estado de RI, o si existe algun posible dafio en la respuesta de las células B
pancreaticas en la secrecion de Ins; respectivamente. Por ello, se decidi6 realizar el
calculo de estos indices tal como se menciond en el apartado de métodos. La figura
10 nos muestra los valores obtenidos del calculo del HOMA-IR (A) y el HOMA-B (B)

durante varias semanas.
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Figura 7. Célculo de los valores de HOMA-IR y HOMA-B en los grupos de
exposicion.
Durante varias semanas los valores de HOMA-IR y HOMA-B fueron determinados para
determinar un posible efecto en el metabolismo sistémico de los animales. Cada barra
representa el promedio de cada grupo + EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales
por grupo. Valores significativos de *p = 0.05, **p = 0.001 comparado con el grupo AF; %p =

0.05, “*p = 0.001 comparado con el grupo PM;s. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Los valores obtenidos del HOMA-IR (Figura 10 A) han mostrado que existe un
incremento significativo de este indice desde la semana 3 hasta la semana 8 en el
grupo de PM2s + DRF comparado con el grupo de AF y de PM2zs. Ademas, un
incremento marginal de este grupo comparado con el grupo de DRF se observo en las
semanas 4y 8 (p =0.0870 y p = 0.0732, respectivamente). Solo durante la semana 6
e grupo de DRF presentd un incremento significativo del valor de este indice
comparado con el grupo de AF. De los valores obtenidos del HOMA-B (Figura 10 B)
no fue observado ningun cambio significativo en las semanas analizadas entre los
grupos de exposicion.

Los resultados obtenidos de los indices HOMA-IR y HOMA-3 muestran que desde la
semana 3 la combinacién de la exposicion a PM2s y la DRF generd Rl en estos

animales, la cual se mantuvo hasta el final de la exposicion.

3.7 Determinacién del efecto de hiperinsulinemia sobre la via de la

insulina/AKT en los tejidos sensibles ainsulina.
Debido al incremento sistémico de Ins, se decidié analizar el efecto de este incremento
en diversos tejidos. Los principales tejidos donde la Ins ejerce su funcion metabdlica
son el higado, el masculo y el tejido graso, puesto que en estos tejidos es posible
metabolizar y/o almacenar a la glucosa. Por esta razén, estos tejidos fueron
analizados. Cabe destacar que puesto que el pulmén es el tejido de entrada del PM2s
y generalmente es el tejido que se puede ver mas afectado por este contaminante, el
pulmén también fue analizado. Ademas del efecto sobre la via de la Ins/AKT sobre
estos tejidos, la expresion del receptor ATiR fue analizada con la finalidad de
determinar su posible participacion en la inhibicion de la via de la Ins. Las Figuras 11,
12, 13 y 14 muestran los resultados obtenidos sobre la expresién proteica del AT:1R, el

IR-B, el IRS y el AKT al término de la exposicion de 8 semanas.
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Figura 8. Evaluacion de la alteracion de la via de la insulina/AKT en el pulmon
de los grupos de exposicion.

Posterior al tratamiento fueron analizadas las diferentes proteinas. La expresion de ATiR (A),
IR-B (B), IRS (C) y AKT (D) fueron determinadas. Cada barra representa el promedio de cada
grupo = EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales por grupo. Valores significativos
de *p = 0.05, **p = 0.001 comparado con el grupo AF; “p = 0.05 comparado con el grupo PMzs;
Pp = 0.05 comparado con el grupo DRF. Andlisis estadistico U de Mann Whitney.

La Figura 11 muestra el efecto de los grupos de exposicidn sobre la expresion de las
proteinas analizadas en pulmon. Se observo el incremento de la expresion del ATiR
en los grupos de PMzs, DRF y PM2s + DRF comparados con el grupo AF (Figura 11A).
También se observo la disminucién significativa de la fosforilacion del IRS por los
grupos DRF comparado con el grupo AF, y la disminucién por la exposicion a PM2s +
DRF comparado con los otros grupos (Figura 11C). Finalmente, se observé el
incremento de la fosforilacién de AKT por la DRF y la combinacion de PM2s + DRF
comparados contra el grupo de AF y PM2zs (Figura 11D). La expresion de IR- no

present6 un cambio significativo en ningun grupo.
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Figura 9. Evaluacién de la alteracién de la via de la insulina/AKT en el higado
de los grupos de exposicion.

Posterior al tratamiento fueron analizadas diferentes proteinas. La expresion de ATiR (A), IR-
B (B), IRS (C) y AKT (D) fueron determinadas. Cada barra representa el promedio de cada
grupo + EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales por grupo. Valores significativos
de *p = 0.05 comparado con el grupo AF; *p = 0.05 comparado con el grupo PMzs. Andlisis
estadistico U de Mann Whitney.

Los resultados de la expresion de ATiR (A), IR-B (B), IRS (C) y AKT (D) en el higado,
se muestran en la Figura 12. La expresion de ATiR aumento en el grupo de PMzs +
DRF comparado con el grupo de AF y PMzs. En el caso de IR-B, su expresion se vio
incrementada en el grupo de DRF comparada con los grupos AF y PM2s. La
fosforilacién de AKT también aumenté en el grupo de DRF comprada con el grupo AF,
y marginalmente comparada contra el grupo de PMzs (p = 0.0703). Esta misma
proteina present6 un incremento marginal en el grupo de PM2.s + DRF comparada con
el grupo de AF (p = 0.0701). La expresion de la fosforilacion de IRS no se vio afectada

en ninguno de los grupos de exposicion.
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Figura 10. Evaluacion de la modificacion de la via de la insulina/AKT en el
musculo de los grupos de exposicién.

Posterior al tratamiento fueron analizadas diferentes proteinas. La expresion de ATiR (A), IR-
B (B), IRS (C) y AKT (D) fueron determinadas. Cada barra representa el promedio de cada
grupo + EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales por grupo. Valores significativos
de *p = 0.05 comparado con el grupo AF. Andlisis estadistico U de Mann Whitney.

En el caso del tejido muscular, la expresion de ATiR (A), IR- (B), IRS (C) y AKT (D)
fueron analizadas (Figura 13). SOlo se observé el incremento significativo de la
fosforilacion de AKT en los grupos de DRF y PM2s + DRF comparados con el grupo

de AF.
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Figura 11. Evaluacién de la alteracion de la via de la insulina/AKT en el tejido
graso de los grupos de exposicion.

Posterior al tratamiento fueron analizadas diferentes proteinas. La expresion de ATiR (A), IR-
B (B), IRS (C) y AKT (D) fueron determinadas. Cada barra representa el promedio de cada
grupo + EEM. Los valores corresponden al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico
U de Mann Whitney.

La Figura 14 muestra la expresion de ATiR (A), IR-p (B), IRS (C) y AKT (D). En el
tejido graso no se observaron diferencias significativas en la expresion de ninguna de
estas proteinas.

De manera general, el estado sistémico de la Rl observado en la exposicion conjunta
de PM2s y la DRF generd un cambio en la expresion de diversas proteinas de la via
de la Ins/AKT. Donde, se pudo observar que esta disrupcion se presenté de manera
mas evidente sobre las proteinas del pulmén y el higado, mientras que en musculo
esquelético solo se observo un cambio en la expresion de AKT. No se observaron

cambios en la expresién de las proteinas del tejido graso. Ademas del dafio generado
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e la via de la Ins/AKT, es importante determinar el posible efecto que esta exposicién

combinada pueda llegar a generar sobre la estructura de estos tejidos.

3.8 Determinacion del dafio estructural de los tejidos sensibles a la

insulinay el pancreas.
El estado sistémico de la RI, asi como el cambio en la expresion de diferentes
proteinas en los tejidos sensibles a la Ins pueden generar un cambio y posibles dafios
en la estructura de estos tejidos. Por ello, se analizo la estructura del higado, el
musculo esquelético y el tejido graso. En este sentido, y dado que el dafio sistémico
se vio generado por el incremento sistémico de Ins, la estructura del pancreas de los
animales también fue analizada. Las Figuras 15, 16, 17, 18 y 19 muestran las
imagenes obtenidas de estos tejidos tefiidos con los colorantes hematoxilina y eosina.
Las imagenes obtenidas del higado de los animales del grupo de AF mostraron la
estructura comun del higado, con las células hepaticas en forma de poliedros
interconectados, y la presencia de la triada portal (Figura 15 A). En el caso de los otros
grupos PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF (D) se observan estas mismas estructuras,
sin embargo, destaca la presencia de lipidos entre algunas zonas de hepatocitos y
cerca de los vasos (zonas marcadas por los circulos rojos). Esta presencia de lipidos
fue cuantificada (Figura 15 E) mostrando un incremento significativo de los lipidos en

los grupos de PM2zs, DRF y PM25 + DRF comparados con el grupo de AF.

La observacion al microscopio del tejido musculo esquelético mostré la presencia de
las fibras musculares bien arregladas y la presencia de los nucleos eosinoéfilos de estas
fiboras en el grupo AF (Figura 16 A). Estas mismas estructuras se encontraron
presentes en los otros grupos. Sin embargo, el dafio de las fibras musculares en ciertas
zonas se observé en los grupos de DRF (C) y PM2s + DRF (denotado por las flechas
negras). Ademas, un incremento en el nimero de nucleos fue observado (circulos
negros). Este posible incremento fue cuantificado, y se observd un incremento
significativo del nimero de nucleos en el grupo de PM2s + DRF comparado con el
grupo de AF (Figura 16 E).
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Figura 12. Analisis de la estructura del higado de los grupos de exposicion.

Posterior al tratamiento fue analizado el higado de los animales de cada grupo de exposicion.
Imagenes representativas del grupo de AF (A), PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF (D) fueron
seleccionadas (20x aumento). Los circulos y la flecha roja son indicativo de las zonas con
presencia de lipidos. Las zonas lipidicas fueron cuantificadas (E). Al menos 2 animales se
analizaron por grupo. Valores significativos de *p = 0.05 comparado con el grupo AF. ANOVA
de una via, post hoc Bonferroni.

54



TR .
\ R \ N

400-
7]
©
e}
3 300- 0= AF
o
— }
c = PM
g 200 2.5
= =3 DRF
§ 100- mm PM,s+FRD
el
*

0_

Figura 13. Analisis de la estructura del musculo esquelético de los grupos de
exposicion.

Posterior al tratamiento fue analizado el masculo esquelético de los animales de cada grupo
de exposicion. Imagenes representativas del grupo de AF (A), PM2s (B), DRF (C) y PM2s +
DRF (D) fueron seleccionadas (20x aumento). Los circulos negros seleccionan las areas con
aumento de celularidad, las flechas negras son indicativo de las zonas de dafio en el musculo.
El nimero de células nucleadas fue cuantificado (E). Al menos 2 animales se analizaron por
grupo. Valores significativos de *p = 0.05 comparado con el grupo AF. ANOVA de una via,
post hoc Bonferroni.

En el caso del tejido graso, y debido a que este en su mayoria esta formado por lipidos,

solo es posible observar delimitada la membrana de las células lipidicas, asi como la
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presencia del nlcleo a las orillas de cada célula (Figura 17 A) en el grupo de AF. En
los grupos expuestos, PM2s (B), DRF (C) y PMz.s + DRF fueron observadas las mismas
estructuras. En estos grupos la presencia de un mayor numero de ndcleos fue
observado (circulos color café), sin embargo, la cuantificacion del nUmero de nudcleos

no demostré un cambio significativo en el nUmero de nucleos.

En el caso de las imagenes obtenidas de pancreas se realizaron dos analisis. El
primero un analisis macrométrico de la estructura del tejido y sus posibles
modificaciones, en conjunto con el tamario de los islotes de Langerhans. Las imagenes
del grupo de AF muestran las estructuras caracteristicas del pancreas exocrino y el
pancreas enddcrino (islotes de Langerhans). De manera general, todos los grupos
presentaron estas estructuras (Figura 18 B, C, D). Al observar las distintas imagenes
de este tejido bajo los diferentes grupos de exposicidon se observaban diferentes
tamafios de los islotes, por lo que se procedié a determinar su tamafo. La Figura 18 E
muestra en promedio estas mediciones, en la cuales no se observaron diferencias

significativas a pesar de los observado.

Al realizar un acercamiento sobre los islotes se observaron diferencias en las
estructuras nucleares, donde fue observada la presencia de pequefios granulos
eosinofilos en los grupos de PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF (las zonas se denotaron
por los circulos rojos, y se hizo una magnificacion de estas zonas). Para determinar si
existia un efecto sobre el incremento de estos granulos se llevé a cabo un analisis
semicuantitativo. Como la Figura 19 E lo muestra, a pesar de no haber un incremento
significativo, el grupo de PM2s presentd un incremento marginalmente significativo
comparado con el grupo de AF y la DRF (p = 0.0781 y p = 0.0709, respectivamente).
El grupo de la exposicion combinada de PMzs + DRF mostro s6lo una tendencia al

incremento de esta granularidad.
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Figura 14. Analisis de la estructura del tejido graso de los grupos de
exposicion.

Posterior al tratamiento fue analizado el tejido graso de los animales de cada grupo de
exposicion. Imagenes representativas del grupo de AF (A), PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF
(D) fueron seleccionadas (20x aumento). Los circulos color café muestran las areas con
aumento de celularidad. El nimero de células nucleadas fue cuantificado. Al menos 2 animales
se analizaron por grupo. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Figura 15. Andlisis de la estructura del pancreas de los grupos de exposicion.

Posterior al tratamiento fue analizado el pancreas de los animales de cada grupo de
exposicion. Imagenes representativas del grupo de AF (A), PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF
(D) fueron seleccionadas (20x aumento). Los islotes se denotan por una coloracién morada
menos intensa. El tamafio de estos islotes fue medido (E). Al menos 2 animales se analizaron
por grupo. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Figura 16. Analisis de la estructura de los islotes d Langerhans de los grupos
de exposicion.

Posterior al tratamiento fue analizado los islotes te Langerhans de los pancreas de los
animales de cada grupo de exposicion (60x aumento). Imagenes representativas del grupo de
AF (A), PM2s (B), DRF (C) y PM2s + DRF (D) fueron seleccionadas. Los circulos azules
representan zonas especificas de los islotes, una magnificaciéon de estos islotes se observa
en la esquina superior derecha. El incremento de la granularidad de los ndcleos fue medido
(E). Al menos 2 animales se analizaron por grupo. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.

59



Nuestros resultados sugieren que la exposicion combinada de PMzs y la DRF mostré
la induccion del dafio en las estructuras del higado (incremento de lipidos) y del
musculo esquelético (aumento de células nucleadas y desgaste del tejido), estos datos
siendo concordantes con los cambios vistos en la seccién anterior, donde estos tejidos

presentaron modificaciones en la via de la Ins/AKT.
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4. Discusion

Diferentes investigaciones han mostrado que existe una relacion entre la dieta, el estilo
de vida y la exposicion a PMzs, sin embargo, no todos los mecanismos ni los efectos
causados por el PM2 5 sobre el metabolismo de los organismos ha sido completamente
comprendido. En este trabajo, se buscé evaluar el efecto del PMz.s sobre la alteracion
de la via de la Ins y la alteracién de la actividad metabdlica in vivo en ratas Sprague
Dawley expuestas a PMzs, una DRF o la combinacion de PM2s + DRF. De manera
general, nuestros resultados mostraron que la combinacién de PMz.s + DRF el provocé
el incremento de las concentraciones séricas de leptina e insulina (hiperinsulinemia)
en diferentes semanas de exposicion. El incremento de la expresion del receptor ATiR
(pulmon e higado) y la disrupcion de la via de la Ins/AKT (pulmon, higado y musculo);
asi como el dafio en la estructura del higado, el musculo esquelético y el pancreas.
Todos estos dafios generados por un estado de Rl en los animales expuestos a la

combinacién de PM25 + DRF.

4.1 Caracterizacion de la composicion del PMzs
La composicion y concentracion del PM son factores importantes por considerar para
determinar los efectos bioldgicos observados. Como se mencion6 en la seccién
anterior el promedio de exposicion semanal (337.5 + 101.03 ug/m?3) en los animales
fue 10 veces mayor a la concentracion encontrada en aire ambiente. Las
concentraciones empleadas en nuestro estudio son muy elevadas comparadas con las
gue comunmente se reportan en estudios epidemiologicos, estos estudios suelen
mostrar un efecto en la salud de los individuos en concentraciones muy bajas. Sin
embargo, se debe considerar que estos estudios toman en cuenta a subgrupos
considerados como altamente sensibles (nifios, personas mayores o individuos con
enfermedades pre-existentes). Ademas, si consideramos que los seres humanos
estamos expuestos a estos contaminantes las 24 h del dia los 7 dias de la semana,
las concentraciones de exposicion entre los individuos y los animales de este estudio
pueden encontrarse en el mismo orden. Si se considera que un ser humano inhala
11,000 L de aire al dia, y tomando en cuenta el promedio diario durante las semanas

de exposicién, un ser humano promedio estuvo expuesto a alrededor de 337.5 pg/m?3
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al dia durante este mismo periodo de tiempo. Si se considera la contaminacion
presente en ciudades altamente pobladas y contaminadas, estas han reportado
concentraciones similares a las empleadas en nuestro estudio. Diferentes ciudades y
regiones en el mundo han reportado concentraciones altas de PMzs; la regiéon de
Beijing-Taijing-Hebei en China, Lucknow en India, o Gaziabad en India han reportado
concentraciones maximas mensuales de PMz.s en un rango entre 371 — 499 ug/m3, 91
— 186 ng/m3y 67 — 175 ug/m?3, respectivamente (Kumar & Dwivedi, 2021; Yang, et al.,
2022).

Las fuentes de emision de los componentes del PM2s pueden ser trazados por la
presencia de compuestos especificos. El Benzo[ghi]perileno, indeno[1,2,3-cd]pireno y
el dibenzo[a,h]antraceno son compuestos trazables provenientes de la combustion de
diesel y gasolina (Amador-Mufioz et al., 2013; Srogi et al., 2007). La presencia de los
alcanos con mas de 27 carbonos en su estructura ha sido asociada con fuentes de
emision biogénica (generados por abrasion mecanica de hojas de plantas, ceras,
residuos de vegetacion y erosion del suelo); mientras que, aquellos alcanos con
estructuras formadas por menos de 27 carbonos se han asociado a fuentes
petrogénicas (siendo el tetracosano y el pentacosano los principales derivados de
combustibles fosiles) (Amador-Mufioz et al., 2011). En el caso de los ftalatos, su
presencia en el ambiente se asocia con el uso de estos compuestos como
plastificantes dentro de la industria de los plasticos, donde podrian dispersare en el
aire, se han encontrado en la actualidad altas concentraciones en zonas urbanas de
estos compuestos (Kashyap & Agarwal, 2018). Diferentes metales y metales de
transicion en el aire estan asociados a fuentes de emision como la mineria, plantas de
poder, emsiones de diesel, aditivos presentes en el aceite de motor y el degaste de
frenos o neumaticos (Aguilera et al., 2021; Srivastava et al., 2021). Como se muestra
en las tablas 4 y 5 la presencia de HAP, alcanos, ftalatos, y metales o de transicion se
encontraban presentes en diferentes proporciones en el PMzs al que los animales
estuvieron expuestos. Estos compuestos ademas de ser caracterisiticos de ciertas
fuentes de emision nos permiten obtener informacion sobre las fuentes de

contaminacién mas abundantes de la zona norte de la Ciudad de México y para efectos
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practicos de esta investigacion nos permiten buscar asociaciones entre estos
componentes y los efectos metabolicos que estos compuestos pudieran generar en

los animales.

4.2 Efecto en el metabolismo de los componentes del PM2s
Ya ha sido bien estudiado el poder oxidante de los HAP (por su metabolismo y la
formacion de quinonas), asi como de los metales (reaciones Fenton y Haber-Weiss)
en los diferentes modelos biologicos (Lodovici & Bigagli, 2011; Pereira et al., 2012).
Este incremento de la respuesta oxidante en los organismos puede llevar a la
activacion de diferentes vias de sefalizacion y proteinas (NF-kb, MAP cinass) que son
fundamentales para la activacion y el desarrollo de la respuesta inflamatoria (Biswas
et al., 2016; Wang et al.,, 2019). Ademas, los componentes del PM2s han sido
relacionados con diferentes efectos metabdlicos. La presencia de HAP en humanos
ha sido asociada con el incremento de las concentraciones de glucosa, sindrome
metabdlico y dislipidemias en adolescentes y poblacion adulta (Li et al., 2021; Ma et
al., 2019). Los ftalatos y sus metabolitos encontrados en orina se han asociado
incremento de hemoglobina glucosilada, glucosa e Ins en ayunas asi como incremento
en los indices de HOMA-IR y HOMA-B en una poblacion canadiense (Dales et al.,
2018). La exposicion a diferentes metales, metaloides y metales de transicién han
mostrado su participacion en el dafio metabdlico: el arsénico ha mostrado la capacidad
de inducir la disrupcién del a via de la Ins/AKT en masculo esquelético, tejido adiposo
y pancreas; el cadmio ha incrementado los nivele de glucos en ayunas en animales; el
niquel exaserva el efecto de la Rl causado por el PMzs al incrementar las
concentraciones de glucosa y el indice HOMA-IR en animales (Chen et al., 2009; Xu
et al.,, 2012). Asimismo, la endotoxina por si sola puede generar un proceso
inflamatorio tejido especifico llevando a hiperinsulinemia, concentraciones
incrementadas de glucosa y la generacion de RI (Cani et al., 2007). En conjunto, los
componentes organicos, inorganicos y bioldgicos presentes en el PM2s pueden

contribuir al desarrollo de la Rl y el desbalance del metabolismo en los animales.
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Se ha reportado que la exposicidon cronica (17 semanas) al PMzs puede llevar a la
generacion de RI sistémica en ratones C57BL/6, donde observaron un incremento de
lipidos en higado, niveles anormales de la fosforilacibon de AKT e infiltrado de
macréfagos en tejido adiposo, la reduccién del transportador GLUT-4 en musculo
esquelético e intolerancia a la glucosa. Otra investigacion reportd que la exposicion
por 12 semanas a PM2s en ratones C57BL/6 llevo a la Rl caracterizado por intolerancia
a la glucosa, dafio hepatico, incremento del indice HOMA-IR e inhibicion de la via de
la Ins/AKT en el higado (Xu et al., 2017). Al igual que la exposicion a lo componentes
del PMzs, este contaminante es capaz de llevar a la RI, pero es importante considerar
el tiempo de exposicidn, la concentracion a la que los animafies se encontraron
expuestos, asi como la composicién especifica de este. En el caso de nuestra
investigacion, la exposicion realizada fue una exposicion sub-cronica, donde los
resultados del grupo de PM2s mostraron que la exposicion por si sola a este
contamninante en las condiciones dadas no genera el dafo suficiente para llevar a la
RI. Sin embargo, es necesario considerar otro factor importante que contribuye al

desarrollo de la RI, la dieta y de manera mas especifica la dieta rica en fructosa.

4.3 Efecto del modelo de dietarica en fructosa (DRF)
En la actualidad la presencia y el consumo de fructosa en los seres humanos ha ido
en aumento (Lancaster, 2020), llevando a los seres humanos a estar expuestos a otro
factor de riesgo que contribuye a la generacion de enfermedades degenerativas
relacionadas con el metabolismo. En los animales, concentraciones altas de fructosa
en la dieta (DRF) ya sea de manera sub-cronica o cronica pueden generar diversos
dafios en los tejidos sensibles a Ins. El metabolismo de la fructosa en el higado lleva
a la generacion de acido urico y al incremento en la sintesis de novo de lipidos como
subproductos de este metabolismo. Ambos productos son capaces de incrementar el
estrés oxidante y la inflamacion en tejidos, la acumulacion de lipidos, el desbalance
metabdlico de glucosa y de los lipidos y RI en el higado, el musculo esquelético y el
tejido adiposo blanco. Estos efectos sobre el metabolismo de manera sistémica
pueden llevar a la generacion de Rl y al desarrollo de enfermedades como la diabetes,
obesidad y el sindrome metabdlico (Crescenzo et al., 2018; De Stefanis et al., 2017,

64



Pan & Kong, 2018; Roeb & Weiskirchen, 2021). En el presente trabajo el grupo con
DRF al 20% en agua de bebida se emple6 con la finalidad de determinar los cambios
metabdlicos que este carbohidrato genera en los animales. A pesar de que durante el
tiempo de exposicion a la DRF (8 semanas) no se observo la generacion de la RI, los
resultados mostraron la modificacion de algunas de las proteinas de la via de la
Ins/AKT y cambios en el tejido hepatico y muscular de estos animales; cambios que
se pueden asociar con el desbalance metabdlico. Es importante considerar ademas al
tiempo de exposicion y la concentracion de fructosa empleada en este estudio son
factores que pueden afectar el desarrollo de la Rl en los animales. Diversas
investigaciones han determinado que este tipo de dieta (DRF) es capaz de generar RI
en algunos dias o después de varias semanas, utilizando concentraciones de fructosa
gue van desde el 10 al 60 % (Roeb & Weiskirchen, 2021), sin embargo, no existe un
parametro especifico que pueda definir la concentracion ni el momento exacto en el
cual se pueda presentar esta condicion metabdlica.

De manera general, tanto la DRF como el PMzs son dos componentes de la vida diaria
de los seres humanos que contribuyen a la generacién de la RI. Como ya se menciono,
los seres humanos podemos encontrarnos expuestos a ambos componentes, sin
embargo, los efectos generados por la exposicion combinada a estos aun no se
entienden en su totalidad. Por lo anterior, el dilucidar sus efectos moleculares,
sistémicos Yy fisioldgicos en los diversos tejidos que se involucran en el metabolismo

son de suma importancia.

4.4 Efecto de la exposicibn combinada de PM2s + DRF sobre los

parametros morfométricos
Diferentes cambios en la fisiologia de los humanos (aumento de peso, incremento de
grasa visceral) han sido asociadas como posible riesgo a enfermedades metabdlicas
(Mokdad et al., 2001). De estos cambios y de la medicién de ciertos parametros
antropométricos algunos indices (indice de masa corporal, indice de Lee, entre otros)
se han calculado con la finalidad de mantener un control en los cambios metabdlicos
en humanos; y a su vez han sido empleados en los modelos animales con la misma

finalidad (Kivimaki et al., 2022). En nuestro trabajo, la medicion de distintos
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pardmetros morfométricos no mostré ningin cambio significativo entre los cuatro
grupos experimentales. De esta misma forma, al determinar el IMC y el indice de Lee
gue se relacionan con obesidad y diabetes, no se encontraron cambios significativos.
En ratas Wistar, el incremento del IMC, el indice de Lee y la ganancia de peso se han
asociado con obesidad generada con dietas ricas en carbohidratos (Novelli et al.,
2007). A pesar de que ha sido demostrado que la DRF o en carbohidratos es capaz
de generar obesidad y diabetes en animales, generando un incremento en los indices
relacionados con el metabolismo, nuestro trabajo no mostré este mismo efecto. En el
caso de los parametros morfométricos, estos no presentaron un incremento mayor a
los del grupo considerado control (AF), por ende, tampoco presentando un cambio
significativo en los indices relacionados con el metabolismo en estos animales. Por lo
anterior, en los animales de nuestro estudio estos indices indicaron que los animales
de los cuatro grupos de exposicidn no presentaron obesidad, un posible factor de

riesgo para el desarrollo de la diabetes.

4.5 Efecto de la exposicién combinada de PMzs + DRF sobre la respuesta

inflamatoria
La respuesta inflamatoria ha sido asociada tanto a la exposicion a PM2.s como a uno
de los principales efectos de la fructosa que pueden llevar a la Rl (puesto que la
inflamacion contribuye en la generacion del dafio metabdlico). El incremento de
diferentes marcadores pro-inflamatorios como la leptina, IL-6, IL-1 0 TNF-a han sido
relacionados con el desarrollo de la Rly diabetes (Jager et al., 2007; Rehman & Akash,
2016). Ya ha sido demostrado que diferentes marcadores inflamatorios producidos por
la exposicion a PMzs contribuyen a los efectos diabetogénicos participando como
potenciadores de la Rl en los tejidos sensibles a la Ins (Long et al., 2020b). La leptina
participa en la homeostasis de la glucosa, la sensibilidad de la insulina en el higado, la
ingesta de glucosa en los tejidos periféricos y actia como un mediador de inflamacion
gue es liberado por los adipocitos (Amitani et al., 2013; Chen, Chen et al., 2015). La
invetigacion de Campolim et al. (2020) quienes expusieron ratones a PM2.5 (600 pug/m?
por dia) durante 12 semanas, mostro el incremento de leptina sérica, la Ins y el indice

HOMA-IR. Dentro de estos marcadores, aquel que presenté un incremento a nivel
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sistémico en la exposicion combinada a PMzs + DRF fue solo la leptina, sin cambios
significativos en los otros marcadores. La elevacion de la leptina puede sugerir el
desarrollo de una inflamacién en grado bajo durante las primeras semanas de
exposicion; pero también es importante considerar su funcion sobre el metabolismo en
los tejidos sensibles a la Ins, donde ambas funciones podrian llevar a la modificacion
de vias metabdlicas como la via de la Ins, cotribuyendo en el desarrollo de la Rl y de

diversas enfermedades metabdlicas.

4.6 Efecto de la exposicion combinada de PM2s + DRF sobre las

concentraciones de glucosa e insulina
Ha sido demostrado que la exposicion a PM2s produce alteraciones sistémicas
relacionadas de manera directa con los procesos metabdlicos. En nuestra
investigacion observamos el incremento significativo de las concentraciones de
glucosa en ayunas en los grupos de exposicién a PMzs, DRF o PMzs + DRF durante
algunas semanas. En un estudio similar realizado en ratones macho C57BL/6 no se
observaron alteraciones metabdlicas importantes después de 8 semanas de
exposicion a PMzs y una dieta rica en lipidos; sin embargo, este mismo estudio
encontré que una exposicién de 17 semanas inducia RI sistémica caracterizada por
altos niveles de glucosa, incremento del indice HOMA-IR y disminucién de la
sensibilidad a la Ins y del indice HOMA-( (Liu et al., 2014). Otro estudio realizado en
en ratones macho deficientes de Apo-E expuestos 3 meses a PMzs reporto el
desarrollo de RI con altas concentraciones de glucosa e incremento del indice HOMA-
IR (X. Xu et al., 2012). En este estudio, ademas de los incrementos en los niveles de
gluosa, no se observaron cambios en la CTG después de 8 semanas de exposicion,
demostrando que en los grupos de exposicion el transporte y captacion de la glucosa
no se vio comprometido. Estos resultados nos sugieren que las alteraciones
observadas en el manejo de los niveles de glucosa estan relacionados con el tiempo
de exposicién al PM2s, donde parece ser necesaria una exposicion mas prolongada
de este contaminante para observar un cambio sostenido en el metabolismo de la

glucosa.
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El incremento de los niveles de Ins en la exposicion combinada de PM2s + DRF se
presentd desde la semana 3 hasta la semana 8 de exposicién, sugiriendo un estado
de hiperinsulinemia en los animales de este grupo. Este resultado coincide con lo
observado en otra investigacion, donde la exposicion cronica (12 semanas) a PMz2s en
ratones generd un estado hiperinsulinémico en conjunto con el desarrollo de RI
(Campolim et al., 2020). En humanos, las concentraciones de Ins incrementan para
mantener el transporte, captacion y el metabolismo de glucosa, este incremento se ve
acompafiado de la activacion de diferencias vias metabdlicas, como la via de la
Ins/AKT en los tejidos sensibles a la Ins (Brierley & Semple, 2021). Estos cambios
metabolicos generados por el estado de hiperinsulinemia pueden llevar al inicio de la
RI (Ormazabal et al., 2018). Ademas de la hiperinsulinemia como posible indicativo de
la RI, es necesario comprobar si la Rl ya se ha desarrollado en los animales; para ello
el uso de los indices HOMA pueden dar informacion importante de si la Rl se ha

generado y como los tejidos sensibles a la Ins se pueden ver afectados.

4.7 Aumento del HOMA-IR por la exposicion combinada de PM2s + DRF
El indice HOMA-IR ha demostrado funcionar como una herramienta robusta para el
analisis subrogado de la RI (Gayoso-Diz et al., 2013); mientras que, el HOMA- esta
relacionado con la respuesta de las células B y la secrecién pancreética de Ins
(Vasudha et al., 2016). Los valores de HOMA-IR en la exposicion combinada de PM2:s
+ DRF mostraron un incremento desde la semana 3 comparado con los otros grupos.
Este incremento comprueba el desarrollo de Rl en los animales de este grupo. Sin
embargo, los valores del HOMA-B no presentaron un cambio en ninguno de los grupos
analizados. Estos resultados en conjunto con la hiperinsulinemia demuestran el
desarrollo de la RI caracterizado por un dafio metabdlico donde el incremento de la Ins
es el principal marcador sistémico; sin embargo, este incremento de las
concentraciones de la Ins parece no haber generado un dafio aparente sobre la funcion
de las células B pancreéticas. Debido al desarrollo de la RI y la hiperinsulinemia
sistémica, fue necesario llevar a cabo el andlisis de los tejidos sensibles a esta
proteina, para determinar si existe un posible cambo molecular y estructural en ellos

debido a este dafio metabdlico.
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4.8 Modificacion de la via de la insulina/AKT por la exposicion combinada

de PM2s + DRF
Se ha reportado que la modificacion de la via de la insulina/AKT puede estar
relacionada con diversas vias activadas por la inflamacién. En nuestro laboratorio de
investigacion se ha reportado que la exposicion al PM2.s incrementa la expresion del
receptor AT:R en pulmén acompafiado por dafio pulmonar, cardiaco y renal por la
activacion del sistema renina angiotensina aldosterona (RAS) (Aztatzi-Aguilar, et al.,
2016; Aztatzi-Aguilar et al., 2015b). El incremento de la expresiéon de AT1R y su via de
sefalizacion rio abajo ha sido asociada con el desarrollo de la Rl en los tejidos
sensibles a la Ins, donde la activacion de las Rho cinasas inhiben a algunos miembros
de la via de la Ins/AKT como IRS-1 y AKT (Forrester et al., 2018; Kim et al., 2012;
Luther & Brown, 2011). En nuestro trabajo se incrementé la expresion del ATiR en
pulmén por la exposicion a PM2s, DRF y PM2s + DRF, miestras que en el higado, este
incremento solo se presentd en el grupo de PM2s + DRF. Este incremento, como lo
menciona la teorid, podria asociarse con la disrupcion de la via de la Ins. Ademas, la
activacion del sistema RAS podria contribuir con la inflamacién, llevando a la
disfuncién del higado y la promocion de esteatosis hepatica, la desregulacion en la
sintesis de lipidos y el desarrollo de RI (Hussain et al., 2017; Pizoh et al., 2018). Este
incremento de ATiR en el pulmén y el higado, como respuesta de la exposicidén
combinada a PM2s + DRF sugiere la contribucion del sistema RAS en las

concentraciones de insulinay la RI.

Para comprobar la modificacion de la via de la Ins/AKT, fueron determinadas la
expresion de IR-B, IRS y AKT en el pulmén (por ser el primer tejido de contacto con el
PMzs) y los tejidos sensibles a Ins (higado, musculo esquelético, tejido graso). Se
observo el incremento de la expresién de AKT-p y la disminucién de IRS-p en pulmdn
de los animales expuestos a DRF y PM2s + DRF. La activacion de AKT y sus vias rio
abajo puede estar asociada con las funciones de superviviencia y proliferacion celular
en el pulmén como consecuencia de dafio tisular (Xu et al., 2012). Se ha reportado

gue la exposicion a PMzs (300 g de exposicion total por via intratraqueal) en ratones
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ICR mostraron el incremento de la respuesta inflamatoria en los pulmones (iniltracion
celular y el incremento de la IL-1) mediada por la via de sefializacion de Racl/AKT.
Nuestros resultados mostraron que la exposicién combinada de PMzs + DRF generé
el desbalance en la via de la insulina/AKT, este cambio podria estar asociado con el

dafo local y la respuesta inflamatoria del PM2.s en el pulmon.

En los tejidos sensibles a Ins, donde la modificacion de la via de AKT esta relacionada
con cambios metabdlicos, se observaron diferencias en la expresion de las prteinas
analizadas en los grupos de DRF y PM2zs + DRF. En estos tejidos, el incremento de la
fosforilaciébn de AKT se presentd en higado y musculo esquelético. La activacion de la
via de la insulina/AKT en el higado inhibe la gluconeogénesis e induce la captura de
glucosa y la sintesis general de proteinas (Manning & Toker, 2017). El incremento de
glucosa en circulacion es captado por el musculo esquelético por los procesos
generados por la Ins y la activacion de la via de AKT con mayor facilidad comparado
con el tejido graso (Jaiswal et al., 2019). En el masculo esquelético un exceso en la
captacion de glucosa puede promover la contraccion fibrilar sostenida llevando al
incremento en la sistensis de proteinas y al dafo fibrilar (Egerman & Glass, 2014). El
incremento de la fosforilacion de AKT y su activacién, concurdan con los resultados
sistémicos, donde a pesar de no verse un incremento sostenido de la glucosa en
sangre, existié un evidente incremento de Ins. Este incremento de Ins llevando a la
activacion de la via de AKT en higado y masculo esquelético permitiendo mantener las
concentraciones de glucosa en niveles basales. El dafio en la estructura del higado y
del musculo esquelético tabién pudo ser observado, y de este se haré referencia en la

siguente seccion.

4.9 Dafo estructural de los tejidos sensibles a insulina y el pancreas por
la exposicion combinada de PM2s + DRF
Diferentes alteraciones histopatoldgicas en los tejidos han sido relacionadas con la
respuesta inflamatoria tejido especifico. En nuestra investigacion, diferentes dafios
histopatolégicos fueron observados en higado (incremento de lipidos), musculo
esquelético (infiltrado celular, desarreglo de las fibras) y el pancreas (incremento de
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granularidad de nucleos en los islotes pancreaticos). La exposicion por 24 semanas a
PM2s (115 + 1.5 pyg/m3 o0 230 + 2.5 yg/m3) ha mostrado generar el incremento en la
sintesis de lipidos y su acumulacion en higado, este dafio metabélico ha sido asociado
a los procesos inflamatorios y oxidantes generados en el higado por el PM2s (Xu et al.,
2019). La esteatosis hepatica se ha relacionado con la respuesta inflamatoria de este
tejido y la activacion del receptor ATi1R. Los resultados histologicos del higado
mostraron el incremento de la presencia de lipidos en este tejido después de la
exposicion combinada a PMz.s y DRF; en este mismo tejido, el incremento del receptor
ATiR fue observado, asi como el aumento de la leptina sérica en este grupo de
exposicion. Confirmando, como de manera conjunta los efectos observados en via
sistémica (incremento de leptina e Ins) y a nivel local (incremento de AT1R) pueden

contribuir en el dafio generado en el higado.

El incremento sostenido de la respuesta inflamatoria puede inhibir la progresién normal
del crecimiento de las células musculares llevando al dafio del tejido esquelético
(Howard et al., 2020); de esta forma, el dafio observado dentro de las fibras del
musculo esquelético en los grupos de exposicion (PMzs, DRF, PM2s + DRF) puede
estar asociado por una parte con el incremento de la respuesta inflamatoria en este
tejido; hecho que quedd evidenciado por la infiltracion significativa de células inmunes
en la exposicion combinada de PM2s + DRF. De igual forma, como se menciond
anteriormente, la fosforilacion de AKT (que se observé incrementada en la exposicion
combinada) contribuye al dafio de las fibras musculares por el incremento en la

actividad de contraccion de este tejido.

A pesar de no existir un dafio significativo en el tejido adiposo, de acuerdo con los
marcadores que se analizaron en este trabajo, se observé una tendencia al incremento
de células nucleadas en este tejido que podria estar asociado a la respuesta
inflamatoria generada en él. La leptina es sintetizada en el tejido adiposo y puede
reclutar diferentes células inflamatorias en este tejido; ademas, la leptina se ha
asociado con niveles elevados de IL-1B y TNF-a (Jung & Choi, 2014). De esta forma,

aungue no existieron cambios significativos en la via de Ins/AKT en este tejido, la
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exposicion combinada al PM2s + DRF puede estar asociado con un incremento en
grado bajo de inflamacién en el tejido adiposo que, a su vez, contribuyd a la liberacién

de leptina a la via sistémica durante las primeras semanas de exposicion.

Diversos mecanismos de muerte celular pueden ser activados en las células
pancreéticas durante la RI. La activacién de la muerte celular puede ocurrir, en parte,
por el incremento de la respuesta inflamatoria y la activacion de las vias de
sefalizacion rio abajo relacionadas con esta; ademas, la glucotoxicidad y la
lipotoxicidad contribuyen al desarrollo de la muerte celular por piroptosis o apoptosis
las cuales pueden inducir la fragmentacion del ADN (Cnop el al., 2005; Rojas et al.,
2018). La fragmentacion del ADN de las células B pancreaticas (que constituyen el
70% de las células de los islotes pancreaticos) es evidente en los grupos de
exposiciéon; sin embargo, el andlisis semi-cuantitativo mostré6 una tendencia en el
incremento de esta fragmentacién de los nucleos s6lo en el grupo de PMzs y la
combinacién de PMzs + DRF; estos resultados resaltando que este dafio en las células

pancreéticas puede ser generado principalmente por el PMzs.

De acuerdo con todos los resultados obtenidos, la exposicion combinada de PM2s +
DRF llevé al incremento en la sintesis de la Ins mediado por las células pancreaticas;
esta hiperinsulinemia gener6 la modificacion de la via de sefalizacion de la Ins/AKT,
dafos en la estructura de los tejidos sensibles a la Ins y favoreci6 el desarrollo de la

RI sistémica en ratas macho Sprague Dawley.
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5. Conclusiones

El andlisis de la composicion y la concentracion del PM2.s permitio la identificacion de
las fuentes de emision de este contaminante (el trafico vehicular, fuentes biogénicas,
industria de plasticos, la mineria, plantas de poder, entre otras). A su vez, el
conocimiento de la presencia de algunos de los compuestos y elementos del PMzs
permitié realizar una asociacion tedrica de estos componentes con los efectos

biolégicos relacionados con el dafio metabdlico y la RI.

Los parametros morfométricos en conjunto con los indices de masa corporal y de Lee,
no presentaron cambio estadisticamente significativo tras la exposicion combinada a
PM:s y la DRF. Los animales expuestos no presentaron obesidad, un factor de riesgo

para el desarrollo de la diabetes.

La exposicion sub-cronica del PM25 y la DRF llevaron al incremento en suero de la
leptina, adipocina participante en diferentes procesos relacionados con la saciedad y
el metabolismo. Este incremento en la leptina contribuyé durante las primeras semans
de exposicion (semana 1y 4) al dafio en los diferentes tejidos sensibles a la Ins de los

animales.

Un estado de hiperinsulinemia fue observado desde la semana 3 en las ratas Sprague
Dawley por la exposicion combinada de PM25s y la DRF. La hiperinsulinemia contribuy6

al dafio de los tejidos asi como al desarrollo de la RI sistémica en los animales.

El calculo de los indices HOMA-IR y HOMA- permitieron comprobar que los animales
expuestos a la combinacion de PM2zs y la DRF presentaban un estado de RI; donde a
pesar del incremento de la Ins sistémica, aun no existia una pérdida de la funcion de

las células  pancreaticas.

Como un posible marcador de inflamacién y de activacion del sistema RAS, el

incremento de la expresion del receptor AT1R se observé en pulmén e higado. Esta
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posible activacion podria estar relacionada con la modificacion de otras vias como la

via de la Ins/AKT y el dafio sobre estos tejidos.

Como consecuencia del estado de hiperinsulinemia, la modificacién de la via de
sefalizacion de la Ins/AKT fue observada principalmente en pulmoén, higado y misculo
esquelético. Esta disrupcién de la via de la Ins/AKT podria estar relacionada con dafios

dentro de la estructura de los tejidos o pérdida de algunas funciones de estos tejidos.

Los cambios morfologicos en el tejido observados posterior a la exposicion
combinanda del PMz2s + DRF del higado, el musculo esquelético y las células B
pancreaticas se asociaron principalmente con una posble respuesta inflamatoria en
bajo grado especifica de estos tejidos. Es importante considerar la participacion de la

hiperinsulinemia y la alteracion de la via de la Ins/AKT en estos eventos.

De manera general, todos los datos analizados mostraron que la exposicion
combinada del PM2s + DRF desarrollaron RI sistémica. Donde las principales
manifestaciones fueron la hiperinsulinemia, la disrupcion de la via de la Ins/AKT y el
dafio de los tejidos sensibles a la Ins, asi como dafio sobre las células  pancreaticas.
La exposicion simultanea al PM2s y la DRF puede, de manera significativa, afectar a
la salud de los individuos y contribuir al desarrollo de enfermedades metabdlicas como

la diabetes y el sindrome metabdlico.
Es necesario continuar evaluando los efectos del PM2.s sobre el metabolismo de los

animales, asi como considerar nuevos marcadores biolégicos que nos permitan

dilucidar por completo todos mecanismos causantes de este dafio metabalico.
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6. Perspectivas

Es importante considerar la evaluacién de otros factores que pueden contribuir al

entendimiento del desarrollo de la RI por la exposicion al PMz2s + DRF:

El andlisis cuantitativo comparativo entre los efectos generados en los animales y la
composicion del material particulado podria generar un acercamiento mas especifico
en la determinacion de los efectos causados por cada uno de los componentes de este

contaminante.

La busqueda de otros marcadores séricos especificos relacionados con la Rl como:
lipidos especificos en sangre (colesterol, lipidos de baja densidad, lipidos de muy baja
densidad y lipidos de alta densidad), grelina, adiponectina entre otros; pueden ayudar

en el entendimiento del dafio sistémico generado.

De esta misma forma, y dado que la Rl puede generar una inflamacién en grado bajo
en los tejidos, es necesario determinar los niveles de diferentes marcadores pro-
inflamatorios (IL-6, TNF-a, IL-1p, entre otros) directamente en los tejidos sensibles a

la Ins.

La evaluacion de la expresion de diferentes proteinas rio debajo de la via de la Ins/AKT
(proteinas FOXO, transportadores GLUT, proteinas PPAR, entre otras) podrian ayudar
en el entendimiento del dafio molecular causado por la exposicion combinada del PM2.s
+ DRF.

Para complementar el entendimiento de los efectos moleculares de la exposicion a
PM:s + DRF el estudio de otras vias de sefilizacion relacionadas con la disrupcion de
la via de la Ins/AKT (vias de sefializaciéon como JAK-STAT, la via de las MAP cinasas)

deben ser estudiadas.
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Debido a la observacién de la fragmentacion del ADN en las imagenes de histologia
en el pancreas, es necesario investigar las vias de sefializacion relacionadas con la
muerte celular en este tejido que podrian estar relacionadas con el efecto de
fragmentacion nuclear (via de las caspasas, p53, Bax, Bcl-2). Asi como con la muerte
celular por apoptosis 0 necroptosis, que se han visto relacionadas con dafio en los

islotes pancreaticos.

Estudios recientes han mostrado que la Rl puede generar efectos adversos sobre otros
organos y sistemas. Basados en esto, seria importante estudiar el efecto que la Rl
generada por la exposicion a PMzs + DRF puede tener sobre otros érganos (cerebro,

corazon, bazo, aparato reproductor masculino y femenino).
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