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1. INTRODUCCION

1.1. EL ALUMINIO EN LOS ORGANISMOS VIVOS

1.1.1. Exposicion al Aluminio

El Aluminio (Al) es el tercer elemento mas comun en la tierra después
del oxigeno y del silicio, existiendo primariamente como aluminosilicatos
polimorfos en rocas y suelos. El 28 % de la corteza terrestre esta constituido
por silicio y el 8,2 % por Al. La elevada abundancia relativa de ambos
elementos favorece la formacion de aluminosilicatos, los cuales,
afortunadamente son insolubles (1). De esta manera se alcanza un equilibrio
geoquimico natural que reduce la biodisponibilidad del Al (2). Sin embargo, la
creciente acidificacion del ambiente ha aumentado tanto la solubilizacién como
la conversion de los aluminosilicatos en especies biolégicamente activas (3)
incrementando la biodisponibilidad de este elemento.

El Al no constituye un elemento esencial para los organismos vivientes,
ya que no se han descripto mecanismos biologicos que lo involucren con
procesos metabolicos que controlen su biodisponibilidad (2). «La
biodisponibilidad de una sustancia, es una medida potencial de la misma para
interactuar dentro de un sistema biolégico y producir una respuesta
concomitante de tal sistema» (2).

Por su ubicuidad en el ambiente, la exposicion de la poblacion al Al es
practicamente sostenida a lo largo de la vida, y puede dar como resultado una

sustancial acumulacion corporal del mismo. La exposicion tiene su origen en el
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uso del Al en medicina, en la industria farmacéutica, en la elaboracion de
vacunas, en la preparacion de formulaciones nutricionales y alimentos, en la
manufactura de cosméticos y antitranspirantes, en la fabricacion de latas y
envoltorios, y a su presencia en el agua de bebida y en el polvo atmosférico
(4).

La presencia de Al en el agua de bebida deriva de su fuente natural y de
los métodos empleados para la potabilizacion. La cantidad de Al que
permanece en solucion en el agua de red depende de la concentracion
residual, del pH y de otras sustancias. Sin embargo, en comparacion con otras,
esta fuente de exposicidn representa una pequefa proporcién de la ingesta
diaria de Al. La presencia de ciertas especies solubles de Al, de bajo peso
molecular quimicamente reactivas y mas facilmente absorbibles, seria
responsable de la mayor biodisponibilidad del catién en el medio (5).

El contenido de Al en los comestibles es altamente variable (6,7) por su
empleo generalizado no solo en la manufactura sino también durante el
almacenaje en contenedores como latas y envoltorios. El Al es adicionado
como aditivo a alimentos derivados de cereales, quesos, durante el
procesamiento industrial de conservas de frutas y son componentes habituales
de polvos de hornear, aditivos alimentarios y conservadores. Otra fuente esta
constituida por el uso de utensilios de cocina de aluminio para la preparaciéon
y/o conservacion de las comidas.

Existen fuentes iatrogénicas que estan constituidas por las vacunas (Al
como adyuvante), antiacido (hidroxido de aluminio), ligadores de fosfatos

(resinas ciclicas de aluminio), soluciones de hemodialisis y soluciones o
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formulaciones de soporte nutricional especialmente parenterales (7). Ademas
otra via de incorporacién del Al, podria ser a través de la captacion dérmica,
como es el caso de los antitranspirantes cuya capacidad de absorcion depende
del compuesto quimico constitutivo (8).

Otro aspecto significativo lo constituye el riesgo de exposicidon
ocupacional vinculado al ingreso del metal a través de la piel o por inhalacién
de polvos, vapores y humos al que se ven sometidos los trabajadores de

refinerias, fundiciones, canteras, minas e industrias que trabajan con Al (9).

1.1.2. Toxicocinética del Aluminio

Debido a su insolubilidad, solo una muy pequeia fracciéon del Al
presente en alimentos, agua y medicamentos esta disponible para su absorcién
(0,1 - 1%) por el tracto gastrointestinal (10), siendo la mayor parte eliminada
por excrecion renal (10,11) y en menor extension por bilis (11). La baja
solubilidad del Al, particularmente como sales de fosfato, asegura que la
mayor parte del Al ingerido se excrete por heces (10,11). La administracion por
via intravenosa constituye un riesgo potencial de acumulacion y toxicidad del Al
debido al 100% de biodisponibilidad y a la avidez del mismo por unirse a la
transferrina que previene un rapido clearance.

La via de ingreso al organismo y el mecanismo de absorcion, asi como
la forma que adquiere el Al sistémico podrian ser determinantes de la
subsiguiente distribucion del metal. En plasma la mayor parte del Al esta unido

a la transferrina (89%). Una pequena fraccion esta acomplejada al citrato y el
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remanente es de esperar que forme complejos con hidréxidos y fosfatos (12).
Fracciones proteicas de bajo peso molecular pueden contener transitoriamente
formas de Al, por ej. Hidroxialuminosilicatos, constituyendo formas labiles del
cation (13).

Las pequenas cantidades reabsorbidas por el tracto intestinal pueden
representar a lo largo de los anos, significativas acumulaciones en cerebro
(14,15), hueso (10,11), higado (11) y otros tejidos, particularmente si su
remocion es impedida por el deterioro de la funcién renal. En condiciones
experimentales, y en presencia de una funcién renal normal se ha demostrado
que el Al se acumula en rifidén (16-19), estbmago, cerebro y hueso (17,19), e
higado (17-19). De hecho hay muy pocos compartimientos en los que el Al no
se acumula. Sin embargo, estudios con peces expuestos al Al por periodos de
2 anos muestran muy pequefias captaciones en el cristalino de los ojos
comparados con otros érganos (11). La administracion crénica de Al ademas
de producir su acumulacion en distintos tejidos, es responsable de un aumento
del mismo en suero y orina.

Tanto el acumulo tisular como la excrecidon renal de Al estan
condicionadas por las caracteristicas farmacocinéticas del mismo que
determinan una distribucion pluricompartimental (comportandose cada tejido
como un compartimiento distinto) y su eliminaciéon se da como resultado de un
equilibrio entre la fraccion absorbida, la fraccion distribuida tisularmente y la
fraccion plasmatica.

El cuerpo constituye un sistema verdaderamente dinamico que esta lejos

de un equilibrio quimico y el Al corporal total acumulado estd en un continuo
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estado de flujo entre los diferentes compartimientos e involucran aquellos
mecanismos que influencian su absorcidén y excrecion. Se debe considerar a
los depdsitos corporales algo mas que la suma de distintas fuentes de Al. Asi,
el hallazgo de Al en hueso no necesariamente contribuye, por su sola
presencia a una enfermedad dsea, si no que puede ser el principal factor que
controle la biodisponibilidad del mismo en cerebro. Esto significaria que la
comprensiéon de la toxicidad sistémica del Al deberia tener en cuenta no solo
las principales fuentes corporales de Al, sino también cuales son los
mecanismos involucrados en su liberacién, y una vez liberado cuales son las
consecuencias de la redistribucion del metal (11).

Como fuera descripto anteriormente, el riidn constituye el principal
camino para la eliminaciéon de las pequefias cantidades de Al absorbidas, sin
embargo el manejo renal de Al no ha sido completamente establecido. Como
no se han descrito mecanismos que remuevan el cation de la transferrina para
permitir su excrecion renal, y ante el hecho de que el Al se excreta por rifidn, es
evidente que pequenos ligandos ultrafiltrados juegan un papel importante en la

remocioén del Al sistémico por dicha via (4).

1.1.3. Especiacion del cation Aluminio en soluciones acuosas y liquidos

bioldgicos

En la mayoria de los sistemas naturales solo una muy pequefia fraccion

de Al se encuentra como ion acuoso simple Al*>. Asi, la absorcion, excrecion,

retencién tisular y depdsitos estarian dependiendo de las propiedades de los
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complejos de Al*® formados con ligandos bioldgicos (20).

El pH fisiolégico del entorno celular de los organismos vivos oscila
alrededor de 7,4. La complejidad de la quimica acuosa del Al ** a pH fisioldgico,
genera serios problemas interpretativos en los resultados obtenidos, ya que
tanto las investigaciones toxicolégicas como bioquimicas sobre el Al estan
inevitablemente influenciadas por la capacidad de hidrdlisis de los compuestos
del metal en este medio (21). Los conceptos de biodisponibilidad y toxicidad
potencial del Al carecen de sentido si no se comprende el comportamiento
quimico del metal en soluciones acuosas neutras.

Como cation trivalente, el Al *° se une fuertemente a ligandos donantes
de oxigeno tales como el citrato y el fosfato. La coordinaciéon quimica del Al es
afectado por la tendencia de los complejos de Al a hidrolizarse y formar
especies polinucleares, muchas de las cuales son escasamente solubles.

Independiente de la presencia de otros ligandos, en el sistema acuoso,
la hidrdlisis de Al *> produce una mezcla compleja de especies mononucleares.
A pH < 5 existe en solucién como especie hexahidratada [Al(H20)e]"™ la cual
sufre sucesivas deprotonaciones a medida que aumenta el pH. En soluciones
neutras precipita Al(OH)3, el cual se disuelve en medios alcalinos para formar
[Al (OH); ] predominante a pH > 6.2. Cuando los valores de pH estan
comprendidos entre 5 y 6.2 se verifica una mezcla de todas las especies
mencionadas (12).

La biodisponibilidad y en consecuencia la toxicidad del Al dependen de
la identidad quimica de la especie reactiva y de la capacidad de los ligandos

presentes en el medio, para interferir en la esfera de hidratacion del i6n
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metalico. La especie capaz de reaccionar con ligandos inorganicos, organicos o
proteinas en el medio intracelular y extracelular, es el Al libre no hidrolizado, es

decir, [Al(H20)e]™ o AI*®.

El Aluminio puede encontrarse fisiologicamente formando complejos:
A: con ligandos inorganicos

B: con ligandos organicos del plasma

A. Complejos con ligandos inorganicos

Las sustancias inorganicas que pueden influenciar la especiacion del
AI"® coordinan a través de los atomos de C, N, O, S, F. La formacién de
complejos mononucleares estables con fosfato, fluoruro, sulfato y silicato,
compite con las reacciones de hidrdlisis. En soluciones neutras solo tienen
probabilidad de existencia los complejos con fosfato y fluoruro, aunque en el
primero predomine la reaccion de precipitacion (22).

El Al interviene ademas en la formacion de complejos polinucleares

mixtos con carbonatos y bicarbonatos en el sistema H-AI-CO; (23).

B. Complejos con ligandos organicos del plasma

De los ligandos organicos con los que el Al puede formar complejos, son
de interés aquellos que predominan en sangre: los acidos policarboxilicos
oxalico y citrico; los monocarboxilicos lactico, acético y propidnico; y las
proteinas.

El anién citrato constituye, por su concentracion, la molécula pequena
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mas importante capaz de comportarse como potencial ligando del Al*® (12). A
pH 7.4 el citrato se halla como trianién y reacciona con el metal no hidrolizado
para formar un complejo con carga neta cero, con especies mononucleares que
contienen 2 moléculas de ligando (23,12) y especies polinucleares que
contienen 3 especies de ligandos (12). El complejo neutro Al-Citrato merece
especial interés ya que atraviesa las membranas bioldgicas con suma facilidad.

El ligando organico mas efectivo para el Al*> es la proteina transferrina,
que posee dos sitios disponibles para ligar metales. La misma, normalmente
tiene entre un 15-55% de su capacidad de unién saturada con el Fe*, ion por
el que tiene gran avidez. El Fe™ se une a la transferrina con mayor afinidad
que el Al (24,25) y esto haria practicamente imposible que el Al competiese
efectivamente con el hierro por sus sitios de transporte. La saturacion por el Fe
de un tercio de la capacidad total de la transferrina, permite que capacidad de
unién de dicha proteina del Al sérico sea de 50 umol/l, cuyo nivel excede la
concentracion normal del catidn libre en suero (26).

Algunos estudios sugieren que el Al podria unirse débilmente a la
albumina (26) en los sitios del calcio. No obstante, la albumina parece tener un
rol muy pequeno, si alguno, en el transporte de Al en suero (20).

Con la ayuda de sofisticados programas de computacion, se realizaron
estudios de simulacion de la especiacidon del aluminio en condiciones
plasmaticas hipotéticas. Sin embargo, dada la inestabilidad de los complejos de
bajo peso molecular del Al con citrato, fosfato e hidroxido, los resultados han
sido limitados (20).

La habilidad de diferentes ligandos para solubilizar y transportar el AlI*® a
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diferentes tejidos, donde se debe producir una reaccion de intercambio entre el
ligando y grupos funcionales en las moléculas blanco para transferir el Al es
muy variable, dependiendo de la especiacion. Este es el motivo primario, si no
exclusivo, por el cual algunos complejos de Al son mas téxicos que otros. Los
efectos biologicos del Al utilizando compuestos con diferente estabilidad
hidrolitica y con diferentes propiedades hidrofébicas e hidrofilicas pueden
desencadenar efectos bioldgicos diferentes tanto en sus aspectos cuali como

cuantitativos (21).

1.1.4 Mecanismo de accion del aluminio sobre las células

El Al acumulado en los tejidos puede inducir toxicidad, sin embargo, su
mecanismo no ha sido aun perfectamente definido y puede diferir de acuerdo a
los distintos tejidos y sistemas. El Al esta unido a fosfatos fuertemente basicos,
como nucleosidos di y trifosfatos. Los grupos fosfatos de cualquier proteina
fosforilada, junto a carboxilos u otro fosfato yuxtapuesto constituyen
importantes sitios de unién para el Al*3, conduciendo a interferencias en una
variedad de procesos metabdlicos celulares. Sin embargo dado que su unién
con fosfatos no basicos de polimeros de acidos nucleicos en la célula es débil,
el potencial efecto sobre el DNA y RNA es menor (20).

Se ha propuesto que los efectos toxicos del Al sobre los tejidos pueden
explicarse por mecanismos generales de accion, entre los que se destacan: a)
disrupcion de las membranas celulares, b) alteracion del metabolismo mineral,

c) dafo peroxidativo y d) interaccion con la proteina G (27).
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El Al podria afectar las membranas celulares por su uniéon a
componentes de la misma, por alteracion del funcionamiento de las compuertas
de canales idnicos o por aumento de la lipoperoxidacién (LPO). La union del
Al"® a moléculas de fosfolipidos en la membrana celular puede alterar las
propiedades fisicoquimicas de las mismas modificando su composiciéon y
funcionamiento. Esto puede producir cambios en la homeostasis del calcio
intracelular provocando diversos signos de toxicidad celular (27)

Los efectos reconocidos de intoxicacion cronica de Al sobre metales
esenciales incluyen al hierro (28,29), cobre y zinc (30), manganeso (31) y al
magnesio (32).

Si bien el Al*® tiene un nimero de oxidacién fijo y no puede participar
directamente en reacciones de 6xido / reduccion, la peroxidacion lipidica esta
aumentada en presencia del mismo, haciendo a las células mas susceptibles
al ataque de radicales libres (33). Los mecanismos por los cuales induce
peroxidacibn son desconocidos, aunque ellos pueden involucrar un
metabolismo alterado del Fe, como resultado de una mayor disponibilidad
intracelular de Fe libre y reducido por desplazamiento de sus sitios de
almacenamiento (27,34). El Al puede promover la peroxidacion desencadenada
por el Fe, a través de su union a fosfolipidos de membranas, induciendo
cambios en su organizacion y en la distribucion de lipidos que pueden facilitar
la propagacion de la peroxidacion lipidica (35-37).

Cierto numero de evidencias indican que el aluminio acumulado
intracelularmente es responsable de efectos estimulatorios e inhibitorios sobre

procesos celulares. Estos efectos suelen ser bifasicos, estimulatorios a bajas

14
MarcelaA. Gonzdlez



Introduccion

concentraciones e inhibitorios a altas concentraciones (2). Frecuentemente la
respuesta celular estd asociada con el sistema de segundos mensajeros,
sugiriéndose como mecanismo toxico la interferencia del aluminio sobre el ciclo
de la GTPasa, particularmente sobre la funcién de la proteina G, lo que podria
producir profundos efectos sobre la funcion celular (2).

Otros eventos intracelulares, tales como un inadecuado aporte de
energia debido a la formacion de complejos de AI-ATP, y perturbacién de
funciones nucleares podrian estar involucrados en la disfuncién celular

inducidos por el Al (38).

1.1.5 Patologias relacionadas con el Aluminio.

Si bien han transcurrido mas de 100 anos desde los estudios pioneros
de Siem y Ddlken sobre la neurotoxicidad del Al en animales de
experimentacion (4), la posible toxicidad en los humanos desde ese momento
ha sido materia de controversia.

Como se expresé anteriormente, el Al no tiene una funcion bioldgica
conocida en los seres vivientes, pero ha sido demostrado su toxicidad biolégica
en modelos experimentales y, en particular, en pacientes en estadio terminal
de enfermedad renal con didlisis regular contribuyendo a varios desoérdenes
como encefalopatia dialitica (39,40), osteodistrofia renal (27,41) y anemia
microcitica (27,39,42-44). El Al posee accidn neurotoxica, su acumulacién ha
sido relacionado a procesos degenerativos en la enfermedad de Alzheimer

(14,15,45). Por otra parte, si bien la contaminacién de Al en los dializados ha
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disminuido en las ultimas dos décadas, constituye aun el principal agente
causal en el bajo turnover 6seo, osteomalacia y hueso adinamico en pacientes
con alteraciones de la funcién renal (46).

El riesgo de toxicidad por el Al no estad limitado a pacientes con
insuficiencia renal crénica, donde las elevaciones del mismo en suero y su
acumulacion tisular han sido siempre consideradas como una consecuencia de
la reducida capacidad de excrecidon de este elemento por via renal, ya que
pacientes con funciéon renal normal y aun individuos sanos expuestos al Al
pueden constituir blancos de la toxicidad del mismo. Un grupo suceptible esta
constituido por los recién nacidos particularmente a pretérmino, con funcién

renal normal (47).

1.1.6 Efectos del aluminio sobre el higado

Una exposicion cronica al Al puede producir efectos adversos en
humanos y en animales de experimentacion. En estos ultimos, ha sido
demostrado que la exposicion cronica al Al ha estado asociada a una
acumulacion de dicho elemento en rifidn, estdbmago, cerebro e higado (48,9).

Las alteraciones producidas por intoxicacion cronica con Al en la funcion
secretoria biliar ha sido descripto anteriormente (49), entre ellas ratas
expuestas 1-14 dias al Al (5mg/kg p.c. por dia. i), incrementan la
concentracion de sales biliares en suero, lo que estaria asociado a una
reduccion en el flujo biliar (FB) y a una alteracién en la relacién de sales biliares

glicina/ taurina (50). Algunos autores, encontraron en microsomas una
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reduccion en los niveles de cytocromo P450, enzima de la fase uno de
detoxificacion hepatica (51).

Klein y col. (50) describieron que la exposicidn cronica al Al en animales
de experimentacién produce una reduccion del 30% del flujo biliar, asi como
también una alteracion en el transporte hepatico de aniones organicos, como la
bromosulfoftaleina (BSP) (51). Esta informacién resulta muy relevante ya que
estos sistemas de transporte involucrados en la eliminacion de estas
sustancias son también los sistemas que eliminan compuestos potencialmente
téxicos, endo-xenobidticos, incluyendo bilirrubina, sales biliares glucuronizadas
y sulfatadas, medicamentos etc (52).

Por otro lado, el Al interfiere con las enzimas involucradas en la
eliminacion de radicales libres incrementando la actividad de la enzima xantina
oxidasa y disminuyendo la actividad de la enzima Glutation peroxidasa (GSH-
Px) (53).

Ha sido reportado una elevacién de la lipoperoxidacion microsomal
acompanado de una disminucion en la actividad de la enzima antioxidante
catalasa (CAT) en el higado de ratas tratadas con una administracion
intraperitoneal de AICI; (54). Estos efectos estan asociados con un
decrecimiento en los niveles hepaticos de defensas antioxidantes incluyendo
glutation (GSH) (55,56), CAT (55) y GSH-Px (55). Ademas, ha sido reportado
un decrecimiento en la actividad de la enzima detoxificadora GST, que puede
ser un factor que contribuya a disminuir la detoxificacion de lipidos

hidroperdxidos (56,57).
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1.2. EL HIGADO COMO ORGANO EXCRETOR

1.2.1 Mecanismos de formacion de la bilis

El higado es responsable de la sintesis y excreciéon de sales biliares
(SB), como asi también de la captacién y posterior eliminacion biliar de las que
retornan al higado por la circulacion enterohepatica. Estos procesos
constituyen el principal aporte del higado a la digestion y absorcion intestinal de
lipidos pero ademas, la excrecion de SB resulta fundamental para la formacion
de bilis. La existencia de una estrecha correlacién entre el FB y la velocidad de
excrecion de sales biliares (VESB), pone de manifiesto la importancia de las SB
como factor determinante del volumen y composicion de la bilis secretada.

La secrecion biliar es un proceso que comprende por lo menos tres
etapas: sintesis o captacion de una variedad de sustancias por la célula
hepatica, transporte de sustancias dentro de la misma y excrecidén de agua y
compuestos organicos e inorganicos en el canaliculo biliar.

La bilis secretada por el higado es una soluciéon acuosa en la que se
hallan los mismos componentes electroliticos inorganicos del plasma, junto con
solutos organicos, pigmentos biliares y bajas concentraciones de proteinas
(58).

Las concentraciones de sodio, potasio, calcio y bicarbonato en la bilis,
son algo superiores a las que estos mismos iones tienen en el plasma. Esta
mayor concentracion ioénica biliar puede estar condicionada por su
incorporacion a agregados polimoleculares micelares, de bajo poder osmatico.

Los principales solutos organicos de la bilis son los &cidos biliares, los
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fosfolipidos, el colesterol, los pigmentos biliares y las proteinas que se
encuentran en muy bajas concentraciones.

Los AB se encuentran en la bilis en forma anidnica, es decir, en forma de
SB y conjugados con taurina y glicina. Se trata de moléculas anfipaticas, es
decir, en las que hay zonas con apetencia por el agua y otros que no la tienen.
Cuando varias de estas moléculas se hallan en el agua, se unen entre si,
formando complejos macromoleculares llamados micelas.

Las SB circulan en la sangre fijada principalmente a la albumina, siendo
su grado de unién inversamente proporcional a su polaridad (59,60). Al arribar
a territorio sinusoidal, estos compuestos son captados con extraordinaria
eficiencia por los hepatocitos con una relacion de extraccion mayor del
90%(61). Estas SB tienen un rol fundamental en la regulacién de la secrecién
de colesterol y fosfolipidos (62). La asociacion de SB y lecitina, resulta
importante para la solubilizacién del colesterol (63).

La bilis cumple dos funciones principales:

e la de proporcionar al intestino AB que faciliten la absorcion de grasas y
de vitaminas liposolubles,

e |a de eliminar sustancias residuales del catabolismo celular que no
pueden serlo por otra via. Este es el caso de la bilirrubina, como
producto de la degradacion de la hemoglobina y el del colesterol (58).

El concepto postulado por Sperber en 1959 (64) que establece que la
formacion de la bilis es un proceso osmético cuya fuerza impulsora estad dada
por la secrecion activa al canaliculo de compuestos osmaéticamente activos, ha

sido confirmado definitivamente por estudios subsiguientes. Por el contrario,
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cambios en la presion de perfusion sinusoidal no afectan la formacion normal
de bilis (65). Para que un soluto sea capaz de promover el transporte primario
de agua desde la sangre sinusoidal a la luz canalicular, éste debe ser
secretado activamente y concentrado en el espacio canalicular. Una vez
secretado, este soluto puede promover el movimiento de agua a través de las
rutas paracelular y transcelular; este ultimo camino se encuentra facilitado por
la existencia de canales de agua (aquasporinas) en los dominios de membrana

basolateral y canalicular del hepatocito.

1.2.2 Fisiologia de la secrecidn biliar.

La secrecion biliar es el resultado de una serie de procesos de
transporte cuya unidireccionalidad es posibilitada por la alta polarizacion del
hepatocito producto de su heterogeneidad estructural y funcional (66). En
efecto, el hepatocito presenta dos dominios de membrana claramente
diferenciables. La membrana basolateral, también llamada sinusoidal por su
adyacencia a los capilares sinusoidales, esta altamente especializada en la
captacion de sustancias endoégenas o exdégenas que llegan principalmente por
via portal. La mayoria de ellas, como la bilirrubina (67) y las SB (68,60) se
encuentran fuertemente unidas a la albumina. Su otro dominio, el canalicular,
constituye el polo secretor del hepatocito y representa sélo un 13 % de la
superficie total de la membrana plasmatica del hepatocito (69). A diferencia de
la filtracién glomerular renal donde la fuerza impulsora de los movimientos

acuosos es principalmente hidrostatica, el transporte de agua a través del
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epitelio hepatico es el resultado de un proceso de filtracion osmoética (70). Asi la
secrecion canalicular concentrativa de diferentes sustancias escasamente
difusibles crea un gradiente osmoético capaz de promover el movimiento de
agua por via trans y paracelular hacia el canaliculo biliar hasta alcanzar el
equilibrio osmotico con el plasma.

Una de las principales fuerzas impulsoras de este movimiento es
aportada por las SB, responsables de la fraccion del FB denominada flujo biliar
dependiente de sales biliares (FBDSB) (71,72). La fraccién restante es
aportada presumiblemente por aniones organicos diferentes de las SB entre los
que probablemente se encuentran el GSH y el HCO3™ (73). Esta ultima fraccion
representa el flujo biliar independiente de sales biliares (FBISB) siendo
postulado que el ion HCO3 cumple un rol fundamental en la formacién de esta
fracciéon del FB (74).

El gradiente de Na+ generado por la Na+/K+-ATPasa es utilizado para el
intercambio Na+/H+, el cual elimina H+ del citosol; estos H" neutralizan el
HCO3 extracelular, permitiendo su subsiguiente difusion pasiva como CO; (74).
El HCO3; plasmatico puede también ser captado por el sistema de co-
transporte Na* / HCO3", localizado en la membrana basolateral del hepatocito
(75). En el polo canalicular, el intercambio de CI7 HCOj3’, mediado por el
“intercambiador anionico 2” (“anion exchange 2”, AE2), es el responsable de la
excrecion de HCOg3', a la bilis canalicular (76). El rol postulado para HCOg3™ en la
formacion del FBISB se respaldo inicialmente en observaciones realizadas por
Hardison y Wood (62), quienes reportaron una disminucion del FB en higados

aislados perfundidos con una solucién amortiguadora a la cual se le habia
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reemplazado el HCOj3™ por tricina. Sin embargo, la tricina es un compuesto
escasamente difusible, con lo cual existe la posibilidad que esta disminucién
del FB se debiera a un reflujo de agua desde la bilis al plasma, estimulado por
una fuerza osmotica; de hecho, esto mismo ocurrié cuando el CI" en lugar del
HCO3', fue reemplazado por tricina (77). Ademas, se cuestiona si es posible
mantener un gradiente bilis-perfusato de HCO3", debido a la alta permeabilidad
de este anidén por la via paracelular, sugerida por estudios realizados en
higados aislados y perfundidos de rata (78) y en el modelo de duplas aisladas
de hepatocitos de ratas (75). Por lo tanto, el rol exacto del HCOj3', en la
formacion del FBISB permanece incierto. Sin embargo, se han reportado
estudios en los cuales se encontraron elevaciones en el FBISB debidas s6lo a
un aumento en la excrecion biliar de HCO3;, como por ejemplo luego de la
administracién de monofosfato ciclico de guanosina (79).

Otro posible mecanismo involucrado en la formacion del FBISB es el
mediado por GSH. Este tripéptido es secretado a bilis en concentraciones
relativamente altas (5-10 mM), principalmente en su forma reducida. La
evidencia que sostiene un rol del GSH en la formacion del FB fue obtenida en
forma indirecta mediante la administracion de agentes farmacoldgicos que
modulan su excrecion (80) y, en forma mas directa, mediante la administracién
del propio GSH, su monoetil ester o sus tres aminoacidos constituyentes (81).
Estas manipulaciones lograron aumentar la excrecion biliar de GSH,
provocando un aumento proporcional del FB.

Los mecanismos de transporte de GSH a nivel hepatocelular no han sido

claramente dilucidados hasta el presente. El higado es el principal lugar de
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sintesis de GSH, el cual es exportado a la sangre y a la bilis. No obstante, no
se ha detectado captacion biliar de GSH a las concentraciones plasmaticas
fisiologicas (50uM) (82). El sistema transportador “organic anion transporter
polypeptides” (Oatp1), funciona como un intercambiador de aniones organicos
con GSH intracelular (83), con lo cual podria estar involucrado en el transporte
de GSH a sangre sinusoidal; este concepto es sostenido por el hecho que
sustratos de Oatp1 inhiben competitivamente la salida de GSH del interior del
hepatocito (84). Sin embargo, es probable que otro u otros transportadores
estén implicados en el transporte sinusoidal de GSH, dado que este proceso es
sensible a tioles y a cambios en el potencial de membrana, a diferencia del
transporte mediado por Oatp1 (85).

Los transportadores que median la secrecion canalicular de GSH
tampoco han sido totalmente caracterizados. Mediante estudios funcionales, se
pudo caracterizar un sistema de transporte electrogénico de alta afinidad (86-
88). Este sistema de transporte, aun no identificado, puede funcionar
transfiriendo grandes cantidades de GSH reducido a bilis, siendo también
capaz de transportar con menor afinidad GSSG y compuestos conjugados con
GSH. El sistema de transportador “proteinas asociadas a la resistencia a
multidrogas” (Mrp2), por su parte, ha sido caracterizado como un sistema de
transporte de baja afinidad para el GSH, pero capaz de transportar glutation
oxidado (GSSG) y compuestos conjugados con GSH con alta afinidad (86).

Por su parte, otros constituyentes biliares, como bilirrubina, proteinas y
restantes electrolitos (en especial sodio y potasio), aunque cuantitativamente

importantes (89), son incapaces de promover primariamente flujo acuoso en
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magnitudes apreciables (90).

1.2.3 Sistemas de transporte en el hepatocito

El papel fundamental de la bilis es proveer micelas mixtas para facilitar la
digestién y absorcion de los lipidos de la dieta y servir a la vez como via de
excrecion de drogas y otros metabolitos. Las investigaciones efectuadas se han
ocupado, en particular del transporte hepatico de AB y de un pequefio grupo de
otros compuestos de importancia diagndstica, incluyendo bilirrubina, agentes
radiopacos y varios colorantes como rosa de bengala (RB), BSF, entre otros.
Estas sustancias varian en su estructura quimica y presentan distintos grupos
acidicos: carbonilico, sulfénico u otros (91) que al pH normal del plasma y de la
bilis se presentan como aniones (92,93).

El hepatocito es una célula polarizada que expresa diferentes sistemas
de transporte en sus dominios de membrana sinusoidal (basolateral) o
canalicular (apical). Estos transportadores juegan un rol clave en el transporte
vectorial de solutos y agua desde la sangre sinusoidal a la bilis, contribuyendo
asi a la formacién de la misma y también a la excrecibn de muchos
xenobidticos. Muchas de estas proteinas transportadoras han sido identificadas
recientemente mediante clonado molecular y sus propiedades de transporte
han sido caracterizadas mediante estudios funcionales. Su localizacion celular

y su funcién se encuentran esquematizadas en la Figura 1-1.
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Figura 1-1 Sistemas de transporte del hepatocito. Abreviaturas usadas: AO’, aniones organicos;
CO", cationes organicos; SB, sales biliares; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado;

GS-conjugados, compuesto organicos conjugados con GSH; FC, fosfatidilcolina.
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1.2.3.1 Transporte basolateral

Los capilares sinusoides hepaticos poseen una arquitectura especifica
que permite que compuestos organicos unidos a la albumina atraviesen el
endotelio y se dirijan hacia el espacio de Disse, desde donde estos compuestos
pueden ser captados por los sistemas de transporte sinusoidal del hepatocito
(94). Estos sistemas de transporte pueden ser divididos en dos grupos:
dependientes de Na® e independientes de Na®, cuya fuerza impulsora esta
dada por el gradiente electroquimico de Na*, generado y mantenido por la
Na'/K*-ATPasa, estratégicamente ubicada en la membrana sinusoidal. El
transporte de aniones organicos independiente de Na® es llevado a cabo
principalmente por intercambio anidnico.

Las sales biliares son captadas por el hepatocito utilizando ambos
sistemas, tanto el dependiente de Na® como el independiente de Na’. El
transporte dependiente de Na® de SB conjugadas con glicina o taurina es
considerado el principal mecanismo de captacion de SB por el hepatocito (95).
Es mediada por el "polipéptido cotransportador de Na* y taurocolato”" ("Na’-
taurocholate cotransporting polypeptide", Ntcp, Slc10a1), el cual ha sido aislado
y clonado a partir de higado de rata (96) y de higado humano
(NTCP,SLC10A1), siendo la fuerza impulsora de ese transporte el gradiente
transmembrana de Na+, generado y mantenido por la Na*/K*-ATPasa (97).

Diversas proteinas integrales de membrana basolateral, tales como la
"bilitranslocasa", la "proteina de unién a bromosulfoftaleina” (BSF/bilirrubina) y

la "proteina de unién a aniones organicos", han sido postuladas como sistemas
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de transporte involucrados en la captacion hepatocelular de aniones organicos
distintos de las SB, tales como la bilirrubina y BSF (98,99). Hasta el presente,
varios miembros de la familia de "polipéptidos transportadores de aniones
organicos" (organic anion transporter polypeptides), OATP (SLC21A) y Qatp
(S1c21a), en humanos y ratas respectivamente) han sido caracterizados
funcionalmente e identificados por clonado molecular. Los Oatps/OATPs son
capaces de aceptar una amplia variedad de compuestos organicos anfipaticos,
incluyendo las sales biliares conjugadas y no conjugadas, compuestos
organicos exogenos (ej: BSF), bilirrubina, leucotrienos, conjugados de
estrégenos, hormonas tiroideas, micotoxinas y numerosos xenobidticos
(98,100).

La membrana basolateral de los hepatocitos también posee varias
bombas dependientes de ATP, las cuales pertenecen a la familia de las
"proteinas asociadas a la resistencia a multidrogas" ("multidrug resistance
associated proteins", Mrp y MRP en ratas y humanos, respectivamente (101).

La captacién de cationes organicos por los hepatocitos es mediada por
dos sistemas de transporte independientes, cuya funcién esta relacionada al
tamano molecular del sustrato (102).

Estudios recientes, demostraron la expresion del canal de agua
aquaporina 9 (AQP9) en la membrana basolateral de hepatocitos de rata
(103,104) que también funcionan como canales selectivos de agua en muchas

células epiteliales.
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1.2.3.2 Conjugacion y fijacién intracelular

Una vez dentro del hepatocito, las SB se unen a proteinas citosélicas y
atraviesan la célula por difusion. Las principales proteinas citosdlicas capaces
de unir SB en los roedores y en humanos son la 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (105) y la "proteina de union a sales biliares de alta afinidad"
("High affinity bile acid binding protein", HBAB) (106), respectivamente. La
enzima GST (107,108) y la "proteina hepatica de union a acidos grasos"
("Hepatic fatty acid binding protein", H-FABP") (109) también pueden unir sales
biliares, particularmente las SB sulfatadas (110), aunque con menor afinidad.

En general, los aniones organicos excretados en bilis, son conjugados
en el hepatocito con grupos polares como acido glucurénico o aminoacidos
como factor condicionante de su excrecion biliar. Con la sola excepcion de los
AB, la fijacion intracelular de aniones organicos se efectua a dos proteinas
citoplasmaticas denominadas ligandina y fraccion 2 (111). La ligandina, que es
cuantitativamente la mas importante es idéntica a la glutation S-transferasa B
(112), enzima que cataliza la conjugacion de BSF y otros sustratos con
glutation. No obstante, la afinidad de fijacion de la enzima no esta limitada a
sus sustratos (113). Por ejemplo, la ligandina también fija bilirrubina, RB, acidos
grasos y azules de Evans, ninguno de los cuales es conjugado con GSH. Las
constantes de asociacion de estos ligandos son del mismo orden de magnitud
que el de la BSF y en el caso de la bilirrubina, aun mayor.

Si el proceso de captacion es bidireccional y equilibrado, puede ser que

la fijacion posibilite el aumento del contenido intracelular en el estado
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estacionario. Ello serviria para acelerar la difusion intracelular simplemente por
aumento de la concentracion citosélica. Otra posibilidad es que la fijacidon
intracelular facilite especificamente la llegada de los solutos al lugar de
conjugacion o a los sistemas de transporte canaliculares. La ligandina
posiblemente también tenga un rol protector, sustrayendo sustancias
potencialmente toxicas de sitios donde pueden ocasionar dafios. Por ejemplo,
la ligandina "in vitro", protege la respiracion mitocondrial de los efectos
depresores de la bilirrubina (114). Este efecto no es especifico ya que la
albumina sérica también lo exhibe.

En general, todo lo que se sabe sobre la fijacion de sustancias a la
ligandina, refuerza la idea de que actua a nivel intracelular, como lo hace la
albumina en el plasma (110). De todos modos, ni la fijacion, ni la actividad
catalitica de la ligandina parecen ser esenciales para el transporte hepatico de
la BSF ya que algunas especies como tiburones y rayas, concentran este

colorante en bilis, aunque sus higados no contienen ligandina (115).

1.2.3.3 Transporte canalicular

El transporte a través de la membrana canalicular de los hepatocitos
representa la etapa limitante en el transporte global de sangre a bilis de la
mayoria de los constituyentes enddgenos de la bilis y también de numerosos
xenobidticos (116). Este transporte esta primordialmente mediado por bombas
dependientes de ATP, las cuales pertenecen a la superfamilia de

"transportadores con cassette de union al ATP" ("ATP-binding cassette", ABC).
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Las "proteinas de resistencia a multidrogas" ("multidrug resistant
protein", MDR), también conocidos como P-glicoproteinas, son miembros de la
superfamilia  ABC (117), originalmente descriptas en lineas celulares
cancerosas, donde confieren resistencia a agentes quimioterapéuticos. Estos
fueron los primeros transportadores ABC identificados en la membrana
canalicular de hepatocitos normales. Tres productos génicos fueron
identificados en ratas, Mdr1a (Abcb1a) y Mdr1b (Abcb1b) y Mdr2 (Abcb4) y
dos en humanos, MDR1 (ABCB1) y MDR3 (ABCB4).

La secrecion canalicular de SB esta mediada por una proteina
transportadora homéloga a la P-glicoproteinas, por lo cual fue inicialmente
llamada "hermana de la P-glicoproteina" ("sister of the P-glycoprotein", Spgp)
(118). Este transportador, también perteneciente a la superfamilia ABC, es
ahora conocido por su nombre funcional, "bomba exportadora de sales biliares"
("bile salt export pump", Bsep). En pacientes con colestasis intrahepatica
progresiva familiar de tipo 2, se encontraron mutaciones del gen que codifica
para BSEP (ABCB11), las cuales conducen a la total ausencia de BSEP en el
higado de estos pacientes; esta alteracion es acompanada de un nivel de
excrecion biliar de SB menor al 1% del valor normal (119), lo cual sustenta un
rol primordial de BSEP en el transporte canalicular de SB en el higado humano.

La membrana canalicular hepatica de los mamiferos también posee un
miembro de la familia MRP/Mrp de transportadores del tipo ABC, inicialmente
conocido como "transportador canalicular de aniones organicos multiespecifico"
("canalicular multiespecific organic anion transporter', cMoat), ahora mas

comunmente llamado "proteina asociada a la resistencia a multidrogas 2"
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("multidrug resistance associated protein 2", Mrp2). Este transportador media la
excrecion biliar de diferentes aniones organicos, incluyendo compuestos
conjugados con GSH (ej: leucotrieno C4 o BSF) o acido glucurdnico (ej:
bilirrubina y estrégenos), asi como también GSSG (120). Mrp2 media también
el transporte de sales biliares glucuronizadas y sulfatadas (100,121,122).
Ademas, Mrp2 es capaz de transportar GSH, aunque con baja afinidad (123).
Un sistema de transporte canalicular alternativo de GSH, pero con alta afinidad,
ha sido caracterizado mediante estudios funcionales (124), quedando aun
pendiente su identificacion mediante clonado molecular.

El "intercambiador aniénico 2" ("Anion exchanger 2", AE2) es una
proteina canalicular que media el contra-transporte de ClI7/ HCO3 ", participando
asi en la excrecion canalicular de HCO3™ (125). AE2 pertenece a una familia de
intercambiadores anionicos independientes de Na® (AE1, AE2 y AE3), los
cuales median el intercambio electroneutro de CI" por HCO3; ~ a través de la
membrana celular en varios tejidos. AE2 se localiza en higado tanto en la
membrana canalicular de los hepatocitos como en la membrana apical de las
células epiteliales de los conductos biliares intrahepaticos (126).

Recientemente, fue detectado en el dominio de membrana canalicular el
canal de agua AQPS8, que podria facilitar el movimiento osmaético de agua ante

la presencia de un estimulo colerético que induzca su expresién (104).
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1.2.4 Posibles mecanismos moleculares que intervienen en el desarrollo

de hepatotoxicidad

La enorme variedad de agentes que son capaces de producir dafo
hepatocelular permite concluir que el hombre esta inmerso en una verdadera
jungla quimica. El dafio resultante de la accion de un compuesto quimico sobre
el higado, es un fendbmeno multifacético por la participacion de factores de
distinta naturaleza. Como por ejemplo la naturaleza del agente hepatotoxico,
las caracteristicas de la lesion, el mecanismo que conduce a los efectos toxicos
entre otros.

Muchos agentes hepatotdxicos son productos de la industria quimica y
farmacéutica, bioproductos industriales o materiales de desecho, que
contaminando al medio ambiente, pueden tener acceso al ser humano (127-
129). El caracter de la injuria también incluye distintos grados de lesion.
Algunos conducen a necrosis, esteatosis, cirrosis o carcinoma. Otros interfieren
con la secrecion biliar y producen ictericia, sin dafio aparente del parénquima
hepatico (130-133).

El higado es el 6rgano donde, preferentemente, se desarrollan la
mayoria de las reacciones metabdlicas, siendo logico que, ante el estimulo de
los toxicos, responda con unas reacciones que, en ocasiones, significan dafio
grave para el érgano. Por ello, el higado es el érgano que normalmente sirve
de indicador de las alteraciones metabdlicas inducidas por los toxicos. El
incremento del peso relativo de este 6rgano, aunque puede producirse como

respuesta fisioldégica a un aumento de su funcion o por efecto de reguladores
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enddcrinos, del tipo de las hormonas tiroideas o glucocorticoides, suele ser

efecto de hipertrofia e hiperplasia por causa toxica.

El higado responde a los estimulos toxicos con una proliferacion del
reticulo endoplasmico liso, para incrementar la actividad de las enzimas
metabolizantes de drogas. Esta proliferacion puede progresar hasta alcanzar
un grado patoldgico (manifestacién de hepatotoxicidad), y entonces producirse
una regresion en el nivel funcional adquirido; ello coincide con la afectacién de
las mitocondrias y peroxisomas (133).

Segun se enfoque desde el punto de vista de la integridad de la
estructura celular o de la normalidad de la funcién celular (134) los mecanismos
profundos de accién toxica pueden resumirse en:

o Los mecanismos toxicos que lesionan la arquitectura celular pueden
consistir en alteraciones mas o menos profundas de las estructuras
proteicas, que conducen a la destruccion total de la célula, o solamente
de la membrana celular, lo cual originara la salida de su contenido. Una
afectacion mas selectiva puede lesionar sélo a estructuras y organulos
subcelulares, por ejemplo, reticulo endoplasmico, mitocondrias,
ribosomas, lisosomas, que respectivamente provocaran trastornos en las
futuras actividades metabdlicas, en la sintesis proteica, o bien sucesivas
destrucciones misticas al liberarse las enzimas productoras de lisis, que
se hallan almacenadas en los lisosomas (134).

o Las alteraciones de la funcidn celular pueden a su vez deberse a:

- Modificaciones de la permeabilidad de la membrana, que no sdlo

afectaran a la entrada y salida de alimentos, farmacos y excretas,
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sino también de los iones Na, K y Ca, responsables de los
fendmenos de polarizacion y despolarizacion de la membrana v,
en definitiva, de la transmision eléctrica del impulso nervioso.

- Modificacion de la actividad enzimatica, por afectacion de una
enzima o sistema enzimatico (coenzima, etc) con alteracion de los
procesos respiratorios, energéticos, nerviosos, catabdlicos, etc.,
en que aquella interviniere. Los principales téxicos enzimaticos
son: moléculas organicas que por su estereoisomeria bloquean
los lugares activos de la enzima, elementos metalicos que
bloquean los grupos tioles (-SH) enzimaticos como Al, Pb, Cu, Ag,
Mn vy/o sustancias que se copulan con los elementos
indispensables para la funcion enzimatica.

- Modificacion de la reproduccion celular, que puede ser a nivel de
ribosomas, con afectacion de la sintesis proteica, o a nivel de
alteraciones  celulares transmisibles  (mutagénesis), no
transmisibles (carcinogénesis) o congénitas (teratogénesis) (133).

Las principales reacciones hepatotoxicas pueden ser:

Necrosis zonal o centrolobulillar. El téxico podria producir un radical que

actuaria sobre el reticulo endoplasmico con inhibicion de la sintesis

proteica, al propio tiempo que podria provocar la peroxidacion de los
lipidos de las membranas mitocondriales y lisosomales, originando la
salida de sus fracciones enzimaticas. A su vez, los trastornos
enzimaticos podrian promover la inhibicidon de sintesis proteica, necrosis

celular y otras alteraciones afectando la funcionalidad hepatica que a su
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vez podria afectar por ejemplo la excrecidn de los ftriglicéridos,
conduciendo a acumulacion grasa.

Hepatitis tipo virica. La lesidon anatémica puede ser como la de la
necrosis centrolobulillar, con la aparicién al microscopio de los cuerpos
Councilman (imagen de hepatocitos necrosados).

Colestasis intrahepatica. Cuando se produce una obstruccion de las vias
biliares intrahepaticas o extrahepaticas, se podria originar un cuadro
ictérico obstructivo. La lentitud del flujo biliar determina la precipitacién
de pigmentos biliares en elementos hepaticos, originandose la ictericia.
También en ocasiones el proceso puede deberse a modificaciones en el
equilibrio fisico-quimico de la secrecion biliar, y variarse la concentracion
de los AB.

Otras lesiones diversas: cirrosis, higado graso, lesiones vasculares y

porfirias.

1.3 ESTRES OXIDATIVO

1.3.1 Generalidades

Se puede definir estrés oxidativo como una alteracion del equilibrio entre

agentes prooxidantes y agentes antioxidantes, en favor de los primeros; esta

alteracion puede ser debida a un exceso de agentes prooxidantes o a una

deficiencia de agentes antioxidantes o a ambos factores a la vez. Ante este

desbalance, se origina una alteracion en el estado redox de la célula,
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produciéndose una respuesta de la misma que tiende a contrarrestar la accion
oxidante (135).

Agentes prooxidantes son todos aquéllos que, bien de una manera
directa o indirecta, son capaces de oxidar otras moléculas, que en el caso
concreto de los seres vivos, se oxidan biomoléculas. Los agentes prooxidantes
mas importantes son los que derivan de moléculas oxigenadas, mas conocidos
como especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) (136). Bajo condiciones
fisiolégicas normales, las células producen ROS como:

- Radical hidroxilo, el cual tiene gran reactividad.

- Peréxido de hidrégeno y anion superdxido, los cuales tienen una escasa
reactividad per se, estos pueden transformarse faciimente en el radical
hidroxilo, especialmente en presencia de hierro. La produccion de estas
especies reactivas ocurre de manera constante en el organismo; esta
produccion puede tener un origen tanto endégeno como exégeno (137).

Generalmente se cree que la supervivencia celular depende de las
defensas antioxidantes que se encargan de la remocion de especies de
oxigeno toxicas. Este sistema de defensas antioxidantes trata en un primer
momento de evitar la produccion de estas especies, luego de reducir estas
moléculas tan reactivas, y por ultimo de reparar el dafio producido (138).
Podemos hablar de sistemas antioxidantes enzimaticos y de no enzimaticos.
Dentro de los primeros se encuentran las enzimas que tienen como funcion la
proteccion antioxidante, tales como la catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GSH-Px) y superoéxido dismutasa (SOD); en el segundo se tiene las moléculas

que pueden reaccionar directamente con las especies activadas y radicales
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libres, o bien con los productos de reaccion de éstas, sin que sea necesario
ninguna intervenciéon enzimatica. Entre estos antioxidantes se incluyen
principalmente el glutation (GSH), la vitamina C y E, los B-carotenos, acido
urico y los flavonoides. Estos radicales pueden causar una gran variedad de
alteraciones nocivas en las células incluyendo peroxidacién de lipidos de
membrana, inactivacién de enzimas y dafio al ADN.

La injuria producida por el efecto téxico del oxigeno a través de la
generacion de los radicales libres debe ser prevenida por los mecanismos
generados por el higado. Estudios experimentales han demostrado claramente
como la injuria hepatica esta asociada al estrés oxidativo.

El nivel de estrés oxidativo esta bajo control genético, aumenta con la
diferenciacion celular y el envejecimiento. En el primer caso, disminuye la
concentracion de GSH cuando las células pierden la capacidad regenerativa, y
permanece constante o aumenta durante la diferenciacion de los tejidos (139).
En el envejecimiento el ambiente intracelular se va haciendo progresivamente
mas pro-oxidante lo cual se manifiesta por alteraciones en la proporcién de los
indicadores redox tales como NADH/NAD, NADPH/NADP y GSH/GSSG. En
esta situacion, el aumento de estrés oxidativo se refleja en un aumento de
anion superoxido y de peroxido de hidrogeno y en una disminucion en el nivel
de las defensas antioxidantes, especialmente de la actividad CAT y de la
concentracion de GSH (140,141).

La influencia oxidativa sobre la expresidén genética durante el desarrollo
puede también originar efectos indirectos sobre la forma espacial de la

cromantina (142). Los radicales libres promueven el envejecimiento afectando
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factores epigenéticos y/o programas genéticos especificos (143-145).

1.3.2 Glutation

El glutation es uno de los compuestos mas efectivos involucrado en los
mecanismos de proteccion contra el estrés oxidativo. Por otra parte, el GSH es
sensible a las fluctuaciones en el nivel del estrés oxidativo (146).

Es uno de los péptidos celulares mas importantes, y el principal tiol no
proteico de la mayoria de las células. Se encuentra en dos formas
principalmente, la reducida (GSH) y la oxidada (GSSG) (146).

Su accidn antioxidante se puede ejercer de dos maneras:

1- Directamente: por medio de su grupo tiol, el glutation reducido(GSH)
puede captar un electron de un radical libre, quedando como radical
glutationilo (GS"); luego dos moléculas de este pueden unirse dando una
molécula de glutation oxidado (GSSG) (147).

2- Mediante el ciclo redox del glutation: GSH reacciona con los radicales
libres y ROS mediante una reaccion enzimatica catalizada por la GSH-
Px en la que el mismo es oxidado. Por medio de la GSH-Px, el glutation

oxidado es reducido a expensa del NADPH (148).
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1.3.3 Vitamina E

El estrés oxidativo es actualmente considerado como un factor patégeno
importante en el desarrollo de muchas enfermedades. Existen muchas
evidencias epidemiolégicas que sugieren que las vitaminas antioxidantes
como por ejemplo la vitamina E, pueden proteger contra diferentes
enfermedades, como patologias cardiovasculares (149-151) y céancer
(152,153). Esto estaria relacionado con la capacidad de los antioxidantes para
disminuir danos oxidativos enddgenos a lipidos (154,155), proteinas (156) y
acidos nucleicos (157). En estudios realizados en cobayos, el tratamiento con
una dieta rica en vitamina E, fue muy efectiva en la respuesta hepatica a
dafios oxidativos (158) en forma similar a lo encontrado en ratas (159).

Una de las mas importantes funciones de la Vit E o a-tocoferol es actuar
como atrapador los radicales peroxil-lipidicos en las membranas biolédgicas y
de este modo, previene la formacién de productos de peroxidacion lipidica
altamente reactivos (160). Trabajos recientes han demostrado que la Vit E
también reduce directamente la produccién de ROS por interferencia con el
montaje en el limite de la membrana de complejos NADPH-oxidasa (161).
Nuevas evidencias indican que la Vit E, en adicién a esto, tiene una funcién
antioxidante ya que puede proteger tanto de la produccion de cancer
aumentando la vigilancia inmunolégica como afectar los caminos de traduccion
de sefales envueltos en al regulacion de la proliferacion celular y apoptosis

(162).
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1.4 MUERTE CELULAR

1.4.1 Generalidades sobre apoptosis y necrosis

Dos formas de muerte celular son habituales en el organismo: necrosis y
apoptosis. Las caracteristicas morfolégicas de ambas, permiten, en la mayoria
de los tejidos establecer claras diferencias.

La apoptosis se puede definir como el conjunto de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en la célula y que concluyen con su muerte de
una forma ordenada y silenciosa. Ha sido llamada “muerte celular
programada”, ya que existen mecanismos intrinsecos celulares para el suicidio
que es regulado por una variedad de caminos de sefales celulares (163). Para
que la muerte celular sea clasificada como apoptosis, existe condensacion y
fragmentacién nuclear, con cromatina que se condensa agrupada en varios
sectores formando cuerpos apoptoticos.

En la apoptosis el proceso afecta a determinadas células, no
necesariamente contiguas y no todas en un area tisular. La membrana celular
no se destruye, lo que impide el escape al espacio extracelular de su
contenido, resultando un proceso “silencioso”, sin inflamacién. En el
citoplasma se produce granulacion fina, con conservacion de algunas
organelas, en especial las mitocondrias que tienen un rol interactivo
importante. La membrana celular se retrae sobre las eminencias globuliformes

que forman los elementos deteriorados del citoplasma y nucleo (cuerpos
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apoptéticos). Finalmente, fagocitos captan la célula en su totalidad impidiendo
en una accion impecable, que se produzca alarma en el resto del tejido.

En contraste con la apoptosis, la necrosis es considerada el resultado
final de una catastrofe bioenergética resultando con depleciéon de ATP a
niveles incompatibles con la supervivencia celular y puede iniciarse por los
llamados “accidentes celulares” como agentes toxicos, traumaticos e
hipoxicos; siempre patolégicos (164,165). La necrosis es caracterizada
morfolégicamente por vacualizacion del citoplasma. Ademas, la destruccién de
la membrana celular permite el escape al exterior de elementos toxicos que
provocan un proceso inflamatorio que tendra efecto nocivo en el organismo,
segun la extension del proceso. El material cromatinico sufre una dispersion
irregular. En la necrosis se observan numerosas células vecinas sometidas a

este proceso, cubriendo una extension variable con desintegracion.

1.4.2 Apoptosis inducidas por metales

Los metales son capaces de producir disturbios en el balance natural de
oxido/reduccion en células, a través de varios mecanismos provenientes de sus
complejas reacciones redox con oxidantes enddégenos y efectos sobre sistemas
antioxidantes celulares. Como resultado del estrés oxidativo, se produce
lipoperoxidacién, dafio a proteinas y dano al DNA, el cual puede contribuir a la
toxicidad o carcinogénesis por metales.

El estrés oxidativo puede también afectar los niveles y funciones de

moléculas sefalizadoras con sensibilidad redox, tales como AP-1, NFkB vy

41
MarcelaA. Gonzdlez



Introduccion

p53, desarreglando las sefales celulares y los sistemas de expresion genéticas
y/o ademas la induccién de apoptosis. Tanto AP-1 y NF-k3 son considerados
factores de trascripcidn en respuesta al estrés que gobiernan la expresiéon de
una variedad de genes pro-inflamatorios y citotoxicos (166). La transactivacién
de AP-1 es requerida para la promocién tumoral en carcinogénesis de piel in
vivo, indicando su importante rol para esta compleja regulacion en cancer
(167). NF-kB esta envuelto en una gran variedad de respuestas bioldgicas. En
particular, esta implicado en reacciones inflamatorias, control del crecimiento,
apoptosis, e iniciacion o aceleracion de la carcinogénesis, y es el primer factor
de transcripcion que responde directamente al estrés oxidativo en ciertos tipos
celulares.

La apoptosis es un importante proceso que tiene influencia en las
transformaciones malignas de las células. Muchos autores han discutido los
efectos pro-apoptéticos de los metales en tipos celulares selectivos (168),
faltando delinear como este proceso podria contribuir a la transformacion
celular o carcinogénesis. Sin embargo, basado en numerosos hallazgos
experimentales es claro que el estrés oxidativo juega un importante rol en los
mecanismos moleculares de la toxicidad inducida por metales y carcinogénesis

(169).
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Generacién de Defensas
Radicales Libres antioxidantes

Antioxidantes

Activacion de
factores de
transcripcion:
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Dafo a proteinas
Modificacion DNA
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Figura 1-2: Estrés oxidativo inducido por metales.
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2. OBJETIVOS

Dada la considerable informacién bibliografica referida a los efectos
agudos del Al y en virtud del impacto que el mismo podria tener en
exposiciones cronicas, fundamentalmente a nivel hepatico, el objetivo general
de este trabajo de tesis fue estudiar las alteraciones hepaticas ocasionadas por
la una exposicion cronica al Al en animales de experimentacion.

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar las alteraciones en la funcién secretora biliar durante una
exposicion cronica al aluminio poniendo especial énfasis en el transporte
biliar de aniones organicos.

e Analizar el estado funcional del transportador Mrp2, tanto en la
generacion del flujo biliar como en el transporte biliar de aniones
organicos.

e Evaluar la produccién de dafo oxidativo a nivel hepatico por el
tratamiento crénico con Al y a su vez relacionarlo con la funcion
secretora biliar.

e Analizar el efecto preventivo a través de un co-tratamiento con un
agente antioxidante liposoluble como la Vit E sobre las alteraciones
inducidas por el Al relacionadas a la formacién de la bilis y la funcidn
secretora biliar.

e Valorar el grado de injuria hepatica a través de estudios histologicos y
del indice apoptético inducidos por el Al y potencialmente prevenidos por

el co-tratamiento con VitE.
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3- METODOLOGIA

3.1 ANIMALES

Se trabajé con ratas Wistar machos adultas (300-390 g) criadas en el
bioterio de la Catedra de Fisiologia Humana de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Bioldgicas de la UNL.

Todos los protocolos experimentales fueron realizados de acuerdo a las
normas internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of
Health, EEUU, 1989). Los animales fueron mantenidos en un ambiente
acondicionado con un ciclo luz-oscuridad de 12 hs, temperatura controlada (21-

25 °C), con agua ad limitum y una dieta Standard para roedores.

3.2 ADMINISTRACION DEL ALUMINIO

Para reproducir en animales de experimentacion los efectos de una
exposicion crénica de Al en humanos, primeramente se fijaron las condiciones
de trabajo en un modelo experimental. Para lograr este objetivo, es
generalmente necesaria la administracion de dosis apropiadas de aquellos
compuestos que se estima puedan ser responsables del desorden en
humanos, aunque es improbable que altos niveles del agente etiolégico sean
alcanzados. En particular, para estudiar los mecanismos de accién deletérea

del catién AI"™ utilizamos dosis del mismo que permitan lograr cierta
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acumulacioén a nivel tisular para de este modo, provocar cambios funcionales
y/o alteraciones histologicas en el érgano estudiado. Cabe consignar, que no
siempre dichas dosis pueden ser utilizadas para determinar su riesgo de
exposicion (170).

Se selecciond la via intraperitoneal como ruta de administracion
simulando las intoxicaciones aluminicas observadas durante los procesos de
dialisis o de nutricion parenteral.

Para evaluar el efecto de la administracion cronica de aluminio sobre la
funcién secretora biliar se utilizé Al bajo la forma de Hidroxido de Al [AI(OH)3],
compuesto con baja solubilidad y alta capacidad hidrolitica, que presenta la
caracteristica de ser uno de los principales compuestos responsables de las
elevadas exposiciones al Al. La exposicién cronica se fijo en un periodo de 3
meses, a través de inyecciones i.p. 3 veces por semana y las dosis empleadas
fueron el resultado de evaluaciones dosis-respuesta de parametros marcadores
de exposicién, utilizando dosis de 20, 40 y 80 mg/Kg pc (171). Los volumenes
de las dosis inyectadas estuvieron dentro de un rango de 0.3 a 0.5 ml segun el
tamano del animal. Las soluciones se utilizaron dentro de los tres dias a partir
de su preparacién, ya que el envejecimiento de las mismas acentua la hidrélisis
y la formacion de complejos con los ligandos potenciales. Los grupos control
recibieron solucién fisiolégica durante los mismos periodos y con igual
frecuencia de administracion. Una vez seleccionada la dosis experimental, se
conformaron los siguientes grupos experimentales:

e [Al (+)]: ratas que recibieron Al (como hidroxido de Al) a una dosis de 27

mg de Al elemental /Kg pc, correspondiente a 80 mg de Al(OH); /Kg pc ip,
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en 0,5 ml de solucidon salina, tres veces por semana, durante 90 dias

consecutivos.

e [Al(-)]: ratas que recibieron solamente el vehiculo (solucién Salina), con

un protocolo de administracion igual al realizado en el grupo [Al (+)].

3.3 ADMINISTRACION DE VITAMINA E

Para evaluar el efecto preventivo de la vitamina E sobre las alteraciones
inducidas por la administracion cronica con aluminio, los animales
correspondientes a los grupos experimentales Al(-) y Al(+) fueron a su vez

divididos al azar en 2 sub-grupos experimentales cada uno:

e [Al (+)]: Animales tratados con Al bajo las condiciones mencionadas en

3.2 sin tratamiento con Vit E.

¢ [Al (-)]: Animales controles descriptos en 3.2 sin tratamiento con Al ni con

Vit E.

e [Al (+) E(+)]: Animales que fueron tratados con Al como en el grupo
anterior e inyectados subcutaneamente en forma simultanea con vit E (a-
tocoferol 0.95 g/ml, [Sigma Chemicals Co. St Louis, MO, USA]),a la dosis

de 600 mg/Kg pc.
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e [Al (-) E(+)]: Animales que recibieron solo vehiculo como el grupo Al(-),

inyectados subcutaneamente 3 veces por semana a una dosis de 600

mg/Kg pc.
Tratamiento o no con Aluminio Evaluaciones funcionales
Tratamiento o no con Vit E Evaluaciones morfoldgicas

0 90 dias

Fig 2.1 Protocolo del tratamiento experimental de los animales.

3.4 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Al cabo de los 90 dias de tratamiento, segun el grupo que corresponda,
los animales fueron pesados y luego anestesiados con una dosis Unica
intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg pc), y mantenidos en esta
condicion durante todo el experimento. La vena femoral y el conducto biliar

comun fueron cateterizados utilizando catéter de polietileno PC/50 (Intramedic,
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Clay Adams, Parsippany, NJ EEUU) y un catéter de polietiieno PE-10
(Intramedic Clay Adams, Parsippany, NJ EEUU) respectivamente. En todos los
casos, se realizd una traqueotomia, colocandose un catéter en la traquea para
facilitar la remocioén de la secrecion bronquial inducida por el anestésico. La
temperatura corporal fue mantenida en todo momento entre 37 °C y 38.5 °C
con una lampara infrarroja de calentamiento. Finalizados los experimentos los
animales fueron sacrificados por exsanguinacién y los higados removidos vy

pesados.

3.5 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES FUNCIONALES

3.5.1 Estudios de la secrecioén biliar

Luego de la cateterizacién del conducto biliar comun, se dejo drenar bilis
libremente durante 30 min. A continuacion, para evaluar el efecto de los
distintos tratamientos sobre el FB, se recogio bilis por un periodo adicional de
30 min. El FB fue estimado gravimétricamente, asumiendo una densidad de la
bilis de 1 g/ml.

Las velocidades de excrecion biliar de los distintos componentes
excretados fueron calculadas como el producto del FB y las concentraciones
biliares de los mismos. Atencion especial acreditaron las determinaciones de
las velocidades de excrecion biliar de HCO3"y GSH. En el primer caso, la bilis

se recogio durante 15 min en tubos pre-pesados conteniendo Vaselina liquida,
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mientras que para GSH la bilis fue recogida durante 15 min en tubos pre-

pesados conteniendo 1 ml de acido sulfosalicilico al 6%.

3.5.2 Estimacién de pardmetros farmacocinéticos de transporte hepatico

Estos estudios fueron llevados a cabo con la finalidad de estimar el
estado funcional de los dos sistemas de transporte hepatico de mayor
relevancia fisiolégica, esto es, aquéllos involucrados en la transferencia a bilis
de aniones organicos colefilicos y de sales biliares.

Para evaluar los sistemas de transporte de aniones organicos, en un
primer estudio se administré el colorante colefilico Bromosulfoftaleina (BSF)
(Sigma Chemical Co.; St.Louis, MO, EE.UU). Luego de inyectar BSF (60 mg/Kg
pc.) por via intravenosa, se recogieron muestras de sangre cada 1-10 min
durante 30 min y muestras de bilis en periodos de 10 min durante 60 min.

En otro estudio, a los fines de clarificar el rol de la conjugacion hepatica,
se administro el colorante Rosa de Bengala (RB) en una dosis de 25 mg/Kg de
pc (172). Se tomaron muestras de sangre cada 2 min durante 30 min, y de bilis
cada 10 min por un intervalo de 60 min.

A estas concentraciones de los colorantes utilizados, los sistemas de
transporte hepatico no se encuentran saturados.

Los estudios farmacocinéticos de manejo hepatico de estos compuestos
fueron llevados a cabo graficando la concentracion plasmatica de los mismos
vs el tiempo luego de su administracién. Las curvas obtenidas se ajustaron a

una ecuaciéon biexponencial del tipo:
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C=A.e%""+B.E.eP!

Un intento preliminar de ajuste triexponencial no ofrecié ninguna mejora
en la calidad del ajuste de los datos, segun se pudo juzgar aplicando los
criterios de Akaike (173). Por lo tanto, el modelo de dos compartimientos
(plasma e higado) con un extremo biliar abierto, descripto por Richards y col.
(174) fue considerado fisiologicamente adecuado para el analisis. Las
constantes intrinsecas para el transporte de estos compuestos de plasma a
higado (captacion hepatica, ri2), de higado a plasma (reflujo sinusoidal, rq) y
de higado a bilis (excrecion canalicular, r3) fueron obtenidas como se describid

previamente (174), de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

rne=(A.a+B.B)/(A+B)

r3=(a.[3)/r12

r1=(a+B)-(r2 +r3)
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BSF o RB

i

21

Fig 2.2 Modelo bicompartamental de transporte biliar descripto por Richards y col y constantes
de transferencia derivadas del mismo (ri;: captacidon hepatica, ry;: reflujo sinusoidal y r3:

excrecion canalicular).

3.5.3 Estimacion del flujo biliar independiente de sales biliares (FBISB)

El valor del FBISB fue obtenido mediante extrapolacion a cero de la

recta de regresion obtenida al graficar FB vs velocidad de excrecion de sales

biliares (VESB) (62).

3.5.4 Actividad transportadora de Mrp2

La actividad transportadora del Mrp2 fue determinada administrando

CDNB (1-cloro2, 4 dinitrobenceno en dosis de 10 umol / Kg de peso corporal,
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iv, en solucion salina); el CDNB atravieza libremente la membrana sinusoidal, y
es conjugado con glutation por el sistema de la Glutation S- transferasa, por lo
que el derivado de GSH, dinitrophenyl-S-GSH (DNP-SG), es selectivamente
excretado a la bilis usando como transportador el Mrp2. Luego de la
administracion de CDNB, fueron obtenidas muestras de bilis con intervalos de
10 min durante 60 min y fueron calculadas las velocidades de excrecion biliar
del DNP-SG como el producto del flujo biliar y la concentracion biliar de DNP-

SG medidas espectrofotometricamente a 335 nm.

3.6 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

3.6.1 Determinacion de Aluminio en suero y tejidos

Las concentraciones de Al en suero y en tejidos constituyen marcadores
de la exposicion previa al metal.

El aluminio fue determinado por espectrometria de absorcion atdomica
electrotérmica [horno de grafito y espectrometro Perkin Elmer (5000)] en
muestras de suero, higado, rindbn y mucosa intestinal de los animales de
experimentacion. Las muestras de tejido fueron pesadas inmediatamente de
extraidas (200-1000 mg) con una precision de 0.1 mg (balanza Mettler). A
continuacién en dichas muestras y en suero se procedié a su digestion con 1
ml de acido nitrico concentrado de grado reactivo (Merck) en caliente, seguido

de la disolucion a 25 ml finales con agua ultrapura.
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3.6.2 Determinacion de parametros bioquimicos marcadoras de dafio

hepatico

Se midieron los niveles séricos de bilirrubina y las actividades de
enzimas séricas marcadoras de dafno hepatocelular, tales como la aspartato
aminotransferasa (ASAT), la alanina aminotransferasa (ALAT) y la fosfatasa
alcalina (FA). Estas determinaciones se realizaron utilizando equipos

comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

3.6.3 Determinacion de sales biliares totales

Las sales biliares totales en bilis fueron medidas por el método de la 3
alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa (175). El método se fundamenta en la
oxidacion del grupo hidroxilo 3 alfa del nucleo de los acidos biliares, en
presencia de una enzima con la transferencia del hidrégeno liberado al NAD+
formando NADH. Se origina 1 mol de NADH por cada mol de acido biliar
oxidado. La determinacion de NADH permite conocer la concentracion de
acidos biliares hidroxilados en posicion 3 alfa, configuracién propia de los

principales acidos biliares fisioldgicos.
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3.6.4 Determinacién de Glutation total (GSH)

Las muestras de bilis, recogidas en acido sulfosalicilico al 6 %, fueron
centrifugadas y el sobrenadante se utilizé para determinar el contenido de

glutation total (reducido mas oxidado), de acuerdo al método de Tietse (176).

3.6.5 Determinacién de HCOy'

Las concentraciones de HCO3" en las muestras de bilis se calcularon a
partir de los valores de pH y pCO,, utilizando la ecuacién de equilibrio de
Henderson/ Hasselbach. Los valores de pH y pCO; de la bilis fueron medidos
inmediatamente después de su recoleccion, utilizando un analizador

automatico de gases en sangre.

3.6.6 Determinacion de Bromosulfoftaleina (BSF)

La concentracion de BSF en plasma y bilis fue determinada por medicion
espectrofotométrica a 577nm, efectuando una dilucion previa de las muestras
en NaOH 0,1 N. Para determinar las proporciones relativas de BSF libre y
conjugada con GSH en bilis, se efectué una cromatografia en capa delgada,
utilizando gel de silice como fase fija y una mezcla de acetona: agua: amoniaco

(81:15:4) como fase movil (177).
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3.6.7 Determinacion de Rosa de Bengala (RB)

La concentracion de RB en plasma vy bilis fue determinada por medicion
espectrofotométrica a 540 nm, efectuando una dilucién previa de las muestras

en agua destilada (172).

3.6.8 Determinacion de proteinas totales

Para la determinacion de las proteinas totales tanto en bilis como en

homogenados hepaticos se utilizé el método de Lowry y Col (178).

3.6.9 Determinacién de colesterol total

Se determind la concentracion de colesterol en bilis por el método
enzimatico de la colesterolesterasa, colesterol oxidasa y colesterol peroxidasa

(Boehringer, Manheim)

3.6.10 Determinacion de fosfolipidos

Para la determinacién de fosfolipidos totales se utilizd la técnica de
Duck-Chong (179). El fésforo de los fosfolipidos es convertido primero en
fosfato inorganico, calentando el extracto lipidico en presencia de Nitrato de
Magnesio. El residuo es disuelto en HCI. El fésforo inorganico se determina por

el reactivo acido de molibdato-verde de malaquita con la formaciéon de un
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complejo entre fosfomolibdato y el colorante basico a pH bajo que se estabiliza
con un tensoactivo. La absorbancia se mide a 650 nm, luego de 5 min a

temperatura ambiente.

3.6.11 Niveles celulares de proteinas de transporte: Mrp2

Los niveles de Mrp2 se evaluaron por Western Blotting en membranas
plasmaticas mixtas obtenidas por centrifugacion diferencial, de acuerdo a la
metodologia descripta por Meier y col (180). Estas preparaciones de membrana
fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato de Na+
y sometidas a electroforesis. Luego, se transfirio la corrida a una membrana de
nitrocelulosa (Protran, Schleicher and Schuell, Keene, NH, EEUU), la cual fue
incubada durante 1h con un anticuerpo monoclonal anti/Mrp2 de raton (MC-
206, Kamiya Biomedical Co, Seattle, WA, EE.UU) en una dilucién 1:2000. El
inmunocomplejo formado fue detectado mediante incubacién durante 1 h con
un anticuerpo secundario unido a peroxidasa de rabanito (1:2000) (Amersham
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU), previo bloqueo durante toda
la noche con una solucion salina amortiguada conteniendo Tris, 0,1% de
Tween 20 y 5% de leche en polvo descremada. Las bandas inmunoreactivas
fueron visualizadas utilizando un equipo de quimioluminiscencia comercial y
siguiendo las recomendaciones del fabricante (RVL + Plus, Amersham
Pharmacia Biotech Inc). Para ello, las membranas fueron expuestas a peliculas
radiograficas Bio-Max MR-2 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EE.UU)

durante 5 minutos y las bandas resultantes fueron cuantificadas, utilizando un
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programa de analisis digital de imagenes (Gel-Pro Analyzer, Media

Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU).

3.6.12 Evaluacion del metabolismo oxidativo en el tejido hepético

Al concluir el tratamiento los animales de los distintos grupos
experimentales fueron anestesiados con pentobarbital soédico (50 mg/Kg de
peso corporal), y previa extraccion de sangre por puncion intracardiaca y
posterior secciéon de aorta, se removié rapidamente el higado. Los mismos
fueron lavados con solucion fisiolégica a 4°C. En homogenados de tejido
hepatico, se determinaron los contenidos de compuestos sulfhidrilos no
proteicos (fundamentalmente glutation reducido- GSH), el grado de
lipoperoxidaciéon (LPO) y las actividades de enzimas antioxidantes, catalasa

(CAT) y Glutation peroxidasa (GSH-Px).

3.6.13 Determinacion de GSH reducido

La determinacion de glutation se realizd6 en homogenados hepaticos
obtenidos con tricloroacético al 5% en HCI 0.01M en frio, en una proporcion de
4 ml por g de tejido, usando un homogenizador Potter-Elvehjén. Se obtuvo el
sobrenadante por centrifugacion y se determin6 GSH segun la técnica de
Ellman (181) utilizando como reactivo el acido 5,5°- ditiobis 2-nitrobenzoico

(DTNB). Los resultados se expresaron en uymol/ g tejido humedo.
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3.6.14 Determinacion del grado de LPO

Como medida indirecta de la produccion de sustancias O, reactivas se
determiné el nivel de LPO por el método de Ohkawa (182). La determinacion se
realizd en homogenatos hepaticos preparados en una proporcién de 1 g de
tejido humedo con 9 ml KCI 1,15%, usando un homogenizador Potter-Elvehjén.
El método consiste en la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA) con un
producto secundario de la peroxidacion lipidica, identificado como
malondialdehido (MDA), formado durante la incubacién de homogenados
tisulares bajo condiciones aerébicas, para producir en medio acético y en
caliente, un cromoégeno rojo con un pico de absorcién espectrofotométrica a

532 nm. Los resultados se expresaron en nmol MDA/ g tejido humedo.

3.6.15 Medida de la actividad de las enzimas antioxidantes hepaticas

La actividad enzimatica de CAT fue determinada por el método de Beers
y Sizer (183) y la de GSH-Px por el de Paglia y Valentine (184).

Para sus determinaciones se obtuvieron homogenados hepaticos con
sacarosa 0,25 M, en una relaciéon de 1 g por 9 ml, los cuales fueron luego
centrifugados a 10000 g durante 20 minutos.

La actividad de CAT esta basada en la cantidad de H,O, degradada por
la enzima, medida en buffer K;PO4, 50mM con EDTA 0,1 mM, pH= 7,0. Fue

medida espectrofotométricamente a 240 nm durante 60 segundos la
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disminucién en el contenido de agua oxigenada. La actividad de CAT fue
expresada en unidades por mg de proteina.

La actividad de GSH-Px fue determinada utilizando perdxido de
hidrégeno como sustrato y la reaccién fue seguida espectrofotométricamente
por el consumo de NADPH por glutation reductasa. La reaccion fue realizada
en buffer de fosfato 0,1 M pH= 7,0, con 1 mM GSH, 0,2 mM NADPH y 1,4 U de
glutation reductasa. Los cambios en la absorbancia fueron medidos durante 2
minutos a 340 nm. La actividad de GSH-Px fue expresada por nmol de NADPH/
min. mg prot.

Para ambas enzimas, la concentracion de proteinas en los

homogenados fue determinada por el método de Lowry descripto en 3.6.8.

3.6.16 Determinacion de la actividad de la enzima Glutation S-Transferasa

(GST)

La determinacidon de la actividad de la enzima GST, se efectu6 en la
fraccidn citosdlica, obtenida por centrifugaciéon a 12000 g durante 12 minutos,
de homogenados hepaticos con sacarosa 0,25M-EDTA 1mM (pH=7,4) en una
relacion de 1 g por 3 ml, de buffer. Luego se agregé al sobrenadante 0,2
volumenes de CaCl; 0.1M y nuevamente se centrifugd 20 minutos a 12000 g.
La actividad total de GST fue medida por el método de Habig (185). La
formacion de S-conjugados fue seguida espectrofotometricamente a 340 nm
utilizando como sustrato 1-cloro 2, 4 dinitrobenceno (CDNB). La actividad fue

expresada en nmol/min.mg prot.
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3.7 ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Los animales fueron sacrificados y sus higados inmediatamente
removidos. Muestras de diferentes Iébulos fueron fijadas en formol y
procesadas histologicamente hasta su inclusién en parafina. Se realizaron
cortes de 5 micras de espesor que fueron montadas y coloreadas con
Hematoxilina Eosina. Para evaluar la proliferaciéon ductal se examinaron 50
areas portales por cada animal y se determiné el numero promedio de
conductos biliares presentes en dicha regién (NCB) (186). La fraccion
porcentual de volumen ocupada por areas portales en el higado entero fue
medida en 5 secciones de higado no seriadas bajo un aumento de 40X. En
cada seccion se observaron 10 campos microscopicos seleccionados al azar.
Se utilizé el método estereoldgico de contaje de puntos y se expresé como
densidad de volumen de areas portales (Vvap) (187). Este parametro
morfométrico fue utilizado para detectar cambios patoldgicos debidos a
proliferacion ductal, inflamacion portal y/o fibrosis portal. La inflamacion del
tracto portal (ITP) y la necrosis hepatocelular (NH) fueron determinadas
semicuantitativamente utilizando el sistema de score descripto por Sokol et al
(188). Se analizaron 5 secciones de higado no seriadas. En cada seccién
fueron evaluados 10 campos microscopicos seleccionados al azar,
calificandolos de 1 (ausencia o minima) a 4 (maxima) de acuerdo a la magnitud
de la necrosis hepatocelular y de la inflamacién del tracto portal .

La fibrosis hepatica (FH) fue cuantificada por analisis digital de

secciones de tejido coloreadas con Direct Red 80 para colageno (189). Con un
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aumento de 40X, se determind el porcentaje de area del higado entero cubierta
por fibras colagenas utilizando un software de analisis de imagen (Scion
Imagen Beta 4.02 Scion Corporation, Frederick, Maryland). Las fibras
colagenas que normalmente existen en el tracto portal o en vena central fueron
también incluidas en la medicion (190).

La cuantificacion de apoptosis fue realizado por el método de TUNEL
(Promega, Madison, WI, USA). Con un aumento de 400X, se analizaron al
menos 6000 hepatocitos por seccion. El indice apoptético (IA) fue calculado
para cada animal contando el numero de células apoptdéticas y cuerpos
apoptéticos dividido por el numero total de hepatocitos y expresado en
porcentaje. Secciones seriadas tefidas con Hematoxilina Eosina fueron
evaluadas para corroborar la incidencia de cuerpos apoptoéticos y células

apoptéticas (191).

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores fueron expresados como la media + SEM. Los
resultados fueron analizados estadisticamente mediante Analisis de Variancia
(ANOVA 2x2). Cuando las mismas mostraron diferencias significativas, se
realizaron las comparaciones individuales a través de un test no paramétrico de
Scheffé. Los valores con P < 0.05 fueron considerados con diferencias

significativas.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EFECTO DE UNA EXPOSICION CRONICA A ALUMINIO SOBRE LA
FUNCION HEPATICA

4.1.1 ESTUDIO DE DISTINTAS DOSIS EXPERIMENTALES DE ALUMINIO

4.1.1.1 Efecto del Al sobre el Peso corporal y hepatico

Los animales tratados con Al, independientemente de las dosis
analizadas (20,40 y 80 mg/ Kg pc), no mostraron signos biologicos evidentes
de alteraciones toxicoldgicas, como asimismo no se registraron muertes de los

mismos durante los 90 dias de tratamiento experimental.

Peso corporal Peso corporal Peso del higado Peso de higado
inicial (g) final (g) (9) relativo (%)
Al (-) 337+6 335+6 12,3+1,2 36+03
Al(+) 20 3214 315+3 13,1+0,9 4,1+0,2
Al(+) 40 3245 323+6 125+15 3,8£0,2
Al(+) 80 328+6 317 +4 11,8+1,2 36+0,1

Tabla 4.1 Efecto del tratamiento con aluminio sobre el peso corporal y hepatico. Valores

expresados como media + SEM; n= 5 por grupo.

El analisis estadistico de los resultados muestra claramente que el

tratamiento con Al no modifica el peso corporal ni el peso hepatico al cabo de
los 90 dias coincidiendo con lo observado por otros autores (192). Como
consecuencia de ello, el peso de higado relativo, indicador de potencial

hepatomegalia, no mostré cambios por la exposicion a distintas dosis de Al.
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4.1.1.2 Paradmetros séricos de alteracion hepatica

La administracion de aluminio provocd cambios significativos tanto en los
niveles séricos de bilirrubina como en las actividades de las enzimas
marcadoras de dano hepatico evaluadas, siendo las mismas dosis
dependientes. Sin embargo, sélo a niveles de 80 mg / Kg pc, dosis maxima
estudiada, se observaron alteraciones significativas en los parametros

bioquimicos analizados (Tabla 4.2).

ALAT ASAT FA Bb

(ur1 (url U/l (UM)
Al (-) 214+13° 37,4+33° 357 +22° 30+£1,1°
Al(+) 20 273+22° 412+42° 364 + 14 ° 35+1,1°
Al(+) 40 212+12° 392+33° 345+ 11° 31+13°
Al(+) 80 473+26° 612+4,0° 561+ 12° 52+16°

Tabla 4. 2 Efecto del tratamiento con distintas dosis de aluminio sobre algunos marcadores
plasmaticos de funcién e integridad hepatica. Valores expresados como media + SEM; n= 5 por
grupo. Los resultados fueron analizados a través de un andlisis de varianza (ANOVA) seguido
del test no paramétrico de Scheffé. Grupos de animales que no comparten el mismo
supraindice, son estadisticamente distintos a p<0.05. Abreviaturas usadas: ALAT: alanina

aninotransferasa; ASAT: aspartato aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina, Bb: bilirrubina.
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4.1.1.3 Funcién secretora biliar

Como se puede observar en la Figura 4.1, el tratamiento de los animales
con dosis crecientes de aluminio, indujo una disminucién progresiva en los
valores del flujo biliar (FB) y de la velocidad de excrecién de sales biliares
(VESB). Un efecto maximo fue alcanzado a la dosis de 80 mg/kg pc de Al, el
cual llevd a una disminucion del 23 % del FB y del 49% de la VESB.

Al comprobar que a la dosis de 80 mg de Al/ Kg pc se obtuvieron las
maximas variaciones en los indicadores de funcion e integridad hepatica, como
también en el FB y VESB, se emple6 la misma para la realizacién de los
estudios posteriores. Es importante destacar que en la forma de exposicidon
utilizada no se observaron en las ratas signos de alteraciones en el

comportamiento, dolores, dificultades respiratorias, entre otros.

4.1.2 ACUMULACION TISULAR DE ALUMINIO

Dada la ubicuidad del Al en el medio ambiente, la exposicion de los
animales a este elemento es inevitable, lo que estaria reflejado en los valores
hallados en los grupos controles. Con el fin de establecer el grado de
exposicion al Al de los animales controles se efectuaron mediciones del
contenido del metal en el agua de la red del suministro del bioterio y en el

alimento proporcionado previa homogenizacién y disolucién en HCI 0,1 N.
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Figura 4.1. Efecto del tratamiento con Al sobre el flujo biliar y la velocidad de excrecién de sales
biliares. Valores expresados como media + SEM; n= 5 por grupo. Los resultados fueron
analizados a través de un analisis de varianza (ANOVA) seguido del test no paramétrico de
Scheffé. Grupos de animales que no comparten la misma letra, son estadisticamente diferentes

a p< 0.05. Abreviaturas usadas: FB, flujo biliar; VESB, velocidad de excrecion de sales biliares.
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El valor hallado en el agua (1 umol/l) guarda relacién con lo observado
por otros autores: 0,37 a 7 ymol/l (193) segun el lugar de origen. En el alimento
balanceado la concentracién total de Al alcanzé un nivel de 36,3 pmol Al /g de
pesode alimento. El contenido de Al de las dietas comerciales para roedores,
disponibles en otros paises es significativamente mas bajo. Se han reportado
valores entre 2,5 a 10 ymol Al/ g peso de alimento (193-197).

El contenido de Al en suero, riidn, higado y mucosa intestinal en ratas
adultas después de 90 dias de tratamiento con hidréxido de aluminio, se

presentan en la Tabla 4.3.

Al () Al (+)
Suero (ug/l) 9,1 +4,2 750 £ 50 *
Rifién (ug/g tej. humedo) 3,9+0,5 49.7 + 5.7*
Higado (ug/g tej. himedo) 245+8,5 122,2 + 6.9*
Intestino (ug/g tej. hUmedo) 3,4+0,6 68,1 + 3,6*

Tabla 4.3. Contenido de aluminio en diferentes tejidos. Los resultados son expresados como la
media + SEM. n= 6 en cada grupo. El analisis estadistico de los datos se realiz6 a través de un

test de student. * p< 0.001 vs el grupo Al (-).

Bajo las condiciones experimentales (tiempo, forma de administracion)
tanto en suero como en los tejidos donde se depositod el Al, las concentraciones
de dicho cation aumentaron significativamente.

La exposicion al aluminio por 90 dias indujo un incremento significativo

(aproximadamente de 4 veces) del contenido de aluminio hepatico. Resultados
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similares han sido reportados en estudios previos donde el Al fue administrado
parenteralmente (197,198,56), a su vez esta acumulaciéon ha sido asociada a la

presencia de Al en las células gigantes hepaticas (197).

4.1.3 FUNCION SECRETORA BILIAR

4.1.3.1 Alteraciones inducidas por el aluminio sobre la velocidad de

excrecién de componentes biliares

En la Tabla 4.4 se muestran el FB basal y la velocidad de excrecion biliar
de sus diferentes constituyentes luego de los 90 dias de tratamiento con Al. En
asociaciéon a la disminucion del FB observada a dosis de 80 mg/Kg pc, vemos
que la velocidad de excrecion biliar de proteinas, colesterol y sales biliares,
fueron significativamente menores en el grupo Al (+) comparado con el grupo
Al(-). Esta alteracion estuvo relacionada a cambios en el FB y no a la
concentracion de dichos compuestos en bilis. Por otro lado, los niveles de
fosfolipidos en bilis se incrementaron significativamente en los animales
tratados con Al lo que compensé el descenso de FB, conduciendo a una

normal velocidad de excrecion biliar del mismo.
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Al () Al (+)
Flujo biliar (ul / min /100g pc) 6.60 + 0.20 4.25+ 0.56*
Velocidad de excrecion biliar de Proteinas 21.00 + 0.70 13.10 + 1.30*
(mg / min100g pc)
Velocidad de excrecion biliar de fosfolipidos 32.90 + 1.40 35.20 + 3.30
(nmol P/ min100g pc)
Velocidad de excrecion biliar de colesterol 4.10 +0.10 2.33 + 0.10*
(nmol / min100g pc)
Velocidad de excrecién biliar de SB 184.00 + 13.00 113.00 + 6.00*
(nmol / min100g pc)

Tabla 4.4. Efecto del tratamiento con Al en el flujo biliar y en la velocidad de excrecion hepatica
de solutos biliares. Los parametros fueron medidos en la bilis recolectada bajo condiciones
basales. Los valores fueron expresados como la media £+ SEM. n = 6 en cada grupo. El analisis

estadistico de los datos se realiz a través de un test de Student. * p< 0.05 vs el grupo Al (-).

La acumulacion hepatica de aluminio, fue acompafiada por una
disminucion en el flujo biliar y en la secrecion de sales biliares, las que actuan
como fuerza impulsora primaria para la formacion de la bilis, lo que sugeriria,
que en parte, la disminucién del flujo biliar pueda ser debida a una reduccién en
su fraccién dependiente de acidos biliares. Un resultado similar fue observado
cuando el Al fue administrado subcronicamente (i.e. por 14 dias),
intraperitonealmente (49). No obstante, cuando el Al fue dado enteralmente, se
encontré baja acumulacion del mismo en higado hecho atribuido a la via de
administracién empleada (50).

La funcion secretora biliar fue afectada 90 dias luego de la
administraciéon de Al, datos que concuerdan con los reportados en una

administracion a corto tiempo (14 dias) (49), indicando esta situacion que
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ningun mecanismo compensador se pone en juego luego de la exposicion al Al

para modificar las alteraciones en los mecanismos secretores biliares.

4.1.3.2 Alteraciones inducidas por el aluminio en el Flujo biliar

independiente de sales biliares (FBISB)

Las graficas de FB vs VESB nos permiten estimar tanto el FBISB como
la eficiencia colerética. En ambos grupos experimentales se observa una
significativa correlacién entre dichas variables (R?; Al(-): 0.9227 y Al(+): 0.9602
(Fig 4.2)

El FBISB, estimado por la ordenada al origen de las rectas de regresion
de FB vs. VESB durante la infusion de taurocolato de sodio, fue disminuida
significativamente por el Al (Al(-): 4.037 £ 0.05 pl/min/100g rata vs. Al(+): 1.679
+ 0.032 pl/min/100g rata; p< 0.05). El grupo tratado no modificoé la eficiencia
colerética de las SB excretadas a bilis, parametro estimado por la pendiente de
las rectas de regresion. El andlisis de regresion arrojé las siguientes

ecuaciones: Al (-): y = 0.0157x + 4,037 Al(+): 0.0165 x + 1.679 .
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Fig 4.2 Relacién entre el FB y la VESB obtenida mediante la infusion intravenosa de la sal biliar

Taurocolato de sodio. Cada valor representa la media £+ SEM. n= 8 en cada grupo. El analisis

estadistico de las ordenadas al origen y las pendientes de las rectas, fueron evaluadas a través

de un test de Student *.

Ya que GSH y HCO’; han sido postulados como los principales

determinantes de la fraccion independiente del FB (62), evaluamos la excrecion

biliar de los mismos en nuestro modelo. Como se observa en la Fig 4.3, la

velocidad de excrecion biliar de ambos compuestos fueron significativamente

disminuidos con el tratamiento de Al.
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Fig 4.3 Efecto del tratamiento con aluminio sobre la excrecion biliar de HCO3;-y GSH. Cada
valor representa la media £+ SEM. n= 8 en cada grupo. El analisis estadistico de los datos se

realizo a través de un test de Student. * p< 0.001 vs el grupo Al (-).

75
MarcelaA. Gonzdlez



Resultados y Discusion

4.1.3.3 Efecto del Aluminio sobre el transporte hepatico del anién

organico colefilico Bromosulfoftaleina (BSF)

Las alteraciones en la funcién secretora biliar inducidas por la
intoxicacidén con Al han sido evaluadas previamente (49), pero no existen datos
sobre los cambios inducidos por el Al en el transporte hepatico de aniones
organicos. Esta informacion es altamente relevante, ya que, estos sistemas de
transporte estan involucrados en la eliminacién biliar de compuestos
potencialmente toxicos, endo-xenobidticos, incluyendo bilirrubina, sales biliares
glucuronizadas o sulfatadas, leucotrienos, C4, medicamentos y numerosos
constituyentes dietarios (199,200).

El efecto del Al sobre los sistemas de transporte canalicular fue
estudiado in vivo, a través del manejo hepatico del anidbn organico
Bromosulfoftaleina (BSF), compuesto colorante relativamente no téxico, que es
comunmente utilizado como indicador de la funcién hepatica. Con este
propésito, fue realizado el andlisis farmacocinético de la desaparicidon
plasmatica del colorante, el cual proporciona una estimacién cuantitativa de la
eficiencia de los eventos por los cuales los transportadores estan funcionando
en el hepatocito in vivo. La BSF es selectivamente captada por el hepatocito a
través de un mecanismo transportador independiente de Na (perteneciente a
una familia [Oatp] de polipéptidos transportadores de aniones organicos) y es
conjugada con Glutation (GSH) dentro del hepatocito por la enzima Glutation S-

transferasa (GST). Luego, es subsecuentemente excretado a la bilis por el
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transportador canalicular multiespecifico ATP-dependiente, Mrp2 (52) paso
limitante en la transferencia global plasma-bilis (201).

Los diferentes parametros, clearence plasmatico (C/ , ), tiempos de vida
media para las fases rapida (T, a ) y lenta (T2 8 ) de decaimiento plasmatico y
las velocidades de transferencia intrinseca, ri» (captacion hepatica), r»1 (eflujo
sinusoidal) y r3 (excrecién canalicular) fueron obtenidos a partir del analisis
biexponencial de parametros de decaimiento plasmatico, de acuerdo a
férmulas Standard para un modelo abierto de dos compartimientos (ver
material y métodos).

El tratamiento con Al redujo significativamente el clearance plasmatico
de la BSF (-59%), el cual fue acompafado por una significativa reduccion en la
velocidad fraccional de captacion (ri2 -53%) y de excrecidon (r3 -43%) del
colorante (Tabla 4.5). Las alteraciones en estas etapas del transporte,
particularmente las alteraciones en la transferencia canalicular del colorante r;
(que es la velocidad limitante en la transferencia global de la BSF desde sangre
a bilis), explica el decrecimiento en la excrecion total del mismo. Una clara
tendencia a disminuir existe en la velocidad fraccional de reflujo hepatico, pero,
debido a la alta variabilidad interindividual, la diferencia no marca significancia
estadistica. ElI decaimiento plasmatico del colorante BSF, fue menor en el
grupo Al(+). Esto estuvo relacionado con el incremento de los valores del

tiempo de vida medio para las fases rapida y lenta del decaimiento plasmatico.
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Al () Al (+)

Cl ,(ml/Kg p.c) 1,7+0,6 0,7 £0,2*
riz (min™) 0.136 + 0.010 0.064 + 0.008*
r1 (min™) 0.030 + 0.007 0.013 + 0.005
rs(min™) 0.058 + 0.007 0.032 + 0.006*
T2 a(min) 2+0,6 6,6 + 1,4
T1/2 B(min) 25+4 47+ 8*

Va (ml/Kg p.c) 627 685

Tabla 4.5. Efectos del tratamiento con aluminio sobre los parametros farmacocinéticos
derivados del Analisis Bicompartimental del decaimiento plasmatico del colorante
Bromosulfoftaleina. Abreviaturas: clearence plasmatico (C/ , ); velocidades de transferencia
intrinseca, ry» (captacion hepatica), r»; (eflujo sinusoidal) y r; (excrecién canalicular); tiempos de
vida media para las fases rapida (T;, a ) y lenta (T4, 8 ) de decaimiento plasmatico de BSF;
Volumen de distribucion (Vd). Los valores fueron expresados como la media £ SEM. n = 6 en
cada grupo. El analisis estadistico de los datos se realiz6 a través de un tesr de Student. * p<
0.001 vs el grupo Al (-).

4.1.3.4 Efecto del aluminio sobre la actividad de la glutation-S-transferasa

(GST)

Dado de que los estudios farmacocinéticos del transporte de BSF se

mostraron alterados por la exposicion al Al, se procedié a estudiar la actividad
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de GST, enzima implicada en la fase Il de detoxificacion hepatica. Esta enzima
especificamente esta comprometida en las reacciones de conjugacion de
compuestos, como los colorantes colefilicos, en el interior del hepatocito.
Interviene en la conjugacion de la BSF con GSH originando conjugados GSH-
BSF que pueden sufrir distintas transformaciones para ser eliminados
(202,203) y son excretados a la bilis por el transportador canalicular
multiespecifico ATP-dependiente Mrp2 (52).

El analisis estadistico de los resultados muestra claramente que el
tratamiento de 90 dias con Al disminuyé significativamente la actividad de la
GST (Fig 4.4). La disminuciéon en los niveles de GST observados podria

explicar la reduccion en la velocidad de transferencia canalicular rs.

GST

1600 -
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= *
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nmol/min/ mg prot.
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Al () Al (+)

Fig. 4.4 Actividad de la enzima Glutation- S — transferasa medida en homogenados hepaticos
de los dos grupos experimentales Al(-) y Al (+). Los valores fueron expresados como la media +
SEM. n = 6 en cada grupo. El analisis estadistico de los datos se realizé a través de un test de
Student. * p< 0.05 vs el grupo Al (-).

79
MarcelaA. Gonzdlez



Resultados y Discusion

Al respecto, otros autores (203,204) han encontrado en intoxicaciones
agudas con Al, disminucion de la actividad enzimatica de citocromo P450 vy

GST.

4.1.3.5 Efecto del Aluminio sobre la excrecion de BSF

Se analizdé la excrecién biliar de BSF en sus formas total, libre y
conjugada. Como muestra la Tabla 4.6 el tratamiento durante 90 dias con Al
disminuy6 la excrecidén biliar total de BSF. Este efecto pareciera no ser
dependiente de la conjugacion, dado que la excrecién del colorante en sus

formas libre y conjugada se altera en forma semejante.

Al (-) Al (+)

BSF total excretada

1258 + 105 909 £ 19 *
(mg/60 min/g higado)
BSF libre excretada

221+6 136 £ 25 *

(mg/60 min/g higado)
BSF conjugada excretada

1036 + 68 773+39*
(mg/60 min/g higado)

Tabla 4.6. Efectos del tratamiento con Al sobre la excrecion biliar de BSF. La BSF total, libre y
conjugada fue expresada como la cantidad de colorante excretado a lo largo del periodo de
recoleccion de bilis. Los valores fueron expresados como la media + SEM n = 6 en cada grupo.
El analisis estadistico de los datos se realizé a través de un test de Student. * p< 0.05 vs el

grupo Al (-).
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Esta ausencia de alteraciones significativas en la relacion BSF
conjugada sobre total sugeriria que los cambios en la conjugacion intrahepatica
de la BSF, un paso metabdlico que facilita su transferencia canalicular (205),
parecerian no estar implicados en la alteracion del paso del colorante a bilis,
coincidiendo en lo observado en la relacion BSF conjugada / BSF total donde

no se produjeron cambios significativos.

4.1.3.6 Efecto del Aluminio sobre el transporte hepatico del anién

organico colefilico Rosa de Bengala (RB)

Debido a los resultados obtenidos y para descartar definitivamente la
implicancia de la conjugacién, se procedi6 a utilizar otro colorante, el RB, que
no es metabolizado durante su transito a través del hepatocito (172). El mismo
es captado por el hepatocito a través de un mecanismo transportador
independiente de Na (perteneciente a una familia Oatp de polipéptidos
transportadores de aniones organicos) y luego subsecuentemente es excretado
a la bilis por el transportador canalicular multiespecifico ATP-dependiente Mrp2
(52) paso limitante en la transferencia global plasma-bilis (107). Los diferentes
parametros farmacocinéticos indicadores de la dindmica de metabolizacion del
RB, clearence plasmatico (Cl ,), tiempos de vida media para las fases rapida
(T12 a) y lenta (T4 B) de decaimiento plasmatico y las velocidades de
transferencia intrinseca, ri» (captacién hepatica), r»1 (eflujo sinusoidal) y r3
(excrecion canalicular) fueron obtenidos de igual manera que para el colorante

BSF.
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El analisis farmacocinético indico que tanto el clearance como las
velocidades de transferencia fraccional para el transporte del colorante desde
el plasma al higado (r12) y desde el higado a la bilis (r3), fueron alterados por la

administraciéon de Al (Tabla 4.7).

Al () Al (+)

Cl x(ml/Kg p.c) 1.54+0.5 0.52 + 0.03*
r (min™) 0.120 + 0.008 0.045 + 0.007*
ra (min™) 0.016 + 0.001 0.013 + 0.005
rs (min™) 0.029 + 0.003 0.005 + 0.0001*
T2 a(min) 5.9+0.3 11.4 +1.3*
T2 B(min) 23+3 56 + 8*

Va (ml/Kg p.c) 64 + 3 66 +5

Tabla 4.7. Efectos del tratamiento con aluminio sobre los parametros farmacocinéticos
derivados del analisis bicompartamental del decaimiento plasmatico del colorante Rosa de
Bengala. Abreviaturas: clearence plasmatico (C/ , ): velocidades de transferencia intrinseca, rq
(captacion hepatica), ry4 (eflujo sinusoidal) y r; (excrecién canalicular); tiempos de vida media
para las fases rapida (T2 a ) y lenta (T4, 8 ) de decaimiento plasmatico de RB; volumen de
distribucién (Vd). Los valores fueron expresados como la media £+ SEM. n = 6 en cada grupo. El
analisis estadistico de los datos se realiz6 a través de un test de Student * p< 0.001 vs el grupo
Al (-).
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Los elevados tiempos de vida media de las fases rapida y lenta, como
fuera observado para la BSF, fueron indicativos de alteraciones en el
decaimiento plasmatico del RB.

Los estudios farmacocinéticos realizados demuestran que la
transferencia canalicular, paso limitante en la transferencia global plasma — bilis
de BSF y RB, fueron significativamente alterados por el tratamiento con Al.
Esto condujo, entonces, a estudiar tanto los niveles celulares como la funcién
transportadora del Mrp2, transportador canalicular mas importante involucrado

en el proceso de excrecion biliar.

4.1.3.7 Efecto del Aluminio sobre los niveles celulares y la actividad del

transportador canalicular de aniones organicos multiespecifico, Mrp2

El Al induce, en la forma y tiempo utilizado, una disminucién de los
niveles de Mrp2 de un 40% (Fig. 4.5). La actividad transportadora de esta
proteina fue evaluada in vivo por el analisis de la excrecion biliar del sustrato
especifico de Mrp2, dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG). Este sustrato es
producido intracelularmente por conjugacién del cloro 2,4-dinitrobenceno
(CDNB), el cual atraviesa libremente la membrana sinusoidal, con GSH,
mediado por la enzima GST. Por cierto, el Mrp2 media la secrecion canalicular
de GSH una llave determinante del FBISB (123).

Este estudio independiza los cambios en la actividad transportadora

basolateral sobre los procesos secretorios, por lo que la excrecion biliar del
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DNP-SG reflejara tanto la actividad de conjugacion de la GST como la
eficiencia transportadora del Mrp2.

En la Fig 4.6 podemos observar que el Al redujo la excrecion biliar del
DNP-SG. Como consecuencia de esto, tanto el pico de la excrecion biliar de
DNP-SG como su excrecion biliar acumulada, a lo largo del periodo
experimental, disminuyé en un 50% comparada con el grupo Al(-). Sin
embargo, tal como se analizé anteriormente, aunque la actividad de
conjugacion de la GST respecto del CDNB, fue disminuida en un 35%, los
cambios en la conjugacion de CDNB no pueden explicar completamente la
disminucion en la excrecion del DNP-SG.

Por lo tanto, la alteracion en la transferencia canalicular de los colorantes
estudiados ocurriria mayormente debido a la alteracion en la actividad o en el
contenido de su transportador canalicular, Mrp2. El analisis del Western Blot y
la alteracion en la actividad funcional del Mrp2, confirman esta hipotesis. Los
niveles hepaticos de Mrp2, disminuyeron en el grupo Al (+), lo cual fue
acompanado por un decrecimiento en la excrecion del sustrato especifico de

Mrp2, Dinitro fenil glutation (DNF-SG).
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Fig 4.5 En el panel superior: Western blotting del contenido de la proteina Mrp2 en membrana
plasmatica total de higados de los grupos Al(-) y Al(+) (bandas de dos animales representativos
por cada grupo). Panel inferior: Analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas de Mrp2
en los grupos Al(-) y Al(+). Los valores fueron expresados como la media + SEM n = 6 en cada
grupo. El analisis estadistico de los datos se realizé a través de un test de Student * p< 0.001

vs el grupo Al (-).
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Fig 4.6 Efectos del aluminio sobre la velocidad de excrecion biliar del DNP-SG. El gréfico
inserto muestra la excrecién acumulada de DNP-SG a lo largo de todo el periodo experimental
en los grupos Al(-) y Al(+). Los valores fueron expresados como la media + SEM. n = 6 en cada
grupo. El analisis estadistico de los datos se realiz6 a través de un test de Student. * p< 0.001

vs el grupo Al (-).

4.1.4 EFECTOS DEL Al SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN TEJIDO

HEPATICO

Se examinaron marcadores de estrés oxidativo: sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS), glutation reducido (GSH) y las enzimas
antioxidantes glutation peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT).

Los resultados mostraron evidencias de dafio oxidativo en homogenados
hepaticos de los animales tratados con Al. Cuando concluyeron los 90 dias de

tratamiento con Al el contenido de TBARS en los homogenados hepaticos,
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obtenido como medida de la lipoperoxidacion in vivo, se encontro
significativamente aumentado (Fig 4.6). Estos datos obtenidos, muestran una
posible relacidén entre el estrés oxidativo y la hepatotoxicidad producida por el
Al

Por otra parte, en el grupo Al(+) existe una disminucion significativa en
el contenido de GSH hepatico acompafiado por una disminucion en las
actividades de las enzimas antioxidantes CAT y GSH-Px (Fig 4.6). Esto sugiere
que la toxicidad del Al podria estar mediada ademas, por su accion inhibitoria
sobre la actividad de enzimas antioxidantes. La inhibicion de la actividad GSH-
Px y CAT podria llevar a la acumulacion de compuestos intermediarios toxicos
tales como el perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilos. El efecto inhibitorio
del Al sobre la enzima CAT podria ser directo, o bien por el reemplazo del Fe
de su sitio activo por el Al, ya que los radios idnicos de ambos cationes son
similares (205).

A diferencia de otros metales el Al no tiene afinidad por los grupos
sulfhidrilos y no se conjuga con GSH, como lo hace el mercurio por lo que la
reduccion observada en el contenido de GSH luego de los 90 dias de
tratamiento, podria deberse a un exceso de oxidaciones, a un aumento de su
turnover, o a una reduccion en su sintesis. Evidencias experimentales sugieren
que la LPO esta implicada en el mecanismo de toxicidad de distintos
xenobidticos y de agentes que reducen el glutation. En nuestro caso la
acumulacion de Al a nivel tisular, podria desencadenar estrés oxidativo

evidenciado por el aumento de la LPO, que seria responsable de la reduccion
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en los niveles de GSH. Estos datos serian indicativos de que el Al actuaria
como pro-oxidante a nivel hepatico.

Nuestros resultados estdn en concordancia con otros estudios
mostrando que dosis menores de Al (i.p.) y mas cortos periodos de
administracién inducen un aumento significativo en especies reactivas al
oxigeno en higado (57). Los efectos estan asociados a una disminucion en los
niveles de las defensas antioxidantes incluyendo GSH (57,56), CAT (57), GSH-
Px (56).

La baja actividad de la GST descripta anteriormente, podria ser otro
factor de contribucién al aumento de la LPO, dado que esta enzima cumple un
rol importante en la detoxificacion de hidroperoxidos lipidicos (55).

A través de estos estudios realizados, se puso en evidencia que el Al es
capaz de inducir a nivel hepatico estrés oxidativo. Estos incluyen cambios en
los niveles de antioxidantes, tales como CAT y GSH-Px, asi como un elevado
nivel de TBARS. Esto fue acompanado de una reducciéon de GSH, asi como en

la actividad de GST.
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Fig 4.6. Peroxidacion lipidica (LPO) ; Contenido de sulfhidrilos no proteicos (GSH) ; Actividad
de las enzimas antioxidantes Catalasa (CAT) vy Glutation Peroxidasa (GSH-Px) en
homogenados hepaticos medidos en animales de los grupos Al(-) y Al(+). Los valores fueron
expresados como la media £+ SEM. n = 6 en cada grupo. El analisis estadistico de los datos se
realiz6 a través de un test de Student. * p< 0.05 vs el grupo Al (-).
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4.1.5 ANALISIS HISTOLOGICO

Las caracteristicas histolégicas de la hepatotoxicidad inducida por el Al
reveladas por los estudios realizados, indican que el metal induce tanto
apoptosis como necrosis hepatocelular (Tabla 4.8).

Las imagenes histologicas de ratas tratadas y no tratadas con Al se
muestran en la Fig 4.7 y 4.8. Se puede observar una significativa necrosis
hepatocelular con proliferacion de los ductos y fibrosis. Se observa ademas, un
aumento del volumen de areas portales con significativo infiltrado inflamatorio
principalmente linfocitario. Los cuerpos apoptoticos se encuentran distribuidos

uniformemente en el tejido.

4.1.5.1 Indice de apoptosis y necrosis

Nuestros resultados (Tabla 4.8) nos muestran un aumento significativo

del indice apoptético (IA) y de necrosis hepatocelular (NH) en los animales

tratados créonicamente con Al.
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Al(9) Al(+)

1A 0.01+ 0.00 0.04 + 0.007*
NCB 1.20 + 0.019 243 + 0.11*
ITP 1.0+ 0.001 24 + 013
Vi 1.33+0.03 493+ 0.42
FH 0.62 + 0.06 1.18 +0.12*
NH 1.00 + 0.00 2.13 + 0.09*

Tabla 4.8. Parametros histolégicos en preparados de higado de ratas de los grupos Al (-) y Al
(+). 1A: indice de apoptosis celular expresados como el porcentaje de células y cuerpos
apoptoticos contados en 6000 hepatocitos por preparado. NCB: Numero promedio de
conductos biliares en areas portales. ITP: Inflamacion en ftracto portal expresados
adimensionalmente desde 1 (ausencia 0 minimo) a 4 (maximo). Vyap: Densidad de volumen de
areas portales en el higado entero expresada como porcentaje. FH: Fibrosis hepatica evaluada
como el porcentaje de area del higado entero ocupada por fibras colagenas. NH: Necrosis
hepatocelular expresada adimensionalmente desde 1 (ausencia 0 minimo) a 4 (maximo). Los
valores son expresados como la media + SEM. n = 4 en cada grupo. El andlisis estadistico de

los datos se realizé a través de un test de Student. * p< 0.05 vs el grupo Al (-).
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Figura 4.7 Histologia representativa de higados de ratas perteneciente a: (A) grupo Al (-); (B)

higado de ratas cronicamente expuestas al aluminio (H&E; original magnification X200).
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Figura 4.8 Histologia representativa de higados de ratas perteneciente a: (A) grupo Al (-); (B)
higado de ratas cronicamente expuestas al Al . Coloracion: 1% Rojo sirio-acido picrico 80 para

colageno.
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Ha sido demostrado que el Al induce apoptosis en tejido cerebral
(206,207), el cual ha sido asociado con desordenes neurodegenerativos,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (208). En el tejido cerebral, la
apoptosis ocurre via alteracion mitocondrial donde, el Al acumulado en
mitocondrias neuronales, inhibe el intercambio Na*/Ca?*. La excesiva
acumulacién de calcio mitocondrial induce, en parte, la apertura de poros de
transicion de permeabilidad mitocondrial, con liberacién de citocromo C y la
consecuente apoptosis, resultando la activacion de las caspasas. Ademas, se
demostré que el Al induce en cerebro una estimulaciéon de la expresion de una
proteina pro-apoptética (Bax), que exacerba la liberacion desde mitocondria del
citocromo C, y una inhibiciéon de la expresién de una proteina anti-apoptética
(Bcl-2), que estabiliza la membrana mitocondrial (208,209). Si estos
mecanismos ocurren en células hepaticas, el estrés oxidativo seria el efector
en un mecanismo de retroalimentacién positivo, haciendo la mitocondria mas
susceptible a formar poros de transicibn de permeabilidad, apoptosis y por
ende, mas estrés oxidativo. Bajo esta hipdtesis, a medida que estos
mecanismos patoldgicos continuen, podria estar ocurriendo una mayor
disfuncion mitocondrial y una mayor deplecion de ATP que finalmente
conduciria a necrosis. Asi ocurriria tanto apoptosis como necrosis (209). Esto

puede explicar las alteraciones hepatocelulares observadas.
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4.2 EFECTO PREVENTIVO DE LA VITAMINA E SOBRE LAS

ALTERACIONES INDUCIDAS POR EL ALUMINIO

Los resultados encontrados y discutidos en 4.1, nos permiten hipotetizar
que el estrés oxidativo podria jugar un rol clave en el desarrollo de las
alteraciones colestasicas provocadas por el tratamiento cronico con Al. Para
evaluar esta hipoétesis se investigd la posible relacidon existente entre el estrés
oxidativo y la funcién secretora biliar, mediante la prevencién del dafio oxidativo
inducido por la intoxicacion crénica con Al por el antioxidante Vit E (210). Esta
vitamina liposoluble se acumula en membranas celulares y protege de la accion
de los peroxidos lipidicos, superoxidos y radicales libres hidroxilos (211). Este
antioxidante fue seleccionado porque fue usado en forma muy satisfactoria
para prevenir el estrés oxidativo hepatocelular inducido por el Lactato de Al en

un modelo de intoxicacién corta de 4 semanas (57).

4.2.1 EFECTO DE LA VITAMINA E SOBRE EL CONTENIDO DE Al EN

PLASMA Y TEJIDO HEPATICO

Como pudimos observar anteriormente, el tratamiento con Al conduce a
una acumulacidon hepatica de dicho elemento en el higado. El analisis individual
de los grupos muestra que la Vit E previno parcialmente la acumulacién
plasmatica y hepatica del metal en un 40 y 44 % respectivamente (Fig. 4.9).

La reduccion del contenido de Al que ocurre como una consecuencia de
la co-administracion de Vit E, si bien puede representar un factor de

contribucion, es improbable que ocurra enteramente por su efecto preventivo.
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Fig.4.9 Contenido de Al en plasma y tejido hepatico. Los resultados son expresados como la
media £ SEM. n=6 en cada grupo. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través
de un Analisis de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe. Valores

que no comparten la misma letra son significativamente diferentes a un nivel de p < 0,05.
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4.2.2 EFECTO PREVENTIVO DE LA VITAMINA E SOBRE LA SECRECION
BILIAR

4.2.2.1 Efecto Preventivo de la vitamina E sobre el flujo biliar

Como demostramos anteriormente, el aluminio induce colestasis cuando
es administrado crénicamente. Esto se hizo evidente por la reduccion del flujo
biliar, efecto asociado a una disminucion en la excrecion canalicular de aniones
organicos, una llave determinante en la formacion del flujo biliar.

El efecto preventivo de la Vit E sobre las alteraciones en el FB
ocasionadas por el Al son mostradas en la Tabla 4.8. El analisis de variancia
muestra un significativo efecto del Al (p< 0.01) y de la vitamina E (p<0.01).
Cuando se analiza el efecto conjunto de ambos tratamientos observamos que

la Vit E previno las alteraciones ocasionadas por el Al.

Al(-) Al(+) Al(-) E(+) Al(+) E(+)
Flujo biliar
(w/min/100g 6.56 +0.22 ° 4.39+0.51° 6.42 +0.16% 6.51+0.18%
p.c)

Tabla 4.8. Efecto de la Vit E sobre los cambios inducidos en el Flujo biliar por el tratamiento con
Al. El flujo biliar fue recolectado bajo condiciones basales. Los valores fueron expresados como
la media £ SEM. n = 6 en cada grupo. . Los resultados fueron analizados estadisticamente a
través de un Andlisis de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe.
Valores que no comparten el mismo supraindice son significativamente diferentes a un nivel de
p < 0,05.
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Los analisis estadisticos para ponderar los efectos individuales, nos

muestran que las velocidades de excrecién de los componentes de la bilis

alteradas por el tratamiento con Al, se encontraron dentro de los parametros de

normalidad (Tabla 4.9). Esto evidencia claramente el efecto preventivo que la

Vit E ejerce al administrarse simultaneamente con el Al.

Al (-)

Al (+)

Al (-)E(+)

Al (+)E(+)

Velocidad de
excrecion biliar de
proteinas
(mg/min.100g pc)

24.00 £ 0.70°

13.10 + 1.30°

24.18 + 1.00°

20.13 +0.80%

Velocidad de
excrecion biliar de
fosfolipidos

(nmol P/min.100g

pc)

33.12 +1.40°

36.20 + 3.30°

33.01 + 1.30°

32.10 £ 2.30°

Velocidad de
excrecion biliar de
colesterol
(nmol/min.100g

pc)

4.56 + 0.10°

2.61+0.10°

3.10 £ 0.30*

4.10 + 0.80%

Velocidad de
excrecion biliar de
SB

(nmol/min.100g

pc)

186.0 + 13.0°

118.0 + 6.0

179.10 £ 9.12°

181.10 + 11.30°

Tabla 4.9. Efecto de la Vit E sobre los cambios inducidos por el

tratamiento con Al en la

velocidad de excrecién hepatica de solutos biliares. Los parametros fueron medidos en la bilis

recolectada bajo condiciones basales. Los valores fueron expresados como la media + SEM.

n = 6 en cada grupo. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través de un Analisis

de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe. Valores que no

comparten el mismo supraindice son significativamente diferentes a un nivel de p < 0,05.
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4.2.2.2 Efecto preventivo de la Vitamina E sobre el transporte hepético de
aniones organicos colefilicos

El efecto del Al como inductor de colestasis fue asociado a los cambios
producidos en el transporte hepatico del anién organico BSF, ya que, como
pudimos observar en los estudios realizados, el metal disminuye tanto la
captacion sinusoidal (ri2, -63%) como la excrecion canalicular del colorante (rs, -
83%), alteraciones que fueron confirmadas con la utilizacion del aniéon organico

no metabolizable RB.

Al(-) Al(+) Al() E(+) Al(+) E(+)

Clp( mI/Kg p.c) 1.53+0.5° 0.56 + 0.03" 1.61 +0.07° 1.66 + 0.03°
r12 (min-1) 0.125+0.008° | 0.045 +0.007" 0.110 £+ 0.009° | (105 + 0.009°
r21 (min-1) 0.017 £0.001* | 0.014 +0.005> | 0.014+0.003* | 0.015 +0.003"
r3 (min-1) 0.028 +0.003* | 0.007 +0.0001° | 0.027 +0.007* | 0.025 + 0.006
t1/2 o(min) 5.7 +0.3% 11.9+1.3° 6.7 £0.5° 6.0+0.8%
t1/2 B(min) 21+3° 59 + 8° 26 + 6° 21 +3°

Vd (ml) 65 + 3° 66 + 5° 63 + 3% 60 + 82

Tabla 4.10. Efecto de la Vit E sobre los cambios inducidos por el tratamiento con aluminio en
las constantes de velocidad fraccional y en los parametros derivados del analisis
bicompartimental del decaimiento plasmatico de RB. Los valores fueron expresados como la
media £+ SEM. n = 6 en cada grupo. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través
de un Analisis de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe. Valores
que no comparten el mismo supraindice son significativamente diferentes a un nivel de p <
0,05.
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Los mecanismos involucrados en las alteraciones de la excrecion
canalicular del colorante, la cual representa la velocidad limitante de la
transferencia global plasma-bilis, estarian asociados al estrés oxidativo
producido por el metal. En la tabla 4.10 se puede observar el analisis
estadistico de los datos de los parametros farmacocinéticas de los grupos
experimentales utilizados. La co-administracion de Vit E previno las
alteraciones ocasionadas por el aluminio sobre los parametros de decaimiento
plasmatico del colorante RB. La Vit E no afectd per se ninguno de los

parametros derivados del analisis compartamental.

4.2.2.3 Efecto preventivo de la Vitamina E sobre los niveles celulares y la
actividad del transportador canalicular de aniones organicos

multiespecifico (Mrp2)

Considerando que el transporte canalicular de compuestos colefilicos es
el paso limitante en su transferencia global plasma-bilis, y que los resultados
hacen hincapié sobre estos eventos del transporte como blanco principal de las
alteraciones inducidas por el Al via estrés oxidativo, sobre la funcién secretora
biliar, determinamos si la Vit E podria ser un instrumento en la prevencion de la
alteracion en la expresion del Mrp2, el principal transportador canalicular
implicado en este proceso.

Siguiendo estos conceptos, el Al redujo significativamente los niveles de

Mrp2, cuantificados por analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas
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del Western blotting, y la co-administracion de Vit E previno totalmente estos

efectos deletéreos (Fig 4.10).
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Fig 4.10: En el panel superior: Western blotting del contenido de la proteina Mrp2 en
membrana plasmatica total de los grupos experimentales (bandas de dos animales
representativos por cada grupo). Panel inferior: Analisis densitométrico de las bandas
inmunoreactivas de Mrp2. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través de un
Analisis de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe. Valores que no

comparten la misma letra son significativamente diferentes a un nivel de p < 0,05.

La normalizacion de los niveles de Mrp2 por la Vit E en los animales
tratados con Al fue asociado a una recuperacion de la excrecion biliar de su

sustrato especifico DNP-SG (Fig 4.11).
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Fig 4.11: Efectos del co-tratamiento con Vit E sobre la velocidad de excrecion biliar del DNP-
SG. El grafico del cuadrante superior derecho, muestra la excrecion acumulada de DNP-SG a
lo largo de todo el periodo experimental. Los valores fueron expresados como la media + SEM.
n = 6 en cada grupo. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través de un Analisis
de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffé. Valores que no

comparten la misma letra son significativamente diferentes a un nivel de p < 0,05.

4.2.3 EFECTO PREVENTIVO DE LA VITAMINA E SOBRE EL ESTRES

OXIDATIVO

El origen de las alteraciones en la integridad de la membrana
hepatocelular puede ser ocasionada por diversos factores, pero el estrés
oxidativo inducido por el Al juega un rol crucial. ElI balance entre fuerzas

antioxidantes y oxidantes es interrumpido en ratas tratadas con Al, ya sea por
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el aumento en la produccion de radicales libres como por la disminucion de las
defensas antioxidantes (contenido de GSH, CAT, GSH-Px y GST). Nuestros
resultados muestran que el Al induce estrés oxidativo coincidiendo con otros
autores, cuando el metal es administrado in vivo en diferentes formas quimicas
y cronicamente (53,57,212-214). Asi, la hepatotoxicidad in vivo depende de la
capacidad del metal para inducir estrés oxidativo, y que estos efectos tdxicos
pueden ser prevenidos por el tratamiento concomitante con antioxidantes
incluyendo Vit E (57,213), Vit C (212) o melatonina (211). De la misma manera,
distintos antioxidantes reducen la liberacion de enzimas citosélicas en cultivo
de hepatocitos, inducida por el tratamiento con Al (215).

La tabla 4.12 muestra los niveles de LPO obtenidos en tejido hepatico y
el estado de las defensas antioxidantes hepaticas luego del co-tratamiento con
Vit E en ratas intoxicadas con Al. La administracion de Al indujo un incremento
del 50% en la LPO, medida en términos de generacion de TBARS. La Vit E,
como tratamiento unico, no afectdé la generacion de TBARS basal, pero
contrarresté completamente el incremento de la LPO inducida por el metal.
Contrariamente, el contenido total de los compuestos antioxidantes enddgenos,
GSH, y las actividades de las enzimas antioxidantes, GSH -Px y CAT, fueron
significativamente disminuidas por la administracion de Al. Cuando se
analizaron individualmente estos parametros en el grupo tratado en forma
simultanea con Al y Vit E se obtuvieron valores semejantes al grupo control Al
(-) (GSH-Px) o tendientes a la normalizacién (CAT) mostrando de esta manera

el efecto preventivo realizado por la Vit E.

103
MarcelaA. Gonzdlez



TBARS
nmolMDA/ghig

nmol NADPH/min.mg Prot

Resultados y Discusion

|:| Al (-)
1 Al(+)
O Al E®®)
Al HE (+)
LPO GSH
700 - X 6
600 - a
54 a T
500 -| o, L zla
400 - i
300 - a r_ a 3] 2
T T e 2
200 - 3
100 - 1
0 0
GSH-Px CAT
120 - 0,6
: a 05 T T
100 - 5-
L T a —
80 - T S04
o
60 7 -Itz g0137 C
40 - 5 0,2
20 | 0,1 - E
0 0

Fig 4.12 Efecto preventivo de la Vit E sobre parametros de estrés oxidativo. Peroxidacién
lipidica (LPO); Contenido de sulfhidrilos no proteicos (GSH); Actividad de las enzimas
antioxidantes Catalasa (CAT) y Glutation Peroxidasa (GSH-Px) en homogenados hepaticos
medidos en animales de los grupos experimentales. Los valores fueron expresados como la
media £ SEM. n = 6 en cada grupo. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través
de un Analisis de Variancia (2x2 ANOVA) seguido del test no paramétrico de Scheffe. Valores
que no comparten el mismo supraindice son significativamente diferentes a un nivel de p <
0,05.
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4.2.4 EFECTO PREVENTIVO DE LA VITAMINA E EN PARAMETROS DE

ANALISIS HISTOLOGICO

Las imagenes histoldgicas de higados de ratas tratadas con Al con o sin
co-administracién de Vit E se muestran en las Fig 4.13 y 4.14. Los cambios
histolégicos observados por el tratamiento con Al, necrosis hepatocelular con
proliferacion de los ductos, fibrosis con aumento del volumen de areas portales
y significativo infiltrado inflamatorio linfocitario portal, fueron prevenidos por el
co-tratamiento con Vit E que redujo significativamente el dafio histolégico
producido por el metal.

La Tabla 4.11 muestra el indice apoptdtico, el numero de conductos
biliares en areas portales, la inflamacion del tracto portal, la densidad de
volumen de éareas portales, fibrosis y necrosis hepatocelular en cada grupo
analizado. El co-tratamiento con Vit E mejora la histologia hepatica volviéndola
similar a la del grupo Al(-).

Esto evidencia que los dafos histolégicos ocasionados por el Al, estan

directamente relacionados al estrés oxidativo producido por dicho metal.
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Figure 4.13 Histologia representativa de higados de ratas tratadas con aluminio, sin

tratamiento con Vit E (A) o con ftratamiento con Vit E (B). Coloracién: H&E; original
magnification X200.
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Figure 4.14 Histologia representativa de higados de ratas intoxicadas con aluminio, sin
tratamiento con Vit E (A) o con tratamiento con Vit E (B). Coloracion: 1% Rojo sirio-acido picrico
80 para colageno.
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Al(-) Al(+) Al(-) E(+) Al(+) E(+)
[A 0.01+ 0.00°% 0.04 + 0.007° 0.01+ 0.001* 0.015+ 0.002?
NCB 120+ 0.019° 243 + 0.11° 126+ 0.019° 1.31+ 0.035
ITP 1.0+ 0.001° 24 + 013 1.1+ 0.001° 12+ 013
Vvap 1.33+0.03° 4.93+0.42° 1.30+ 0.04% 1.64 +0.35°
FH 0.62 + 0.06° 1.18+0.12° 0.60 + 0.04% 0.55+ 0.01°
NH 1.00 + 0.00% 2.13+0.09° 1.00 + 0.00% 110+ 0.10°

Tabla 4.11 Parametros histolégicos en preparados de higado de ratas de los grupos Al (-) y Al

(+). IA: indice de apoptosis celular expresados como el porcentaje de células y cuerpos

apoptoticos contados en 6000 hepatocitos por slices a 400x.. NCB: Numero promedio de

conductos biliares en areas portales expresados adimensionalmente desde 1 (minimo) a 4

(maximo). ITP: Inflamacién en tracto portal expresados adimensionalmente desde 1 (minimo) a

4 (maximo). Vyap: Densidad volumétrica de areas portales expresadas como porcentaje. FH:

Fibrosis hepética evaluada como el porcentaje de area por el tejido hepatico. NH: Necrosis

hepatocelular expresada adimensionalmente desde 1 (minimo) a 4 (maximo). Los valores son

expresados como la media + SEM. n = 4 en cada grupo. El andlisis estadistico de los datos se

realizé a través de un test de Student. * p< 0.05 vs el grupo Al (-).
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5.- CONCLUSION

Recientes investigaciones sobre la patogénesis de la toxicidad inducida
por el Al han sido focalizadas en el rol que juega el estrés oxidativo en estas
alteraciones del metal mediada por sus efectos pro-oxidantes. Asi, la
neurotoxicidad inducida por el Al esta mediada por el estrés oxidativo (215) y
similarmente, el dafo oxidativo ha sido caracterizado, y relacionado
causalmente, con la nefrotoxicidad inducida por el metal (216). En este trabajo
se dan evidencias que la hepatotoxicidad y la disfuncion secretora biliar
inducida por el Al pueden ser atribuidas al estrés oxidativo.

El estrés oxidativo altera la expresion de los transportadores
canaliculares a niveles post transcripcionales, siendo un modificador potencial
de la funcién secretora biliar. Se sabe que activa ciertos factores de
transcripcion los cuales funcionan como sensores de la condicién de estrés
oxidativo, tales como NF-yB (factor de necrosis- K B) y el AP-1 (activador
proteico-1) (217,218). Esta demostrado que el NF-y3 inducido por citoquinas o
lipopolisacaridos, bloquea la transcripcibn de genes del receptor nuclear
androstano constitutivo (CAR), un factor de transcripcion que regula la
expresion del Mrp2. Tanto NF-y3 como AP-1 efectivamente alteran la expresion
de Mrp2 cuando son estimulados por agonistas del CAR, a través de la
inhibicion del receptor de glucocorticoides, un modulador de la expresion del
CAR (218,219,220).

Por otro lado, se ha demostrado que la incorporacion de agentes

oxidantes en la solucion de perfusion, del higado aislado y perfundido de ratas
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conduce a colestasis acompanado por la pérdida de Mrp2 inmunoreactivo de la
membrana canalicular, debido en parte, a la internalizacién del transportador en
la vesiculas subapicales (220). La internalizacion como consecuencia del
estrés oxidativo largo y sostenido, tal como ocurre en nuestras ratas Al(+),
podria conducir a la incorporacion de Mrp2 al compartimiento lisosomal seguido
de degradaciéon, como se demostré que ocurre tardiamente en la colestasis
inducida por lipopolisacaridos (221). Esto puede explicar nuestros resultados
que demuestran una disminucién en la expresion de Mrp2 en Al(+).

Existe un balance entre la insercion exocitica y la internalizacion
endocitica de transportadores canaliculares, y este balance podria ser
interrumpido tanto por la inhibicion de la insercion mediada por vesiculas de los
nuevos transportadores sintetizados, por estimulacion de su internalizacion o
por ambos.

Nuestros resultados muestran que las ratas Al(+) presentan una
inhibicion de la excrecidn biliar de proteinas y colesterol, dos componentes que
pueden llegar a bilis principalmente por un mecanismo vesicular via
microtubulo dependiente (222). Este hecho evidenciaria una inhibicidn
generalizada del mecanismo vesicular, y eso podria explicar la menor insercion
del Mrp2 en la membrana canalicular. No obstante, no puede ser excluida una
acciéon mas directa del aluminio en la disminucion de la sintesis del Mrp2 y / o
en un incremento de la degradacion del mismo.

Berlyne y col. (223), hallaron que el Al exacerba sus efectos
hepatotoxicos por alteracion en la sintesis proteica. Esta posibilidad fue

confirmada por otros autores que mostraron que los niveles hepaticos de
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numerosas proteinas enzimaticas de la fase | de detoxificacidon hepatica
disminuyen luego de la exposicién al Al (51,54,224). La reduccién en los
niveles hepaticos de numerosas enzimas reportadas en el presente trabajo,
confirman y extienden este concepto a enzimas de fase Il de detoxificacion
(GST) y otras enzimas antioxidantes (CAT y GSH-Px). Ademas, con respecto a
los mecanismos involucrados, las alteraciones inducidas por el Al en la
expresion/funcibn de Mrp2, vy, presumiblemente, en otras proteinas
transportadoras involucradas en el transporte transhepatocelular de
compuestos colefilicos podrian explicar, al menos en parte, los efectos
colestasicos ocasionados por el metal. Ademas el Mrp2 media la secreciéon
canalicular de GSH (123) una llave determinante de la llamada fraccion
independiente de sales biliares en el flujo biliar (205,225).

Los datos aportados en este trabajo confirman que la Vit E
efectivamente contrarresta el estrés oxidativo inducido en este modelo animal,
donde el Al es administrado cronicamente.

En sintesis, demostramos que la Vit E protege totalmente contra las
alteraciones inducidas por el Al en la integridad hepatocelular y en la funciéon
secretora hepatica lo cual enfatiza el concepto de que la generacién de
radicales libres es el principal, aunque no el uUnico, mediador de tales
alteraciones. Mayores investigaciones de este fendmeno daran cierta luz sobre
los mecanismos de la hepatotoxicidad del Al en particular, y en los del estrés
oxidativo en la injuria hepatocelular, para lo cual la exposicion crénica con Al

podria ser el modelo apropiado.

112
MarcelaA. Gonzdlez



Conclusiones

Considerando los cambios en el estrés oxidativo y en los mecanismos de
transporte hepatico inducidos por el aluminio y prevenidos por la Vit E, estos
hallazgos podrian servir de soporte para la practica clinica conduciéndonos a la
idea de que la Vit E puede ser beneficiosa para la prevencion de efectos
nocivos del aluminio en personas en riesgo, tales como pacientes en dialisis

(226) o con nutricion parenteral (227).
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6.- RESUMEN

El Al no constituye un elemento esencial para los organismos vivientes,
ya que no se han descripto mecanismos bioldgicos que lo involucren con
procesos metabdlicos que controlen su biodisponibilidad.

Por su ubicuidad en el ambiente, la exposicién de la poblacion al Al es
practicamente sostenida a lo largo de la vida, y puede dar como resultado una
sustancial acumulacion corporal del mismo. La exposicion tiene su origen en el
uso del Al en medicina, en la industria farmacéutica, en la elaboracién de
vacunas, en la preparacién de formulaciones nutricionales y alimentos, en la
manufactura de cosméticos y antitranspirantes, en la fabricacion de latas y
envoltorios, y a su presencia en el agua de bebida y en el polvo atmosférico.

Los efectos toxicos del Al sobre los tejidos pueden explicarse por
mecanismos generales de accion, entre los que se destacan: a) disrupcion de
las membranas celulares, b) alteracién del metabolismo mineral, c) dafio por
estrés oxidativo, d) interaccién con proteinas. Por ejemplo, el Al podria afectar
las membranas celulares por su unién a componentes de la misma, por
alteracion del funcionamiento de las compuertas de canales i6nicos o por
aumento de la lipoperoxidacion. La unién del Al*> a moléculas de fosfolipidos
en la membrana celular puede alterar las propiedades fisicoquimicas de las
mismas modificando su composicién y funcionamiento. Esto puede producir
cambios en la homeostasis del calcio intracelular provocando diversos signos

de toxicidad celular.
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Aunque ha sido demostrado sus efectos en otros érganos, poco se sabe
de su accion en el higado. Asi, nuestro objetivo fue investigar las alteraciones
hepaticas ocasionadas por una exposicion cronica del aluminio en animales de
experimentacion. Para tal fin, ratas machos de la cepa Wistar, fueron tratadas
con Al (80 mg Al (OH); /Kg pc. ip) durante 90 dias. En animales controles (sin
tratamiento) o tratados con Al, se evaluaron: flujo biliar total e independiente de
sales biliares, velocidad de excrecidon de compuestos biliares, transporte de
aniones organicos, actividad enzimatica Glutation S-transferasa citosodlica
(GST), sistema implicado en la conjugacién intrahepatica de sustancias
enddgenas y exdgenas, parametros indicadores de estrés oxidativo, defensas
celulares antioxidantes, niveles celulares y actividad de transportadores
canaliculares. Paralelamente se realizaron estudios histologicos.

La administracion crénica de aluminio disminuy6 tanto el flujo biliar como
la velocidad de excrecion de componentes de la bilis.

El efecto del Al sobre los sistemas de transporte canalicular fue
estudiado in vivo, a través del manejo hepatico del anidbn organico
Bromosulfoftaleina (BSF), compuesto colorante relativamente no téxico, que es
comunmente utilizado como indicador de la funcién hepatica. Con este
propésito, fue realizado el andlisis farmacocinético de la desaparicidon
plasmatica del colorante, el cual proporciona una estimacién cuantitativa de la
eficiencia de los eventos por los cuales los transportadores estan funcionando
en el hepatocito in vivo. El tratamiento con Al redujo significativamente la
depuracion plasmatica de la BSF (-59%), la cual fue acompafiada por una

significativa reduccién en la velocidad fraccional de captacion (ri2 -53%) y de
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excrecion (r3 -43%) del colorante como asi también del decaimiento plasmatico
de la BSF. Estas alteraciones estuvieron relacionadas con un incremento de los
valores del tiempo de vida medio para las fases rapida y lenta del decaimiento
plasmatico.

Por otro lado, el tratamiento de 90 dias con Al disminuyo
significativamente la actividad de la GST. La disminucion en los niveles de esta
enzima observados podrian explicar la reduccién en la velocidad de
transferencia canalicular rz en los animales tratados con Al.

Debido a los resultados obtenidos y para descartar definitivamente la
implicancia de la conjugacion en la transferencia canalicular, se procedidé a
utilizar otro colorante, el Rosa de Bengala, que no es conjugado durante su
transito a través del hepatocito. El analisis farmacocinético siguiendo el modelo
utilizado para el colorante BSF, indicé que tanto la depuracion plasmatica como
las velocidades de transferencia fraccional para el transporte del colorante
desde el plasma al higado (r12) y desde el higado a la bilis (r3), fueron alterados
por la administracion de Al.

Esto condujo, entonces, a estudiar tanto los niveles celulares como la
actividad transportadora del Mrp2, transportador canalicular mas importante
involucrado en el proceso de excrecion biliar. ElI Al, en la forma y tiempo
utilizado, produce una disminucion de los niveles de Mrp2 de un 40% y de un
50% en la actividad transportadora de esta proteina evaluada in vivo por el
analisis de la excrecién biliar del sustrato especifico de Mrp2, dinitrofenil-S-
glutation (DNP-SG). La excrecién biliar del DNP-SG refleja tanto la actividad de

conjugacion de la GST como la eficiencia transportadora del Mrp2.
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Dado que la actividad de conjugacion de la enzima GST disminuyo
significativamente menos que la actividad transportadora de Mrp2, la capacidad
de conjugacion biliar no seria el unico mecanismo implicado en la disminucién
de la excrecion biliar inducido por el Al. Por lo tanto, la alteracion en la
transferencia canalicular de los colorantes estudiados ocurriria mayormente
debido a la alteracion en la actividad o en el contenido de su transportador
canalicular, Mrp2. El analisis por Western Blot y la alteracién en la actividad
funcional del Mrp2, confirman esta hipotesis.

Parametros indicadores de estrés oxidativo o de sus mecanismos de
defensa fueron evaluados en homogenados hepaticos. El tratamiento con Al
mostré evidencias de dafio oxidativo en higado. En este sentido el contenido de
TBARS obtenido como medida de la lipoperoxidacion in vivo, se encontrd
significativamente aumentado asociado a una disminucién significativa en el
contenido de glutation (GSH) hepéatico y a una disminucién en las actividades
de las enzimas antioxidantes CAT y GSH-Px. Esto sugiere que la accién del Al
a nivel hepatico podria estar mediada por un desbalance en el estado redox de
la célula, que se refleja en un incremento en la lipoperoxidacién y en una
disminucion en los mecanismos de defensas antioxidantes.

Las imagenes histoldégicas de ratas tratadas con Al muestran una
significativa necrosis hepatocelular con proliferacion de los ductos y fibrosis.
Se observa ademas, un aumento del volumen de &areas portales con
significativo infiltrado inflamatorio principalmente linfocitario. Las caracteristicas

histolégicas de la hepatotoxicidad inducida por el Al reveladas por los estudios
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realizados, indican que el metal induce tanto apoptosis como necrosis
hepatocelular.

Estos hallazgos inducen a relacionar el estrés oxidativo con los efectos
deletéreos sobre la funcion biliar ocasionados por el Al. Es conocido que el
estrés oxidativo altera la expresion de los transportadores canaliculares a
niveles post transcripcionales, siendo un modificador potencial de la funcién
secretora biliar. Ademas, naturalmente existe un balance entre la insercidon
exocitica y la internalizacidon endocitica de transportadores canaliculares, y este
balance podria ser interrumpido tanto por la inhibicion de la insercion mediada
por vesiculas de los nuevos transportadores sintetizados, por estimulacién de
su internalizacidén o por ambos. Ademas, nuestros resultados demostraron que
las ratas tratadas con Al presentan una inhibicién de la excrecion biliar de
proteinas y colesterol, dos componentes que pueden llegar a bilis
principalmente por un mecanismo vesicular via microtubulo dependiente. Este
hecho evidenciaria una inhibicién generalizada del mecanismo vesicular, y eso
podria explicar la menor insercion del Mrp2 en la membrana canalicular.

Bajo la hipotesis del rol potencial del estrés oxidativo sobre la funcion
secretora biliar, en la segunda parte de nuestro trabajo se utiliz6 un co-
tratamiento con Vit E. Dado que es conocida la funcién antioxidante de la Vit E
en la prevencion del estrés oxidativo, se investigd su rol sobre los efectos
deletéreos ocasionados por el Al sobre la funcion secretora biliar.

Para este propdsito animales tratados o no con Al recibieron un co-
tratamiento con Vit E. En los mismos se analizaron los parametros

anteriormente estudiados.
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Los resultados muestran que la Vit E previno el dafio lipoperoxidativo,
como también normalizé los niveles de los distintos parametros relacionados a
las defensas antioxidantes. Estos hallazgos fueron asociados con la
normalizacion de la funcidén secretora biliar y los dafios histolégicos inducidos
por el Al. Los mecanismos de acciéon de la Vit E podrian estar vinculados a la
prevencion en la formacion de radicales libres, a la accion protectora sobre las
membranas celulares y/o a la modificacion de la biodisponibilidad del Al.

Esto muestra el rol crucial que el estrés oxidativo podria tener en el dafio
hepatocelular ocasionado por el Al.

En su conjunto, los resultados obtenidos en la presente tesis constituyen
un avance en el conocimiento e interpretacion de los mecanismos involucrados
en el dafno hepatico inducido por el Al. Desde el punto de vista de la practica
meédica, la incorporacion de Vit E puede ser beneficiosa para prevenir los
efectos nocivos del Al en personas en riesgo, tales como pacientes en dialisis o

con nutricion parenteral.
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