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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

La exposicion humana oral al aluminio ha aumentando durante las ultimas
décadas por diferentes causas: asi, por ejemplo, la aplicacion de determinados
métodos de purificacion del agua se traduce en la aparicion del aluminio en el agua
potable como contaminante (Yokel y McNamara, 2001); al igual que en la
elaboracion de productos alimenticios tales como cereales, queso, sal, etc. (Nieboer y

col., 1995; Saiyed y Yokel, 2005).

Asimismo, los productos farmacéuticos, los cosméticos y los tratamientos
médicos constituyen una importante fuente de incorporacion de aluminio. Por
ejemplo, el hidroxido del aluminio se utiliza como antidcido y como adyuvante en
vacunas; y los desodorantes también contribuyen significativamente a la exposicion
del ser humano al aluminio (Yokel y McNamara, 2001). También en pacientes
dializados (Alfrey y col., 1976) y en aquellos sometidos a nutricién parenteral total
durante lapsos prolongados, se ha observado una mayor acumulacion de aluminio en

diversos 6rganos, producto de su elevada exposicion (Klein, 1993).

Los efectos toxicos del aluminio en el ser humano incluyen encefalopatias
(Alfrey y col., 1976), enfermedades oseas (Ward y col., 1978) y anemia (Vittori y
col., 1999). También se encontrdé un alto contenido de aluminio en el cerebro en la
enfermedad de Alzheimer, donde el metal se puede co-depositar con el B amiloide

(Solomon y col., 2001; Exley y col., 1993).

“Efectos del aluminio y de la hepatectomia parcial sobre la absorcion intestinal del hierro
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Introduccion 9

Por lo tanto, debido a su ubicuidad y a la exposicion durante el transcurso de la
vida, aun las personas sanas no estdn exentas de la potencial accion deletérea del

aluminio.

En relacion a la hepatectomia parcial en los seres humanos, las resecciones de
segmentos o de 16bulos hepaticos son el tratamiento de eleccion para los tumores
primarios o metastaticos hepaticos. También se someten a hepatectomia parcial los
donantes vivos, cuyo higado debe proliferar con posterioridad a la cirugia (Fausto,
2000). En los tultimos afios, el numero de resecciones hepdaticas realizadas ha
aumentado significativamente debido al desarrollo de nuevas técnicas quirurgicas

que permiten que la cirugia presente menos riesgos para la sobrevida de los pacientes

(Skullman y col., 1994; Ravi y col., 1995).

A su vez, es bien conocido que, para la recuperacion de la masa y las funciones
del higado después de una hepatectomia parcial es fundamental un adecuado estado
nutricional, siendo el hierro uno de los nutrientes més importantes (Milin y col.,
2005); lo antedicho es justificado por el requerimiento de este nutriente para la
sintesis de una amplia gama de proteinas fundamentales tales como proteinas de
transferencia de electrones, hemoglobina y ribonucledtido reductasa necesarias para
el metabolismo, el crecimiento y la proliferacion celular (Rolfs y Hediger, 1999).

De aqui la importancia que los resultados obtenidos en esta investigacion
pueden aportar a los conocimientos basicos sobre el metabolismo y la regulacion del
hierro en personas expuestas cronicamente al aluminio y que deban ser sometidas a

cirugias resectivas de la masa hepatica.

1.2. ALUMINIO

1.2.1. Generalidades

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

“Efectos del aluminio y de la hepatectomia parcial sobre la absorcion intestinal del hierro
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suelos. El 28% de la abundancia relativa de ambos elementos favorece la formacion
de aluminosilicatos, los cuales son insolubles (Cox, 1995). De esta manera se alcanza
un equilibrio geoquimico natural que reduce la biodisponibilidad del aluminio (Exley
y Birchall, 1992). Sin embargo, la creciente acidificacion del ambiente ha aumentado
tanto la solubilizaciéon como la conversion de los aluminosilicatos en especies
bioldgicamente activas incrementando la biodisponibilidad del aluminio (Exley y
col., 1997).

El aluminio no constituye un elemento esencial para los organismos vivientes,
ya que no se han descripto mecanismos bioldgicos que lo involucren con procesos
metabolicos (Exley y Birchall, 1992).

Por su ubicuidad en el ambiente, la exposicion de la poblacion al aluminio es
practicamente sostenida a lo largo de la vida y puede dar como resultado una
sustancial acumulacion corporal del mismo. Como se dijo, la exposicidon tiene su
origen en el uso del aluminio en medicina, en la industria farmacéutica, en la
elaboracion de vacunas, en la preparacion de soluciones de soporte nutricional y
alimentos, en la manufactura de cosméticos y antitranspirantes, en la fabricacion de
envoltorios y latas, y a su presencia en el agua de bebida y en el polvo atmosférico
(Flaten y col., 1997).

La presencia del aluminio en el agua de bebida deriva de su fuente natural y de
los métodos empleados para la potabilizacion. La cantidad de aluminio 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
exposicion representa una pequefia proporcion de la ingesta diaria de aluminio. La
presencia de ciertas especies solubles de aluminio, de bajo peso molecular,
quimicamente reactivas y mas facilmente absorbibles, seria la responsable de la
mayor biodiponibilidad del catién en el medio (Rondeau y Commengenes, 2001).

El contenido de aluminio en los alimentos es altamente variable por su empleo
generalizado no solo en la manufactura sino también durante el almacenaje en
contenedores como latas y envoltorios (Pennigton y Schoen, 1995; Greger y
Sutherland, 1997). El aluminio es adicionado como aditivo a alimentos derivados de

cereales, quesos procesados, durante el procesamiento industrial de conservas de
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frutas y es un componente habitual en polvos de hornear, agentes emulsionantes
alimentarios y conservadores. Otras fuentes estan constituidas por las vacunas, donde
el aluminio es utilizado como adyuvante, y por los liquidos de hemodialisis y
formulaciones de soporte nutricional, incluyendo soluciones de nutricion parenterales
y enterales. El aluminio también est4 presente en los cosméticos, como por ejemplo
en los antitranspirantes, lo que podria afectar la salud, ya que se ha comprobado que
estos compuestos podrian ser absorbidos a través de la piel e incorporarse a la
circulacion general (Exley, 1998).

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

canteras, minas e industrias que trabajan con aluminio (Yokel y McNamara, 2001).

1.2.2. Aluminio en soluciones acuosas y liquidos biologicos

En la mayoria de los sistemas naturales s6lo una muy pequena fraccion de
aluminio se encuentra como i6n acuoso simple N Asi, la absorcion, excrecion,
retencion tisular y depdsitos estarian dependiendo de las propiedades de los
complejos de Al formados con ligandos biologicos (Harris y col., 1997).

El pH fisioldgico del entorno celular de los organismos vivos oscila alrededor
de 7,40. Los conceptos de biodisponibilidad y toxicidad potencial del aluminio
carecen de sentido si no se tiene en cuenta el comportamiento quimico del metal en
soluciones acuosas neutras.

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

En un sistema acuoso, la hidrolisis de aluminio produce una mezcla compleja
de especies mononucleares. A pH menor de 5 existe en solucion como una especie

hexahidratada [Al (H,0)e]™ la cual sufre sucesivas desprotonaciones a medida que
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aumenta el pH. En soluciones neutras precipita Al (OH); el cual se disuelve en
medios alcalinos para formar [Al (OH)4]” predominante a pH mayor de 6,20. Cuando
los valores de pH estan comprendidos entre 5,00 y 6,20 se verifica la presencia de
una mezcla de todas las especies mencionadas (Martin, 1986; Martin, 1997). La
biodisponibilidad y en consecuencia la toxicidad del aluminio 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 metélico. La especie
capaz de reaccionar con ligandos inorganicos, organicos o proteinas en el medio
intracelular y extracelular, es el aluminio libre no hidrolizado, es decir, [Al (H,0)] ™
o AI”.

Las sustancias inorganicas que pueden influenciar la especiacion del Al”
coordinan a través de los atomos de Carbono, Nitrogeno, Oxigeno, Azufre, Fluor y
Fosforo. La formacion de complejos mononucleares estables con fosfato, fluoruro,
sulfato y silicato, compite con las reacciones de hidrélisis. En soluciones neutras solo
tienen probabilidad de existencia los complejos con fosfato y fluoruro, aunque con el
fosfato predomina la reaccion de precipitacion (Ohman y Sjdberg, 1988).

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

El anién citrato constituye la molécula pequefia mas importante capaz de
comportarse como potencial ligando del Al™. A pH 7,4 el citrato se halla como tri-
anion y reacciona con el metal no hidrolizado para formar un complejo con carga
neta cero. El complejo neutro AICit® merece especial atencidon ya que traspasa las

membranas bioldgicas con suma facilidad (Martin, 1986; Ohman y Sjdberg, 1988).

p CsHs04] H=7,4
A [CeMsOdl > Al [CeHsO4]° P

El ligando organico mas efectivo para el AlI™ es la proteina transferrina. Con
dos sitios disponibles para ligar metales, la transferrina, normalmente tiene entre un
15 a un 55% de su capacidad de unién saturada con el Fe™, i6n por el que tiene gran

afinidad (Martin y col, 1987; Ganrot, 1986; Harris y Sheldon, 1990).
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Algunos estudios sugieren que el aluminio podria unirse débilmente a la
albumina en los sitios de union del calcio, jugando un rol de poca importancia en el
transporte del aluminio en suero (Fatemi y col., 1992; Harris y col., 1997).

En la Figura 1.1 se esquematiza la interaccion entre la apotransferrina y los

jones Fe™ y Al .

s oae o+ A—

ApoTf

Figura 1.1: Union de la transferrina (Tf) al hierro y al aluminio.

Con la ayuda de sofisticados programas de computacion, se realizaron estudios
de simulacion de la especiacion del aluminio en condiciones plasmaticas hipotéticas
pero los esfuerzos han sido limitados por lo incierto de la estabilidad de las
constantes de los complejos de bajo peso molecular del aluminio con citrato, fosfato
e hidréxido (Harris y col., 1997).

La habilidad de diferentes ligandos para solubilizar y transportar Al™ a
diversos tejidos donde se debe producir la reaccion de intercambio para transferir el
aluminio entre el ligando y los grupos funcionales de las moléculas blanco, es muy
variable dependiendo de la especiacion. Este es el motivo primario, si no el
exclusivo, por el cual algunos complejos de aluminio son mas toxicos que otros.
Compuestos de aluminio con diferente estabilidad hidrolitica y con distintas
propiedades hidrofobicas e hidrofilicas pueden desencadenar efectos bioldgicos

diferentes tanto en sus aspectos cualitativos como cuantitativos (Zatta, 1997).
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1.2.3. Efectos toxicos del aluminio

El aluminio 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 aluminio esta unido a fosfatos fuertemente basicos,
como nucledsidos di o trifosfatos. Los grupos fosfatos de cualquier proteina
fosforilada, junto a carboxilos u otro fosfato yuxtapuesto constituyen sitios de union
para el AI”, pudiendo ser importante su interferencia con una variedad de procesos
metabolicos celulares. Su union es débil con fosfatos no basicos de los polimeros de
acidos nucleicos en la célula (ADN y ARN) (Martin, 1997).

Se ha propuesto que los efectos toxicos del aluminio sobre los tejidos pueden
explicarse por mecanismos generales de accidon, entre los que se destacan: a)
disrupcion de las membranas celulares, b) alteracion del metabolismo mineral, c)
dafio peroxidativo y d) interaccion con la proteina G (guanosina) (Jeffery y col.,
1997). El aluminio podria afectar las membranas celulares por su unidon a
componentes de la misma, por alteracion del funcionamiento de compuertas de
canales i6nicos o por aumento de la lipoperoxidacion. La union del Al a moléculas
de fosfolipidos en la membrana celular puede alterar las propiedades fisicoquimicas
de las mismas modificando su composicion y funcionamiento. Esto puede producir
cambios en la homeostasis del calcio intracelular provocando diversos signos de
toxicidad celular (Jeffery y col., 1997).

Los efectos reconocidos de intoxicacion cronica de aluminio sobre la
biodisponibilidad de los metales esenciales incluyen al hierro, cobre, zinc,
manganeso y al magnesio (Abreo y col., 1994; Perez y col., 2002; Réllin y col.,
1993; Golub y col., 1993; Miller y col., 1989).

Si bien el aluminio tiene un nimero de oxidacion fijo y no puede participar

directamente en reacciones de 6xido — reduccion, la peroxidacion lipidica esta
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aumentada en presencia del mismo, haciendo a las células mas susceptibles al efecto
de los radicales libres (Dominguez y col., 1995).

Los mecanismos por los cuales el aluminio induce peroxidacion son
desconocidos, aunque pueden involucrar alteraciones en el metabolismo del hierro,
dando como resultado una mayor disponibilidad de hierro intracelular libre y
reducido (Xie y Yokel., 1996; Jeffery y col., 1997).

Los estudios de Van Rensburg y col. (2000) confirmaron que la transferrina se
une tanto al hierro como al aluminio. El aluminio exacerba el dafo inducido por el
hierro a la membrana celular a bajo pH, pudiendo la transferrina actuar como
“caballo de Troya”, conduciendo los iones de los metales (Fe y Al) dentro de la
célula, siendo capaces de causar dafio oxidativo (Van Rensburg y col., 2000).

El aluminio puede promover la peroxidacion desencadenada por el hierro, a
través de su unién a fosfolipidos de membrana, induciendo cambios en su
organizacion y en la distribucion de lipidos que pueden facilitar la propagacion de la
peroxidacion lipidica (Gutteridge y col., 1985; Oteiza, 1994; Verstraeten y col.,
1998).

En la Figura 1.2 se presenta en forma esquematica la interaccion del aluminio

. . ., +2
con fosfolipidos de la membrana en presencia del i6n Fe “.

—» LIPIDICA

Figura 1.2: Accion del aluminio como pro-oxidante en las membranas.
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Otro mecanismo propuesto estd vinculado con la formacion de un radical
ionico superéxido de aluminio [AlO, 1™, debido a la interaccion entre el metal y el
anion radical superoxido [0, °], que podria explicar, en parte, la actividad pro-
oxidante del aluminio (Kong y col., 1992; Exley, 2004).

Cierto numero de evidencias indican que el aluminio acumulado
intracelularmente es responsable de efectos estimulatorios e inhibitorios de procesos
celulares. Estos efectos suelen ser bifasicos, estimulatorios a bajas concentraciones e
inhibitorios a altas concentraciones (Exley y Birchall, 1992).

Frecuentemente la respuesta celular estd asociada con los sistemas de los
segundos mensajeros, sugiriéndose como mecanismo toxico la interferencia del
aluminio sobre el ciclo de la enzima GTPasa (guanosina trifosfatasa),
particularmente sobre la funcion de la proteina G, lo que podria producir profundos
efectos sobre la funcion celular (Exley y Birchall, 1992).

Otros eventos intracelulares, tales como un inadecuado aporte de energia
debido a la formacién de complejos de Al-ATP, y la perturbacién de funciones
nucleares, podrian estar involucrados en la disfuncion celular inducida por el

aluminio (Nesse y Garbossa, 2001).

1.3. HEPATECTOMIA
1.3.1. Cirugia Hepatica

Por muchos afios el higado ha sido un érgano misterioso desde el punto de vista
quirtrgico. A comienzos del siglo XX, era un o6rgano “do not touch me”, por su
anatomia compleja, el numero de funciones y la profusa circulacidon sanguinea.

En los ultimos afios, el avance en el conocimiento de la fisiologia y la
fisiopatologia del higado, ha permitido que la cirugia hepéatica avanzara adquiriendo
nuevas técnicas quirdrgicas, estableciendo menores restricciones para la realizacion
de estos procedimientos quirurgicos, observandose tasas menores de morbilidad y

mortalidad (Chari y Beauchamp, 1995).
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La cirugia divide a las enfermedades hepaticas en dos categorias basicas:
operables o no-operables. Para los tumores malignos primarios o secundarios, la
reseccion constituye la unica oportunidad de curacion, ya que el transplante no ha
dado buenos resultados. En cuanto a los tumores benignos, las indicaciones
quirurgicas no son frecuentes. Dentro de la categoria de operables estan las
enfermedades hepdticas que conducen directamente a la indicacion del transplante
(Chari y Meyers, 1993).

La indicacion de transplante hepatico incluye a una serie de enfermedades
como la cirrosis (post-hepatica, autoinmune, criptogénica), la enfermedad hepatica
colestasica (cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante, atresia biliar), el
neoplasma, la falla hepatica fulminante y el error congénito del metabolismo. En
materia de tumores malignos el transplante s6lo proporciona buenos resultados para
lesiones de pequefio volumen. Los tumores voluminosos no pueden ser objeto sino
de un hepatectomia parcial, que en la actualidad no representan un problema técnico
(Huguet, 1993).

Se ha realizado un gran esfuerzo para elegir el mejor tratamiento para una gran
cantidad de complicaciones que se presentan en los pacientes que han sido sometidos
al transplante del higado. Estas complicaciones pueden incluir sangrado post-
operatorio, complicaciones técnicas con las anastomosis biliares y vasculares
multiples, infecciones y disfunciones del injerto. Los avances en la preservacion del
organo, las técnicas quirargicas y los cuidados peri- y post-operatorios han permitido
controlar las complicaciones post-quirtrgicas (Reyes y col., 1996).

En humanos, las resecciones de segmentos o de 16bulos hepaticos se realizan
para la remocion de tumores y en las situaciones en que debe llevarse a cabo
transplantes a partir de donantes vivos. Los ejemplos de deficiencia funcional
hepatica involucran necrosis celular y tisular causada principalmente por sustancias
quimicas y virus (Fausto, 2000). Frente a los estimulos mencionados, los hepatocitos
en estadio quiescente (fase Gy del ciclo celular) se transforman en células
proliferativas y proliferan para restaurar tanto la masa perdida como la capacidad
funcional. El punto de regulacion del crecimiento estd dado por la relacion entre la

masa hepatica y la masa corporal, méas que por la masa hepética per se. La relacion
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masa hepatica/masa corporal adecuada indica que el higado ha alcanzado un estado
en el cual realiza la cantidad de trabajo metabolico necesario para cubrir los
requerimientos funcionales del organismo. La capacidad de regulacion de la masa
hepatica no se da solamente en el sentido del crecimiento, sino que también, cuando
la masa hepatica excede las demandas funcionales, el higado pierde masa para
restaurar el balance entre la masa hepatica y la masa corporal. Esto ocurre en la
finalizacion de los tratamientos con drogas que producen hiperplasia hepatica
seguida de hipertrofia. Cuando cesa el estimulo de crecimiento, se produce la muerte
celular por apoptosis de los hepatocitos y restauracion de la masa normal (Schulte-
Hermann y col., 1995).

El transplante de un higado grande en un receptor mas pequefio (denominado
“large for size”) crea una situacion en la cual la capacidad funcional del higado
excede las demandas metabolicas. En estos casos se produce apoptosis, de modo que
la masa hepéatica disminuye hasta alcanzar el punto 6ptimo de equilibrio (Kam y col.,

1987).

1.3.2. Proliferacion de hepatocitos

Los organismos compensan los dafios tisulares por estimulacion de la division
celular intentando reemplazar las células muertas, con la consecuente restauracion de
la estructura y la funcion. En estudios de dosis-respuesta se ha demostrado que la
estimulacion de la division celular y la reparacion tisular son procesos bioldgicos que
ocurren simultdneamente como respuesta a la injuria celular (Rao y Mehendale,
1991; Mangipudy y col., 1995).

Los mecanismos que regulan la proliferacion de las células hepaticas son de
interés biomédico con aplicacion directa en clinica médica. La proliferacion de los
hepatocitos es critica para la sobrevida del paciente en muchas enfermedades
hepaticas.

Cuando la habilidad regenerante del higado esta alterada se produce la muerte.

Si la division celular puede ser estimulada después de un dafio hepatico masivo por
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algin mecanismo terapéutico compatible, es posible prevenir la muerte ante
cualquier injuria hepatotdxica (Chanda y Mehendale, 1996).

El pronostico en fallas hepaticas severas depende de la habilidad de los
hepatocitos remanentes para regenerarse. La estimulacion de la reparacion del tejido
hepatico puede incrementar la sobrevida de los pacientes que sufren de fallas
hepaticas agudas y reducir el tiempo de recuperacion, luego de una reseccion
hepatica masiva. Sin embargo, las posibilidades de modular la reparacion hepdtica en
la practica clinica son limitadas, a pesar de las extensas investigaciones que se han
realizado. En los seres humanos el proceso regenerativo es similar al de los roedores,
por lo cual los animales de experimentacion mas frecuentemente utilizados para
realizar los estudios de regeneracion son las ratas y los ratones.

Hay métodos in vivo e in vitro de los que disponemos para evaluar los efectos
de algunas sustancias para reparar el tejido hepatico dafiado y la proliferacion de
hepatocitos. La contribucion de modelos in vitro, particularmente cultivos celulares,
en la evaluacion de los efectos de sustratos nutricionales sobre la reparacion hepatica
es limitada debido a la ausencia de respuestas neurohormonales que estan presentes
in vivo.

La hepatectomia parcial (HP), que consiste en la reseccion del 65% al 70% de
la masa hepatica (remocion de los 16bulos medio o central y lateral izquierdo) segun
describen Higgins y Anderson (1931) es el modelo experimental in vivo mas
frecuentemente utilizado para estudiar el proceso de regeneracion hepatica.
Comparada con otros estimulos de regeneracion como el tratamiento con toxicos, la
HP no se asocia con injuria e inflamacion y el comienzo del proceso se puede definir
de manera exacta (es el momento en que se resectan los lobulos correspondientes)
(Michalopoulos y DeFrances, 1997). Por otro lado, la desventaja de los modelos que
utilizan toxicos para estimular el proceso de regeneracion en el higado, presentan la
dificultad de no poder separar los efectos de la sustancia en particular sobre los
procesos de reparacion hepatica, de los efectos sobre la hepatotoxicidad intrinseca de
la noxa utilizada, por ejemplo, los efectos sobre vias de biotransformacion y rutas de

eliminacion.
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1.3.3. Nutricion y Proliferacion celular

Existen diferentes caminos para estimular la reparacion hepdtica, incluyendo la
administracion de factores de crecimiento hepatico, hormonas y citoquinas. La
nutricion puede afectar significativamente el desarrollo de la regeneracion hepatica,
por ejemplo en animales en ayunas se observa una marcada reduccioén de velocidad
de sintesis del ADN y de la actividad mitdtica de los hepatocitos (Doyle y col., 1968;
Jasper y Brasel, 1974).

Los estudios realizados por Delany y col. (1994) demuestran que la
alimentacion enteral provee la carga caldrica perdida por la reseccion hepatica en
ratas, de una manera mas eficiente que la alimentacién parenteral. La sobrevida de
las ratas después de una hepatectomia parcial del 70% estd marcadamente
influenciada por la ruta de administracion de los nutrientes. Los mecanismos de las
diferentes respuestas, luego de una hepatectomia parcial del 70%, frente a las
diversas vias de alimentacion (parenteral versus enteral) estan relacionados con las
diferencias en la funcién gastrointestinal y en la modulacién hormonal del

metabolismo de nutrientes (Delany y col., 1994).

1.3.4. Hepatectomia y estrés oxidativo

Durante la caracteristica proliferacion celular que se produce luego de una
hepatectomia parcial se ha observado un aumento del nivel de lipoperoxidacion
debido a una excesiva produccion de radicales libres a diferentes tiempos después de
la cirugia, que no pueden ser totalmente neutralizados por los antioxidantes naturales
intracelulares (glutation, vitamina E, superdxido dismutasa, catalasa, etc.) (Aguilar-
Delfin y col., 1996). Cambios en la lipoperoxidacion pueden tener participacion en
los cambios bioquimicos, enzimaticos y en la fluidez de membranas plasmaticas que
se observan en el higado regenerante (Lambotte y col., 1989). La lipoperoxidacion es
un mecanismo autocatalitico que conduce a la destruccién oxidativa de las

membranas celulares, afectando, por lo tanto, la integridad celular. Estas
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modificaciones podrian iniciar un proceso de muerte celular o apoptosis, que
permitiria la remocion de células dafadas o senescentes sin alterar el medio ambiente
celular (Kurose y col., 1997; Laster y col., 1996). Algunos autores han propuesto que
el mecanismo por el cual las sustancias oxigeno reactivas (ROS) causantes de la
lipoperoxidacion, inducen apoptosis, seria la activacion de la caspasa-1, la cual
produce degradacion de la proteina NFxB, lo cual conduciria a una respuesta anti-
apoptdtica (Krishnamoorthy y col., 1999). Por el contrario, otros investigadores
sostienen que la sefial oxidativa activaria al NFkB, produciendo una respuesta anti-

apoptotica (Schreck y col., 1991).

1.4. METABOLISMO DEL HIERRO

1.4.1. Generalidades

El hierro (Fe) es un nutriente mineral esencial para el metabolismo energético y
oxidativo. Se encuentra en todas las células, estableciéndose dos compartimentos: el
funcional y el de reserva. El primero comprende del 70% al 95% del total corporal;
la mayor parte se encuentra ocupando la posicidn central de un anillo porfirinico de
hemo-proteinas, cuya funciéon es el transporte y almacenamiento de oxigeno
(hemoglobina circulante y mioglobina muscular); una minima proporcion forma
parte de las enzimas heminicas (citocromos, catalasa, peroxidasa, etc.) y no
heminicas (flavo-proteinas, NADH deshidrogenasa, xantino-oxidasa, etc.) e
interviene en la activacion de sistemas enzimaticos (aconitasa, fosfoenol-piruvato-
carboxilasa, ribonucledtido-reductasa, etc.). El compartimiento de reserva representa
del 5 al 30% del total corporal, se sitia en el higado, el bazo, la médula 6sea y el
sistema reticulo endotelial; estd unido a proteinas (ferritina y hemosiderina) y es
movilizado cuando las demandas no son cubiertas por la ingesta. En plasma no se
encuentra libre y circula unido a una proteina labil, la transferrina (Pita Martin de
Portela, 2003).

La deficiencia de hierro es un problema importante, en los seres humanos es

responsable de 400 a 500 millones de casos de anemia, cantidad que equivale a un
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tercio de la poblacion mundial. Por otro lado, el exceso de hierro es toxico, pudiendo
observarse en algunos cuadros patoldgicos como la hemocromatosis, que es uno de
los mas frecuentes desérdenes genéticos, con una frecuencia estimada de 1/200 en la
poblacion caucasica del norte europeo. Por lo tanto, no sorprende que la homeostasis
del hierro sea una preocupacion fundamental en la prevencion de la salud humana
(Crichton y col., 2002).

En soluciones acuosas, el hierro puede encontrarse en dos estados de oxidacion
estables: Fe'™ (ferroso) y Fe™ (férrico). Esta propiedad lo hace capaz de participar en
reacciones que abarcan gran parte de la bioquimica, incluyendo aquellas que
controlan el flujo de electrones a través de rutas bioenergéticas, la sintesis de ADN y

el aporte de oxigeno a los tejidos (Aisen y Litowsky, 1980).

1.4.2. Transporte de hierro por las células de la mucosa intestinal

El hierro puede ser absorbido a lo largo de todo el intestino, si bien este proceso
es mas eficiente en el duodeno.

El hierro dietario se encuentra principalmente en estado férrico o como hierro
heminico, mientras que el incorporado a través de productos farmacoldgicos
usualmente esta presente como sal ferrosa. El Fe™ es insoluble en soluciones con pH
mayor a 3, por lo que, en el estbmago, se forman complejos solubles del metal que
aumentan su disponibilidad para ser absorbido en el duodeno. Por otra parte, en la
luz intestinal se forman cantidades variables de iones ferrosos como consecuencia de
la reduccion del hierro férrico por agentes de la dieta (por ejemplo, 4dcido ascorbico).
En consecuencia, ambos iones (ferroso y férrico) pueden presentarse ante las células
intestinales (Pérez y col., 2005).

Un sujeto normal ingiere de 12 a 18 mg Fe/ dia en la dieta, principalmente
como Fe™, de los cuales 1 a 2 mg es absorbido. En la Figura 1.3 se observa una
representacion esquematica de los mecanismos de absorcion del hierro en una célula

madura de la mucosa intestinal de un sujeto normal.
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Figura 1.3: Mecanismos de absorcion intestinal de hierro.

Los dos sistemas de captacion del hierro de la dieta, denominados hemo y no-
hemo, requieren reduccion de Fe™ a Fe™.

El primer mecanismo involucra un receptor hemo sobre la membrana apical del
enterocito y el transporte del hemo a través del citosol al reticulo endopldsmico,
donde la hemooxigenasa microsomal libera Fe™, porfobilinégeno y monéxido de
carbono (Beale y Yeh, 1999).

En el segundo mecanismo el Fe™ de la dieta debe ser reducido a Fe™ por la
citocromo b reductasa férrica duodenal (Dcytb) (McKie y col., 2001) antes de que
sea transportado al enterocito por via del transportador de metales divalentes
(DMT1) también conocido como divalent cation transporter (DCT1) o Natural
resistance associated macrophage protein (Nramp2), el cual tiene la funcion de
transferir protones (Gunshin y col., 1997).

Una vez que el hierro (Fe™) ha entrado en la célula de la mucosa, tiene dos
posibilidades: 1) interaccionar con una molécula de ferritina, que lo incorpora como

Fe™, luego se oxida a Fe™ y queda atrapado como Fe™ en la estructura proteica; 2)
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ser transportado a la membrana basolateral. En una situacion normal, hay muchas
moléculas de ferritina disponibles y la mayor parte del hierro va a ser atrapado por la
ferritina y retenido en la célula de la mucosa intestinal, resultando en una baja
transferencia de hierro.

Los iones ferrosos que no son almacenados en la ferritina y pueden alcanzar la
membrana basolateral del enterocito son conducidos por la proteina transportadora
de transmembrana ferroportina (Fpn), también llamada iron-regulated transporter
(IREG1) o metal transporter protein (MTP1). La proteina de transmembrana
hefastina (que es un homélogo de la ceruloplasmina) promueve la oxidacion de Fe™
a Fe", facilitando de esta manera su incorporacién a la proteina plasmatica
apotransferrina (Kaplan, 2002).

El Fe™ asi formado se unirda ripidamente a ligandos plasmaticos,
fundamentalmente a la principal proteina transportadora de hierro, la apotransferrina,
excepto en situaciones de saturacion de la capacidad de union del transportador
plasmatico, donde podria unirse a otros ligandos como citrato, constituyendo el
llamado pool de hierro no unido a transferrina (NTBI). Uno de los importantes roles
de la ceruloplasmina en el suero, es facilitar la oxidacién del Fea Fe+3, el cual se
une rapidamente a la transferrina, siendo entregado a las células que expresan
receptores para transferrina IRP-regulados, entre las cuales estan los hepatocitos.

La membrana basolateral del enterocito expresa receptores para transferrina
(Tf) que permiten la entrada del hierro, el cual es transportado en plasma por esta
proteina. El metal incorporado en este proceso “informa” a la célula sobre el status
férrico del organismo, regulando la captacion via DMTI1 e integrina-mobilferrina
(Conrad y Umbreit, 2000).

Sin embargo, algunos autores han establecido que el transportador basolateral
IREG]1 seria el principal punto de regulacion de absorcion del hierro de la dieta en
respuesta a los requerimientos sistémicos, mientras que la regulacion del transporte
apical serviria de mecanismo de seguridad, evitando el efecto potencialmente toxico
del exceso de hierro (Mufoz Goémez y col., 2005).

La hepcidina es un pequefio péptido antimicrobiano producido por el higado

que juega un rol protagoénico como la principal responsable de esta regulacion. De
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acuerdo con este modelo, la produccion hepatica de hepcidina estaria regulada por el
grado de saturacién de la Tf y el nivel de receptores para esta proteina a nivel
hepéatico, de modo que cuando la relacion Tf diférrica/ RTf aumenta, se induce la
secrecion de hepcidina. La union de esta hormona proteica a la IREGI induce la
internalizacion y posterior degradacion de la proteina de transporte. Como
consecuencia de la disminucion de la exportacion de hierro, se produce la inhibicion
de su union a la Tf plasmatica y el aumento de la concentracion del metal en el
enterocito que, a su vez, conduciria a una inhibicién de su transporte apical. Por el
contrario, cuando la relacion Tf-diférrica/RTf disminuye, cesa la produccion hepatica
de hepcidina y se restaura la absorcion de hierro (Nemeth y col., 2004).

La regulacion post-traduccional de la IREG1 por la hepcidina completa el ciclo
homeostatico. El hierro regula la secrecion de hepcidina, la cual, a su vez, controla la
concentracion de IREGI1 en la superficie basolateral de los enterocitos (Leong y
Lonerdal, 2004; Nemeth y col., 2004).

En la deficiencia de hierro, o en condiciones de produccion incrementada de
globulos rojos (eritropoyesis), la célula de la mucosa intestinal dificilmente produce
ferritina y la mayor parte del hierro que ingresa a la célula queda disponible para ser
transportado a través de la célula hacia la membrana basolateral. Aqui la difusion de
Fe™ a través de la membrana basolateral esté facilitada por IREG1 (McKie y col.,

2000).

1.4.3. Transporte sérico de hierro por la transferrina

El hierro esta presente en el suero en concentraciones de 0,7 a 1,6 pg/ ml en
sujetos normales y se encuentra predominantemente unido a transferrina, con una
pequefia asociacion a la albimina u otras especies quimicas de bajo peso molecular.

La molécula bilobular de transferrina puede unir fuertemente y en forma
reversible a dos iones Fe', con unién concomitante a dos aniones carbonatos.

Estudios recientes de estructuras de alta resolucion de la transferrina sérica humana,
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pusieron en evidencia que la protonacion del anién carbonato es el primer paso para
la liberacion del hierro de la transferrina (McGilllvray y col., 1998).

Estudios previos establecieron que la transferrina unida al hierro es
rapidamente depurada de la circulacion (tiempo de vida media = 1,7 hs), la proteina
recicla varias veces (tiempo de vida media = 7,6 dias) indicando que la molécula de
transferrina es sometida a mas de 100 ciclos de unidn, transporte y liberacion de
hierro, antes de ser removida de la circulacion. Por lo tanto, esta claro que la
captacion del hierro en casi todas las células humanas estd mediada por los
receptores de transferrina (RTf), los cuales son bisulfuros unidos a homodimeros
constituyentes de dos subunidades idénticas glicosiladas de PM= 90 KDa. La
estructura del RTf en el enterocito humano ha sido determinada por los estudios de

rayos X (Lawrance y col., 1999).

1.4.4. Transporte intracelular de hierro

El hierro estd predominantemente unido a transferrina y en pequeia proporcion
a albiimina o a otros ligandos que son especies quimicas de bajo peso molecular. La
cantidad de hierro requerida diariamente es captada por la Tf en las células
intestinales y en los lugares de degradacion de la hemoglobina (sistema
mononuclear- fagocitico) (Conrad y Umbreit, 2000). Estas proteinas transportan y
ceden el cation en los sitios de sintesis de la hemoglobina y de las enzimas que
contienen hierro.

La transferrina diférrica se une a sus receptores en la superficie celular y el
complejo transferrina—receptor es internalizado en vesiculas revestidas por clatrina
(Wileman y col., 1985). Las vesiculas pierden su cubierta y se fusionan con
endosomas. El interior del compartimiento endosomal se mantiene a un pH
aproximadamente igual 5,5 por la accion de la bomba de ATP- dependiente de
protones en la membrana endosomal, la cual impulsa los protones a la luz endosomal
desde el citosol. El hierro es liberado desde el complejo transferrina — receptor como

+3 ., . . , .
Fe”. La unién cooperativa metal-bicarbonato no solo es importante para la
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asociacion del hierro a la Tf, sino también para su liberaciéon. La unidon anion-Tf,
relativamente 1abil, parece proveer un mecanismo para la remocion fisioldgica del
hierro. El carbonato se pierde primero y, por ello, la uniéon metal-Tf es facilmente
desestabilizada, produciéndose la liberacion del hierro mientras que la proteina
permanece intacta. Posteriormente, el metal es reducido por una ferri-reductasa
endosomal y transportado al citoplasma por un tranportador de cationes divalentes de
la membrana endosomal (Fleming y col., 1998; Gruenheid y col., 1999).

Una vez que el hierro entra a la célula, puede incorporarse a proteinas que
contienen hierro como la ferritina, la cual esta involucrada en la oxidacion del Fe'
que se deposita en la estructura proteica esencialmente como ferrihidrato.

La ferritina puede cargar 4500 dtomos de hierro por molécula. En condiciones
de sobrecarga de hierro la ferritina es transferida a los lisosomas donde es

transformada a la forma conocida como hemosiderina (Aisen y col., 1999).

1.4.5. Homeostasis celular del hierro

La homeostasis del hierro en células de mamiferos es regulada por el balance
entre la captacion del hierro, los depdsitos celulares y la utilizacién. Esto es
ejecutado predominantemente a nivel de la sintesis de proteinas (translacion de
ARNm en proteinas), mas que a nivel de la transcripcion (sintesis de ARNm).

Las secuencias regulatorias IRE (iron responsive element) estan localizadas en
regiones no codificantes o no traducidas (UTRs) del ARNm, en ambas extremidades
de las partes codificantes de la secuencia del ARNm, 5"y 3": las IREs situadas en la
region UTR 5” act@ian regulando la uniéon del mensajero al ribosoma o sea estan
asociadas con la iniciacién de la traduccion, aquellas ubicadas en la region UTR 3’
modulan la degradacion o estabilidad del ARNm, por acciéon de endoribonucleasas
(Crichton, 2001).

El mecanismo de regulacion es mediado por interacciones especificas entre
secuencias IRE localizadas en los respectivos ARNm y proteinas citoplasmaticas

(ahora conocidas como proteinas reguladoras de hierro-IRPs-iron regulatory

“Efectos del aluminio y de la hepatectomia parcial sobre la absorcion intestinal del hierro
Y pardmetros s ineos relacionados con su boli: en ratas”
Maria del Carmen Ada Contini de Lisa
UN.L.




Introduccion 28

proteins), designadas como IRP1 e IRP2. Ellas actian como sensores del contenido
celular de hierro esencialmente por existir en dos conformaciones diferentes.

La IRP1 es una proteina bifuncional que puede actuar como aconitasa
citoplasmatica o unirse a secuencias IRE. Posee un cluster [4Fe-4S] en su sitio activo
y puede convertirse reversiblemente en su forma activa [4Fe-4S] o inactiva [3Fe-4S]
en respuesta a modificaciones en la disponibilidad de hierro. Bajo condiciones de
deplecion del metal, la apo-IRP1 puede unirse con alta afinidad a las secuencias IRE.
Contrariamente, cuando el aporte de hierro aumenta, la IRP1 incorpora un atomo del
metal al cluster [4Fe-4S] adoptando una conformacion en la cual es incapaz de
interactuar con el ARN, aunque posee actividad aconitasa (Kadly y col., 1999).

La IRP2 posee 62% de homologia con la IRP1 pero a diferencia de ella, carece
de cluster [4Fe-4S] y no posee actividad aconitasa. Tiene capacidad de unirse con
gran afinidad a secuencias IRE localizadas en los mensajeros. En su region terminal
contiene una secuencia rica en cisteina que es responsable de la degradacion de la
proteina via proteosoma cuando los niveles intracelulares de hierro son altos (Iwai y
col., 1995). Por el contrario, cuando el aporte del metal disminuye, se produce la
sintesis de novo de la IRP2.

El sistema IRE-IRP permite a las células regular en forma coordinada la
biosintesis de las proteinas involucradas en la captacion (RTf), utilizacién o-
aminolevulinato sintetasa (ALAS) y almacenamiento (ferritina) de hierro, durante las
variaciones fisioldgicas de su biodiponibilidad. En un estado de deplecion de hierro,
el objetivo de la célula es incrementar la captacion del metal y disminuir su
utilizaciéon o almacenamiento. Las IRP activas se unen a las secuencias IRE,
aumentando la sintesis de RTf mientras que diminuyen la sintesis de ferritina y
ALAS. Inversamente, cuando los niveles de hierro son altos, el metal es utilizado o
almacenado y su incorporacién debe ser disminuida. Las IRP se disocian de las IRE
y, como consecuencia, el ARNm del RTf es degradado y la sintesis de ferritina y
ALAS aumenta (Crichton y col., 2002).

Como sintesis de lo descripto, en la Figura 1.4 se esquematiza la homeostasis

celular del hierro.
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Figura 1.4: Homeostasis celular del hierro.
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1.4.6. Hierro y estrés oxidativo

La acumulacion de hierro en los tejidos (particularmente si el pool
intercambiable esta incrementado), estd asociada con dafio tisular. Asi el hierro de
bajo peso molecular puede actuar como catalizador de la reaccion de Fenton para
potenciar la toxicidad del oxigeno por la generacion de una amplia gama de especies

de radicales libres, incluyendo radicales hidroxilo, OH "

Fe”+H,0, ——»  Fe™+OH +OH’
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El hierro también participa de la reaccion con el acido hipocloroso que da
como  resultado el aniébn cloruro 'y un  radical  hidroxilo:

Fe *2 Fe®

= =

o, +CI~ ___, HoOCI CI™ + OH'

Los radicales hidroxilos son las especies de radicales libres mas reactivas y
tienen habilidad para reaccionar con un amplio espectro de constituyentes celulares,
incluyendo residuos aminoacidicos y bases puricas y pirimidinicas del ADN, asi
como también atacando las membranas lipidicas para iniciar una reaccion en cadena
de radicales libres conocida como peroxidacion lipidica (Ravia y col., 2005).

Las especies oxigeno reactivas (ROS) son generadas a partir de células como
parte de mecanismos celulares normales. Las células estan provistas de enzimas
citoprotectoras y compuestos no enzimaticos antioxidantes que evitan la toxicidad de
los ROS. Tales mecanismos protectores no actuan independientemente unos de los
otros sino que funcionan corporativamente en forma de cascada (Crichton y col.,
2002).

Entre las enzimas antioxidantes encontramos: la catalasa y la glutation
peroxidasa que actuarian catalizando la transformacion de agua oxigenada en agua,
disminuyendo el sustrato para la reaccion con el Fe™. Es interesante notar que la
glutation peroxidasa es una de las pocas enzimas que necesitan selenio (Se) como co-
factor para su funcionamiento.

El compuesto no enzimdtico antioxidante mdas importante es el glutation
reducido (y-glutamil-cisteinilglicina) GSH que es un sulfhidrilo no proteico y esta
involucrado en diversas reacciones en el cuerpo. Este es un sulthidrilo buffer que
mantiene en estado reducido a los residuos de cisteina en la hemoglobina y en otras
proteinas de los globulos rojos, participa en el transporte de aminoacidos a través de
membranas celulares, etc. Este tripéptido también actia como co-sustrato en la
reaccion catalizada por GSH-peroxidasa detoxificando al peroxido de hidroégeno y
puede ser reducido nuevamente por NADPH y la glutation reductasa (Acworth y

Bailey, 1995).
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Cuando altos niveles de ROS son generados en la célula eucariota, ciertos
mecanismos de respuesta son activados para evitar sus efectos perjudiciales. Estos
efectos pueden involucrar cambios en la expresion de genes en la célula, por
ejemplo: cambios transcripcionales. El Factor Nuclear kappa B (NFxB) fue el primer
factor de transcripcion que muestra respuesta directa al estrés oxidativo. En la
mayoria de las células, el NFxB estd presente en el citosol como un heterodimero
inactivo (p50/p65) unido a tres subunidades del Inhibidor kappa B (IxkB). La
remocion de las subunidades inhibidoras es la sefial para la translocaciéon del factor
de transcripcion desde el citoplasma al nucleo para unirse a la secuencia de
reconocimiento del ADN.

El NFkB juega un rol clave en la regulacion de numerosos genes involucrados
en las respuestas patogenas y en los mecanismos de defensa celular. Estos incluyen
muchos genes inmunolégicamente relevantes, citoquinas y receptores de citoquinas,
factores de crecimiento y moléculas de adhesion celular, cada una de los cuales

contiene sitios de union funcionales para el NFkB en su region promotora.
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Figura 1.5: Mecanismo de produccion de ROS y defensas antioxidantes celulares.
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En la Figura 1.5 se esquematizan los mecanismos celulares de produccion de
ROS y de las defensas antioxidantes naturales que tratan de evitar el dafio oxidativo.

La acumulacién de hierro en los tejidos ha sido asociada con la patogénesis de
varias enfermedades. El grado de toxicidad depende de la localizacion del hierro en
la célula (citoplasma o lisosomas), de su forma bioquimica (ferritina o hemosiderina)
asi como de la habilidad de la célula para prevenir la generacion y propagacion de
ROS por la amplia gama de compuestos antioxidantes y enzimas citoprotectoras

presentes en ellas (Ward y col., 2000; Ward y col., 1994).

1.4.7. Hierro y fluidez sanguinea

La sangre es un liquido heterogéneo, una suspension de elementos formes en
un liquido complejo que es el plasma. Su mision fundamental es transportar, a través
del sistema circulatorio, las sustancias necesarias para el metabolismo celular y los
productos de dicho metabolismo. Ademas interviene en los mecanismos de
inmunidad y en la comunicacién entre los diversos organos, convirtiéndose en un
organo altamente especializado pero facilmente alterable.

La viscosidad de la sangre es la combinacion de todos los elementos que la
componen y de sus comportamientos particulares. La viscosidad sanguinea puede
definirse como la resistencia al flujo a consecuencia de una friccién interna; vale
decir que cuanto mayor sea esa resistencia, mayor sera la viscosidad de la sangre.

Es importante sefialar que la sangre posee un comportamiento “pseudoplastico”
es decir, que su viscosidad aumenta a medida que disminuye la velocidad del flujo y
esto sucede fundamentalmente cuando disminuye el diametro capilar y se acerca al
de los hematies. Como el plasma también constituye un liquido “pseudopléstico”, la
sangre se vuelve un elemento complejo con un comportamiento de fluido no
newtoniano; esto significa que su viscosidad no permanece constante cuando se le

aplican diferentes fuerzas. Por lo tanto, la viscosidad de la sangre no es constante y
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depende de la velocidad del flujo y de la concentracion de particulas en suspension
(Dintefass y Lake, 1977; Copley y Smith, 1985).

Las propiedades viscosas se pueden predecir considerando las caracteristicas de
sus componentes, de los cuales describiremos los que tienen especial importancia en
nuestro desarrollo de tesis:

- el plasma: que es un liquido con comportamiento newtoniano pero su
viscosidad depende fundamentalmente de la concentracion de proteinas
anisométricas como el fibrindgeno y las inmunoglobulinas, cuya concentracion varia
especialmente durante los procesos de defensa. También depende en forma marcada
del estado de hidratacion del organismo, aumentando en forma brusca cuando hay
pérdida de agua.

- los glébulos rojos: que son particulas de gran tamafio, presentes en un
nimero tan importante que constituyen casi el 50% del volumen de la sangre, tienen
propiedades muy especiales de deformabilidad y capacidad de agregacion que los
hacen netamente diferentes de las particulas que constituyen las suspensiones no
bioldgicas. El eritrocito posee una elevada capacidad de adaptacion a las condiciones
de flujo en los diferentes sectores vasculares de modo que en condiciones normales
la viscosidad de la sangre no presenta una sustancial diferencia con la del plasma
libre de células. La composicidon quimica de la membrana del globulo rojo consta de
un 40% de lipidos y un 60% de proteinas (porcentaje sobre peso seco). Teniendo en
cuenta los pesos moleculares medios de los componentes hallados, se calcula que
existe una molécula proteica por cada 75 moléculas de lipidos. Los lipidos, en su
mayor parte (98%), tienen un polo hidréfilo y un polo hidréfobo. Las especies
quimicas mas abundantes (% en peso) son los fosfolipidos (55% del total de lipidos)
seguidos del colesterol (25%) y los glicolipidos (18%). Considerando el peso
molecular de cada tipo de componente sobresale el alto contenido de colesterol
cuando se compara con otros tipos de membranas. Estudios experimentales sobre
agregados de lipidos en bicapas han demostrado las propiedades fluidificantes y el
aumento de flexibilidad por la presencia de colesterol.

La eritropoyesis es el proceso por el cual se produce la proliferacion y

diferenciacion de las células madres eritropoyéticas para convertirse en eritrocitos.
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Cada dia se renuevan alrededor del 1-1,5% de todos los eritrocitos circulantes. Este
proceso, que se lleva a cabo en la médula 6sea y tarda unos 5-7 dias, finaliza con la
liberacion de los reticulocitos, que se convierten en eritrocitos maduros tras un dia de
circulacion en sangre periférica. La eritropoyesis esta regulada de forma muy precisa,
siendo la eritropoyetina, sintetizada y liberada por las células intersticiales del rifion
en respuesta a la hipoxia tisular, quien desempefia el papel principal.

Sin embargo, para que la eritropoyesis se desarrolle de manera efectiva, ademas
de eritropoyetina es necesario que haya un aporte adecuado de hierro, vitamina B12
y acido folico. El hierro presenta un metabolismo muy complejo y la correccion de
su déficit es a menudo poco satisfactoria (Muioz Goémez y col., 2005).

El eritrocito es una célula anucleada con la forma de disco biconcavo. Esta
forma en reposo se explica por el exceso de membrana y por las caracteristicas
mecanicas de la misma, que le permiten deformarse sin que la membrana sea
distendida cuando actia sobre €l una fuerza asimétrica (Copley, 1952). El glébulo
rojo tiene en su interior una suspension viscosa de hemoglobina, la cual es una
proteina que fija hierro y al modificarse las concentraciones de la hemoglobina por
las variaciones de hierro, pueden variar a su vez, la viscosidad interna del globulo
rojo y alterar su deformabilidad (Luquita y col., 1996). En pacientes con anemia por
deficiencia de hierro se comprobd que el acortamiento de la vida media del eritrocito
se relaciona con la disminucion de la deformabilidad de glébulo rojo (Vaya y col.,
2005). En las anemias las alteraciones fisiopatologicas a nivel de sistema circulatorio
son respuestas compensatorias tales como: aumento del gasto cardiaco, desviacion de
la curva de disociacion de oxigeno para aumentar la liberacion de oxigeno, reduccion
de la viscosidad de la sangre por aumento del flujo y retencion de liquidos

(Brittenham y col., 2000).
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Figura 1.6: Imagen que muestra eritrocitos con la forma normal de disco biconcavo.

La elevada capacidad de adaptacion del eritrocito a las fuerzas hidrodinamicas
de la sangre en flujo y a los distintos tamafios de la luz vascular se basa en la
favorable relacion superficie/volumen del eritrocito anucleado, la fluidez del
contenido celular, que no tiene estructuras elasticas en el citoplasma y a las

propiedades viscoelasticas de su membrana que es una bicapa lipidica con proteinas

Propiedades elasticas de la membrana

intercaladas.

Relacion
Area/volumen

Viscosidad interna

Figura 1.7: Esquema de los factores que influyen sobre la deformabilidad eritrocitaria.

La gran fluidez de los eritrocitos es fundamental para la libre circulacion
sanguinea a través de los capilares donde adoptan la forma tipica de “babuchas”. Esta
adaptacion a la circulaciéon hace que en los capilares la viscosidad efectiva no
presente una diferencia sustancial con la viscosidad del plasma libre de células.

Ademas la membrana se moviliza relativamente rapido alrededor del
citoplasma liquido, provocandoles a €ste un movimiento mas lento. Asi la adaptacion
al flujo siempre se acompana de un mezclado de la hemoglobina en el contenido
celular. Este proceso, a su vez, facilita el intercambio de O2 y de CO2 con el espacio

intersticial (Robert y Weed, 1970).
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Un enlentecimiento del flujo sanguineo se puede deber a modificaciones de la
viscosidad sanguinea, de la deformabilidad eritrocitaria o de la agregabilidad
eritrocitaria, estas dos ultimas son a su vez importantes factores determinantes del
“comportamiento anomalo” de la viscosidad sanguinea.

La viscosidad sanguinea y la viscosidad plasmatica son los mas conocidos
parametros que caracterizan las propiedades del flujo sanguineo. Estos parametros
dependen de las condiciones del flujo (gasto cardiaco, velocidad de cizallamiento
alta o baja) como de factores plasmaticos y de factores celulares sobre todo
eritrocitarios.

La viscosidad plasmatica depende de la concentracion de proteinas plasmaticas
y mas particularmente de macromoléculas como el fibrinégeno. El fibrindgeno juega
un rol mas importante que las inmunoglobulinas y que las lipoproteinas en el
aumento de la viscosidad plasmatica; esta molécula es capaz de adsorberse sobre la
superficie celular y establecer puentes entre los hematies que aumentan mas su
tendencia agregante a nivel del territorio capilar (Le Dévehat y col.,, 2000;
Lominadze y Dean, 2002). Estos dos ultimos factores tienen ellos mismos un
impacto superior a la albimina sobre la viscosidad plasmatica.

La viscosidad sanguinea esta determinada por la viscosidad plasmatica, por la
concentracion celular de la sangre (hematocrito) y por la deformabilidad y la
agregabilidad de globulos rojos (Chien, 1987).

A nivel de los vasos en donde el flujo sanguineo es lento (vénulas) o donde las
situaciones patoldgicas inducen una disminucion del gasto cardiaco (mas alléd de una
estenosis arterial) los agregados de globulos rojos se forman regularmente. Esta
agregacion juega un gran papel en la viscosidad de la sangre y explica que la
hiperviscosidad sanguinea se produzca cuando existe un gasto cardiaco bajo.

Por el contrario, cuando la velocidad del flujo sanguineo aumenta, los rouleaux
de globulos rojos se disocian y la viscosidad disminuye. La agregacion de los
glébulos rojos depende de las condiciones del flujo sanguineo, asi como de factores
plasmaticos (fibrin6geno, inmunoglobulina) y de factores celulares (hematocrito,

adhesion entre eritrocitos y deformabilidad globular).
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Existen diferentes situaciones que, cursando con deficiencia de hierro,
producen un aumento de la viscosidad interna del eritrocito y, por lo tanto,
variaciones en la forma alterando las propiedades que los caracterizan (Brugnara,
2003; Clark, 1988).

Ademas, el aumento del contenido de la hemoglobina sobre su valor normal
puede producir una alta viscosidad citoplasmatica, la cual afectaria la respuesta de la
célula a las distintas tensiones de cizallamiento. Asi, los tres factores cldsicos que
gobiernan la deformabilidad del eritrocito son la relacion area/volumen de la
superficie celular, las caracteristicas reoldgicas de la membrana, y la viscosidad
citoplasmica, y ellos se correlacionan de una manera compleja (Mohandas y col.,

1983; Nash y Meiselman, 1983; Kim y col., 2006).
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2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Como ha sido expuesto en la introduccion, el aluminio, debido a su ubicuidad,
puede estar presente en el organismo de la mayoria de las personas. Ademas, la
cantidad de personas que pueden ser sometidas a reseccion hepdatica por diferentes
patologias o como donantes vivos ha ido incrementdndose en las ultimas décadas.
Asi, por ejemplo, en Espafia se han superado en promedio de los tltimos 6 afios los
1000 transplantes anuales, habiéndose realizado 435 transplantes hepaticos en los
primeros cinco meses del afio 2006. Por lo tanto, no es sorprendente que un paciente

que deba ser sometido a hepatectomia parcial contenga en su organismo aluminio.

Por otro lado, el hierro constituye uno de los nutrientes fundamentales para la

recuperacion de la masa y las funciones hepaticas.

Por ende, el andlisis de la absorcion intestinal del hierro y de parametros
sanguineos relacionados con su metabolismo en ratas expuestas al aluminio y/o
sometidas a hepatectomia parcial constituye un aporte importante a los

conocimientos basicos sobre este tema.

2.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la influencia del aluminio y/o de la hepatectomia parcial sobre

parametros relacionados con el metabolismo global del hierro.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratas tratadas con aluminio y/o sometidas a hepatectomia parcial:

1. Evaluar la absorcion intestinal del hierro.

2. Determinar el nivel de lipoperoxidacion y la capacidad

antioxidante en mucosa intestinal.

3. Analizar parametros hematoldgicos, séricos y hemorreologicos.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron ratas de la cepa Wistar, machos,
adultas de 300-360 g de peso. Los animales fueron mantenidos en ambiente
acondicionado, el ciclo luz - oscuridad se alternd en intervalos de 12 horas, la
temperatura del bioterio fue mantenida entre 20 y 24°C. Los animales fueron
mantenidos en condiciones de dieta estandar y agua ad libitum, de acuerdo a normas
internacionales para el cuidado de animales de laboratorio (“Guide for Care and Use
of Laboratory Animals”, Nacional Institutes of Health, EEUU, 1989).

Para evitar variaciones debidas al ritmo circadiano, los animales fueron

sacrificados todos a la misma hora, entre las 08:00 y 10:00 horas.

3.2. TRATAMIENTOS Y GRUPOS EXPERIMENTALES

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

1) Control (C): recibieron una inyeccion i.p. de 0,5 ml de solucion
fisiologica, solvente de la solucion de hidréxido de aluminio, 3 veces

por semana durante 90 dias.

2) Control més cirugia simulada (C+SH): animales tratados como los del
grupo Control fueron sometidos a una cirugia simulada (sham) que
consistid en la escision del abdomen con exteriorizacion y cuidadosa
manipulacion de los 16bulos hepaticos durante el tiempo de duracion de
una hepatectomia parcial, siendo sacrificados a las 48 horas de la

cirugia.
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Control més hepatectomia parcial (C+HP): los animales del grupo
Control fueron sometidos a una hepatectomia parcial (HP) del 65%
segun la técnica de Higgins y Anderson, siendo sacrificados a las 48

horas de la cirugia.

Aluminio (Al): recibieron una inyeccion i1.p. de hidroxido de aluminio
en solucion fisioldgica en una dosis de 80 mg/Kg de peso corporal,
equivalente a 27 mg de Al elemental/ kg de peso corporal, 3 veces/

semana durante 90 dias (Degiorgis y col., 1987).

Aluminio mas cirugia simulada (Al+SH): los animales del grupo Al
fueron sometidos a una cirugia simulada (sham), al finalizar los 90 dias

del tratamiento; siendo sacrificados a las 48 horas de la cirugia.

Aluminio mas hepatectomia parcial (AI+HP): los animales del grupo
Al fueron sometidos a una hepatectomia parcial del 65%, al finalizar
los 90 dias del tratamiento, siendo sacrificados a las 48 horas de la

cirugia.

El dia del experimento, los animales en ayunas fueron anestesiados con

pentobarbital soédico (50 mg/Kg) o con éter etilico, segin el protocolo

experimental al que posteriormente iban a ser sometidos.

Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncién cardiaca, obteniéndose

suero, por centrifugacion. También se procedid a obtener plasma, utilizdndose
diferentes anticoagulantes (EDTA, Heparina o Citrato de sodio) de acuerdo a las
especificaciones estipuladas en las determinaciones de las distintas variables a

estimar.

3.2.1. Procedimientos Quirurgicos

Para realizar las intervenciones quirdrgicas, los animales fueron anestesiados
con éter etilico. La hepatectomia parcial (HP) consistio en la remocion de los
lobulos central y lateral izquierdo como lo describio originalmente Higgins y

Anderson (Higgins y Anderson, 1931). Luego de una laparotomia media, se
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exteriorizaron los dos l6bulos anteriores (medio y lateral izquierdo). Después de
ligar el pediculo vascular de cada 16bulo con hilo quirurgico, cada uno de ellos fue
escindido realizando un corte de 1-2 mm distal a la ligadura (Figura 3.1).
Finalmente, se retir6 cuidadosamente la sangre coagulada de la cavidad
abdominal utilizando gasas y se suturaron las capas musculares y la piel.

La cirugia simulada (sham, SH) consistié en la escision del abdomen con
exteriorizacion y cuidadosa manipulacion de los lobulos hepéticos durante el
tiempo de duracion de una hepatectomia parcial y posterior sutura de las capas
musculares y la piel.

En todos los casos, durante y después de la cirugia, los animales fueron
mantenidos a temperatura normal (36,5 £ 0,5 °C) utilizdndose lamparas de

calentamiento hasta su completa recuperacion.

vci, vena cava inferior

m, 16bulo medio

li, l16bulo lateral izquierdo
sd, 16bulo superior derecho
id, 16bulo inferior derecho
ai, lobulo anterior izquierdo
¢, lobulo caudado

Figura 3.1: Hepatectomia parcial. El esquema muestra una vista anterior del higado de rata donde
estan representados los 16bulos medio y lateral izquierdo removidos de acuerdo con la técnica
quirurgica de Higgins y Anderson (1931).
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3.2.2. Evaluacion del proceso de regeneracion hepatica

La evaluacion de la velocidad de proliferacion celular hepatica se realizd
aplicando la técnica de la incorporacion de Timidina tritiada al ADN (Mclntosh y
col., 1992).

Los estudios fueron realizados a las 24 horas y 48 horas post-cirugia. Para
realizar este estudio, se administré a los animales [’H]-timidina (Sigma Chemical
Co.) 10 pCi/200 g de peso corporal, i.p.; 1 hora antes del sacrificio. Muestras de
higado se homogeneizaron en agua destilada 1:5 (p/v) y se precipitaron los acidos
nucleicos con TCA 5 % (p/v) frio, se centrifugod y la suspension del pellet se colocod
en liquido de centelleo para determinar la radioactividad en contador de centelleo
liquido (1214 Rack Beta, Pharmacia). La incorporacion se expresd6 como dpm/mg
ADN.

La concentraciéon de ADN se determin6 segun la técnica de Wannemacher y
col. (1965). Para ello el tejido hepatico fue homogeneizado al 20% en agua destilada,
sometido a precipitacion con TCA al 10% (p/v) seguido de una centrifugacion. El
precipitado resultante fue lavado con etanol saturado con acetato de potasio para
extraer el TCA y algunos lipidos. Luego se realizé una nueva extraccion lipidica con
etanol / éter etilico (3:1) y otra con éter anhidro. Se evapor6 el éter remanente. El
precipitado fue resuspendido en KOH 0,30 N y se someti6 a hidrolisis durante 60
min a 37 °C. Para separar el ADN y el ARN se agrego a la solucion resultante HC1O4
al 60% (p/v) helado y se centrifugd a 2000 rpm a 4°C durante 5 min. El precipitado
conteniendo el ADN fue lavado exhaustivamente con KClO4 al 5%. El ADN fue
hidrolizado con HCIO4 0,50N a 96°C durante 45 min. Luego de centrifugar, se tomo
el sobrenadante y el precipitado fue lavado con HC1O4 0,50 N, volviendo a tomar el
sobrenadante. La concentracion de ADN fue determinada en una alicuota del
sobrenadante por lectura de la diferencia de absorbancia a 265 nm y 290 nm,

comparandola con soluciones estdndares de ADN de timo de ternera (Sigma

Chemical Co.) en HCIO4 0,20 N.
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3.2.3. Determinacion del contenido de aluminio

La medicion de la concentracion de aluminio se realizé en tejido hepatico,
mucosa intestinal y suero. Los tejidos fueron previamente tratados en digestor
Milestone Ethos 900 con bombas de teflon en ac. nitrico / agua oxigenada y posterior
medicidon del contenido de aluminio por espectrofotometria de absorcién atémica
(Perkin Elmer 5000). Las concentraciones fueron obtenidas a partir de una curva de

calibrado con estandares acuosos certificados.

3.3. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion cardiaca y alicuotadas en
dos, una parte anticoagulada con heparina y otra parte sin anticoagulante para separar

Sucro.

3.3.1. Parametros hematicos

Se utiliz6 para determinar los parametros hematoldgicos un Contador

hematologico Cell Dyn 3500.

3.3.1.1. Hematocrito (Hto)

El hematocrito es el porcentaje del volumen de la sangre que ocupa la fraccion

de los glébulos rojos. Los resultados fueron expresados como % (v/v).

3.3.1.2. Concentracion de Hemoglobina (Hb)

La hemoglobina es uno de los derivados nitrogenados de la ferroprotoporfirina.
Es una proteina conjugada que contiene las proteinas basicas incoloras, las globinas y

ferroprotoporfirina o hem (el cual consta de una parte orgénica y un atomo de
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hierro). Esta proteina es la encargada de transportar el O, en la sangre, por poseer el
grupo hem, es similar a la mioglobina. Se determin6 espectrofotométricamente por el
método de la cianometahemoglobina medida a 540 nm. Los resultados fueron

expresados en g/dl.

3.3.1.3. Volumen corpuscular medio (VCM)

Es la medida del tamafio del eritrocito. Los resultados se expresaron en

fentolitros (f1).

3.3.1.4. Hemoglobina corpuscular media (HCM)

La hemoglobina corpuscular media es la cantidad de hemoglobina por glébulo
rojo (GR).
HCM = Hb/GR

Los resultados se expresaron en pg.

3.3.1.5. Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

La concentracion de hemoglobina (cantidad de hemoglobina relativa al tamafio
de la célula) por globulo rojo.
CHCM = Hb/Hto

Los resultados se expresaron en g/dl.

3.3.2. Parametros séricos

3.3.2.1. Determinacion de hierro sérico

Se realizd segn la técnica hierro-color de Wiener Lab. El hierro sérico se
libera de su union con su proteina transportadora especifica transferrina en buffer

succinato, pH 3,70 y en presencia de un reductor, el acido mercaptoacético.
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Posteriormente reacciona con el reactivo de color, piridil bis-fenil triazina sulfonato
(PBTS) dando un complejo color magenta, que se mide a 560 nm. La concentracion

se expreso en pg/dl.

3.3.2.2. Determinacion de transferrina sérica

La transferrina se determind por su actividad fisiologica de captar Fe  a pH
mayor que 7,20 donde la transferrina se satura en presencia de Fe ™ en exceso. El
remanente de Fe © no ligado se elimina totalmente por coprecipitacion con
carbonato de magnesio, segun la técnica de Wiener Lab.

El hierro unido a transferrina se libera y determina colorimétricamente segun
técnica de hierro-color de Wiener Lab. La cantidad de transferrina se expresa como
los microgramos de Fe ™ con que est4 saturada /dl. A partir de este valor y de la
concentracion sérica de hierro, se calculd el porcentaje de saturacion de transferrina

(%).

3.4. ESTUDIO DE LA ABSORCION INTESTINAL DE HIERRO (*Fe).
MODELO DE ASA INTESTINAL IN SITU

Las ratas utilizadas para esta experiencia tuvieron 24 hs de ayuno en jaulas
metabolicas individuales y libre acceso al agua.

La solucion empleada para realizar la carga del saco intestinal in situ fue
buffer Ringer bicarbonato (Osmolaridad de la solucion: 300 mosmoles, pH= 7,20)
adicionada con 500 pmoles de Fe/ 1 como citrato férrico hierro frio: y 0,2 pCi/ ml de
*’Fe: en cada saco intestinal.

Los animales fueron anestesiados con éter etilico, se expuso el intestino
delgado mediante un corte en la linea media del abdomen. Se aislé un asa de
duodeno de aproximadamente 5 cm, se ligo el extremo distal del saco y se inyecto
dentro del segmento desde el extremo proximal a través de una aguja fina, 0,5 ml de

solucion trazadora [*° Fe] Cl; (0,2 pCi /ml en cada saco), y se ligo el extremo
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proximal. Se coloco el intestino dentro de la cavidad abdominal y se sutur6 el corte.
Dos horas mas tarde, se anestesio la rata nuevamente con éter etilico, se sacrifico el
animal por puncién cardiaca obteniendo muestras de sangre entera y anticoagulada
con EDTA.

Se extrajo el intestino y se tomd la medida de la longitud del mismo. Luego
se midié el contenido de ’Fe previa hidrolisis del tejido intestinal con 4cido nitrico
en caliente. La actividad del *’Fe en el intestino fue determinada usando un contador
gamma.

El *°Fe absorbido en cada segmento fue calculado como la diferencia entre la
cantidad de *Fe instilada y la cantidad remanente en intestino, al final del periodo
considerado. Se calculd la absorcion de hierro en estado estacionario mediante la

siguiente formula:

umol *Fe” absorbido/cm intestino = {(cpm; — cpmy) / cpmi}. [Fe™]. Vi. (1 /L)

[Fe™] = concentracion de Fe de la solucién instilada (umol Fe/ml).
V;= volumen inicial instilado dentro del segmento intestinal (en ml).
L = longitud del segmento intestinal en centimetros (cm).
El transporte del agua fue calculado como la diferencia entre el volumen
mucosal inicial y final. El contenido de agua al final de los experimentos estuvo entre

97 y el 100% de la encontrada al inicio de los mismos.

3.5. PREPARACION DEL TEJIDO INTESTINAL

Para realizar las diferentes experiencias los animales de los distintos grupos de
ratas fueron mantenidos en ayunas durante 24 hs, en jaulas metabdlicas individuales
con libre acceso al agua.

Los animales fueron pesados y anestesiados con pentobarbital sodico (50

mg/kg de peso corporal). Se fijaron a la tabla de diseccion en decubito dorsal y se les
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realizd la incision en la linea media de la zona abdominal. Se ubico el piloro y se
cortd; luego suavemente se tracciond con la mano desde el piloro hasta el ligamento
de Treitz, se cortd y se separd el duodeno. Se extrajo el resto del intestino delgado
cortando a la altura de la valvula ileo — cecal. El tejido se extrajo rapidamente previa
puncién cardiaca. Las porciones de intestino obtenidas se sumergieron en solucion
fisiologica fria. Se procedid a lavar cada una de estas porciones con solucion
fisiologica fria con ayuda de una jeringa de punta roma. Cada porcion de intestino se
coloc6 sobre una tabla de diseccion, y se cortd longitudinalmente y con un
portaobjeto se realizo el raspado de la mucosa intestinal. La mucosa fue colocada en
tubos ependorff previamente pesados para luego obtener el peso por diferencia.

Se realizaron los homogenados correspondientes para cada una de las

determinaciones.

3.6. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

3.6.1. Determinacion del contenido de hierro en tejido hepatico e intestinal

La concentracion de hierro se midi6 en tejido hepatico y en mucosa
intestinal. Los tejidos fueron digeridos en digestor Milestone Ethos 900 con
bombas de teflon en ac. nitrico /agua oxigenada y posteriormente se realizo la
medicion del contenido de hierro a 248.3 nm por medio del espectrometro de
absorcion atomica de llama GBC Modelo 932 AB, usando atomizacién por llama
de aire — acetileno con deuterio como corrector de fondo. Se emple6 el método de
curva de calibrado con estdndares acuosos certificados para obtener las

concentraciones (Ferri y col., 2003).

3.6.2. Evaluacion del nivel de lipoperoxidacion de las células intestinales

El grado de lipoperoxidacion (LPO) se midi6 en homogenado total y

enriquecido en membranas plasmaticas de intestino.
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El homogenado total se obtuvo en una relacion de 1:9 (p/v) de tejido intestinal:
KCl1 1,15%, usando un homogeinizador Potter-Elvehjén (Peters, 1988; Carrillo y col.,
1989).

La obtencion de la fraccion enriquecida en membrana plasmatica se llevo a
cabo siguiendo el método de Jensen y Berndt (1988) modificado por Villar y col.
(2005). Para cada preparacion se homogeneiz6 la mucosa duodenal en solucion de
sucrosa 250mM, HEPES-Tris SmM (pH=7,40) y PMSF 100 mM. Los homogenados
se centrifugaron y en el fondo de los tubos se formé un pellet recubierto por una
capa de sustancia mas blanda y color beige denominada fluffy, la cual representa las
membranas plasmaticas crudas (Peters, 1988).

La cantidad de productos aldehidicos formados por lipoperoxidacion fue
determinada a partir de la cuantificacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS) mediante la técnica de Ohkawa y col. (1979).

La técnica se basa en la reaccidon colorimétrica del acido tiobarbittrico con
malondialdehido (MDA), un producto secundario de la peroxidacion lipidica, para
formar un compuesto coloreado que absorbe a una longitud de onda de 532nm,
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como estandar.

Brevemente, la mezcla de reaccion contenia la muestra, dodecil sulfato de
sodio (SDS) 8%, acido acético 20% y TBA (4cido tiobarbiturico) 0,8% pH= 3,00 —
3,40. La reaccién se llevo a cabo en bano de glicerina a 95°C (1 hora).
Posteriormente se enfrid en un bafio de agua, se le agregd acido tricloroacético 5%,
se centrifugd y se leyo la absorbancia a 532 nm.

La cantidad de TBARS se expres6 en términos de malondialdehido por g de
tejido.

3.6.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las células intestinales

3.6.3.1. Contenido de glutation (GSH)

Empleamos para su determinacion el método de Ellman G.L. (1959).
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A la mucosa intestinal se le agreg6 acido tricloroacético (TCA) al 5% en HCI
0,01 M 1:4 (p/v) y se homogeneiz6 en frio. Luego se centrifugé a 3500 rpm durante
5 min.

Se tomo una alicuota del sobrenadante y neutraliz6 con NaOH 1M. Una vez
alcanzado un pH neutro se pipeted inmediatamente y se realizo la reaccion de color
con el reactivo 5,5 ditiobis (2 4cido nitrobenzoico) (DTNB) para las incognitas y
para el testigo. Se realizo la lectura dentro de los 5 min a 412 nm. Los resultados

obtenidos fueron expresados como pmoles GSH/mg de proteinas.

3.6.3.2. Determinacion de la actividad glutation peroxidasa (GSH-Px)

Se utilizo la técnica Paglia y Valentine (1967).

El método se basa en las siguientes reacciones:

GSH-Px
2GSH + H,0, » 2H,0, + GSSG

Glutation reductasa
GSSG + NAD(P)H +H* > 2GSH + NAD*(P)

La velocidad de formacion de GSSG se midi6 por un decrecimiento en
NADPH revelado por la disminucion de las densidades opticas a 340 nm de
absorbancia durante 2 o 3 minutos. Se utilizd buffer fosfato pH=7,00, glutation
reductasa y H,O,. Se tuvo en cuenta el coeficiente de extincion molar exappy: 6,22.
10° mol ".cm™. El resultado fue expresado como micromoles de NADPH calculado
sobre la base de la absorbancia molar de la coenzima / minuto/ mg de proteinas en el

ensayo.
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3.6.3.3. Determinacion de la actividad enzimatica de catalasa

El método utilizado para la medicion de la actividad catalasa fue el descripto
previamente por Beers y Sizer (1952). Se basa en el seguimiento espectrofotométrico

de la desaparicion del H,O,. La reaccion catalizada por la catalasa es la siguiente:

2 H,O, Catalasa . 0, +2 H,O

Para esta determinacién se realizaron homogenados (dilucion 1:9) preparados
con mucosa intestinal en solucion de sucrosa 0,25 M.

El medio de reaccion contenia buffer KsPO4 0,05 M, H,O, 0,02 M (pH=7,00)
mas el sobrenadante de la muestra diluido 1/100. La lectura se llevo a cabo en una
cubeta de cuarzo, siguiéndose la disminucion de la absorbancia a 240 nm durante dos
minutos. Para el célculo de la actividad se tuvo en cuenta la parte inicial de la curva
(45 s) obteniéndose la pendiente. El coeficiente de extincion molar del H,O, es

(6=0,0394 cm™ .mol™). La actividad de la enzima se expres6 en U/mg proteinas.

3.6.4. Medida de la concentracion de proteinas en la mucosa intestinal

La concentracion de proteinas se determind por el método de Lowry (Lowry
y col., 1951) que utiliza Na,COs al 2% en NaOH 0,1 N, CuSO4.5 H,O al 1%, tartrato
de sodio y potasio al 2% en partes iguales y reactivo de Folin. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a 660 nm. Los valores obtenidos fueron utilizados para

expresar los resultados de otras determinaciones por mg de proteinas.

3.7. ANALISIS DE PARAMETROS HEMORREOLOGICOS

Se realizaron los ensayos reologicos de acuerdo a la guia del Comité para la
Estandarizacion en Hematologia (International Committee for Standardization in

Hematology, 1986).
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3.7.1. Filtrabilidad

Fue analizada mediante la técnica descripta por Reid y col. (1976) en un
instrumento basado en el modelo disenado por Kikuchi y col. (1983). Para ello los
globulos rojos (GR) fueron resuspendidos a hematocrito del 10% en solucion
salina (PBS) pH: 7,40; 285 mOsm/L y conteniendo 0,25% de albumina bovina. La
suspension fue filtrada a través de membranas de policarbonato de 13 mm
(Nucleopore Corr, USA) con poros de Sum de didmetro y una presion negativa de
10 cm H,O. Los resultados se expresaron como indice de rigidez (IR):

IR= (ts-to)/ to x (100/Hto)

Donde t; es el tiempo de pasaje de la suspension de GR; tg es el tiempo de
pasaje del PBS, y Hto del 10 % de la suspension de GR, IR estimado por
filtrabilidad, es una estimacion de la rigidez eritrocitaria que es la inversa de la

deformabilidad eritrocitaria.

3.7.2. Viscosidad de sangre entera (1s)

La muestra de sangre entera se obtuvo con EDTA como anticoagulante.
Las mediciones fueron realizadas utilizando un viscosimetro cono-plato Wells-
Brookfield, a Hto nativo, 37°C y velocidad de corte de 230 s

El viscosimetro rotacional de cono-plato consta de un plato fijo y de un
cono moévil. Al cono se le pueden imprimir distintas velocidades de rotacion lo
que determina que sobre el fluido actien las correspondientes velocidades de
deformacion y a partir de esto se puede deducir la relacion 1t -y (tension —

velocidad de cizallamiento). Los resultados fueron expresados en centipoisse (cp).

3.7.3. Viscosidad plasmatica (np)

52

La muestra de plasma fue obtenida de sangre anticoagulada con EDTA. Las

mediciones fueron realizadas usando el viscosimetro de cono-plato Wells-
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Brookfield a velocidad de corte de 230 s (Matrai y col., 1984). Los resultados

fueron expresados en centipoisse (cp).

3.7.4 Viscosidad sanguinea relativa corregida a Hto estandar de 40% (nrHto

40%)

53

Dado que la viscosidad sanguinea es determinada por la viscosidad plasmatica,

el hematocrito y la deformabilidad eritrocitaria, se calculd el valor de viscosidad

relativa (nr)= (ms/mp) a Hto estandar del 40%, que estima la fluidez de la sangre sin

la influencia del Hto mediante la ecuacion de Matrai y col. (1986).
nr Hto 40% = nr Hto nativo . 40/Hto
Las determinaciones fueron realizadas a 37°C, a un hematocrito ajustado al
40% dado que a esta concentracion globular se establece una situacion basal, con
similar influencia de la fraccion celular y del medio de suspensién. Esta es una
condicion esencial para determinar la viscosidad relativa de la suspension globular
y poder comparar los resultados con incidencia en las caracteristicas

hemorreolodgicas de la sangre.

3.7.5. Forma celular

Una alicuota de la suspension salina de eritrocitos normales conteniendo
albumina al 1% se coloc6 sobre un portaobjeto y se observo con un microscopio
invertido.

De acuerdo a la clasificacion de Bessis (Bessis, 1973), se pueden distinguir
9 formas y asignarles un valor a cada uno: disco biconcavo (indice 0); tres tipos
de estomatocitos (indices -1, -2, -3); esferoestomatocitos (indice —4); tres tipos de
equinocitos (indice +1, +2, +3); esferoequinocitos (indice +4). Se contaron y
clasificaron 200 células/muestra y se calculd un indice morfolégico (IM) como:
IM = ¥ (indice de forma x ntimero de células con esa forma)/namero total de

células
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3.7.6. Agregacion eritrocitaria

Las mediciones fueron realizadas en un instrumento basado en el modelo
disefiado por Tomita y col. (1986), que consiste en una cabeza densitométrica que
detecta cambios en la transmision de la luz de una suspension de gldbulos rojos
durante el proceso de agregacion y un diodo emisor de la luz infrarroja. Ambos
componentes estan enfrentados y entre ellos, en un tubo transparente, se coloca la
muestra. La cabeza densitométrica estd conectada a la computadora. Uno de los
extremos del tubo que contiene la muestra se conecta a una bomba de agitacion, el
circuito de medicion registra un gradual incremento de la luz transmitida asociada
con la formacion de los agregados de los globulos rojos. Los resultados
experimentales fueron ajustados con la siguiente ecuacion, deducida a partir de la

cinética del proceso:

54

So

To

No No
+ 2k2not

So

Donde:

1o = intensidad de luz transmitida a t= 0

T = intensidad de la luz transmitida a tiempo t
no = n° de particulas independientes a t =0
t= tiempo en segundos

So= n° de sitios de union posibles a t =0

So/n, = n° de sitios de unién por célulaat=0

2K, ny= velocidad del proceso de agregacion
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La ecuacion anterior tiene dos pardmetros: So/n,y 2K; ng, donde Sy/n,, estima

el tamafio de los rouleaux en el equilibrio y 2K ng, estima la velocidad de agregacion.

3.7.7. Fragilidad osmética

Se utilizo la técnica de Parpart y col. (1947) que se basa en medir la hemdlisis
de los globulos rojos en soluciones que contienen osmolalidades crecientes. Se
prepararon soluciones de NaCl cuyas concentraciones osmoticas estaban
comprendidas entre 0 y 290 mOsm/kg (0 a 0,145 M NaCl; pH: 7,40). En ellas se
resuspendieron globulos rojos. Después de 30 minutos a temperatura ambiente, las
suspensiones se centrifugaron a 515 g durante 5 minutos.

La hemolsis se determind fotométricamente a 540 nm, considerando 100% de
hemolisis al tubo en el que los globulos rojos fueron suspendidos en agua destilada
(0 mOsm/Kg).

Con los valores obtenidos se construyeron las curvas de hemolisis (% de
hemolisis vs. Concentracion de NaCl). La funcién sigmoidea obtenida se rectifico
mediante la ecuacion:

H=1/¢ P09 41
Donde:
H: porcentaje de hemdlisis obtenido a una determinada concentracion de NaCl(x).
B = pardmetro de homogeneidad
X: concentracion de NaCl
Xs0= concentracion de NaCl a la cual se obtiene 50% de hemolisis.

Los parametros Xso y p fueron utilizados para caracterizar la fragilidad osmotica.

3.7.8. Analisis de la fluidez de las membranas de los globulos rojos

La resonancia paramagnética nuclear (EPR) es una técnica espectroscopica que
detecta electrones desapareados (Campbell y Dwek, 1984). Si la muestra no contiene
especies paramagnéticas, como por ejemplo las membranas bioldgicas, es posible

introducir en ella marcadores de espin, que son radicales libres estables. Se utilizaron
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marcadores de espin liposolubles n-doxil-acido estedrico (n-SASL), donde el doxil (4,4-
dimetiloxazolidina-N-oxil) reemplaza al carbono n de una molécula de 4cido estearico.
Los marcadores de espin liposolubles utilizados fueron isémeros posicionales
del doxil acido estearico (n-SASL, n=5, 12, 16) adquiridos en Sigma. Las soluciones
stock de los marcadores (8,67mM) se prepararon disolviendo estos ultimos en etanol y la

conservacion se efectuo a -20°C.

CHs N

CH;
O

Figura 3.2: Estructura del grupo doxil. El grupo nitréxido esta sefialado en verde y en rojo se
encuentra sefialado el lugar donde se une quimicamente a la molécula del 4cido estedrico
reemplazando los carbonos 5,12 o 16 de la misma.

De los espectros puede calcularse un parametro de orden S, que depende de la
amplitud de los movimientos e indirectamente da informacién sobre la dindmica
molecular a diferentes profundidades de la region hidrofébica. El pardmetro de orden
(0< S <1) considera el ordenamiento espacial respecto al eje director de un cristal
liquido, y caracteriza la fluidez o movilidad molecular del sistema (a mayor S, menor
fluidez).

En eritrocitos enteros se determiné el grado de ordenamiento (S) de las cadenas
acilicas de la bicapa lipidica de la membrana utilizando 5, 12 y 16 doxil estearico
como marcadores de espin liposolubles a distintas profundidades.

Se utilizaron muestras de sangre entera heparinizada. Se lavaron los glébulos
rojos con buffer PBS, dos veces. Utilizando los marcadores C5, C12 y C16 con una
dilucién 1:5 en PBS, se incubaron con el paquete de eritrocitos lavados 30 min a

temperatura ambiente. Se centrifugoé y se descart6 el sobrenadante.
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Se cargaron los capilares no heparinizados con el paquete de gldbulos rojos
marcados y se midié en el equipo de EPR. Los espectros fueron procesados en
computadora. A partir de cada espectro se calcularon los parametros de orden a

distintas profundidades de la membrana.

2A

mix

T T
[
-
| '

I . I . I . I . I . I
3340 3360 3380 3400 3420 3440

Campo Magnético (Gauss)

Figura 3.3: Modelo de espectro con indicaciones de los valores de los picos del campo magnético que
se utilizan para el calculo de los parametros de orden.

Cuando los marcadores unidos al acido estearico (n-SASL) son incorporados a
las estructuras lipidicas, se les impone una restricciéon en los movimientos que da
como resultado un tensor de interaccion hiperfina con simetria axial en torno a la
direcciébn normal a las capas lipidicas. De los espectros puede calcularse un
parametro de orden S, que depende de la amplitud de esos movimientos e
indirectamente da informacién sobre la dindmica molecular a diferentes
profundidades de la region hidrofobica. Siguiendo a Griffith (Griffith y Jost, 1976), S
se calcula a partir de los valores de 2Anax Y 2Amin tomados del espectro (ver Figura

3.3).
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El promedio de la anisotropia de un tensor debido a movimientos rapidos se

puede definir sobre la base del parametro de orden S:

anisotropia observada

maxima anisotropia

AII

Figura 3.4: Movimiento de un grupo nitréxido unido a una cadena de acido estearico insertado en una
estructura lipidica. El dngulo a es el que forma el eje z del sistema de ejes principales del tensor A del
grupo nitroxido con el eje principal con el eje normal a la bicapa Z. El cono de amplitud 2 y es el
espacio dentro del cual el grupo nitroxido tambalea debido a las isomerizaciones trans-gauche
esquematizadas en la base del cono con una trayectoria al azar. El acomplamiento hiperfino medido
resultante del promedio rapido de A,, con A y Ay se denomina Ay Similarmente A, refleja el
promedio del movimiento rapido de Ay y Ay con A,

La anisotropia observada es Ay -A, y la méxima anisotropia A, -2 (Axx
+Ayy), donde A,, , A y Ayy, son los valores principales del tensor hiperfino para un
monocristal, son parametros conocidos para el marcador doxil y los valores
correspondientes son: A,, = 32,9 G, A = 5,9 Gy Ay~ 5,4 G (Ver Figura 3.4). En
sistemas totalmente ordenados con todas las cadenas hidrocarbonadas con

configuracion todo trans (donde sélo se permite la rotacion entorno al eje Z, con

“Efectos del aluminio y de la hep ia parcial sobre la absorcion intestinal del hierro
Yy parametros s ineos relacionados con su boli. en ratas”
Maria del Carmen Ada Contini de Lisa
UN.L.




Metodologia 59

v~0) el orbital p del grupo N-O se presenta siempre perpendicular a la superficie de
la membrana. En consecuencia, la anisotropia del tensor promediado alcanza su valor
maximo con Ay = A, y A= %2 (A tAy) y | S |= 1. Cuando las cadenas
hidrocarbonadas comienzan a desordenarse, el orbital p deja de estar perpendicular a
la superficie de la membrana. En ese caso Ay diminuye su valor pues comienza a
contar la contribucion de A y Ayy y A| aumenta por tener la contribucion de A,,. En
el caso limite en el que el orbital p efectia movimientos completamente isotropicos,

el valor de A, se aproximaalde Ayy|S| =0.

3.7.9. Dosaje de colesterol de membrana de eritrocitos

Dado que la fluidez de membrana puede alterarse por el contenido de
colesterol, hemos determinado su concentracion en eritrocitos en todos los grupos
experimentales.

Se obtuvieron muestras de globulos rojos lavados con PBS. Se realiz6 la
lisis de los eritrocitos con agua desionizada. A continuacion, se procedio a la
extraccion de lipidos de membrana siguiendo el método de Rose y Oklender
(1965) para lo cual se adicion6 2- propanol mezclando vigorosamente y se dejo
una hora en reposo. Luego se agregd cloroformo procediendo de la misma manera
que con el solvente anterior. Todo el procedimiento hasta aqui, fue realizado a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd obteniéndose un sobrenadante
limpio el cual se separd por inversion directa en un tubo de hemolisis y se evaporo
a sequedad en estufa a 37°C. Para resuspender el colesterol se agregd etanol
absoluto (Ahmed, 1993) e inmediatamente, luego de agitar bien, se tomaron tres
alicuotas en tubos de hemolisis para proceder con la reaccidon enzimatica —
colorimétrica con equipo de Wiener Lab. Se agrego6 el reactivo de trabajo, se
incubo a 37°C y se leyo la absorbancia a 500 nm. Se procesaron también testigos

con tres concentraciones distintas de colesterol.
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A partir de las absorbancias obtenidas para cada muestra, se calculd el
promedio y la desviacion estdndar de las mismas y los miligramos de colesterol

contenidos en un mililitro de paquete globular, expresandose los resultados en g/I.

3.8. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS EN SANGRE

3.8.1. Colesterol total

Se utiliz6 el método enzimatico colorimétrico de Wiener Lab. para la
determinacion de colesterol en suero.

Los ésteres de colesterol son hidrolizados por una colesterol esterasa y el
colesterol producido en esta reaccion, mas el colesterol libre, es oxidado por accién
de una colesterol oxidasa con formacion de perdxido de hidrogeno. Este ultimo, en
presencia de peroxidasa, oxida el cromogeno 4- aminofenazona/fenol a un
compuesto color rojo. Se lee la absorbancia a 505 nm. Los resultados fueron

expresados en mg/dl.

3.8.2. HDL- colesterol

Se utilizo6 el reactivo precipitante para la determinacion de HDL-colesterol
en suero de Wiener Lab.

Se hace una precipitacion selectiva mediante el uso de 4cido fosfotiingstico
en presencia de iones Mg ™. En el precipitado quedan las lipoproteinas de baja y
muy baja densidad (LDL, VLDL) y en el sobrenadante las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), que se separan por centrifugacion. Luego se realiza la
determinacion de colesterol ligado a las HDL, empleando los reactivos
correspondientes al dosaje de colesterol por el método enzimatico. Los resultados

fueron expresados en mg/dl.
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3.8.3. LDL-colesterol

Se utiliz6 el reactivo precipitante para la determinacion de LDL-colesterol
en suero de Wiener Lab.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se separan del suero
precipitdndolas selectivamente mediante el agregado de polimeros de alto peso
molecular. Luego de centrifugar, en el sobrenadante quedan las demas
lipoproteinas (HDL y VLDL); el colesterol ligado a las mismas se determina
empleando el sistema enzimatico colesterol oxidasa/peroxidasa con colorimetria
segin Trinder (Fenol/4-AF). Por diferencia entre el colesterol total y el
determinado en el sobrenadante, se obtiene el colesterol unido a las LDL. Los

resultados fueron expresados en mg/dl.

3.8.4. Triglicéridos

Se utilizd el método enzimatico colorimétrico de Wiener Lab para la
determinacion de triglicéridos en suero.

Los triglicéridos se hidrolizan enzimaticamente en glicerol y dcidos grasos
libres, por medio de una combinacion especial de lipasas (LPL). El glicerol es
fosforilado a glicerol-fosfato en presencia de glicerol kinasa (GK) y ATP, luego
este derivado fosforilado es oxidado con produccion de peroxido de hidrégeno por
accion de la glicerol fosfato oxidasa (GPO). El indicador final de color es una
quinoneimina roja formada a partir del peréxido de hidrégeno, 4-aminofantipirina
(4-AA) y 4- clorofenol (4-CF), con la accién catalitica de una peroxidasa (POD).

Los resultados fueron expresados en mg/dl.

3.8.5. Fibrinogeno

La muestra de sangre se tomo con citrato de sodio como anticoagulante en

relacion 1/9. El ensayo se basa en el método de Clauss designado como

“Efectos del aluminio y de la hepatectomia parcial sobre la absorcion intestinal del hierro
Yy parametros s s relacionados con su boli. en ratas”
Maria del Carmen Ada Contini de Lisa
UN.L.

61



Metodologia

procedimiento de referencia NCCLS (National Committee for Clinical Laboratoty
Standards).

Cuando un exceso de trombina se adiciona a un plasma diluido, el tiempo de
coagulacién es inversamente proporcional a la concentracion de fibrinogeno
plasmatico. El tiempo de coagulacion obtenido se compara posteriormente con
una preparacion de fibrindgeno estandarizada (Reactivos de Wiener Lab.) Los

resultados fueron expresados en mg/dl.

3.8.6. Proteinas totales

Se determind por el método colorimétrico para proteinas totales en suero de
Wiener Lab.

Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ion Cu ™ en medio
alcalino, para dar un complejo azul-violeta, que se mide a 540 nm y cuya
intensidad de color es proporcional a la concentracion de proteinas totales en la

muestra. Los resultados fueron expresados en g/dl.

3.8.7. Albaumina

Se determind por el método colorimétrico para la determinacion de
albumina en suero de Wiener Lab.

La albumina del suero se une al colorante bromo cresolsulfon ftaleina 6
Verde de Bromocresol (VBC), en un medio de pH= 3,90 para formar un complejo
coloreado, cuya intensidad de color se lee a 625 nm y es proporcional ala

concentracion de albimina en la muestra. Los resultados fueron expresados en

g/dl.
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3.9. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los casos los valores presentados corresponden a la media
aritmética + EEM (error estandar de la media).

Las diferencias estadisticas entre las medias de los parametros medidos entre
grupos fueron analizadas mediante analisis de variancia paramétrico (ANOVA) y
no paramétrico (Kruskal-Wallis) seguido por el test de Tukey para determinar las
diferencias entre los grupos. Un valor de p<0,05 fue considerado
significativamente diferente.

Las correlaciones fueron analizadas por el método de regresion de
Spearman.

Para el andlisis de los pardmetros de orden (S) se utiliz6 el test de la U de

Mann- Whitney para realizar la comparacion entre cada uno de los grupos.
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4. RESULTADOS

4.1. CONTENIDO DE ALUMINIO EN SUERO, TEJIDO HEPATICO E
INTESTINAL

Para evaluar el tratamiento con aluminio se determinaron las concentraciones
del metal en suero, higado e intestino, a los 90 dias del tratamiento.

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncidon cardiaca, separandose a
continuacion el suero donde se determind la concentracion de aluminio (Al),
expresandose en ug de Al/l. Los tejidos hepatico e intestinal fueron digeridos en
Digestor Millestone con bombas de teflon antes de realizar la cuantificacion de
aluminio por espectrofotometria de absorcion atdmica, que se expresd en ug de Al/g

de tejido himedo.

Higado Intestino Suero
(ng Al/g de tej. hiimedo) | (ng Al/g de tej. hiimedo) | (ng Al/l)

C 26,0 9,0 3,5+0,6 8,5+4,0
C+SH 22,0+ 7,0 2,9+0,8 8,8+3,7
C+HP 24,0+ 7,0 3.5+0,6 9,0+ 3,0

Al 130,0 £ 15,0 49,7+ 92" 788,0+47,0”
AHSH 124,0+18,0" 52,6+ 74" 750,0+51,0”

Al+HP 110,0 + 13,0 57,8+3,17 800,0 = 40,0”

Tabla 4.1: Concentracion sérica y contenidos tisulares de aluminio determinados por absorcion
atomica. Los datos se expresaron como la media £ EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C
vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las
comparaciones vs. C o vs. Al segiin corresponda.* Diferencia significativa vs. C. ° Diferencia
significativa vs. HP (p<0,05).
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4.2. ESTIMACION DEL PROCESO PROLIFERATIVO

La velocidad de regeneracion hepatica es generalmente evaluada por cambios
en la masa hepatica, conteo de células en mitosis, y por estimacion de la sintesis de
ADN por una gran variedad de técnicas, entre las cuales las mas utilizadas son: la
incorporacion al ADN de timidina marcada o de bromodeoxiuridina (Holecek, 1999).

El proceso proliferativo que se produce después de una cirugia resectiva como
es la hepatectomia (HP) fue monitoreado por la incorporacion de timidina tritiada al
ADN en el higado remanente. La Figura 4.1 muestra la tasa de sintesis de ADN a las
24 horas y 48 horas post-HP. Los animales del grupo Control sin aluminio, muestran
el caracteristico maximo a las 24 horas que corresponde al tiempo en el que se
produce la mayor sintesis de ADN, que desciende hacia las 48 horas, aunque atn se
mantiene elevado al compararlo con un animal SH. El tratamiento con aluminio (Al)
aumento6 el maximo de sintesis a las 24 horas en un 67%, mientras que no produce

modificaciones a las 48 hs post-hepatectomia.

60.000 ocC
4

50.000 | 0O C+SH
 40.000 - B C+HP
< * O Al
g"’ 30.000 | {
£ . | BAMSH
S 20.000 |

O Al+HP
10.000 -
0
Horas post-hepatectomia
\ 24 hs / \ 48 hs /

Figura 4.1: Incorporacion de timidina tritiada al ADN: 24 horas y 48 hs después de la cirugia en
animales Control, Control + SH y hepatectomizados con y sin tratamiento de aluminio de 80 mg/Kg
de peso durante 3 meses. Los datos se expresaron como la media + EEM de 6 animales por grupo.
Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias significativas por lo tanto solo se
marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segun corresponda. * Diferencia significativa vs. Control
(p<0,05). # Diferencia significativa vs. C+HP 24 hs. (p<0,05).
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El tiempo de estudio se fijo a las 48 hs post-hepatectomia parcial, tiempo en el
cual se produce la segunda ronda de division celular y la finalizacion de la activacion

de los genes tempranos inmediatos (Fausto, 2000).

4.3. ESTUDIO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para los grupos control (C), control + cirugia simulada (C+SH),
hepatectomizado estudiado a las 48 hs post-cirugia (HP), tratado con hidréxido de
aluminio (80 mg/Kg de peso corporal) tres veces por semana durante 90 dias (Al),
aluminio +cirugia simulada (AI+SH) y la combinacion de los dos tratamientos (Al+
HP) se muestran en la Tabla 4.2 los datos correspondientes a la concentracion de
hierro [Fe] en suero expresada en pg/dl y el porcentaje de saturacion de transferrina

(% sat. TY)

[Fe] % sat. Tf
C 181,6+3,90 51,9+1,7
C+SH 177,4+4,1 52,3+1,9
C+HP 159,4+3,5% 43,042,5%
Al 110,8+2,1%* 37,442,5%
AI+SH 109,9+1,6* 38,2+1,9%
AI+HP 96,8+2,1% *& 31,342,5% &

Tabla 4.2: Valores correspondientes a la [Fe] y % sat. Tf: Los datos se expresaron como la media +
EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias
significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segun corresponda.

* diferencia significativa con respecto al grupo C (p<0,05); ® diferencia significativa entre AI+HP y
C+HP (p<0,05); * diferencia significativa entre AI+HP y Al (p<0,05); ¢ diferencia significativa entre
Al'y C+HP (p<0,05).

Como podemos observar en la Tabla 4.2, existen cambios significativos en las
ratas tratadas con aluminio durante tres meses comparadas con los animales no
tratados, la concentracion de hierro en suero disminuy6 en un 40% y el porcentaje de
saturacion de transferrina en un 30%. La hepatectomia parcial produce una

disminucion del 13% en la concentracion sérica de hierro y del 17% en la saturacion
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de transferrina comparados con el grupo control. Ambos tratamientos producen una

disminucion de la [Fe] del 47% y del % sat. Tf del 40% respecto del grupo control.
Para los grupos control (C), control + cirugia simulada (C+SH),

hepatectomizado estudiado a las 48 hs post-cirugia (HP), tratado con hidréxido de

aluminio (80 mg/Kg de peso corporal) tres veces por semana durante 90 dias (Al),

aluminio +cirugia simulada (AI+SH) y la combinacion de los dos tratamientos (Al+

HP) se muestran en la Tabla 4.3 los datos correspondientes a:

Hto: hematocrito % ( v/v)

GR: Recuento de Globulos Rojos (n° de globulos rojos 10° /ul)

Hb: hemoglobina (g/ dl)

VCM: volumen corpuscular medio (fl:fentolitros)

HCM: hemoglobina corpuscular media (pg)

CHCM: concentracion de hemoglobina corpuscular media (g/dl).

C C+SH C+HP Al Al+SH Al+HP

Hto |452+1,40 | 47,1223 | 39,142,4* | 40,542,0% | 38,6+1,5% | 334+1,9% &

GR 7,93+0,12 | 8,82+0,41 | 6,83+0,25 | 7,23+0,78 | 8,08+0,68 7,73+0,6

Hb 12,8+0,30 | 13,0+0,6 9,1+0,5* 11,7+0,3* | 11,2+0,4* 10,8+0,9*

VCM | 58,8+1,10 | 57,6+1,5 57,6£1,6 | 47,0+1,7%* | 48,3£1,1** | 46,0£1,7®

HCM | 17,7£0,30 | 16,9+0,8 17,6£0,2 | 15,5£0,5%* | 15,120,3* * | 14,9+0,4* ©

CHCM | 30,6+0,74 | 31,07+0,53 | 31,68+0,66 | 31,82+1,13 | 32,02+0,78 | 32,47+0,72

Tabla 4.3: Valores hematoldgicos en los grupos experimentales: Los datos se expresaron como la
media + EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen
diferencias significativas por lo tanto so6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segin
corresponda.* diferencia significativa con respecto al grupo C (p<0,05); ® diferencia significativa
entre AHHP y C+HP (p<0,05); ® diferencia significativa entre AI+HP y Al (p<0,05); 4 diferencia
significativa entre Al y C+HP (p<0,05).

En la Tabla 4.3 podemos observar que el VCM y la HCM sélo se modificaron

significativamente por el tratamiento con aluminio. La Hb disminuye un 29% por la
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HP comparada con el grupo C y solo disminuye un 9% por el tratamiento con
aluminio; ambos tratamientos en forma conjunta producen una disminucion del 16%.

La HP produce una disminucion del 14% en el Hto; el Al una disminucion del
11% y cuando las ratas tratadas con aluminio son sometidas a hepatectomia parcial,
es decir cuando los tratamientos se realizan en forma conjunta (AlI+HP), se observa

un efecto mayor sobre el Hto, con una disminucion del 27%.

4.4. TRANSPORTE INTESTINAL DE HIERRO (*’FE)

Dentro de los pardmetros hematologicos estudiados observamos que la
concentracion sérica de hierro se encontraba diminuida. Por lo tanto, consideramos
de interés analizar la absorcion intestinal de hierro mediante el modelo del asa
intestinal in situ frente a los tratamientos experimentales, teniendo en cuenta que se
produce una regulacion de la absorcion intestinal del hierro de la dieta en respuesta a
requerimientos sistémicos, como podria representar la disminucion de la
concentracion de hierro sérico observada.

Los datos de la absorcion intestinal de hierro (*’Fe) en los grupos control (C),
control + cirugia simulada (C+SH), hepatectomizado estudiados a las 48 hs post-
cirugia (HP) y tratado con hidréxido de aluminio (80 mg/Kg de peso corporal) tres
veces por semana durante 90 dias (Al), aluminio +cirugia simulada (AI+SH) y la

combinacion de ambos (Al+ HP) se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2: Transporte intestinal de *’Fe. Los datos se expresaron como la media = EEM
de 6 animales por grupo. Las comparaciones estadisticas se realizaron con un nivel de significancia
p<0,05.

El transporte intestinal de hierro que fue estudiado por la técnica de asas
intestinales in situ utilizando *’Fe , mostré que no existen diferencias significativas
en los micromoles de hierro absorbidos por minuto y por centimetro de intestino
delgado (duodeno) para el periodo de estado estacionario (120 minutos) entre los

grupos experimentales.

4.5. CONCENTRACIONES DE HIERRO EN HIiGADO Y MUCOSA
INTESTINAL

Los tejidos hepético e intestinal fueron digeridos en digestor Milestone Ethos
900 con bombas de teflon en 4c. nitrico/agua oxigenada y posteriormente se realizd
la medicion del contenido de hierro a 248.3 nm por medio del espectrémetro de
absorcion atémica de llama GBC Modelo 932 AB, usando atomizacién por llama de
aire — acetileno, con deuterio como corrector de fondo. Se empled el método de
curva de calibrado con estdndares acuosos certificados para obtener las

concentraciones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.4.
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Higado Intestino
(ng Fe/g de tejido (ng Fe/g de tejido
hiimedo) hiimedo)

C 107 £12 58+19
C+SH 105+ 13 56+11
C+HP 110 = 10 40+ 16

Al 106 + 6 34+ 16
Al+SH 101+ 8 31+ 10

Al + HP 93+ 11 35+ 7

Tabla 4.4: Contenido de hierro en higado e intestino. Los datos se expresaron como la media + EEM
de 6 animales por grupo.

El contenido total de hierro en higado de ratas hepatectomizadas y/o tratadas
con aluminio no tiene diferencias significativas al compararla con el grupo control
(C). El contenido de hierro en intestino no presenta modificaciones frente a los
distintos tratamientos.

Habiendo analizado las concentraciones de hierro en higado e intestino, y dado
que las absorciones intestinales no tuvieron la variacion esperada frente a
concentraciones plasmaticas disminuidas del hierro y en base a las observaciones de
Pountney y col.(1999), nos planteamos analizar el nivel de lipoperoxidacion y la
capacidad antioxidante de las células intestinales, como una posible explicacion de la
falta de la respuesta esperada, es decir la ausencia de un aumento en la absorcion

intestinal del hierro.
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4.6. NIVEL DE LIPOPEROXIDACION DE LAS CELULAS INTESTINALES

El nivel de lipoperoxidacion (LPO) es un parametro relacionado con el dafio
oxidativo de las células. La LPO es iniciada por el radical libre ‘OH a través de la
extraccion de atomos de hidrogeno a los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos

de las membranas celulares.
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Figura 4.3: Lipoperoxidacion. Nivel de lipoperoxidacion en homogenado total (A) y en fraccion
enriquecida en membranas plasmaticas intestinales (B). Los resultados del contenido de sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico fueron expresados como nmol de malondialdehido/g de tejido
(mucosa o fraccion enriquecida en membrana plasmatica intestinal). Los datos se expresaron como la
media £+ EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AH-SH no existen
diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segin
corresponda. *diferencia significativa vs. C. °diferencia significativa vs.C+ HP (p<0,05).

En la Figura 4.3 se observan los niveles de LPO en el homogenado total de

mucosa intestinal y en la fraccion enriquecida en membranas plasmaticas, estimado a
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través de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), en homogenados
totales (A) y en fraccion enriquecida en membranas plasmaticas (B), expresados
como nmol de malondialdehido /g de tejido humedo, en el grupo Control y en los
grupos SH y HP, a las 48 horas post-cirugia, tratados con solucion fisioldgica o con
Al

La lipoperoxidacion medida en términos de TBARS, fue significativamente
incrementada en homogenado total de intestino en los grupos C+HP (37%), Al
(26%) y AI+HP (44%) comparados con el grupo control. Por otro lado, el nivel de
lipoperoxidacion en la fraccion enriquecida en membrana plasmadtica intestinal
resultd significativamente mayor al 100% en todos los grupos experimentales

tratados con aluminio, comparados con los grupos C y C+HP (Figura 4. 3).

4.7. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CELULAS INTESTINALES

La célula posee diversos mecanismos para protegerse de los efectos daninos de
los ROS, entre ellos, altos niveles de antioxidantes de bajo peso molecular como el
glutation (GSH) o la vitamina C, y enzimas antioxidantes tales como la superdxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GSH-Px).

4.7.1. Contenido de glutation (GSH)

El contenido de glutation se evalu6 como uno de los antioxidantes
intracelulares mas concentrado, con niveles que van desde 1 hasta 10 mM. Al
finalizar el tiempo de tratamiento con Al o con solucion fisioldgica, se sometio a los
animales a cirugia simulada o a hepatectomia parcial. A las 48 horas post- cirugia, se
procedio a extraer el intestino y a procesarlo como se describe en el item 3.5 de
metodologia. En la Figura 4.4 puede observarse que el contenido de glutation no

presento diferencia significativa en los distintos grupos experimentales.
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Figura 4.4: Contenido de compuestos sulfhidrilos no proteicos (GSH). Los valores fueron
expresados como la media + EEM para 6 animales por grupo.

4.7.2. Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px)

La funcion de la GSH-Px es reducir los hidroperdxidos orgéanicos y el peroxido

de hidrégeno utilizando para ambas reacciones selenio como cofactor y glutation.
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Figura 4.5: Actividad de la enzima glutation peroxidasa. Los datos se expresaron como la media +
EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AHSH no existen diferencias
significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segun corresponda *p<0,05
vs. C. # p<0,05 vs. Al °p<0,05 vs. C+HP.
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En la Figura 4.5 puede observarse una disminucion de la actividad de la GSH-
Px en el grupo HP del 61% y una disminucion del 44% en el grupo Al con respecto
al grupo C. Cuando los animales fueron sometidos a ambos tratamientos (Al+HP) la

disminucion de la actividad de GSH-Px fue del 57%.

4.7.3. Actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de la CAT se determiné con la finalidad de evaluar la capacidad
celular para depurar H,O,. Las determinaciones se realizaron en homogenado total
de mucosa intestinal de todos los grupos experimentales.

En la Figura 4.6 se observa la actividad de CAT en los grupos experimentales

expresada en U/mg de proteinas de la mucosa intestinal.
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Figura 4.6: Actividad de la enzima (CAT). Los datos se expresaron como la media = EEM de 6
animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias
significativas por lo tanto solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segiin corresponda.
*p<0,05 vs. C. # p<0,05 vs. Al °p<0,05 vs. C+HP.

Como puede observarse el tratamiento con Al produjo una disminucion del
70% en la actividad de la CAT, la HP reduce esta actividad en un 57% y al combinar
ambos tratamientos, se observa un mayor efecto sobre la actividad de CAT, ya que la

misma se reduce en un 87% en el grupo AI+HP (Figura 4.6).
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4.8. PARAMETROS HEMORREOLOGICOS

Los resultados obtenidos en los pardmetros hematoldgicos estudiados (Tabla
4.2 y Tabla 4.3), para los tratamientos con aluminio y hepatectomia parcial, permitio
plantear la hipotesis de la existencia de posibles modificaciones en el
comportamiento reologico del flujo sanguineo. Por ende, nos planteamos analizar

algunos parametros hemorreoldgicos.

4.8.1. indice de rigidez

El indice de rigidez (IR) estimado a través de la técnica de filtrabilidad permite
estimar la rigidez eritrocitaria que es la inversa de la deformabilidad de los glébulos
rojos. La técnica de medicion de la filtrabilidad es sensible a los cambios en la
relacion area/volumen de los eritrocitos.

En la Figura 4.7 se observa el indice de rigidez para cada uno de los grupos

experimentales.
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Figura 4.7: indice de rigidez eritrocitaria (IR). Los datos se expresaron como la media = EEM de 6
animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AHSH no existen diferencias
significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segin corresponda. *
diferencia significativa con respecto al grupo Control (C) (p< 0,05). ° diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo Al (p< 0,05). # diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo HP (p< 0,05).
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Como puede observarse en la Figura 4.7 el tratamiento con Al produce un
aumento del 180% en el IR, la HP un aumento del 89% y la combinacién de ambos
tratamientos (AlH+HP) produce un aumento del IR (glébulos rojos menos

deformables) mucho mayor que cada uno de los tratamientos por separado.

4.8.2. Viscosidad plasmatica (np)

El plasma es una solucion acuosa que contiene macromoléculas proteicas
(albumina, globulinas, fibrin6geno) y sales, asi como también pequefias cantidades
de hormonas y productos metabolicos. En general puede considerarse que el plasma
presenta un comportamiento reoldgico de tipo newtoniano o sea que la relacion
tension de cizallamiento-velocidad de deformacion es lineal, y queda definido por el
valor de viscosidad. Las variaciones de la viscosidad plasmatica dependen en gran
medida de las alteraciones de las proteinas que lo constituyen.

Los resultados de viscosidad plasmatica a una velocidad de cizallamiento de
230s" para los diferentes grupos experimentales se observan en la Figura 4.8,

estando expresados en centipoisse.
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Figura 4.8: Viscosidad plasmatica. Los datos se expresaron como la media + EEM de 6 animales por
grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias significativas por lo tanto
solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segliin corresponda * diferencia significativa con
respecto al grupo Control (C) (p< 0,05).
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La viscosidad plasmatica mostré un aumento significativo en todos los grupos
tratados con respecto al grupo control, no existiendo diferencias significativas entre

los grupos de animales expuestos a los distintos tratamientos.

4.8.3. Viscosidad sanguinea relativa corregida a hematocrito 40% (nr Hto 40%)

Teodricamente, al cizallar la sangre a altas velocidades de deformacion, como lo
realizamos en nuestra experiencia a 230 s™', desaparece la agregacion de los globulos
rojos. Cuando la velocidad de deformacion es mayor a 100 s los eritrocitos se
desagregan completamente y fluyen en forma individual y por lo tanto es esperable
que la sangre, en estas condiciones, presente un comportamiento newtoniano. Asi el
valor de viscosidad es influenciado por: la viscosidad plasmatica, el hematocrito, la
deformabilidad eritrocitaria, la temperatura, la concentraciéon de plaquetas y la
concentracion de leucocitos.

Cuando los hematies son rigidos no se pueden orientar en la direccion del flujo
ni pueden tomar una forma eliptocitica, lo que provoca una importante perturbacion
de las lineas de corriente y una gran distorsion del flujo que se traduce en aumento de
la viscosidad sanguinea. Al calcular la viscosidad sanguinea relativa corregida a Hto
40%, la viscosidad sanguinea se independiza de la influencia del Hto.

En la Figura 4.9 se muestran los resultados de la viscosidad sanguinea relativa
corregida a hematocrito 40% calculados aplicando la ecuacion de Matrai.

Los valores obtenidos muestran un aumento significativo de la viscosidad
sanguinea del 28% en HP y del 23% en Al con respecto al grupo control. El grupo
AI+HP muestra un aumento del 182% respecto del grupo control, lo que muestra un

efecto mucho mayor que cada uno de los tratamientos por separado.
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Figura 4.9: Viscosidad sanguinea relativa corregida a Hto 40% (nr Hto 40%). Los datos se
expresaron como la media + EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs.
AIH+SH no existen diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs.
Al segtn corresponda. * diferencia significativa con respecto al grupo C (p< 0,05). ° diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo Al (p< 0,05). # diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo HP (p< 0,05).

4.8.4. Forma celular

La clasificacion de la forma eritrocitaria se realizo de acuerdo a Bessis, el cual
distingue 9 formas, como se indicd en secciéon metodologia 3.7.5. Se contaron y
clasificaron 200 células/ muestra y se calcul6 el indice morfologico (IM).

En la Figura 4.10 se observan los valores del IM obtenido para los diferentes

grupos experimentales.
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Figura 4.10: indice morfoldgico eritrocitario. Los datos se expresaron como la media + EEM de 6
animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias
significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segiin corresponda *
diferencia significativa con respecto al grupo C (p< 0,05). # diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo Al (p< 0,05). ° diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
HP (p< 0,05).
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Como podemos observar en la Figura 4.10 el indice morfoldgico disminuye
significativamente con respecto al grupo control tanto en hepatectomia parcial (HP)
como en el tratamiento con aluminio (Al), lo cual demuestra que existe un aumento

de las formas eritrocitarias estomatociticas.

4.8.5. Agregacion eritrocitaria

El proceso de agregacion eritrocitaria es reversible y el sentido en el cual
procede depende del balance entre fuerzas agregantes de las macromoléculas y las
desagregantes de la repulsion electrostatica y el efecto de cizallamiento producido
por el flujo. Cuando la velocidad de flujo es baja o nula, se forman agregados que se
rompen cuando aumenta la velocidad de flujo. Cuando el flujo sanguineo se
enlentece, la formacion de agregados produce un aumento de la viscosidad aparente
y a la inversa cuando la velocidad aumenta.

La alteracion de la forma celular del eritrocito disminuye la velocidad del
proceso sin afectar significativamente el tamafio final de los agregados, en tanto que
la disminucidn de la capacidad de las células para deformarse disminuye la tendencia
agregante. Ambos factores actuarian interfiriendo en la capacidad de las células para
entrar en contacto.

En la Tabla 4.5 se muestran los valores de los parametros obtenidos que
estiman el tamafio promedio de los rouleaux o agregados, a través del coeficiente de

agregacion s¢/ng y la velocidad de agregacion de los mismos 2Kk;n,.

C C+SH C+HP Al Al+SH Al + HP

2kzng | 0,61£0,04 | 0,63£0,02 | 0,53+£0,05* | 0,50+0,03* | 0,52+0,05* | 0,44+0,03*%#

so/mp | 1,75+0,01 | 1,71£0,03 | 1,74£0,03 1,69+0,01 1,73+0,02 1,70+0,04

Tabla 4.5: Velocidad de agregacion eritrocitaria (2k,ng) y coeficiente de agregacion s¢/ny. . Los datos
se expresaron como la media = EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs.
AIHSH no existen diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs.
Al segin corresponda. * (p< 0,05) vs. C. °(p<0,05) vs. C+HP. # (p<0,05) vs. Al
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Los resultados obtenidos muestran una disminucion significativa de la
velocidad de agregacion eritrocitaria en los grupos de animales tratados con aluminio
(19%) o sometidos a hepatectomia parcial (14%) y también en el grupo AIH+HP
(28%) al compararlos con el grupo C.

El coeficiente de agregacion (tamafio de los agregados) no mostr6 diferencias

significativas en ninguno de los grupos experimentales.

4.8.6. Fragilidad osmdtica

Se determind a través del analisis de las curvas de hemolisis de los gldébulos
rojos obtenidos al suspender eritrocitos en solucion de CINa de distintas

concentraciones osmolares.

En la Figura 4.11 se observa un modelo de las curvas de hemolisis obtenidas

para los diferentes grupos experimentales.

Curvas de hemolisis
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Figura 4.11: Modelo de las curvas de hemdlisis donde se marca el Xs, (concentracion de CINa a la
cual se obtiene el 50% de hemolisis).
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A partir de estas curvas se obtuvieron los parametros Xso y [ que fueron
utilizados para caracterizar la fragilidad osmética de los hematies. Donde X5 es una
medida de la habilidad promedio de las células para resistir las desviaciones de la
isotonicidad y B es un parametro de homogeneidad en relacién a la poblacion de
globulos rojos y su respuesta a los cambios de concentracion del CINa, por lo tanto al

disminuir 3 aumenta la heterogeneidad de la respuesta frente a cambios osméticos.

C C+SH C+HP Al Al+SH Al+HP

Xso | 81,56+0,40 | 80,96+0,50 | 75,07+0,62°% | 69,95+0,24” | 68,87+0,26" | 75,13+£0,35"

B | 0,10+0,008 | 0,09+0,007 | 0,079+0,005" | 0,064+0,003" | 0,059+0,004" | 0,074%0,002"

Tabla 4.6: Resistencia osmotica (Xso) y parametro 3 para todos los grupos estudiados. Los datos se
expresaron como la media + EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs.
AIH+SH no existen diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs.
Al segun corresponda. *(p<0,05) vs. C. ° (p<0,05) vs. C+HP. #(p<0,05) vs. AL

Como puede observarse los parametros Xso y [ disminuyeron
significativamente en todos los grupos tratados al compararlos con el grupo control.
En el caso del X5 el grupo HP disminuyd 12%, el grupo Al disminuyo 14% y la
combinacion de tratamientos (Al+HP) produjo una disminucién del 8% con respecto
al grupo control. Analizando el pardmetro de homogeneidad B observamos que
diminuy6 un 21% para el grupo HP, un 36% para el grupo Al y un 26% para el
grupo AI+HP, comparados con el grupo control. Por lo tanto, tanto la hepatectomia
como el tratamiento con aluminio producen aumento de la fragilidad osmotica y
mayor heterogeneidad en la respuesta de la poblacion de eritrocitos a los cambios

osmoticos.

4.9. PARAMETROS RELACIONADOS CON LA FLUIDEZ DE MEMBRANA
DE GLOBULOS ROJOS
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4.9.1. Contenido de colesterol en la membrana de eritrocitos

Dado que el colesterol constituye casi la mitad del componente lipidico de la
membrana eritrocitaria, influyendo en sus caracteristicas, se determind su
concentracion en las membranas de los globulos rojos de todos los grupos

experimentales.

2,5
_ 2 T - ac
o I OC+SH
g 197 L OC+HP
2 1 T *oft DAl
8 DAI+SH
0.5 1 BAI+HP
0

Figura 4.12: Concentracion de colesterol de membrana de eritrocitos. Los datos se expresaron en g/l,
como la media + EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AHSH no
existen diferencias significativas por lo tanto s6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segiin
corresponda. * p<0,05 vs. C. # p <0,05 vs. Al. ° p<0,05 vs. C+HP.

En la Figura 4.12 se puede observar la disminucion significativa de los valores
de concentracion de colesterol de membrana en los animales con hepatectomia

parcial (45%) y en los tratados con aluminio (40%). También se puede apreciar la

profundizacién de este descenso cuando se combinaron los tratamientos en el grupo

AFHP (64%).

4.9.2. Fluidez de la membrana eritrocitaria

Analizamos la region hifdrofobica de la membrana utilizando los marcadores n-
doxil &cido estearico (n-SASL), con n=5, 12 y 16. El acido estearico se incorpora a
las estructuras lipidicas en forma paralela a las cadenas hidrocarbonadas de los

lipidos. Para n pequefio, el marcador detecta la region interior proxima a las cabezas
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polares. Al aumentar n, el marcador queda cada vez mas sumergido en la region
hidrofobica del agregado. A pesar de que el anillo donde se ubica el radical nitroxido
es relativamente grande, la proporcion de n-SASL utilizada (<1%) no afecta la
estructura del agregado.

Estrictamente hablando el parametro de orden S (0 < S <I) se refiere a un
ordenamiento espacial respecto al eje director de un cristal liquido. Si suponemos
que el acido graso marcado tiene un movimiento de rotacion rapido (en la escala de
tiempos EPR) en torno a la normal a la interfase, el movimiento que podemos
detectar con EPR es el de wobbling originado por la isomerizacion trans-gauche en
la cadena hidrocarbonada. El pardmetro de orden S, en este caso, caracteriza la

fluidez o movilidad molecular del sistema (a mayor S, menor fluidez).

1 L 1 L 1 L 2A ) L 1 L 1

3340 30 /O M0 M0 30
Campo Magnético (Gauss)

Figura 4.13: Modelo de espectro con indicaciones de los valores del campo magnético que se utilizan
para el calculo de los parametros de orden.
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Comparacion HP y HP+Al, 12 SASL
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Figura 4.14: Ampliacion de picos con diferencias en los espectros para los grupos HP y AI+HP.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé aplicando la U de
Mann Whitney.

En la Tabla 4.7 se presentan los valores de los pardmetros de orden calculados
a partir de los diferentes espectros obtenidos para cada uno de los marcadores de
carbono: 5, 12 y 16. Se observa un aumento de S12d (disminucion de fluidez) para
Al vs. C, y una disminucién de S12d (aumento de fluidez) para Al +HP vs. C. En el
grupo Al + HP las disminucion de S12d indicaria que la HP tiende a fluidificar la
bicapa lipidica, revirtiendo la rigidizacion causada por el tratamiento con Al y
disminuyendo el ordenamiento de las cadenas acilicas. Por otro lado, los parametros

de orden S5d y S16d no muestran modificaciones con respecto al grupo control, de
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donde podemos inducir que a esos niveles la bicapa lipidica no esta afectada por

ninguno de los tratamientos.

S5d S12d S16d
C 0,667+0,004 0,544+0,003 0,236+0,003
0,662+0,005 0,540+0,006 0,229+0,004
C+SH
0,683+0,003 0,504+0,009* * 0,232+0,005
C+HP
0,680+0.002 0,573+0,005* 0,221+0,01
Al
0,675+0,003 0,570+0,006* 0,226+0,02
AlI+SH
0,679+0,004 0,527+0,004* * 0,220+0,01
Al +HP

Tabla 4.7: Parametros de orden calculados a partir de los diferentes espectros para cada uno de los
marcadores de espin: C5, C12 y C16. Los datos se expresaron como la media + EEM de 6 animales
por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias significativas por lo
tanto solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al seglin corresponda. *p<0,05 vs. C. # p<0,05 vs.
Al

4.10. PARAMETROS RELACIONADOS AL COMPORTAMIENTO
HEMORREOLOGICO

4.10.1. Concentracion de fibrinégeno plasmatico

Entre las distintas sustancias que constituyen el plasma sanguineo la

concentracion y la forma de las moléculas proteicas son fundamentales en la
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determinacion de la viscosidad plasmatica. El fibrindgeno, es una de las principales
moléculas que interviene en la determinacion de la viscosidad plasmética, un
segundo lugar ocupan las globulinas y por ultimo la albumina.

La concentracion de fibrindgeno plasmatico de animales de los distintos grupos

experimentales se presenta en la Figura 4.15.
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Figura 4.15: Concentracion de fibrindgeno en plasma. Los datos se expresaron como la media +
EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias
significativas por lo tanto solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segun corresponda.

* diferencia significativa con respecto al grupo C. p<0,05.

La figura muestra un aumento significativo de la concentracién de fibrinégeno
plasmatica en todos los grupos tratados al compararlos con el control, no existiendo
diferencia entre ellos.

Como se ha demostrado que la concentracion plasmatica de fibrindgeno es uno
de los factores principales en la determinacion de la viscosidad plasmatica, se
calcul6 la correlacion entre estos dos factores aplicando el coeficiente de correlacion
de Spearman. En la Figura 4.16 puede observarse la correlacion entre la viscosidad

plasmatica y la concentracion de fibrindgeno.
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Correlacion de Spearman
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Figura 4.16: Correlacion entre la viscosidad plasmatica y la concentracion de fibrindgeno.

Como podemos observar se obtuvo un coeficiente de correlacion rg de 0,689
con un p=0,004 que evidencia una buena correlaciéon entre las dos variables

estudiadas.

4.10.2. Niveles de colesterol total en plasma

El colesterol plasmatico participa en el intercambio entre las lipoproteinas
plasmaticas y las membranas celulares, entre ellas las membranas de los globulos
10jos.

En la Figura 4.17 se presentan los valores de colesterol plasmatico obtenidos

en los diferentes grupos experimentales.
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Figura 4.17: Concentracion de colesterol total en plasma en mg/dl. Los datos se expresaron como la
media = EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AHSH no existen
diferencias significativas por lo tanto so6lo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segin
corresponda. * diferencia significativa con respecto al grupo C (p<0,05).

Se puede observar una disminucion significativa del colesterol plasmatico en el
grupo de animales tratados con aluminio del 24% y en HP se observa una
disminucién del 37% al compararlos con el grupo control, no existiendo diferencia

cuando se combinan ambos tratamientos (disminucion del 23%).

4.10.3. Niveles de colesterol HDL y colesterol LDL en plasma

El contenido de colesterol en % por unidad de peso de lipoproteina, es del 1%
en los quilomicrones, 18% en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), 50%
en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y 23% en las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), teniendo en cuenta que cada una de las mencionadas familias posee
distinta actividad bioldgica, el significado clinico de un aumento o una disminucion
de colesterol plasmatico depende de la o las lipoproteinas que se encuentran en

€XCESO.
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Figura 4.18: Concentracion de colesterol -HDL en mg/dl. Los datos se expresaron como la media =
EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias
significativas por lo tanto solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segiin corresponda.
*diferencia significativa con respecto al grupo C (p<0,05). °diferencia significativa con respecto al
grupo HP (p<0,05). #diferencia significativa con respecto al grupo Al (p<0,05).

Como puede observarse con respecto al colesterol HDL (Figura 4.18) la HP
produce una disminucion del 55%, el Al una disminucion del 22% y ambos

tratamientos una disminucion del 55%, al compararlos con el grupo control.
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Figura 4.19: Concentracion de colesterol- LDL en mg/dl . Los datos se expresaron como la media +
EEM de 6 animales por grupo.

La concentracion de colesterol LDL no se modifico frente a los distintos

tratamientos.
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4.10.4. Niveles de triglicéridos en plasma

La concentracion plasmatica de triglicéridos se determind por el método

enzimatico-colorimétrico (Metodologia: punto 3.8.4).
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Figura 4.20: Concentracion de triglicéridos en mg/dl Los datos se expresaron como la media + EEM
de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs. C+SH y Al vs. AHSH no existen diferencias
significativas por lo tanto solo se marcan las comparaciones vs. C o vs. Al segiin corresponda.
*diferencia significativa con respecto al grupo C (p<0,05); © diferencia significativa con respecto al
grupo HP (p<0,05).

Como puede observarse en la Figura 4.20 se produce una disminucion
significativa de la concentracion de triglicéridos solamente en el grupo HP respecto
del grupo control, no existiendo diferencias significativas en Al ni en Al+HP al

compararlos con el control.

4.10.5. Niveles de proteinas totales, albumina y relacion albumina/ globulinas

La concentracién de proteinas totales interviene en la determinacién de la
viscosidad plasmatica. Si bien el fibrindgeno ocupa el lugar principal, las globulinas

y la albumina también participan en el valor de la viscosidad plasmatica observada.
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Proteinas totales Albumina Relacion
g/dl g/dl Albumina/Globulinas
C 5,73+ 0,08 2,75+ 0,02 0,92+0,02
C+SH 5,86+0,05 2,69+0,02 0,84+0,04
C+HP 4,96+0,04" 2,15+0,01"" 0,76+0,01°"
Al 4,70+0,14" 2,48+0,05"* 1,12+0,09"
Al+SH 4,50+0,08" 2,37+0,037* 1,11£0,08"
AI+HP 4,39+0,25™ 2,096+0,05"* 1,09+0,01"

Tabla 4.8: Concentracion de Proteinas totales y Albumina en plasma. Relacion albimina /globulinas.
Los datos se expresaron como la media + EEM de 6 animales por grupo. Entre los grupos C vs.
C+SH y Al vs. AI+SH no existen diferencias significativas por lo tanto so6lo se marcan las
comparaciones vs. C o vs. Al seglin corresponda. * p< 0,05 vs. C; ° p<0,05 vs. HP; # p<0,05 vs.
Al; ¢p<0,05 vs. AI+HP.

En la Tabla 4.8 pueden observarse los valores obtenidos para cada uno de los
grupos experimentales. Existe una disminucion significativa de las proteinas totales
del 18% por el tratamiento con aluminio y del 24% para la hepatectomia. Esta
disminucién se deberia a la menor concentracion de la albumina que baja
significativamente un 22% para el grupo HP y un 10% para el grupo tratado con Al.

La combinacion de ambos tratamientos disminuye la albumina en un 28%.
Observamos ademas que la relacion albimina/globulinas aumenta, a expensas de una
disminucién de las globulinas plasmaticas en todos los grupos tratados con aluminio,

mientras que en el grupo HP la relacion desciende a expensas de un aumento de las

globulinas que podria influir también en el aumento de la viscosidad plasmatica.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los datos mostrados en el presente estudio describen el efecto de la
acumulacién de aluminio y/o la hepatectomia parcial sobre el metabolismo del hierro
en ratas Wistar machos adultas.

Algunos autores han propuesto (Van Rensburg y col., 2000; Mahieu y col.,
2000) un mecanismo de competicion entre el aluminio y el hierro en su unién a la
transferrina, pudiendo esta proteina transportar ambos cationes ya que normalmente
solo el 30% de sus sitios de unidn estan ocupados por el hierro (Moshtaghie y col.,
1992; Hudson y col., 2002).

En este sentido, nuestros resultados indican que el tratamiento con aluminio
induce una disminucion de la concentracion del hierro plasmatico y del porcentaje de
saturacion de transferrina, probablemente por un mecanismo de competicion entre
ambos cationes.

Por otro lado, el andlisis de la concentracion plasmatica de hierro en pacientes
sometidos a hepatectomia parcial ha mostrado una disminucion significativa (Hirota
y col., 1987). Asimismo, Fouad y col (1992) y Mohammed y col. (1983) han
observado una disminucion de la concentracion plasmatica de hierro en ratas
sometidas a hepatectomia parcial. En coincidencia con estos autores, observamos que
el grupo experimental de ratas sometidas a hepatectomia parcial muestra una
disminucion significativa de la concentracion plasmatica de hierro, existiendo
también una disminucion en el porcentaje de saturacion de transferrina que podria
estar relacionada con la disminuciéon de las concentraciones séricas de hierro
observada en este grupo experimental. Cuando la hepatectomia parcial fue practicada
en animales tratados previamente con aluminio, encontramos una disminucion
mucho mayor tanto en las concentraciones de hierro sérico como en el porcentaje de

saturacion de transferrina. Estos resultados podrian sugerir que el efecto del aluminio
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y la hepatectomia implican mecanismos de accion diferentes sobre la concentracion
de hierro plasmatica y el porcentaje de saturacion de transferrina.

Estudios realizados sobre el metabolismo del hierro en ratas con altos niveles
de aluminio demostraron que el incremento de los niveles tisulares de aluminio no
modifica las concentraciones de hierro en los tejidos hepatico e intestinal (Morgan y
Redgrave, 1998). En coincidencia con estos estudios, nuestros resultados muestran
claramente que las concentraciones de aluminio en tejido hepético e intestinal se
incrementaron en animales tratados con el metal por un periodo de tres meses no
existiendo modificaciones en el contenido tisular de hierro.

Dado que el hierro es estrictamente conservado por el organismo (Finch y col.,
1998), la absorcion intestinal es el punto de regulacion de la homeostasis corporal del
hierro. En este sentido se ha demostrado que los cuadros de anemia con deficiencia
de hierro y disminucion del porcentaje de saturacion de transferrina estan asociados a
un aumento en la absorcidon intestinal del hierro, plantedindose como posible
mecanismo de regulacion al péptido hepatico hepcidina cuya expresion estd
disminuida en esta patologia (Nicolas y col.,, 2002). En cuadros donde existe
inflamacién aguda la expresion de hepcidina aumenta dramaticamente dando una
explicacion a la absorcion intestinal de hierro disminuida (Brugnara y col., 2003;
Ravia y col., 2005).

De hecho, las células de la mucosa de ratas deficientes en hierro casi no
producen ferritina y la mayor parte del hierro que incorpora la célula esta disponible
para el transporte a través de la membrana basolateral, que es facilitada por la
proteina de transmembrana transportadora de hierro IREG1 (Ward y col., 2002).

Ademas, el receptor de transferrina en la membrana basolateral del enterocito
puede actuar uniéndose a las proteinas citosolicas reguladoras del hierro (IRPs),
regulando, de esta manera, la cantidad de hierro absorbida por el enterocito
(Crichton, 2001). Esto implica que la captacion de hierro en duodeno de ratas
deficientes en hierro es mediada por un nimero mayor de los mismos transportadores
que estan presentes en el estado normal (Goddard y col., 1997).

Otros autores (Schiimann y col., 1999) han demostrado que la regulacion del

., . . ., oy 59
paso de captacion mucosal de hierro parece determinar la fraccion movilizable *"Fe
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y, de esta manera, el proceso total de la absorcion del hierro se adapta a la demanda
del organismo. Por otra parte, estudios realizados en ratones con hipotransferrinemia
(un defecto genético) exhibieron una absorcion de hierro aumentada aun cuando el
contenido de ferritina y la concentracion de hierro del enterocito no presentaran
modificaciones, sugiriendo que la absorcion del hierro es regulada por la expresion
programada de los transportadores del hierro por los enterocitos (Pountney y col.,
1999).

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos realizados en asa intestinal
in situ, donde evaluamos la absorcion de hierro utilizando *’Fe, muestran que no
existe diferencia en ninguno de los grupos experimentales estudiados, a pesar de que
en todos ellos hay una disminucion significativa de la concentracion de hierro sérico.

En base a todos los estudios realizados, nuestros resultados ponen de manifiesto
una inhabilidad del intestino de las ratas tratadas con aluminio y/o sometidas a
hepatectomia parcial para incrementar la absorcion intestinal del hierro como
respuesta a la disminucion de la concentracion de hierro en sangre observada en estos
grupos experimentales (Figura 4.2).

El aluminio es indiscutiblemente, un agente pro-oxidante in vivo (Exley, 2004).
En este sentido, estudios realizados con animales de experimentacion tratados con
aluminio muestran elevados indices de estrés oxidativo en varios Organos;
observandose cambios en los niveles de las enzimas antioxidantes, tales como
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, asi como aumento en los
niveles de biomarcadores de peroxidacion, tales como acido malondialdehido
(MDA) e hidroperoxidos de lipidos (Swain y Chainy, 1998; Abubakar y col., 2003).

Por otra parte, se ha demostrado que la actividad pro-oxidante del aluminio
implica la interaccion del metal con las membranas celulares, que induce cambios en
los fosfolipidos y un indice mas alto de propagacion de la lipoperoxidacion
(Verstraeten y col., 1997; Verstraeten y Oteiza, 2000). Esta interaccion entre el
aluminio y los fosfolipidos de la membrana puede alterar varios procesos
dependientes del fosfatidil-inositol-bifosfato (Sciorra y col., 1999).

En coincidencia con lo descripto en estos trabajos, el andlisis de nuestros

resultados del nivel de lipoperoxidacion en homogenado total y en fraccion
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enriquecida en membranas plasmaticas de mucosa intestinal de ratas tratadas con
aluminio mostrd un aumento significativo, que fue acompanado por una disminucion
de la actividad enzimatica antioxidante de catalasa y glutation peroxidasa.

El procedimiento quirurgico de la hepatectomia parcial, también actfia
produciendo un aumento del nivel de lipoperoxidacion en diferentes 6rganos como
intestino e higado (Alexandris y col., 2004; Carnovale y col., 2000). En coincidencia
con lo descripto en estos trabajos, nuestros resultados muestran en las ratas sometidas
a hepatectomia parcial un aumento del nivel de lipoperoxidacién en homogenados
totales de mucosa intestinal y una disminucion de la actividad enzimatica de
glutation peroxidasa y catalasa.

En el grupo experimental constituido por ratas con tratamiento crénico con
aluminio y luego sometidas a hepatectomia parcial se observé un incremento de
lipoperoxidacion en homogenado total y en fraccion enriquecida en membrana
plasmatica, asi como una disminucién de las actividades de la catalasa y la glutation
peroxidasa.

El aumento significativo del nivel de lipoperoxidaciéon en intestino de ratas
tratadas con aluminio y/o sometidas a hepatectomia parcial, podria ser una de las
causas de la inhabilidad del intestino para aumentar la absorcion intestinal del hierro
frente a la disminucidon observada en las concentraciones séricas del mismo,
probablemente por producir una alteracion de los receptores de transferrina y/o su
interaccion con las proteinas citosolicas reguladoras del hierro. Por otro lado,
podriamos postular que modificaciones en los niveles de hepcidina también estarian
jugando un papel importante en la inhabilidad del intestino para aumentar la
absorcion intestinal del hierro, en ambos tratamientos.

En el estudio del metabolismo del hierro ocupa un lugar fundamental su rol en
sangre. En ella, no solo es transportado unido a transferrina sino que también se lo
encuentra dentro de los globulos rojos formando parte de la hemoglobina,
participando tanto en el mantenimiento de la viscosidad interna de dicha célula,
como en el desarrollo de las funciones de transporte de oxigeno a los tejidos.

Los eritrocitos son extremadamente deformables y esta deformacion es muy

importante en la microcirculacion porque los eritrocitos deben atravesar los capilares
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que tienen un diametro inferior al diametro de las células. La rigidez de los
eritrocitos estd regulada por diversos factores: su geometria (relacion
superficie/volumen); su viscosidad interna (funcion de la hemoglobina) y las
propiedades elésticas de la membrana celular (ATP, calcio, composicion lipidica y
proteica).

Dentro de los factores que tienen influencia en las variaciones de la
deformabilidad eritrocitaria se encuentran las concentraciones de los lipidos de
membrana del eritrocito, entre los cuales el colesterol es uno de los mas abundantes.

Estudios experimentales sobre agregados de lipidos en bicapas de eritrocitos
han mostrado las propiedades fluidificantes y el aumento de flexibilidad por la
presencia de colesterol (Toledano Gasca y Diaz Lopez, 1984)

El eritrocito maduro es incapaz de sintetizar lipidos de novo; por lo tanto, una
disminucién en los lipidos de membrana debe ser compensada por intercambio con el
colesterol del plasma. La disminucion de colesterol es acompafiada por una
disminucion en el area superficial y un cambio esferoidal en la forma de los glébulos
rojos (Telen, 1995; Telen y col., 2005).

Estudios realizados en seres humanos y en ratas han puesto en evidencia una
correlaciéon negativa entre los niveles de colesterol plasmatico y la rigidez del
eritrocito (Fawcett y Menkes, 1994; Mengarelli y col., 2001).

Jefferey Field y col. (1985) han demostrado que después de una hepatectomia
parcial existe, en ratas, una disminucion de los niveles de colesterol plasmatico.

Nuestros resultados evidenciaron una disminucion del colesterol de membrana
de los eritrocitos tanto en el tratamiento con aluminio como en la hepatectomia
parcial, incrementdndose el porcentaje de disminucion cuando los tratamientos se
realizaron en forma conjunta. Ademads, observamos que tanto el tratamiento con
aluminio como la hepatectomia parcial y la asociacion de ambos producen una
disminucién del nivel de colesterol en plasma y un aumento del IR, existiendo una
asociacion negativa entre ellos (rs= - 0,62, p=0,02).

Ademas los valores obtenidos de HDL-colesterol en plasma, en todos los
grupos tratados con aluminio y/o hepatectomia parcial, muestran una disminucion

significativa con respecto al grupo control, de donde podemos inferir que la
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disminucién del colesterol plasmatico total es a expensas del HDL-colesterol
mostrando una correlacion cuyo coeficiente es rs=0,726 (p=0,003).

Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que la disminucion del
colesterol plasmatico se asocia a un aumento en la proporcién de eritrocitos no
discociticos, particularmente los estomatocitos, que se caracterizan por ser menos
deformables, contribuyendo asi a un aumento en el IR (Sheetz y Singer, 1974).

La existencia de un mayor numero de eritrocitos no discociticos se pone de
manifiesto por un cambio en el IM calculado segun la clasificacion de Bessis (Bessis,
1973).

En los grupos tratados con aluminio se observaron las variaciones mas
importantes tanto en el IR como en el IM al compararlos con los demds grupos
experimentales. Estos resultados sugieren que el aluminio puede ser responsable de
las caracteristicas alteradas de la membrana del eritrocito por un efecto indirecto
causado por la disminucion del contenido del colesterol del plasma y por una
interaccion directa con los fosfatos presentes en las cabezas de los fosfolipidos de la
mitad externa de la bicapa de la membrana eritrocitica, conduciendo a una
disminucién del area superficial externa de la membrana. Otros autores han
demostrado que el aluminio podria causar una redistribuciéon de los lipidos de la
bicapa, afectando asi la forma biconcava de los eritrocitos (Suwalsky y col., 2004;
Vittori y col., 2002; Vittori y col., 1999; Chien y col., 1996).

En este sentido, nuestros resultados muestran que ambos tratamientos, aluminio
y hepatectomia parcial, conducen a una disminucion del IM a consecuencia de un
aumento de formas no discociticas, los estomatocitos. En lo que respecta al grupo de
ratas sometidas a hepatectomia parcial el aumento de formas estomatociticas podria
ser debido, por lo menos en parte, a la disminucion de los niveles de colesterol
plasmatico observados.

La mayor disminuciéon del IM en el grupo de ratas tratadas con aluminio y
sometidas a hepatectomia parcial sugiere un efecto sumativo del descenso del
colesterol plasmatico producido por el aluminio y la hepatectomia parcial y el efecto

directo del aluminio sobre la membrana del eritrocito que conduce al aumento de la
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proporcion de estomatocitos que podrian contribuir al mayor aumento de IR
observado.

Por otro lado, las variaciones del colesterol de membrana de los eritrocitos
producen cambios regulares del grado de ordenamiento de las cadenas acilicas en las
regiones mas profundas de la bicapa (Ge y col., 1999; Mitra y col., 2004), y nuestros
resultados mostraron una disminuciéon en la concentracion de colesterol de la
membrana de los eritrocitos frente a todos los tratamientos. Por esta razon realizamos
el analisis por EPR de las membranas de los eritrocitos. El pardmetro S determinado
por EPR permite estimar el orden de las cadenas acilicas. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con aluminio produce un aumento de un parametro
S12d, es decir una disminucion de la fluidez de la bicapa lipidica. En el grupo HP se
observo una disminucion de S12d, es decir un aumento de la fluidez, que indicaria
que la hepatectomia tiende a fluidificar la bicapa lipidica. Esta disminucion de S12d
se observo también en AI+HP indicando que la hepatectomia tiende a revertir la
rigidizacidn causada por el tratamiento con aluminio, disminuyendo el ordenamiento
de las cadenas acilicas. Estos resultados sugieren que la rigidizacidon eritrocitaria
puesta de manifiesto por el IR aumentado observada en la hepatectomia parcial no
estaria vinculada al comportamiento de la bicapa lipidica. Podriamos postular que la
rigidez observada en la hepatectomia parcial podria deberse a cambios
conformacionales del citoesqueleto por modificacion de las proteinas constitutivas.

La viscosidad sanguinea es determinada por la viscosidad plasmatica, el
hematocrito y la deformabilidad del eritrocito. La viscosidad relativa corregida a Hto
40 pone en evidencia la fluidez de la sangre sin influencia del Hto y de la viscosidad
plasmatica. La viscosidad relativa corregida a Hto 40 puede considerarse como una
medida indirecta de la deformabilidad eritrocitaria. Nuestros resultados evidencian
que los grupos experimentales tratados con aluminio y/o sometidos a HP presentan
un aumento de la nr40 que coincide con el aumento de rigidez de los eritrocitos
(pérdida de flexibilidad de la membrana eritrocitaria). Por lo tanto, el aumento
significativo del IR determinado por el método de la filtrabilidad y estimado por
nr40, se debe al aumento de formas estomatociticas evidenciado por la disminucion

del IM en el tratamiento con aluminio y/o en los animales sometidos a HP.
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La existencia de eritrocitos no discociticos, menos deformables conduce a una
disminucién de la resistencia osmoética y al aumento de la heterogeneidad de la
poblacion de células en respuesta a cambios osméticos (Udden, 2002).

Nuestros resultados muestran que ambos tratamientos producen una
disminucién de la resistencia osmotica y un aumento de la heterogeneidad de la
poblacion de las células en respuesta a cambios osmoticos, a consecuencia de las
alteraciones del IM observado.

Garbossa y col. (1998) han demostrado que ratas tratadas con aluminio
presentan una anemia microcitica e hipocromica. Por otro lado, se ha descripto en
algunas patologias como la falla renal crénica, y en varias enfermedades
hematologicas que la disminucion del Hto puede deberse a una vida media
disminuida del eritrocito. Este hecho podria ser causado por el aumento en la
captacion por el bazo, los pulmones, los huesos y el higado debido a la reduccion de
la deformabilidad de los eritrocitos (Luquita y col., 1994; Wen y col., 1998; Sutera y
Krogstad, 1991; Stuart y Nash, 1990).

Nuestros resultados indican que tanto el tratamiento con aluminio como la HP
conducen a una disminucién significativa del Hto, el VCM y la HCM. La
combinacion de ambos tratamientos (Al+HP) profundiza la disminuciéon observada
en el Hto, el VCM y la HCM, indicando asi una accién mds pronunciada de los
efectos individuales de ambos tratamientos. Probablemente en nuestro caso, la
disminucién del IM provocaria un aumento en la captacion periférica de los
eritrocitos, disminuyendo su vida media.

En cuanto a la viscosidad plasmatica, se ha observado que presenta una
relacion inversa con el colesterol plasmatico (Jung y col. (1992), nuestros resultados
indican que tanto el tratamiento con aluminio como la hepatectomia parcial, asi como
la combinacion de ambos conducen a una disminucién significativa del colesterol
plasmatico y a un aumento significativo de la viscosidad plasmatica.

Algunos autores han demostrado que la molécula de fibrindgeno influye sobre
la viscosidad del plasma, debido al hecho de que esta molécula tiene una forma y un

tamafio adecuados para facilitar la formacion de un puente entre los eritrocitos y de
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esta manera aumenta la viscosidad del plasma (Gudmundsson y Bjelle, 1993; Jung y
col., 1992).

Nuestros resultados muestran un aumento significativo del fibrinogeno
plasmatico en los animales tratados con aluminio y sometidos a HP y en la
combinacion de ambos tratamientos, encontrandose una asociacion directa con el
aumento de la viscosidad del plasma (r:=0,689, p=0,004).

Por otro lado, el hecho de que el fibrinégeno facilite la formacion de puentes
entre los eritrocitos, da lugar a la agregacion eritrocitaria que representa la asociacion
reversible de los glébulos rojos para formar los rouleaux (Razavian y col. 1992;
Razavian y col. 1994). En este sentido, algunos autores describieron que existe un
aumento de la agregacion eritrocitaria frente a un aumento del fibrinogeno (Levin y
col., 2004; Reinhart, 2003)

Este fendmeno de agregabilidad eritrocitaria puede tener efectos deletéreos en
el flujo microcirculatorio (Weng y col., 1998). De hecho, la agregacion patologica de
los globulos rojos caracterizada por los agregados grandes con acoplamientos
intercelulares fuertes estd implicada en el transito y el estancamiento
microcirculatorio, que alteran la resistencia vascular periférica, reduce la
transferencia capilar de la perfusion y del oxigeno a los tejidos y causa isquemia,
acidosis metabdlica local asi como la degeneracion de la pared y lesiones capilares
(Rainer y col., 1987; Soutani y col., 1995; Cabel y col., 1997; Pfafferott y col., 1999;
Suckfull y col., 2002).

Contrariamente a lo descripto, en nuestros resultados observamos un aumento
de fibrindgeno y una disminucion de la velocidad de agregacion, debido a que el gran
aumento del IR en los grupos tratados se contrapone al efecto de la proteina en los
grupos tratados con aluminio y/o sometidos a HP.

Scornik y Botbol han demostrado que la variacion en la velocidad de
degradacion del fibrindgeno es el factor mas importante que determina el aumento de
los niveles de la proteina circulante (Scornik y Botbol, 1976). Por el contrario, en
lesiones severas, tal como la hepatectomia parcial, algunos investigadores explican el
aumento del fibrindgeno observado, al aumento general de proteinas de fase aguda,

entre las cuales se lo incluye al fibrindgeno (Reinhart, 2003; Antovic y col., 1993).
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En coincidencia con estos ultimos autores, en el grupo experimental HP se
observé un aumento significativo de la concentracion de fibrindgeno plasméatico. En
lo que concierne al aluminio no hay estudios sobre sus efectos en los niveles de
fibrinégeno del plasma. Sin embargo, se ha descripto que la intoxicacion con
aluminio produce patologias severas en animales de experimentacion y en los seres
humanos, en quienes una respuesta inflamatoria especifica indica la induccién de los
genes que pertenecen a las rutas pro-inflamatorias (Bugiani y Ghetti, 1990; Lukiw y
Bazan, 2000).

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con Al produce un aumento
significativo del fibrindgeno plasmatico; basdndonos en lo descripto en el parrafo
anterior, planteamos que el aluminio podria inducir el aumento de las proteinas de
fase aguda, entre las cuales se encuentra el fibrindgeno, de una manera similar a lo
descripto para la hepatectomia parcial.

En conclusion, las alteraciones de los pardmetros reoldgicos evaluados podrian
ser factores coadyuvantes de la anemia observada en los animales expuestos
cronicamente al aluminio y sometidos a hepatectomia parcial.

Finalmente, el hierro es un metal esencial para la vida de los organismos y esta
involucrado con un gran nimero de enzimas y proteinas. No es por lo tanto ninguna
sorpresa que la homeostasis del hierro sea una preocupacion importante para la salud
y el bienestar humano (Crichton y col., 2002).

Este trabajo de tesis demuestra que hay alteraciones en el metabolismo del
hierro y como consecuencia también existen alteraciones en el comportamiento
reologico de la sangre en los animales expuestos cronicamente al aluminio y
sometidos a hepatectomia parcial.

Aunque debemos tomar en consideracion la dificultad de extrapolar los
resultados obtenidos en animales de laboratorio al ser humano, las alteraciones del
metabolismo del hierro y en el comportamiento reoldgico de la sangre, podrian ser
factores importantes en retardar la recuperacion de los pacientes que, estando
expuestos al aluminio, deben experimentar una reseccion hepatica parcial ya sea
como donantes voluntarios de una parte de su higado o como uUnica terapia que

prolongard substancialmente su supervivencia.
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6. RESUMEN

El aluminio no constituye un metal esencial para la vida humana, pero durante
el tltimo tiempo ha despertado gran interés porque el aumento de su disponibilidad
en el ambiente y la exposicion cronica durante la vida lo convierte en un elemento
potencialmente toxico o nocivo para el ser humano. Los productos farmacéuticos, los
cosméticos y los tratamientos médicos constituyen una importante fuente de
incorporaciéon de aluminio. Los efectos toxicos del aluminio en el ser humano
incluyen entre otros, encefalopatias, enfermedades Oseas y anemia. Por lo tanto,
debido a su ubicuidad, aun las personas sanas no estdn exentas de la potencial accion
deletérea del aluminio, ya que -en mayor o menor medida- todos estamos expuestos a

¢l durante el transcurso de nuestras vidas.

Las resecciones de segmentos o de lobulos hepaticos son el tratamiento de
eleccion para los tumores primarios o metastaticos hepaticos y también se someten a
hepatectomia parcial los donantes vivos, cuyo higado debe proliferar con
posterioridad a la cirugia. A su vez, es conocido que, para la recuperacion de la masa
y las funciones del higado después de una hepatectomia parcial, es fundamental un

adecuado estado nutricional, siendo el hierro uno de los nutrientes mas importantes.

El hierro es un nutriente esencial para la vida, estd involucrado en el
crecimiento y metabolismo celular y, por lo tanto, existen complejos mecanismos
homeostaticos que regulan su adecuada disponibilidad para asegurar el
funcionamiento normal del organismo. El balance del hierro es mantenido por medio
de una precisa regulacion intestinal de transportadores y su concentracion en sangre

se encuentra intimamente relacionada con las funciones de los eritrocitos circulantes.

Como ha sido expuesto, el aluminio, debido a su ubicuidad, puede estar

presente en el organismo de la mayoria de las personas. Ademads, la cantidad de
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personas que podrian ser sometidas a reseccion hepatica por diferentes patologias o
como donantes vivos ha ido incrementandose en las Gltimas décadas. Por ello, no es
sorprendente que un paciente que deba ser sometido a hepatectomia parcial contenga

aluminio en su organismo.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la influencia del aluminio y de la
hepatectomia parcial sobre parametros relacionados con el metabolismo global del
hierro. Para ello se evalud la absorcion intestinal del hierro, determinandose el nivel
de lipoperoxidacion y la capacidad antioxidante en mucosa intestinal, y se analizaron
parametros hematoldgicos, séricos y hemorreologicos relacionados con su

metabolismo.

Los tratamientos realizados en este trabajo de tesis fueron: exposicion crénica
al aluminio administrado por via intraperitoneal en una dosis de 27 mg de Al
elemental/ kg de peso corporal, 3 veces/ semana durante 3 meses (Al), hepatectomia
parcial del 65 %, sacrificados a las 48 horas de la cirugia (HP) y asociacién de

ambos procedimientos (Al+HP).

Las concentraciones séricas de hierro y el porcentaje de saturacion de
transferrina disminuyeron significativamente en los grupos tratados con aluminio,
hepatectomia parcial y en la asociacion de ambos. Estas disminuciones no estuvieron
asociadas a un aumento en la absorcién de hierro en intestino, como era de esperar
por lo descripto por otros autores, no observandose diferencias significativas en los
estudios de absorcidn intestinal in situ realizados. En intestino de ratas tratadas con
aluminio y/o sometidas a hepatectomia parcial encontramos un aumento de
lipoperoxidacion y una disminucion de enzimas antioxidantes, que podrian ser una
de las causas de la desregulacion de la absorcion intestinal del hierro, debido a que la
peroxidacion lipidica podria producir alteraciones de los receptores de transferrina
y/o de su interaccion con las proteinas citosolicas reguladoras del hierro, que son los
mecanismos normalmente involucrados en el control de la absorcion de hierro.

Los estudios hematologicos, séricos y hemorreologicos evidenciaron
modificaciones. En el colesterol de la membrana de los eritrocitos se observd una

disminucién tanto en el tratamiento con aluminio como en la hepatectomia parcial,
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incrementandose el porcentaje de disminucién cuando los tratamientos se realizaron
en forma conjunta. Ademas, el tratamiento con aluminio, la hepatectomia parcial y la
combinacion de ambos, produjeron una disminucidon del nivel de colesterol en
plasma y un aumento del IR, existiendo una asociacion negativa entre ellos (rs= -
0,62, p<0,02). La disminucién del colesterol plasmatico total podria ser a expensas
del HDL-colesterol, ya que en todos los grupos tratados con aluminio y/o
hepatectomia parcial, los valores obtenidos de HDL-colesterol en plasma, mostraron
una disminucion significativa con respecto al grupo control. Una mayor disminucion
del IM fue observada en el grupo de ratas tratadas con aluminio y sometidas a
hepatectomia parcial sugiriendo un efecto sumativo del descenso del colesterol
plasmatico producido por el aluminio y la hepatectomia parcial en forma
independiente, y el efecto directo del aluminio sobre la membrana del eritrocito que
conduce al aumento de la proporcion de estomatocitos que podrian contribuir al
aumento de IR observado, el cual fue determinado por el método de la filtrabilidad y
estimado por nr40. El andlisis por EPR de las membranas de los eritrocitos mostro
que el tratamiento con aluminio produce una disminucion de la fluidez de la bicapa
lipidica, mientras que hepatectomia tenderia a fluidificar la bicapa lipidica.

Nuestros resultados indican que tanto el tratamiento con aluminio como la
hepatectomia parcial conducen a una disminucién significativa del Hto, el VCM y la
HCM. La combinacién de ambos tratamientos (Al+PH) profundiza la disminucién
observada en el Hto, el VCM y la HCM, indicando asi una acciéon mas pronunciada
de los efectos individuales de ambos tratamientos. Probablemente en nuestro caso, la
disminucién del IM provocaria un aumento en la captacion periférica de los
eritrocitos, disminuyendo su vida media.

En cuanto a la viscosidad plasmatica, nuestros resultados indican que tanto el
tratamiento con aluminio como la hepatectomia parcial, asi como la combinacion de
ambos conducen a una disminucién significativa del colesterol en plasma y a un
aumento significativo de la viscosidad plasmatica. Asimismo, se observd un aumento
significativo del fibrindogeno plasmatico en los animales tratados con aluminio y

sometidos a hepatectomia parcial y en la combinacion de ambos tratamientos,
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encontrandose una asociacion directa con el aumento de la viscosidad del plasma
(rs=0,689, p=0,004).

Nuestros resultados muestran que el aumento de fibrindgeno se produjo con
una disminucién de la velocidad de agregacion sin modificar el tamafio de los
rouleaux en los grupos tratados con aluminio y/o sometidos a hepatectomia parcial.

Por lo tanto, las alteraciones de los parametros reologicos evaluados podrian ser
factores coadyuvantes de la anemia observada en los animales expuestos
cronicamente al aluminio y sometidos a hepatectomia parcial.

Aunque debemos tomar en consideraciéon la dificultad de extrapolar los
resultados obtenidos en animales de laboratorio al ser humano, las alteraciones del
metabolismo del hierro y en el comportamiento reologico de la sangre, podrian ser
factores importantes en retardar la recuperacion de los pacientes que, estando
expuestos al aluminio, deben experimentar una reseccion hepatica parcial, ya sea
como donantes voluntarios de una parte de su higado o como tUnica terapia que

prolongara substancialmente su supervivencia.
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SUMMARY

The aluminum does not constitute an essential metal for the human life, but
during the last time great interest has waked up because the increase of its availability
in the atmosphere and the chronic exhibition during the life turns a potentially toxic
or injurious element for the human .The pharmaceutical and cosmetic products, and
also the medical treatments constitute an important source of aluminum
incorporation. The toxic effects of aluminum in the human are: encephalopathy, bone
disease and anemia. Therefore, due to their universal presence, the healthy people are
not even free of the potential deleterious action of aluminum, since - in greater or
smaller measurement all we are exposed to him during the course of our lives. The
resection of segments or hepatic lobes are the treatment of election for the primary or
metastatic hepatic tumors, and also are put under partial hepatectomy the alive
donors, whose liver must proliferate after the surgery. As well, it is known that, for
the recovery of the mass and the functions from the liver after a partial hepatectomy
is fundamental an adapted nutritional state, being iron one of the most important
nutrients. The iron is an essential nutrient for the life, is involved in the growth and
cellular metabolism and therefore, a complex homeostatic mechanisms that regulate
their suitable availability for to assure the on-speed operation the organism. The
balance of the iron is maintained by means of one precise intestinal regulation of
transporters and its concentration in blood is related to the functions of the circulating
erythrocytes. Since it has been exposed, the aluminum, due to its universal presence,
can be present in the organism of most of the people. Also, in the last decades, the
amount of people that could be submitted to hepatic resection by different pathologies
or as alive donors have been increased. Therefore, it is not surprising that a patient
who must be submitted to a partial hepatectomy contains in his organism aluminum.
The objective of the present work was to analyze the influence of aluminum and the

partial hepatectomy on the parameters related to the global metabolism of the iron.
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For it the intestinal absorption of the iron was evaluated, determining itself the level
of lipoperoxidation and the antioxidant capacity in intestinal mucosa, and
hematologic, serum and hemorheological parameters were analyzed related to their
metabolism. The treatments made in this thesis work were: chronic exhibition to
aluminum administered intraperitoneally in a dose of 27 mg of Al/kg of body weight,
3 times a week for 3 months (Al), partial hepatectomy of 65 %, killed 48 hours of the
surgery (PH) and association of both procedures (AIH+PH). The serum iron
concentrations and the percentage of transferrin saturation diminished in the groups
with aluminum, partial hepatectomy and in the association of both treatments. These
diminutions were not associated to an increase in the iron absorption in intestine, like
was to hope by the described by the other authors, not being observed significant
differences in the studies of intestinal absorption in situ made. In intestine of rats with
aluminum and/or submitted to partial hepatectomy we found an increase of
lipoperoxidation and an antioxidant enzyme diminution, that could be one of the
causes of the bad regulation of the intestinal absorption of the iron; because the lipid
peroxidation could produce alterations of the receptors of transferrin and/or its
interaction with the iron regulating cytosolic proteins, which are the normal
mechanisms involved in the control of the iron absorption. The hematologic, serum
and hemorheological studies demonstrated modifications. In the cholesterol of the
erythrocytes membrane a diminution was observed in aluminum and partial
hepatectomy, being increased the percentage of diminution when the both treatments
were made. In addition, the treatment with aluminum, the partial hepatectomy and the
combination of both, produced a diminution of the plasma cholesterol level and an
increase of rigidity index (RI), existing a negative association between them (rs = -
0.62, p<0.02).The diminution of total the plasma cholesterol could be to expenses of
the HDL-cholesterol, since in all the groups aluminum and/or partial hepatectomy
(PH), the obtained values of plasma HDL-cholesterol, showed to a diminution with
respect to the control group. A greater diminution of the Morphological Index (MI)
was observed in the group of rats with aluminum and partial hepatectomy suggesting
a summative effect of the reduction of the plasma cholesterol produced by aluminum

and the partial hepatectomy and the direct influence of aluminum on the membrane of
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the erythrocyte that leads to the increase of the proportion of estomatocytes that could
contribute to the increase RI observed, which was determined by the method of the
filtrability and estimated by nr40. The analysis by EPR of erythrocyte membranes
showed that the treatment with aluminum produces a diminution of the fluidity of the
lipidic bilayer, whereas hepatectomy produces an increase of the fluidity from lipidic
bilayer. Our results as much indicate that the treatment with aluminum as the partial
hepatectomy leads to a significant diminution of the Hto, the VCM and the HCM.
The combination of both treatments (Al+PH) increase the diminution observed in the
Hto, the VCM and the HCM, indicating therefore one more an action pronouncing of
the individual effects of both treatments. Probably in our case, the diminution of the
MI would cause an increase in the peripheral take up of the erythrocytes, having
diminished its span life. As far as plasmatic viscosity, our results as much indicate
that the treatment with aluminum as the partial hepatectomy, as well as the
combination of both leads to a significant diminution of the plasma cholesterol and to
a significant increase of plasmatic viscosity. Also, a significant increase of the
plasmatic fibrinogen in animals dealt with aluminum, in those submissive to partial
hepatectomy, and in the combination of both treatments was observed, being a direct
association with the increase of the viscosity of plasma (rs=0.689, p=0.004). Our
results show that the increase of fibrinogen lead to a decrease of the speed of
aggregation without modifying the size of rouleaux in the groups dealt with
aluminum and/or submissive partial hepatectomy. Therefore, the alterations in the
evaluated rheologics parameters could be helping factors of the anemia observed in
animals exposed chronically to aluminum and submissive partial hepatectomy.
Although we must take in consideration the difficulty in extrapolating the results
obtained in laboratory animals to human beings, the alterations of the metabolism of
iron and in the rheologic behavior of the blood, could be important factors in slowing
down the recovery of the patients who, being exposed to aluminum, must experience
partial a hepatic resection like voluntary donors of part of their liver or like only

therapy who will prolong their survival substantially.
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