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RESUMEN: Se han estudiado los efectos producidos por el aluminio sobre algunos pardmetros de la funcion biliar (clearance de
bromosulftaleina -BSF- y valoracion del flujo biliar) y las posibles alteraciones que concomitantemente se pudieren producir en las
actividades de las enzima detoxilicadoras hepéticas GST y Cit. Paso y en la concentracion total de GSH, mediante el suministro de
inyecciones de hidréxido de aluminio i.p (80 markg peso), 3 veces par semana.

Se observaron disminucicnes significativas del pasaje del colorante (BSF) desde el plasma hacia el hepatocito, de |a actividad de la
enzima GST, y del Citocromo Paso,del flujo biliar con su correspondiente disminucién en la velocidad de excrecién de ac. biliares y la
fraccion independiente de éstos.

El aluminio, asi utilizado, produjo una alteracién en la distribucion del colorante atribuible a una posible modificacién en la afinidad
hacia la BSF de algunos componentes de la membrana sinusoidal y/o canalicular involucrada en el transporte de colorante. A su vez,
::I :I‘_Ié.[isis enzimatico de GST y Cit. P4sp es posible estimar un dano importante en los mecanismos de conjugacién y detoxificacion

patica.

SUMMARY: To study the effects of aluminum on some parameters indicative of gall bladder functions {sulfobromophtalein-BSP-
clearance and bile fiow assessment ), and the possible disturbances that may concomitantly occur as regards both the activity of the
I:;epatic detoxification enzymes GST and Cit.P4s0 and in total concentration of GSH, i.p. aluminum (80 mg/Kg body wt.) was injected
times a week.
A significant decrease in dye transfer (BSP) from plasma into the hepatocytes, GST and Cit.Pasg, activities and bite flow, together with
2 lower excretion rate of bile acids and their corresponding independent fraction was observed.
Aluminum used as described above produced an alteration of dye distribution attributable to a possible change in BSP affinity shown
by some components of the canalicular and/or sinusoidal membrane involved in dye transport.
The results of enzymatic analyses GST and Cit. P4so strongly suggest that the hepatic detoxification and conjugation mechanism have

been seriously damaged.

Introduccion

La intoxicacién con aluminio puede constituir
un grave riesgo de alteraciones a nivel del sistema
nervioso central, el metabolismo osteomineral y la
eritropoyesis (1, 2, 3, 4). Su acumulacion tisular,
documentada en pacientes con insuficiencia renal,
en animales de experimentacion con funcion renal
normal y con falla renal, ha permitido identificar los
6rganos y sistemas involucrados, fundamental-
mente el sistema nervioso central, el hueso, la
paratiroides y el sistema eritropoyético (5, 6).

Pacientes expuestos al aluminio a través de
nutricion parenteral o soluciones de didlisis, mues-
tran acumulacion de ese metal en el higado (7, 8,
9). Este drgano presenta una gran capacidad para
almacenar aluminio, aun con funcién renal normal
(10).

Se acepta que el aluminio es excretado pringi-
palmente por orina (11); no obstante, puede ser

* En algunos de sus aspecios, este trabajo ha sido presentado en la
XL Reunién Anual de SAIC. Mar del Plata. 1995.

eliminado también por via biliar. En efecto, experi-
mentos realizados en ratas muestran que la concen-
tracion de aluminio en materia fecal disminuye con
la ligadura de los conductos biliares, indicando que
la via biliar puede jugar un papel significativo (12).

Estudios realizados en perros demuestran que
el 0,1% del aluminio plasmatico es excretado por via
biliar, y que el 37% de la carga de aluminio es
encontrado en orina (13); como asi también clea-
rances renales mas bajos con elevadas concentra-
ciones de aluminio plasmatico (14), postulando sus
autores que el rindn no seria el principal 6rgano de
excrecion.

Si bien el aluminio no ha sido directamente
asociado a disfunciones hepdticas en pacientes
sometidos a didlisis o alimentacion parenteral, su
administracion a cerdos y a ratas esta relacionada
con un aumento de la concentracion sérica de
acidos biliares (15, 16). Este efecto estd acompa-
nado por una reduccion del flujo biliar (16), por la
inversion de la relacion de los 4cidos biliares conju-
gados a glicina y taurina (17), y por la reduccion de
la concentracion del Citocromo Paso, con un aumen-
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to simultaneo de la glucuronil transferasa microso-
mal (18, 19).

En ratones, el aluminio acumulado en higado
produce, segun el tiempo de exposicion y la dosis,
un dano que afecta al glutation y continia con un
incremento sostenido de la actividad de la hemoxi-
genasa, a la que sigue la caida del Gitocromo Pa4sg
como evento temprano y produccion de malonil
dialdehido como evento tardio (20).

El objetivo del presente trabajo es estudiar los
posibles efectos de la intoxicacion cronica con alu-
minio sobre la secrecién biliar, el fransporte hepa-
tobiliar de bromosulftaleina (BSF) y la actividad de
enzimas que participan en los procesos de detoxi-
ficacion hepatica.

Materiales y métodos
Animales y tratamiento

Se trabajo con ratas Wistar, machos, someti-
das a dieta standard (Nutric, Cérdoba, Argentina) y
con agua ad libitum. Fueron divididas en dos grupos
experimentales:

1.- Ratas intoxicadas por via infraperitoneal
(i.p) desde el destete, por un periodo de 6 meses,
con una dosis de aluminio elemental de 27 mg/kg
de peso (bajo fa forma de hidroxido de aluminio, en
volumenes variables de solucion fisioldgica - entre
0.3y 0.5 ml- seguin el peso de cada animal), 3 veces
por semana, de acuerdo al modelo experimental
desarrollado por la catedra de Anatomia Patol6gica
de Odontologia, UBA, para el estudio de alteraciones
Oseas provocadas por el aluminio (21, 22).

2.- Ratas controles, las que recibieron 0.5 ml
de placebo (solucién fisioldgica), en formai.p, du-
rante idénticos periodo y frecuencia.

Los animales de ambos grupos se mantuvie-
ron a temperatura controlada (22°C), con un ciclo
luz - oscuridad de 12/12 horas.

Protocolo experimental

Se realizaron los siguientes estudios:

1. Estudio de secrecion biliar

Diez animales controles y diez animales trata-
dos fueron anestesiados con pentobarbital s6dico
(50 mg/kg pesoi.p). Se cateteriz6 vena femoral con
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un catéter PC-50 y se inserté un catéter PE-10 en
el conducto biliar cerca de su bifurcacién para evitar
la contaminacion con secreciones pancreéticas.
Durante el transcurso de la experiencia, se mantuvo
la temperatura con lampara infrarroja a 38 +/-0,5
°C, a fin de prevenir variaciones del flujo biliar por
hipotermia.

Utilizando una bomba de infusion constante
(Syringe Pump-Model 341 B-Sage Instruments), se
infundié por via endovenosa una solucion conte-
niendo taurocolato de sodio (Sigma Chem Co) di-
suelto en buffer fosfato pH 7,4, a una velocidad de
3,5 ml/hora. La bilis fue recogida cada 15 minutos
en tubos pre-tarados, durante 90 minutos, comen-
zando inmediatamente después de la cateterizacion
del conducto biliar. Al completar la recoleccion de la
bilis, cada animal fue sacrificado, extrayéndosele el
higado para obtener su peso neto.

En cada muestra se determind el flujo biliar
por gravimetria, expresandose en ul/min/g de higa-
do. Se estableci6 también la concentracién de 4ci-
dos biliares por medio de la actividad enzimética de
la 3 alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa, método
descripto por Talalay y modificado por Berthelot
(23, 24), calculandose su velocidad de excrecion
(VEAB) que se expresa en mmol/min/g higado.

La fraccion del flujo independiente de 4cidos
biliares (FIAB), se calcul6 por extrapolacion a cero
de larecta de regresion obtenida al relacionar el flujo
biliar (FB) y la velocidad de excrecion de los 4cidos
biliares (VEAB). La interseccion con la ordenada al
origen posibilitd calcular el FB que se produce a
valor cero de la excrecion de los mismos. La pen-
diente de la recta de regresion, permitié estimar la
eficiencia colerética del total de sales biliares excre-
tadas.

2. Determinacidn de la actividad enzimética

Los higados de seis animales controles y de
seis animales tratados, fueron removidos, pesados
y preparados para determinar la actividad de la
enzima Glutation- S- Transferasa (GST) en la frac-
cibn citosélica, y Citocromo Psso en la fraccion
microsomal.

Se prepararon los homogenados hepaticos
utilizando un homogeinizador Potter. Se obtuvo el
citosol y la fraccién microsomal por dos centrifuga-
ciones sucesivas (10.000 g por 10 minutos y
100.000 g por 60 minutos) de homogenados con
buffer conteniendo 0,001M EDTA, 0,03M NazHPQ4
y 0,25M de Sacarosa (pH 7,4).
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En la fraccion citosdlica se determind GST por
el método de Goldstein y Combes (25) con CONB
(1-2 dicloro 4 nitrobenceno) como sustrato. En la
fraccion microsomal se determiné el Citocromo
Psso mediante el método de Omura y Sato (26),
tomandose en cuenta las diferencias espectrofoto-
métricas de CO entre 450 — 490 nm.

La concentracién de proteinas citosélicas y
microsomales se obtuvo por el método de Lowry
modificado (27)

La determinacion de GSH se realizd en homo-
genados hepaticos preparados con 4cido tricloroa-
cético al 5% en CIH 0.01M y se midié segan Ellman
(28).

3. Transporte hepatico de Bromosulftaleina

Diez animales controles y diez animales trata-
dos con aluminio fueron sometidos a la misma
preparacion que la sefialada en el punto 1 (estudio
de secrecion biliar).

Se administrd por via endovenosa BSF en bolo,
en una dosis de 6 mg/100g de peso. Las muestras
de sangre se obtuvieron de la cola del animal a los
2, 4,6, 8, 10, 12, 16, 18 y 20 minutos, post
administracion de la BSF. Las muestras de bilis se
recogieron cada 10 minutos, por espacio de 2
horas, en ampollas, en bafio de hielo y al abrigo de
la luz.

Se determinaron: el flujo biliar, por diferencia
de peso; y, la concentracion de BSF en plasma y
bilis, por el agregado de OHNa 0,05 N, realizando la
lectura a 580 nm.

Las graficas de las concentraciones de BSFen
plasma en funcion del tiempo, mostraron una rela-
cion biexponencial que fue ajustada por el método
de los cuadrados minimos.

El modelo bicompartimental descripto por Ri-
chard et al (29) (con salida final del flujo biliar) fue
considerado fisiolégicamente adecuado para el
andlisis cinético, permitiendo obtener las tres tasas
de fransferencia fraccional del transporte del colo-
rante: desde el plasma al higado (captacion hepati-
ca, r1.), reflujo higado —plasma (eflujo sinusoidal,
r2-1) y eliminacion hepatica-biliar (excrecion canali-
cular, ra).

Andélisis estadistico

Los resultados se expresan como la media +/-
SEM. Se compararon las medias de los grupos

77

control y tratados. Se utilizé t-Student, previo test
de normalidad y homogeneidad de las variaciones
entre ambos grupos.

La aluminemia alcanzada al finalizar el trata-
miento, fue de 750 +/- 50 ug/l en los animales
tratados vs. 8,5 +/- 4 ug/l en los animales confro-
les.

1. Estudio de la funcion biliar:

En la tabla 1 se presentan los datos del efecto
del aluminio sobre la secrecién biliar. Se observa
una disminucién significativa del flujo biliar y de la
velocidad de excrecion de los 4cidos biliares en los
animales tratados. El flujo biliar independiente esti-
mado a partir de la ordenada al origen experimento
una reduccion significativa por el aluminio; no obs-
tante ello, la eficiencia colerética del pool de sales
biliares no presenté modificaciones.

2. Actividad enzimatica:

Los datos de la actividad enzimatica obtenida
en los homogenados hepaticos estan resumidos en
la tabla 2, observandose una disminucién significa-
tiva por efecto del aluminio de GST y Citocromo Paso
sin alterarse la concentracion de Glutation.

3.Transporie hepalico de BSF:

La BSF administrada en bolo mostr6 una dis-
minucién significativa de su efecto colerético res-
pecto de su flujo biliar basal en las ratas tratadas
(fig. 1).

Las caidas en las concentraciones plasmati-
cas de BSF fueron menos pronunciadas en las ratas
tratadas que en las controles (fig. 2).

En la tabla 3 puede observarse gue la capta-
cion hepatica (r1z) estd disminuida significativa-
mente en el grupo sometido a intoxicacion con
hidroxido de aluminio, no existiendo variaciones en
el eflujo sinusoidal (r2-1) ni en la excrecion canalicu-
lar {rs) respecto al grupo control.
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Figura 1. Variaciones del flujo biliar. Los resultados estin expresados como la media +/- SEM, de los grupos controles y Iratados,
respectivamente. o se comesponde con el eror standard de la media.
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Figura 2. Clearance de bromosulfoftaleina. Las curvas son de tipo exponencial y responden a 12 siguiente expresion
matemtica: Ct=Co.e™.
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Discusion

Los datos obtenidos en este modelo de expo-
sicién prolongada con altas dosis de hidroxido de
aluminio, muestran una toxicidad manifiesta en va-
rios aspectos.

El aluminio produjo efectos adversos sobre la
funcion oxidasa en el metabolismo de detoxificacion
de drogas y en la conjugacion, tal como lo hace en
forma aguda (18,19), a través de una disminucion
de la actividad enzimética de Citocromo Paso y de
GST. La reduccion de la actividad enzimdtica del
Citocromo Pa4so podria tener su origen en una dismi-
nucion en la sintesis del hemo o en un aumento de
su degradacién o ambos. Se ha publicado que el
aluminio inhibe la dehidrolasa &-aminolevulinica (8-
ALAD)(30) y que produce una anemia microcitica
en ratas fratadas con aluminio (31), confirméandose
gue compromete la sintesis del hemo.

La GST es una enzima detoxificadora de fase
IIl, que cataliza la conjugacién del glutation con
sustratos electrofilicos. Cuando existe un dafio oxi-
dativo esta enzima marcadora de la toxicidad hepa-
tica presenta una reduccién por accion del aluminio
que es significativa, aunque este hallazgo no haya
sido acompafiado por una reduccion de la concen-
tracion de glutation celular. Otros grupos de inves-
tigacion que trabajaron con dosis agudas de alumi-
nio, encontraron una reduccién en la concentracion
del glutation dependiente de la dosis y del tiempo
(20).

El hidréxido de aluminio produjo un importante
efecto colestdsico al reducir significativamente el
flujo biliar, observacion coincidente con los hallaz-
gos de Klein y col. (16, 17), quienes igualmente
encontraron un aumento de la concentracion de
acidos biliares en plasma.

La reduccién del FB estuvo acompaiada de
una disminucién en la velocidad de excrecion de los
acidos biliares y de la fraccion independiente de los
acidos biliares estimada por extrapolacion conven-
cional.

Sin embargo, el mecanismo del efecto coles-
tasico no queda claro, no pudiéndose excluir la
posibilidad de que el aluminio pueda daiar la mem-
brana del hepatocito interfiriendo en la captacion de
los aniones organicos.

En el higado, expuesto crénicamente al alumi-
nio, se ha encontrado disminuido el clearance de
BSF. El transporte hepéatico de este anién incluye
varios pasos: la captacion hepatica, el transporte
intracelular, la conjugacion y finalmente la excrecion
canalicular (32). Cambios en cualquiera de estas
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etapas pueden dar como resultado una excrecion
biliar alterada. Los datos que se aportan en este
trabajo muestran que el aluminio disminuye la cap-
tacion hepética, sin modificar el eflujo sinusoidal ni
la excrecion canalicular. Esta disminucién podria
estar vinculada a la también disminuida actividad de
GST, ya que se ha propuesto que la GST y la
ligandina pueden ser una sola proteina con dos
funciones separadas (33).

Por lo tanto, el aluminio alteraria el transporte
de aniones organicos al disminuir tal vez la capta-
cion intrahepatica. Es posible que la disminucion del
clearance de 4cidos biliares y BSF, sea consecuen-
cia de alteraciones en la matriz de la membrana del
hepatocito ocasionadas por el aluminio.

De acuerdo a los resultados obtenidos es fac-
tible que el aluminio sea responsable de una varie-
dad de efectos en el higado de aquellos pacientes
con funcion renal alterada, o que constituya un
factor adicional cuando existe una disfuncion hepa-
tobiliar.
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Tabla 1. Efecto del aluminio sobre la funcion biliar

GRUPO FB VEAB FIAB EF
EXTERIMENTAL ul/min.g higado nmol/min.g hig. ul/min.g hig. Ulf nmol
Control (n= 10) 2,63 +/-0,15 74,26 +/-2,29 1,10 +/-0,05 0,021 +/-0,002
Aluminio (n=10) 1,86 +/- 0,06* 61,80 +/- 2,06 0,63 +/-006* 0,019 +/- 0,001

Las ratas tratadas recibieron hidroxido de aluminio (80 mg/kg peso i.p) tres veces por semana durante 6 meses.
Los datos estén expresados como media +/- SEM

FB : Flujo Biliar.

VEAB: velocidad de excrecion de &cidos biliares,

FIAB: Flujo biliar independiente.

EF: Eficiencia colerética,

n: ndmero de casos

Estadisticamente significativa respecto al grupo control (p<0,05)

Tabla 2. Actividad enzimética citosélica y microsomal.

GRUPO GST CITOC. P450 GLUTATION
EXPERIMENTAL nmol/min.mg prot nmol/min. mg prot umol/g
CONTROL (n=6) 1390,0 +/- 162,2 0,380 +/- 0,031 4.8+/-0.064
TRATADO (n=56) 639,7+/-97,06 * 0,106 +/- 0,024 * 5.1+/-0.215

Los resultados estdn expresados como media +/- SEM, obtenidos de 6 ratas controles y 6 ratas intoxicadas con aluminio durante 6 meses.

GST: Glutation- S- Transferasa.

CITOC.P 450: Citocromo P s0.

n: nimero de casos

* Estadisticamente significativo respecto al grupo control (p<0,05).

Tabla 3. Efecto del aluminio sobre las constantes de velocidad, obtenidas del andlisis bicompartimental del
decrecimiento de BSF en plasma

GRUPO EXPERIMENTAL 1 1.2 (min ™) r2.1 (min ™" ra (min ="
CONTROL (n=10) 0,165 +/- 0,006 0,0305 +/-0,0038 0,026 +/-0,005
TRATADO(n=10) 0,089 +/- 0,010 * 0,0440+/-0,0060 0,036 +/-0,006

Los resultados estan expresados como media +/- SEM , oblenidos en animales controles y tralados con aluminio durante 180 dias.
* Esladisticamente significativo (p<0,05).

n: ndmero de casos

r 1.2 : velocidad de transferencia del colorante del plasma al higado (captacidn hepdlica).

r 2-1: velocidad de transferencia del colorante del higado al plasma (eflujo sinusoidal).

1 3: velocidad de transferencia del colorante del higado a la bilis (excrecidn canalicular).
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