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RESUMEN: El objeto de nuestro estudio fue analizar el efecto del tratamiento con aluminio sobre pardmetros de estrés oxidativo
en la mucosa intestinal de ratas en regeneracion hepatica (RH) a 0, 48 y 168 hs. Se midieron las concentraciones de aluminio
(Al) plasmatico v, en mucosa intestinal el contenido de hierro, aluminio, glutation (GSH) y Ia actividad enzimatica de catalasa
(CAT) y plutation peroxidasa (GSH-Px). Como medida indirecta de 12 produccion de sustancias oxigeng reactivas en mucosa
intestinal se determiné el nivel de lipoperoxidacion (LPO). Tanto el tratamiento con Al como la RH a las 48 hs disminuyeron las
actividades de CAT y GSH-Px en mucosa Intestinal que se correfacionaron con un incrementado grado de LPO. En animales
Al+RH48 observamos que la actividad de CAT evidencid un efecto aditivo del tratamiento con Al y de la RH. La actividad de GSH-
Px se normalizo hacia las 168hs de RH, el tratamiento con Al disminuyo su actividad 2 un nivel comparable a RH168 hs, el efecto
Al+RH no fue aditivo ni a las 48h ni a las 168hs. En mucosa intestinal el aluminio acluaria como desencadenanie de los eventos
oxidativos «per se» en 1anto que la injuria hepatica lo haria de manera independiente.
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SUMMARY: Evaluation of antioxidant events in intestinal mucose of rats in hepatic regeneration treated with aluminum (Al).
Contini, M.C.; Gonzélez, M.; Mahieu, S.; Carnovale, C.; Bernal, C.. The aim of our study was 1o investigate the effect of
aluminium (Al) treatment on parameters of oxidative stress in the intestinal mucose of rats in hepatic regeneration (HR) in 0. 48
and 168 h. Plasmatic aluminium (Al) concentrations were measured as well as intestinal mucose iron, Al and glutation (GSH)
content and the enzymatic activily of catalase (CAT) and glutation peroxidase (GSH-Px). As an indirect measurement of the
production of oxygen - reactive substances in intestinal mucose the lipoperoxidation level (LPO) was determined. The Al treatment
and the HR at 48 h decreased the CAT and GSH-Px activities associated with a significant increase in LPO. The CAT activity in the
Al+HR48h group demonstrated an additive effect of Al and HR at 48hs. The activity of GSH-Px reached the normal level to wards
168hs post- hepatectomy, the Al treatment diminished the GSH-Px activity 1o a level comparable to RH168 h, the Al+HR did not
have any addilive effect neither at 48h nor at 168hs. In the intestinal mucose, aluminum could induce oxidative events «per se»
whereas the hepatic regeneration might have an independent way of influencing the oxidative state.
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Introduccion

El aluminio es considerado como un metal no
esencial y el incremento de su disponibilidad biolg-
gica ha sido relacionado con el aumento de enferme-
dades tanto agudas como cronicas, en seres huma-
nos. La naturaleza del aluminio forma una variedad
bioguimica de camplejos fuertes, por ejemplo, con
grupos funcionales como fosfatos o carboxilatos. Un
aspecto inusual de esta bioguimica es la actividad
pro-oxidante de este metal no- redox-activo (1). El
aluminio puede promover oxidacion bioldgica tanto
in vitro como in vivo. Esto ha sido demostrado al
facilitar la lipoperoxidacion tanto inducida como la
no inducida por el hierro (2; 3; 4)

El epitelio intestinal, que incluye a los
enterocitos, es cilindrico simple. Las células aerg-
bicas en condiciones fisioldgicas normales produ-
cen durante su metabolismo especies de oxigeno
reducidas como, el anion superoxido (0,.) peroxido
de hidrogeno (H,0,) y radicales hidroxilos. Estos ra-
dicales libres liberados por el oxigeno ejercen efec-
tos tdxicos sobre los distintos sistemas bioldgicos
del organismo,

El aumento de los oxidantes induce un incre-
mento en la sintesis de antioxidantes enddgenos
como el contenido de glutation (GSH), las activida-
des catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px),
entre otros. El efecto neto es, porlo tanto, el manteni-
miento del equilibrio homeostatico en el nivel de
estrés oxidativo en las células, Cuando los mecanis-
mos de defensa son insuficientes, las sustancias
oxidantes aumentan en el espacio intracelular pro-
duciendo efectos indeseables. Pueden causar entre
otras, peroxidacion de lipidos de membrana,
inactivacion de enzimas y dario en el ADN.

Estudios experimentales han demostrado cla-
ramente como la injuria hepatica estd asociada al
estrés oxidativo (5). Ademas el nivel de estrés
oxidativo (balance entre pro-oxidante y antioxidante)
aumenta con la diferenciacién y el envejecimiento
celular. El prondstico de fallas hepaticas severas
depende de la habilidad de los hepatocitos para re-
generarse (6).

Lareparacion del tejido hepético puede aumen-
tar la tasa de sobrevida de pacientes que sufren falla
hepatica aguda y reducir el periodo de recuperacion
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luego de una reseccion parcial de la masa hepatica

(7).

El objeto de nuestro estudio fue analizar el efec-
to de la regeneracion hepatica y del tratamiento con
aluminio sobre parametros de estrés oxidativoenla
mucosa intestinal de animales de experimentacidn.

Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas macho, adultas, de la cepa
Wistar, con un peso promedio de 330 g. Los anima-
les fueron mantenidos en jaulas metabolicas indivi-
duales en ambiente acondicionado, con un ciclo luz-
oscuridad de 12 hs /12 hs, temperatura controlada
de 22 = 2°C y dieta estandar “ad libitum".

Se trabajo con seis grupos experimentales co-
rrespondientes a la combinacion de las variables;
tratamiento con aluminio (Al} o no (C) y tiempo de
regeneracion hepatica (RH) alas 0 hs, 48 hs y 168 hs
post hepatectomia parcial (65%) habiendo elegido
dichos tiempos por ser a las 48 hs un maximo de
regeneracion hepaticay alas 168 hs eltiempo com-
probado de recuperacion de las funciones hepaticas
(8), segun la técnica de Higgins y Anderson (9}. En
detalle, los grupos fueron:

C+RHO: ratas controles que durante 90 dias
recibieron .p. 0.5 mi de solucion fisioldgica como
vehiculo. El tiempo de RH es considerado 0 hs.

Al+RHO: ratas expuestas a una dosis de 27 mg
de Al elemental /kg de peso (como hidréxido de alu-
minio en solucion fisioldgica), i.p. 3 veces por sema-
na durante 90 dias debido a que en ese periodo se
logran concentraciones adecuadas de aluminio en
tejido y sangre de acuerdo al protocolo experimental
utilizado por nuestro grupo en trabajos anteriores
{10)(11)(12).

C+RH48: ratas controles que fueron estudia-
das 48 hs posteriores a la hepatectomia parcial.

Al+RH48: ratas expuestas al Al (como fuera
indicado en Al+RHO) y analizadas 48 hs post-
hepatectomia parcial.

C+RH168: ratas controles que fueron estudia-
das 168 hs posteriores a la hepatectomia parcial.

Al+-RH168: ratas expuestas al Al (como fuera
indicado en Al+RHO) y analizadas 168 hs post-
hepatectomia parcial.

Animales con 24 hs de ayuno fueron anes-
tesiados con pentobarbital sddico (50 mg/Kg), se les
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gxtrajo sangre y luego se procedic a la extraccion del
duodeno y yeyuno proximal del intestino delgado, se
lavd con solucion fisioldgica mantenida a 4°C, se
secciond el intestino longitudinalmente y se proce-
dio al raspado y toma de la capa mucosa intestinal.

El contenido de Al en plasma y mucosa intesti-
nal fue determinado por atomizacion electrotérmica
(horno de grafito con plataforma L"Vov) con un
espectrometro Perkin Eimer 5000. Los resultados
fueron obtenidos a partir de una curva de calibrado
con estandares acuosos certificados.

Dada la correlacion entre los niveles tisulares
pre-existentes de hierro y los mecanismos pro/anti-
oxidantes en los que potencialmente interviene, se
evalud el contenido de hierro en mucosa intestinal a
través de una técnica de atomizacion por llama aire-
acetileno. Se utilizé un espectrémetro Perkin Elmer
Aanalyst 800 y curva de calibrado con estandares
acuosos certificados. Las muestras fueron tratadas
por digestion en microondas, con un digestor
Milestone ETHOS 900.

Como medida indirecta de la produccion de
sustancias oxigeno reactivas se determing la
lipoperoxidacion en mucosa intestinal, basado en la
reaccién de perdxidos lipidices con dcido
tiobaroitarico (TBA) para dar malondialdehido (MDA).
La cantidad de productos aldehidicos generados por
lipoperoxidacion en la mucosa del intestino delgado
fueron cuantificados por las sustancias reactivas al
acido tiobarbitirico (TBARS), por el método
colorimétrico de Ohkawa (13). Los resultados fueron
expresados en términos de niveles malondialdehido
(MDA) como nmoles por gramo de peso de mucosa
intestinal, usando una curva de calibrado de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, el cual es convertido mol por
mol en MDA.

Se utilizaron homogenados de mucosa intesti-
nal en 4cido tricloroacético al 5% para medir el con-
tenido de GSH, en la forma de sulfidrilos no proteicos
de acuerdo al método de Ellman (14).

Las actividades de glutation peroxidasa (GSH-
Px) y catalasa (CAT) fueron medidas en la fraccion
citosolica de la mucosa intestinal. Para ello, se prepa-
raron los homogenados de la mucosa intestinal utili-
zando un hemogenizador tipo Potter. Se obtuvo el citosol
a través dos centrifugaciones sucesivas con buffer
sacarosa - EDTA (pH 7,4). De estos homogenados se
tom¢ una alicuota para cada una de |as distintas deter-

minaciones. La actividad enzimatica catalasa (CAT)
fue determinada por el método de Beers y Sizer (15),
midiendo el consumo de H,0, a 240nm y la actividad
de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) cuantifi-
cando el consumo de NADPH a 340 nm, por el método
de Paglia y Valentine (16 ).

La concentracion de proteinas en |a mucosa
intestinal se determind por el método de Lowry (17)
expresando los resultados como mg de proteinas/ g
mucosa intestinal. Dichas concentraciones fueron
empleadas para normalizar las expresiones de las
actividades enzimaticas.

Analisis estadistico

Los resultados experimentales fueron expresa-
dos como lamedia + SEM. Las diferencias estadisti-
cas entre grupos fueron analizadas mediante un2x 3
ANOVA, seguido de un test de Scheffé. Un valor de
p<0,05 fue considerado significativamente diferente.

Resuitados

Después de los 90 dias de tratamiento con alu-
minio, el Indice de mortalidad fue cero, ademds, no
se observaron sintomas toxicos en ninguno de los
grupos experimentales utilizados. Al final de la expe-
rigncia, |a media de peso corporal de las ratas trata-
das con Al no tuvo diferencia estadisticamente signi-
ficativa con respecto al grupo de ratas no tratadas
con Al (337 + 4 gvs 335 + 10 g, respectivamente).

Los animales tratados con Al, en forma inde-
pendiente del tiempo de regeneracion hepética (RH),
presentaron concentraciones plasmaticas de dicho
elemento muy elevadas. Ademas, ninguna diferen-
cia estadistica se observo entre los grupos controles
o tratados con Al, cuando €l tiempo de RH es consi-
derado. Los valores obtenidos (mg de Alf L plasma)
fueron: Al4+RHO: 750 + 55*; C+RHO: 8.5+ 4;
Al+RH48: 820 + 42*; C+RH48: 7.5 = 6; Al+RH168:
785+ 63* yC+RH168:7.8 £ 7; *p< 0.05vs su
respectivo control sin Al

El contenido de Al y Hierro (Fe) en mucosa in-
testinal es mostrado en Tabla 1. Como puede obser-
varse, los niveles de hierro no presentan diferencias
por efecto del Al, ni del tiempo de RH. No obstante,
los niveles de Al en mucosa intestinal fueron notoria-
mente influenciados porla exposicion a de dicho ele-
mento, no presentando diferencias estadisticas por
efecto del tiempo de RH.
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Tabla 1: Contenido de aluminio y de hierro en mucosa intestinal de ratas en regeneracion hepatica (0, 48 y 168 hs)
y tratadas con aluminio. Datos expresados como la media + SEM (n=5 en cada grupo). Aquellos grupos que no
comparten alguna letra tienen diferencias estadisticamente significativas a p <0,05.

Grupos experimentales Contenido de Al Contenido de hierro
{mg Al /g de tejido) {mg Fe /g de tejido)
C+RHO 35+06" 58 + 19°
Al+ RHO 56.8 8.1 "° 34 + 16°
C+RH48 32+08° 40 + 16"
Al+RH48 57.8+31" /7"
C+RH168 37+07° 43 = 15°
Al+RH168 55.3+ 5.8° 379"

Las actividades de enzimas claves en |a regu-
lacion de las defensas antioxidantes: catalasa y
glutation peroxidasa en mucosa intestinal son mos-
tradas en la Figura 1.

El anilisis de los resultados de la actividad
catalasa en mucosa intestinal muestra un significa-
tivo efecto del tratamiento con Al, del tiempo de RH e
interaccion de las dos variables. El Al produce un
significativo descenso de las actividades catalasa al
tiempo 0 de RH. En los animales tratados, como en
los no fratados con Al, se observo un descenso en la
actividad catalasa a las 48 hs de RH, mostrando
luego niveles con tendencia a incrementar o equiva-
lentes (tratados o no con Al, respectivamente) a las
168 hs de RH. Un efecto aditivo del Aly RH fue obser-
vado en las actividades CAT a las 48 hs post-
hepatectomia parcial.

La actividad de GSH-Px se observé
significativamente disminuida por el tratamiento con
Al sdlo al tiempo inicial de RH, luego el efecto del
aluminio se enmascara cuando esta presente el efec-

to de Ia RH. En los animales no tratados con Al la
injuria de la hepatectomia disminuyd las actividades
GSH-Px a las 48 hs, sequidas de un ligero aumento
significativo a las 168 de RH, aunque no alcanzando
los valores originales. En cambio en los animales
tratados con Al, se observé que |a actividad dismi-
nuida de GSH-Px tiende a recuperarse con el trans-
currir del tiempo de RH, sin alcanzar los niveles de
los animales C+RHO.

La Fig 2 muestra que los niveles de
lipoperoxidacién aumentaron tanto por efecto del tra-
tamiento con Al, como también por el tiempo de RH
post-injuria por hepatectomia parcial. En los anima-
les no tratados con Al, se observé un incremento
transitorio normalizdndose a las 168 hs de RH; mien-
tras que en los tratados con Al, el incremento de LPO
no decreci en las 168 post-RH.

Los niveles de GSH (Fig 2) no mostraron varia-
ciones significativas por efecto del tratamiento con
Al ni por el tiempo de RH posterior a la injuria hep4-
tica.
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Figura 1: Actividad de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (GSH-Px) en mucosa intestinal de ratas en regene-
racién hepdtica (0, 48 y 168 hs) y tratadas con aluminio. Datos expresados como la media + SEM (n=5 en cada
grupo). Aquellos grupos que no comparten alguna letra tienen diferencias estadisticamente significativas a p<0,05.
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Figura 2: Medida de Ia lipoperoxidacion (LPO) y el contenido de glutation (GSH) en mucosa intestinal de ratas en
regeneracion hepdtica (0, 48 y 168 hs) y tratadas con aluminio. Datos expresados como la media = SEM_ (n=5en
cada grupo). Aquellos grupos que no comparten alguna letra tienen diferencias estadisticamente significativas a

p<0,05.
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Discusion

La acumulacion del dafio oxidante por metales
0 porinjuria produce aumento de la entropia y fatali-
dad de la vida aerdbica causando la muerte celular
por deficiencia en los mecanismos de defensa
antioxidantes (18). En términos generales, se cree
que la supervivencia celular depende de las defen-
sas antioxidantes que se encargan de la remocidn de
especies oxigeno toxicas, entre los que se encuen-
tran sistemas enziméticos (catalasa y peroxidasa) y
compuestos reductores (glutation).

Una medida indirecta del daro oxidativo produ-
cida por compuestos oxidantes en las membranas
celulares, lipoproteinas y otras estructuras que con-
tienen lipidos es el indice de lipoperoxidacion. La
participacion de las especies de oxigeno reducidas
enla lipoperoxidacion puede comenzar con la reduc-
cion de 0%a H,0,. En la reduccion del H,0, intervie-

ne el hierro (Fe?* asociado a las membranas) produ-
ciendo el radical oxidrilo (OH-)(19). Esta Gltima es-
pecie, que es deficiente de electrones, es un podero-
$0 iniciador de reacciones por radicales libres que
dispara la reaccion de peroxidacion de lipidos (20).

Ademas del Fe2*, el Al podria ejercer un fuerte
daio oxidativo. Acorde a nuestros resultados, el Al
“per se”, probablemente a través de acumulacion en
lamucosaintestinal, podria ejercer un marcado efec-
to pro-oxidante. Dicha accién se ve reflejada en la
disminucion de las actividades enziméticas catalasa
y glutation peroxidasa, como asi también por un in-
cremento de los niveles de lipoperoxidacion. Este
mismo fenémeno ha sido reportado por otros inves-
tigadores a nivel hepético. (21;22).

Con respecto a los animales tratados con alu-
minio y que sufrieron ademas hepatectomia parcial,
vemos que el patrén de comportamiento de las acti-
vidades enzimaticas catalasa y glutation peroxidasa
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refleja alteraciones de los mecanismos oxidativos
con disminucion de ambas enzimas cuando fueron
estudiadas a las 48 hs, como a las 168 hs de regene-
racién hepatica. En el caso de |a catalasa, de acuer-
do a los resultados, podriamos proponer un efecto
aditivo de ambos tratamientos {Al+RH) a las 48 hs
post-injuria por la hepatectomia parcial. De la mis-
ma manera la recuperacion de los valores de
glutation peroxidasa a las 168 hs de regeneracion
hepatica se podria relacionar con la disminucion de
los niveles de lipoperoxidacion, hallazgo que no pu-
dimos encontrar cuando los animales fueron expues-
tos al aluminio, ya que el metal estaria interfiriendo
por sus condiciones pro-oxidantes a pesar del avan-
zado proceso de regeneracion hepatica que comen-
zaria a compensar los efectos deletéreos de la inju-
ria producida.

El contenido de hierro en la mucosa intestinal
no mostrd variaciones en ninguno de los grupos ex-
perimentales. De los mismos podemos inferir que
posiblemente no existiria relacion directa entre el
estrés oxidativo y los depdsitos de hierro en este
modelo experimental, el aluminio actuaria como
desencadenante de los eventos oxidativos «per se»
de acuerdo con los trabajos de Walling (23); Kong
(24); Mendez-Alvarez (25) y Exley (26) ,en tanto que
la injuria hepatica lo haria de manera independiente
concordando con los datos obtenidos por Alexandris
y col. (27) quienes describen la peroxidacion que se
produce en el intestino después de una hepatectomia
parcial.

Los aspectos discutidos en el presente trabajo
podrian ser relevantes en situaciones donde se pre-
sente un perfil de injuria hepatica multifactorial. Son
necesarias investigaciones adicionales para clarifi-
car los mecanismos mas probables a través de los
cuales el Al per se modificaria eventos antioxidantes
en mucosa intestinal cuando injuria hepatica o pro-
cesos de regeneracion del higado estan presentes.
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