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Resumen: El objetivo del siguiente trabajo fue estudiar el efecto de la exposicion crénica al Aluminio (Al) sobre parametros
relacionados al estrés oxidativo en higados regenerantes de ratas Wistar machos, a los 0 y 2 dias post-hepatectomia parcial
(65%). Se analizaron las actividades enzimaticas catalasa, glutation peroxidasa, el contenido de glutation y el indice de
lipoperoxidacion. A los 0 y 2 dias de la hepatectomia parcial, se observd, a nivel hepatico, un aumento en el indice de
lipoperoxidacion y una disminucidn en la actividad de las enzimas antioxidantes, lo que reflejaria un aumento en 1a produccion de
radicales libres, sin modificacion de los niveles de glutation. El Al per se provoca cambios similares, con disminuciones muy
significativas en catalasa y en los niveles de glutation. En animales expuestos cronicamente al Al y hepatectomizados se observe
un efecto aditivo, detectindose una acentuada lipoperoxidacidn. Esto puede estar directamente relacionado con la disminucion de
glutation. Por otro lado el Al provocaria una inhibicion importante en a actividad catalasa que contribuiria a explicar el marcado
aumento en lipoperoxidacion. El presente estudio, puede potencialmente, tener un importante impacto clinico debido a la
posibilidad de alta exposicion al Al en pacientes con hepatectomia parcial.

Palabras claves: hepatectomia- aluminio- estrés oxidativo- higado

Summary: «Effect of the chronic exposure lo aluminum on indicators of oxidative stress on liver regeneration. Gonzdlez M. A',
Contini M. C.', Mahieu $.', Carrillo M. C.2, Bernal C.% The aim of the present study was to investigate the effect of chronic
exposure to Aluminium (Al) on parameters related to oxidative stress on liver regeneration of male Wistar rats, at 0 and 2 days after
partial hepatectomy (65%). The catalase and glutation peroxidase activities, the content of glutation and lipoperoxidation were
analyzed. In animals with partial hepatectomy, an increase in the lipoperoxidation index and a decrease in the activity of antioxidant
enzymes, was observed which would reflect an increase in the production of free radicals, without modification of the levels of
glutation. The Al «per se» causes similar changes, with very significant decreases in catalase activity and the levels of glutation.
In hepatectomized animals an addition of the effects is observed, a considerable lipoperoxidation being detected. This can be
directly related to the decrease in glutation. On the other hand, Al would cause an important inhibition of catalase activity, which
would contribute to explain the marked increase in lipoperoxidation.

These study may have an important clinical impact due to the potential high exposure to aluminium of patients with partial
hepatectomy.
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Introduccidén

El aluminio (Al) es un contaminante conocido
tanto de soluciones de didllsis como de soluciones
de nutricion parenteral, antidcidos digestivos, etc. La
introduccion del Al en productos alimenticios, far-
maceuticos y en el tratamiento de aguas, ha
incrementado la exposicion y en paralelo la
biodisponibilidad del mismo.

Una exposicion cronica al Al puede producir
efectos adversos en humanos y en animales de ex-
perimentacion. En estos Gltimos, ha sido demostra-
do que la exposicion crénica al Al ha estado asocia-
da a una acumulacion de dicho elemento en rinon,
estomago, cerebro e higado (1,2).

Las alteraciones producidas por exposicion
crénica con Al en la funcion secretoria biliar han sido
descriptos anteriormente (3), entre ellas ratas ex-
puestas entre 1-14 dias al Al (Smg/kg p.c. por dia,
i.v), incrementan la concentracidn de sales biliares
en suero, lo que estaria asociado a una reduccion en
el flujo biliar (4) y a una alteracion en la relacion
glicina/ taurina en sales biliares (5). Jeffery y col.
(6), encontraron una reduccion en los niveles de
citocromo P450, enzima de la fase uno de detoxi-
ficacion en microsomas hepaticos (6).

El higado desemperia un papel vital en la diges-
tion, asi como también en degradar firmacos y sus-
tancias extrafias que pueden formar productos
metabolicos que dafan la célula hepatica e interfie-
ren con sus funciones. Dentro de las sustancias toxi-
cas metabolizadas por el higado se encuentran los
radicales libres generados a través del oxigeno (7).

Bajo condiciones fisioldgicas normales, las cé-
lulas producen especies de oxigeno reducidas como
perdxido de hidrégeno, anion superoxido e hidroxilo.
Es ampliamente aceptado que la supervivencia ce-
lular depende de las defensas antioxidantes que se
encargan de la remocion de especies de oxigeno
toxicas. Estos radicales pueden causar una gran va-
riedad de alteraciones nocivas en las células inclu-
yendo peroxidacion de lipidos de membrana,
inactivacion de enzimas y dano al DNA.

La injuria producida por el efecto toxico del oxi-
geno a través de la generacion de los radicales Ii-
bres debe ser prevenida por los mecanismos gene-
rades por el higado. Estudios experimentales han
demostrado claramente como la injuria hepética esta
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asociada al estrés oxidativo. El desarrollo celular
produce un incremento en el indice de Ia produccion
de oxidantes que pueden causar la expresion de nue-
vas proteinas y la supresion de genes expresados
durante as anteriores etapas de desarrollo (8).

El Al interfiere con las enzimas involucradas en
la eliminacion de radicales libres incrementando la
actividad de la enzima xantina oxidasa y disminuyen-
dola actividad de la enzima glutation peroxidasa (GSH-
Px) (9). No obstante, no existe, al menos a nuestro
conocimiento, informacion sobre el efecto del Al en
animales parcialmente hepatectomizados. Por ello, el
objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de
la exposicion cronica al Aluminio (Al) sobre pardmetros
relacionados al estrés oxidativo en higados
regenerantes de animales de experimentacion.

Materiales y métodos

Animales y tratamiento

Se utilizaron ratas Wistar machos, peso pro-
medio 300g (n = 6 en cada grupo experimental). Los
animales fueron sometidos a dieta estdndar (Nutri-
cién Animal, Rafaela, Argentina) agua ad libitum y
mantenidos a temperatura controlada (22 = 2 °C),
con un ciclo luz-oscuridad de 12/12 horas.

Luego de 7-10 dias de aclimatacion, los anima-
les fueron sometidos a diferentes tratamientos se-
gun el protocolo ilustrado en Fig. 1. Los grupos expe-
rimentales fueron:

1- Al(+): ratas que recibieron 3 veces por se-
mana durante 90 dias, aluminio elemental (i.p.) en
dosis de 27 mg/ kg/ p.c. bajo la forma de Hidréxido
de Aluminio (10-11).

2- Al(-): ratas gue recibieron idéntico volumen
de vehiculo en forma i.p. durante el periodo v fre-
cuencia descriptos en las ratas Al(+).

3- Al(+)+HP: ratas que posterior a los 90 dias
de tratamiento con aluminio se les realizo la resec-
cion del 65% del higado y fueron evaluadas a los 2
dias de la cirugia.

4- Al (-)+HP: ratas con una reseccion del 65%
del higado y evaluadas a los 2 dias de la cirugia.

Protocolo experimental

Las hepatectomias parciales se realizaron se-
gunlatécnica de Higgins y Anderson (12), luego de
90 dias de tratamiento o no con Al.
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Alos 0y 2 dias luego de las hepatectomias, las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico
(50mg/ Kg p.c). Los animales fueron sacrificados y
los higados removidos, pesados y lavados con solu-
cion fisiologica fria.

Determinacion de *H-Timidina al DNA

Para evaluar Ia eficiencia de la regeneracion
hepatica se midid la incorporacion de *H-timidina al
DNA en los animales que fueron sometidos a
hepatectomia parcial.

Determinacidn del contenido de aluminio en plasma
e higado

El contenido de aluminio en plasma e higado se
determind por espectroscopia de absorcion atémica
(AAS) (Horno de grafito y Espectrémetro Perkin-Elmer
5000).

Determinacion de actividades enzimaticas

Se prepararon los homogenados hepéticos uti-
lizando un homogenizador tipo Potter. Se obtuvo el
citosol y la fraccion microsomal por dos centrifu-
gaciones sucesivas (10.000g por 10 minutos y
100.000g por 60 minutos) con butfer conteniendo 0,001
MEDTA; 0,03 M Na,HPO, y 0,25 M de sacarosa (pH
7,4). De estos homogenados se tomé una alicuota
para las distintas determinaciones.

La actividad enzimdtica de catalasa (CAT) fue
determinada por el método de Beers y col. (13), ba-
sado en la disminucion de la absorbancia entre los
45y 60 segundos, midiendo el consumo del sustrato
H,0, a 240nm y la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GSH-Px) midiendo a 340 nm, la cantidad
de NADPH consumidos en la reaccién, por el méto-
do de Paglia y Valentine (14).

La actividad enzimatica de glutation S-
transferasa (GST) fue determinada usando como
sustrato 1-cloro-2,4- dinitrobenceno (CDNB) segiin
el método de Goldstein y Coombes (15) adicionando
glutation 0,5 mM a un buffer KH,P0, 0,1 M pH = 6,5
a 25 °C) registrando las absorbancias a 340 nm.

La concentracion de proteinas se determind por
el método de Lowry (16) para expresar los resultados
de las actividades enzimaticas por mg de proteinas.

Contenido de glutation hepatico

El contenido de glutation (GSH) se evalud
espectrofotométricamente en homogenados hepéticos
preparados con acido tricloroacético al 5% en CIH 0,01
M por el método colorimétrico de Ellman (17)

Peroxidacion lipidica

La lipoperoxidacion se midié en homogenados
de higado en KCI 1,15 % en la proporcion 1:10 en
peso, como sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS), usando como testigo externo
1,1,3,3-tetrametoxipropano, de acuerdo al método de
Ohkawa y col. (18). Los productos resultantes de la
reaccion entre TBA y el hidrolizado, fueron extraidos
con n-butanol y el color fue medido a 532 nm. Los
TBARS fueron expresados en términos de niveles de
malonildialdehido (MDA) en nmoles / g de tejido hu-
medo.

Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron expresados
como la media = SEM. Las variables fueron analiza-
das en un 2 x 2 factorial ANOVA seguidos por un test
LSD. Un valor con p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Resultados

Luego de los 90 dias de tratamiento con Al,
como asi también luego de realizadas las
hepatectomias parciales, no se registraron muertes
de los animales de experimentacién como tampoco
signos evidentes de toxicidad tanto en los grupos
Al(+) como en los grupos Al(-).

Al finalizar el tratamiento con Al, los pesos cor-
porales de los animales no fueron significativamente
diferentes comparados con los animales no tratados
(Al(+) 350 = 4 gvs 325 = Al(-) 10genp > 0.05).

Laincorporacién de *H-timidina al DNA fue usa-
da como medida de la capacidad de regeneracion
hepética. En la Fig. 2 se observa un marcado grado
de regeneracion hepatica al primer dia luego de la
HP, mostrando una mayor tendencia en los animales
tratados con Al. El sequndo dia post-hepatectomia, el
grado de regeneracion hepética disminuye alcanzan-
do niveles semejantes en ambos grupos.

La Tabla 1 muestra los niveles de aluminio en
plasma e higado alcanzados al final de los 90 dias de
tratamiento y posterior a la hepatectomia. Como se
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puede observar, en forma totalmente previsible, los
animales tratados con Al, mostraron elevados nive-
les de Al en plasma e higado. Ademds, tanto Ia
aluminemia como el contenido de Al en tejido hepa-
tico no mostraron influencia por la hepatectomia.

Las actividades enzimaticas CAT, GSH-Px y GST
en homogenados hepaticos de animales tratados con
Al o hepatectomizados, mostraron una disminucion
significativa. Cuando analizamos ambos tratamien-
tos en forma conjunta (Al(+)+HP), las actividades
de las enzimas CAT y GSH-Px no mostraron efecto
aditivo, mientras que la actividad GST tiende a una
mayor disminucion (Fig. 3).

El contenido de glutation hepatico (Fig. 4) dis-
minuy® significativamente por el tratamiento con Al
en los animales no hepatectomizados. No obstante
en animales parcialmente hepatectomizados no fue-
ron observadas diferencias significativas en los ni-
veles de glutation por efecto del Al. A los 2 dias de la
hepatectomia parcial, no se observaron modifica-
ciones de los niveles de GSH hepéticos.

El tratamiento con Al aumenté significativa-
mente el grado de lipoperoxidacion hepética tanto en
los animales hepatectomizados como en aquellos
no intervenidos quirdrgicamente. Asimismo se ob-
servaron importantes incrementos de la
lipoperoxidacién hepética por efecto de la
hepatectomia. Las dos variables analizadas, Aly HP
mostraron claramente un efecto aditivo (Fig. 5).

Discusidn

El higado estd especialmente preparado para
metabolizar farmacos y sustancias toxicas que re-
coge de la circulacion portal. Este posee mecanis-
mos de defensa que actiian contra una gran variedad
de toxicos, llevando a la inactivacion del agente. Bajo
circunstancias normales los hepatocitos son célu-
las que cumplen una variedad de funciones especifi-
cas, entre las que particularmente nos referimos,
que son la biotransformacion de xenobiéticos y la
formacién de la bilis.

Luego de una hepatectomia parcial, cuando el
higado se esta regenerando, pacientes en dialisis,
hemodialisis, transplantados o consumidores de
antidcidos pueden estar expuestos cronicamente a
niveles relativamente elevados de aluminio.
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Nuestro protocolo experimental contempla dos
variables experimentales: tratamiento con Al y tiem-
pos de regeneracion hepatica (0 y 2 dias).

Oleagay col. (19) han demostrado que anima-
les expuestos a una hepatectomia parcial pueden
recuperar el peso normal hepatico luego de 7 a 10
dias de la cirugia. La incorporacion de timidina al
DNA, indicador de |a regeneracion hepatica, clara-
mente demuestra que los higados estan regenerdn-
dose a lo largo del periodo experimental hasta alcan-
zar su tamano original (20). Nosotros encontramos
maxima regeneracién en el primer dia post-
hepatectomia (en el presente trabajo se muestran
solo los valores correspondientes a los dos prime-
ros dias post-HP).

Por otro lado, en trabajos preliminares hemos
encontrado que la exposicion cronica al Al en anima-
les de experimentacion, produce una reduccion del
30% del flujo biliar, datos coincidentes con Klein y
col. (4), asi como también una alteracion en el trans-
porte hepatico de aniones organicos, como la BSP
(6).

El andlisis del fendmeno secretorio alos 2 dias
post-hepatectomia parcial sugiere que el higado no
ha recuperado aun el funcionalismo observado an-
tes de la reseccion. Una compensacion parcial de la
masa hepatica perdida ha sido observada en distin-
tos aspectos. Este fenémeno ha sido descripto en
varias ocasiones por distintos autores (21,22). El ni-
vel de estrés oxidativo (balance entre pro-oxidante y
antioxidante) aumenta con la diferenciacion celulary
envejecimiento. También depende de la tasa de ge-
neracion de antioxidantes, entre ellos el GSH, CAT y
GSH-Px (8).

El glutation juega un importante papel en diver-
sos fenémenos bioldgicos tales como la
detoxificacion de metabolitos electrofilicos, de
xenobidticos y proteccion contra dafio oxidativo a
lipidos y proteinas de membranas que resultan de la
formacion de peréxido de hidrégeno, superoxidos y
otros radicales libres. Sustancias toxicas son conju-
gadas con glutation dentro de los hepatocitos en un
proceso catalizado por GST y luego excretada con la
bilis (21).

Debido a la reseccion hepatica hay un aumento
de la proliferacion celular, principalmente hay un in-
cremento del indice mitético, lo cual estd modifican-
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do la eficiencia secretoria del higado (23, 24), en
este caso disminuyéndola.

Ha sido reportado(25) una elevacion de la
lipoperoxidacion microsomal acompanado de una
disminucion en la actividad de la enzima antioxidante
CAT en el higado de ratas tratadas con una adminis-
tracion intraperitoneal de Al Cl,.

Esta informacion resulta muy relevante ya que
los sistemas de transporte involucrados en fa elimi-
nacion de estas sustancias son también los siste-
mas que eliminan compuestos potencialmente toxi-
cos, endo-xenobidticos, incluyendo bilirrubina, sa-
les biliares glucuronizadas y sulfatadas, medicamen-
tos, elc. (26).

Los datos obtenidos en este modelo de exposi-
cion prolongada a altas dosis de Al, muestran una
manifiesta toxicidad en varios aspectos. El aluminio
per se provoca cambios similares a la hepatectomia
parcial con disminucion muy significativa en la acti-
vidad de la enzima catalasa y en los niveles de
glutation celular. La actividad de las enzimas
antioxidantes catalasa y glutation peroxidasa dismi-
nuyeron en ambos tiempos de hepatectomia. En los
animales hepatectomizados expuestos al Al, se ob-
serva un efecto aditivo de ambas variables, detec-
tandose una marcada lipoperoxidacion. Esto puede
estar directamente relacionado con la disminucion
del contenido de glutation y la inhibicion importante
que realizan ambos tratamientos sobre la actividad
de enzimas detoxificadoras. La induccion de esta
condicion oxidativa en el tejido hepatico podria ser
atribuida a un efecto directo del metal sobre la acti-
vacion o en |a sintesis enzimatica y/o consecuencia
de un aumento en la produccion de radicales libres

debido al metabolismo elevado en el proceso de re-
generacion hepatica.

Nuestros datos podrian mostrar, por un lado, la
posible hepatotoxicidad producida por el aluminio a
través de la produccion de estrés oxidativo, indicado
por el aumento de I lipoperoxidacion y un decreci-
miento de los niveles de defensas antioxidantes, in-
cluyendo GSH y enzimas antioxidantes como CAT y
GSH-Px , datos coincidentes con otros autores los
cuales con administracion de dosis mas pequenas
de aluminio y en periodos mas cortos de tiempo
inducen significativos incrementos en la produccitn
de especies oxigeno reactivas (27). Estos efectos
estdn asociados con un decrecimiento en los nive-
les hepéticos de defensas antioxidantes incluyendo
GSH (28,29), CAT (28) and GSH-Px (29). Ademas, el
decrecimiento en la actividad de la enzima
detoxificadora GST, en ambos tratamientos, puede
ser un factor que contribuya a disminuir la
detoxificacion de hidroperdxidos de lipidos (29).

Las alteraciones observadas en el estrés
oxidativo a nivel hepatico luego de ambos tratamien-
tos (Aly HP), podrian ser compatibles con un arresto
de la transcitosis vesicular que media tanto la movi-
lizacion al polo apical como la secrecion de compo-
nentes lipidicos y proteicos biliares. Estudios mas
profundos de transportadores canaliculares respon-
sables de la transferencia a bilis, tanto del flujo biliar
dependiente como independiente de sales biliares, y
su asociacion con el estrés oxidativo podrian expli-
car los mecanismos involucrados en las alteracio-
nes de la transcitosis vesicular,

El presente estudio puede potencialmente te-
ner un importante impacto clinico debido a la posibi-
lidad de alta exposicion al Al en pacientes con
hepatectomia parcial.
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Tabla 1: Contenido de aluminio en plasma y tejido hepético en los grupos experimentales: Al(-), Al(+), Al(-)+HP y
Al(+)+HP Los resultados fueron expresados como la media = SEM (6 animales / grupo). Valores que no compar-
ten el mismo subindice son significativamente diferentes a un nivel de p < 0,05,

Al{-) Al{+) Al{-)+HP Al{+)+HP
Contenido de Al en plasma , . s .
(mg/l) 85+4 750 = 50 758 818+ 4
Contenido de Al en higado . . " "
(mg/g) 26.0 = 85 121.7+12.1 15.0 + 9.5 145.7+10.1

Figura 1: Protocolo experimental

Intervencion quirdrgica

I
' Dias post-hepatectomia ]
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Tiempo de tralamiento con"AE’ | Tiempo de regeneracion hepilica

Figura 2: Incorporacion de *H-Timidina al DNA en higados regenerantes de los grupos Al(-) y Al(+). Resultados
expresados como la media + SEM.
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Figura 3: Actividades de las enzimas hepaticas catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px) y glutation-S-
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tranferasa (GST) en los grupos de ratas Al(-), Al(+), Al{-)+HP y Al(+)+HP Resultados expresados como la media
+ SEM (6 animales / grupo). Valores que no comparten la misma letra son significativamente diferentes a un nivel de

p<0,05.
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Figura 4: Contenido de Glutation en los grupos de ratas Al(-), Al(+), Al(-)+HP y Al(+) +HP Resultados expresados
como la media = SEM ( 6 animales/grupo).Valores que no comparten la misma letra son significativamente diferen-

tes a un nivel de p<0,05.
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Figura 5: Lipoperoxidacion en higado en los grupos de ratas Al{-), Al{+), Al{(-) +HP y Al(+)+HP. Resultados expre-
sados como la media + SEM (6 animales/grupo). Valores que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes a un nivel de p<0,05.
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