Revista FABICIE = ano 2006 + volumen 10 + PAGS. 11219 1

Trabajos

Alteracion de parametros reoldgicos en
sangre de ratas cronicamente expuestas

RECIBIDO; 13/10/05
_ ACEPTADO: 20/2/06

al aluminio y sometidas a hepatectomia

parcial

Contini, M. del C.! - Bernal, C.2 » Gonzalez, M.' - Mahieu, S." - Carnovale, C.?

1. Catedra de Fisiclogia Humana. Facultad de Bioquimicay Cs. Bioldgicas. Ciudad
Universitaria. Paraje El Pozo. Universidad Nacional del Litoral.

2. Cétedra de Bromatologia y Nutricion. Facultad de Bioguimica y Cs. Bioldgicas. Ciudad
Universitaria. Paraje El Pozo. Universidad Nacional del Litoral.

3. Instituto de Fisiologia Experimental. Universidad Nacional de Rosario.

Correspondencia: Bioq. Maria del Carmen Contini - Gral, Lopez 2626, piso 11, Santa Fe,
3000 - TE: 0342-4580244 - mcontini@fochb.unl.edu.ar

RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue
analizar parametros reologicos en sangre de
ratas cronicamente expuestas al aluminio y
sometidas a hepatectomia parcial.

Ratas Wistar machos adultas fueron
divididas en cuatro grupos experimentales
{n—6 cada uno): Sham (cirugia simulada,
SH); Al+SH; HP (48 hs de hepatectomia
parcial) y Al+HP La concentracion
plasmatica de fibrinégeno mostro un
aumento significativo en los grupos HP
(68%)., Al+SH (54%) y Al4-HP (90%)
respecto del SH, mientras que no existieron
diferencias significativas del grupo Al+ HP
versus HP y Al+SH. Estos resultados
sugeririan que ambos tratamientos podrian
compartir los mecanismos de alteracion del
fibrindgeno. Por ello, sus efectos no se
potenciarian. El incremento de la viscosidad

plasmética correlacion en forma directa con
el aumento en la concentracion plasmatica
de fibrindgeno (rs=0,689. p—0,004). La
hepatectomiay el aluminio disminuyeron el
indice morfolégico (-136% Yy -194%
respectivamente) e incrementaron el indice
de rigidez (86% y 211% respectivamente)
como la viscosidad sanguinea relativa
corregida a Hto 40% (31%y 14%
respectivamente). Estas alieraciones
mostraron un efecto aditivo sobre la
membrana ertirocitaria cuando ambos
tratamientos fueron considerados y
explicarian la marcada anemia (descenso de
Hto) observado en Al+-SH y en HR,
profundizandose en Al+HP demostrando
una potenciacion de los efectos.

PALABRAS CLAVE: aluminio, hepatectomia
parcial, eritrocitos, parametros reologicos



SUMMARY: Aflteration of rheological
parameters in the blood of rats chronicafly
exposed to alurninum and subject to partial
hepatectorny.

Contini, M. del C.; Bernal, C.; Gonzalez, M.;
Mabhieu, S.; Carnovale, C.

The aim of this work was to analyze the
rheological parameters in the blood of rats
chronically exposed to aluminum and
subjected to partial hepalectomy. Adult male
Wistar Rats were divided into four
experimental groups: (n=6 each one): Sham
(simulated surgery, SH); Al+SH; HP (48 hs of
parlial hepatectomy) and Al-+HP The
fibrinogen plasmatic concentration showed a
significant increase in the HP (68%), Al+SH
(54%) and Al+ HP (80%) groups with respect
to SH, whereas no significant differences
appeared when comparing the Al + HP group
to HP and Al+SH. These results would
suggest that the alteration mechanisms of
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fibrinogen could be shared by both
treatments. Thus, their effects would not be
enhanced. The plasmatic viscosity increase
was directly correlated with the increase in
fibrinogen plasmatic concentration
(rs—0.689, p=0.004). Hepatectomy and
aluminum decreased the morphological
index (-136% and -194% respectively) and
increased both the rigidity index (86% and
211% respectively) and the relative blood
viscosity corrected to Het 40% (31% and
14% respectively). These alterations showed
an additive effect on the erythrocyte
membrane when both treatments were
considered and would explain the
pronounced anemia (Hct decrease)
observed in Al+SH and HF which was even
more pronounced in Al+HF, thus showing an
enhancement of effects.

KEY WORDS: aluminum, partial hepatectomy,
erythrocytes, rheological parameters

Introduccion

El aluminio (Al) es considerado un metal no
esencial y su disponibilidad bioldgica aumenta-
da se ha relacionado con enfermedades tanto
cronicas como agudas en humanos (1). Este
metal aparece en el agua de bebida, enalimen-
tos tales como productos derivados de granos,
quesos procesados y sal. Ademas, productos
farmaceuticos y tratamientos médicos pueden
serunaimportante ruta para la incorporacion de
altos niveles de Al. Por ejemplo, el hidréxido de
Al es utilizado como un antiécido y como fosfato
se lo encuentraen vacunasy en antitranspirantes.
Finalmente, la biodisponibilidad por inhalacién de
Al aerotransportado soluble se demosird que
constituia alrededor del 1.5% en el medio ambien-
te industrial (2). Debido a su ubicuidad, todps los
seres humanos pueden estar expuestos ala ac-

cion potencialmente deletérea del Al. La acumu-
lacion del Al en diferentes érganos ha sido ob-
servada en pacientes sometidos a didlisis (3) o a
largos periodos de nutricion parenteral (4), Estu-
dios experimentales han demostrado que la ad-
ministracion de Al tanto por via oral o por inyec-
cion intra-peritoneal, en diferentes especies de
animales y por distintos periodos de tiempo cau-
saanemia (5) (6).

El higado tiene una notable capacidad de
regeneracion luego de la reseccidn y enratas
se ha visto que la regeneracion es completa a
los 14 dias de la cirugia hepética. Los pacien-
tes pueden sobrevivir sin problemas después
de una reseccion hepatica del 70%. Frente a
resecciones mayores el porcentaje de morta-
lidad varia entre 4 y 30% y complicaciones post-
operatorias entre 25-50 % (7). Las enfermeda-
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des primarias del higado o las metastasis son
las principales razones para la cirugia hepatica
en muchos de los pacientes y el niumero de
intervenciones esta incrementando (8)(9). La
capacidad de regeneracién depende de dife-
rentes factores y uno de los factores méas im-
portantes es la pronta recuperacion de la cir-
culacion sanguinea (10)(11).

Dado que situaciones como la hepatectomia
parcial pueden ser efectuada a pacientes que
hayan estado sometidos a una alta exposicién
al Al y eslo podria afectar parametros re-
olbgicos en sangre que comprometerian adn
mas la regeneracion hepética, nuestro objeti-
vo fue analizar las potenciales modificaciones
de los parametros reolégicos en sangre de
ratas crénicamente expuestas al aluminioy so-
metidas a hepatectomia parcial.

Materiales y métodos

Se ulilizaron ratas macho, adultas, de lacepa
Wistar. Los animales fueron mantenidos en jau-
las metabdlicas individuales en ambiente acon-
dicionado, con ciclo luz-oscuridad de 12 hs /
12 hs, temperatura controlada de 22 + 2°Cy
dieta estandar "ad libitum”.

Se trabajo con cuatro grupos experimenta-
les (n—6 cada uno). Los animales fueron divi-
didos en dos grupos experimentales: tratados
(Al) 0 no con hidréxido de aluminio en solucion
fisiclogica en una dosis de 27 mg de Al elemen-
tal/ kg de peso corporal, 3 veces/ semana por
viai.p. (12)(13)(14). Alos 90 dias de tratamiento
los mismos fueron subdivididos en los grupos
con hepatectomia parcial del 65% segun la téc-
nica de Higgins y Anderson (15) y estudiadas a
las 48 hs de la cirugia (HP) o Sham (cirugia si-
mulada, SH). De esta forma se conformaron
los cuatro grupos de estudio: SH, HP Al+SH,
Al+HP

El dia del experimento, los animales en ayu-
nas fueron anestesiados con pentobarbital

sodico (50 mg/Kg) v se les extrajo sangre con
y sin anticoagulante.

Determinaciones bioquimicas

= Aluminio: la muestra de sangre se extrajo
con heparina como anticoagulante. Se deter-
miné la concentracion de Al por espectrometria
de absorcion atomica (Perkin Eimer 5000). Los
resultados fueron obtenidos a partir de una
curva de calibrado con estandares acuosos
cerificados.

= Fibrinogeno: la muestra de sangre se tomd
con citrato de sodio como anticoagulante en
relacion 1/9, Se determind la concentracién de
fibrinogeno en plasma por turbidimetria.

Deterrinaciones hemorreologicas

Serealizaron los ensayos reoldgicos de acuer-
doala guia del Comité para la Estandarizacion
enHematologia. (16)

*Hematocrito (Hto): fue realizado por mé-
todo de microhematocrito y procesado en un
contador hematologico (Cell Dyn 3500),

«Filtrabilidad: fueron realizadas con la técni-
ca descripta por Reid y col. (17), para ello los
glébulos rojos (GRs) fueron resuspendidos a
hematocrito del 10% en solucion salina (PBS)
pH: 7.4; 285 mOsm/L y conteniendo 0.25% de
albimina bovina. La suspension fue filtrada a
través de membranas de policarbonato de 13
mm (Nucleopare Corr, USA) con poros de
5mm de diametro y una presion negativa de
10 cm H,O. Los resultados se expresaron
como indice de rigidez (IR):

IR= (1,-t,)/t, x (100/Hto)

Donde t, es el tiempo de pasaje de la sus-
pensién de GRs; 1, es el tiempo de pasaje del
PBS. y Hto del 10 % de la suspension de GRs.
IR estimado por filtrabilidad, es una estimacién
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de la rigidez eritrocitaria que es la inversa de la
deformabilidad eritrocitaria.

*Viscosidad de sangre entera (0s): la mues-
tra de sangre entera se obluvo con EDTA como
anticoagulante. Las mediciones fueronrealiza-
das utilizando un viscosimetro cono-plato
Wells-Brookfield, a Hto nativo, 37" y velocidad
de cortede 230 s™.

=Viscosidad plasmatica (Op): lamueslira de
plasma fue obtenida de sangre anlicoagulada
con EDTA. Las mediciones fueron realizadas
usando el viscosimetro de cono-plato Wells-
Brookfield a velocidad de corte de 230 5.

«Viscosidad sanguinea relativa a Hto
estandar de 40% (Orcorregida): dado que la
viscosidad sanguinea es delerminada por la
viscosidad plasmatica, el hematocrito y la
deformabilidad eritrocitaria, se calcul6 el valor
de viscosidad relativa (0s/0p) a Hto estandar
del 40%, que muestra la fluidez de la sangre
sin lainfluencia del Hto mediante la ecuacion:

Or Hto 40% = Or Hto nativo . 40/Hto

»Forma celular: una alicuota de la suspen-
sién salina de eritrocitos normales contenien-
do albumina al 1% se coloco sobre un
portaobjeto y se observo con un microsco-
pioinvertido.

De acuerdo a la clasificacion de Bessis, se
pueden distinguir 9 formas y asignarles un va-
lor a cada uno: disco bicéneavo (indice 0); tres
tipos de estomatocitos (indices -1, -2,-3);
esferoestomatocitos (indice —4); tres tipos de
equinocitos (indice +1,+2,+3); esferoequi-
nocitos (indice +4). Se contarony clasificaron
200 células/muestra y se calculd un indice
morfolégico (IM) como:

IM =Z{(indice de forma x nimero de células
con esa forma)/nimero total de células
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Analisis estadistico

Los resultados experimentales fueron expre-
sados como la media = EEM. Las diferencias
esladisticas entre grupos fueron analizadas
mediante andlisis de variancia (2 x 2 ANOVA),
seguido por el test de Tukey para determinar las
diferencias entre los grupos. Unvalor de p<0,05
fue considerado significativamente diferente. Las
correlaciones fueron analizadas por el método
de regresion de Spearman.

Resultados

Después de los 90 dias de tratamiento con
aluminio, el indice de monalidad fue cero, ade-
més, no se observaron sintomas tOxicos en
ninguno de los grupos experimentales uliliza-
dos. Al final del tratamiento, la media de peso
corporal de las ratas tratadas con Al no tuvo
diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo de ratas no tratadas con Al
(337 + 4gvs 335 + 10 g, respectivamente).

La concentracion plasmatica de Al (mg Al/L
plasma) mostré una alta dependencia por el
tratamiento con el mineral: SH: 9+4; HP: 8:+6;
Al+SH: 750:55*; Al+HP: 820+42*; *p< 0.05
vs su respectivo control sin Al

Los valores de Hto obtenidos fueron los si-
guientes: SH: 45,2+1,4, HP: 39,1£2,4*; Al+SH:
40,5+2,0*; Al+HP:. 33.4=19*@*. *p<0.05
respecto del grupo SH; @p<0.05 versus HPy
*p<0,05versus Al4+SH.

En la figura 1 puede observarse los valores
de concentracion plasmatica de fibrindgeno y
la viscosidad plasmatica (Op) obtenidos para
los cuatro grupos experimentales.

Enlafigura 1. A. se observa que la concen-
tracion plasmatica de fibrinbgeno respecto del
SH mostré un aumento significativo del 68% en
el grupo HF, del 54% en Al+SH y del 90% en
Al+HP no existiendo una diferencia significati-
va del grupo Al+HP con respecto al grupo HP
ni con respecto al grupo Al+SH. La 0p (figura
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1.B) mosird un aumento significativo respecto
del SH del 13% en el grupo HP. del 17% en
Al+SH y del 20% en Al+ HP no existiendo un
efecto aditivo de los tratamientos con Al y HP
El incremento de la viscosidad plasmética
correlacioné en forma directa con el aumento
en la concentracion plasmatica de fibrinogeno
(r.=0.689, p=0,004) (ver figura 1-C).

En la figura 2 pueden observarse los valo-
res del indice morfolégico (IM), el indice de ri-
gidez (IR) y la viscosidad sanguinea relativa
corregida a Hto 40 obtenidos para los cuatro
grupos experimentales. Elindice morfolégico
(Figura 2-A) mostré una disminucion significa-
tiva con respecto al grupo SH en HP (-136%),
en Al4+SH (-194%) y en Al+HP (-219%).
existiendo una diferencia significativa del gru-
po Al+HP (disminucién del 35%) con respec-
to al grupo HP y una disminucion no significa-
tiva del 10% con respecto al grupo Al+SH. En
el IR (figura 2-B) se observé comparado con
el grupo SH, unincremento del 86% en el gru-
po HE para el grupo Al+ SH el aumento fue del
211% y del 327% en el grupo Al+ PH; existien-
do un efecto aditivo de los tratamientos Al y HR

La viscosidad sanguinea relativa corregida
a Hto 40 (figura 2-C) mostré un aumento signi-
ficativo por la hepatectomia parcial (31%)
como por el tratamiento con Al (14%) y ambas
variables mostraron un efecto aditivo (170%).

Discusion

Muchos autores confirman la influencia do-
minante de la molécula de fibrinogeno sobre la
viscosidad plasmatica, debido a que las mis-
mas tienen la forma y el tamario adecuados
para facilitar un puente entre los eritrocitos,
variando la capacidad de agregacion y sedi-
mentacion eritrocitaria y aumentado la viscosi-
dad plasmatica (18)(19)(20). En concordancia
con estos estudios, nosotros observamos

que la concentracion de fibrindgeno plas-
matico muestra una asociacion directa con la
viscosidad plasmatica (r.=0,689, p=0,004).
Tanto la HP como el tratamiento con Al produ-
cen un incremento de la concentracién
plasmaética de fibrindgeno y el consecuente
aumento significativo de la viscosidad plas-
matica. La combinacién del tratamiento con Al
y la posterior reseccion del 65% de la masa
hepatica (HP) no muestra una modificacion
sumatoria. Este hecho permite hipotetizar que
los mecanismos por los que ambos tratamien-
tos incrementan el fibrindgeno son comparti-
dos porlo que dichos efeclos no se potencian.
Por ser el fibrindgeno un componente de las
llamadas “proteinas de la fase aguda”, es po-
sible que una injuria severa, como la que re-
presenta una HP seala causante de dicha alte-
racion (21)(22). Con respecto al Al no existen
estudios de su efecto sobre los niveles
plasmaticos del fibrindgeno. Se ha descripto
gue las intoxicaciones con Al producen seve-
ras encefalopatias en animales de experimen-
tacion y en seres humanos (23), también se lo
reconoce como una de las causas de la enfer-
medad de Alzheimer, en la cual se ha descripto
una respuesta inflamatoria especifica que indi-
ca la induccién de genes de rutas proin-
flamatorias (24).

En base a estas observaciones podria
especularse que el Al podria inducir el aumen-
to de las “proteinas de la fase aguda” entre las
cuales se encuentra el fibrindgeno de una ma-
nera similar a lo descripto para la HP

La forma de disco bicéncavo del eritrocito
humano normal se relaciona estrechamente
con sus funciones. Este disco bicdncavo es
mas deformable que la esfera y puede some-
terse a cambios que sean necesarios para
optimizar el movimiento a través de la
microcirculacion. La deformabilidad celular
depende tanto de la membrana como del cito-
plasma, sin embargo el citoplasma de eritro-
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citos normales acttia como un liquido ideal y a
concentraciones fisiologicas tiene muy baja
viscosidad. Por lo tanto, la elasticidad y la vis-
cosidad de la membrana son cruciales para
mantener la deformabilidad (25). Nuestros re-
sultados muestran una disminucion del IM en
los grupos HR Al+S8H y Al+HP debido a un
aumento en la proporcion de estomatocitos
que son menos deformables, contribuyendo,
por lo tanto, al aumento significativo del indice
de rigidez determinado por el método de
filtrabilidad asi como estimado por la viscosi-
dad sanguinea relativa corregida a Hto
estandar del 40%. Estudios in vivo € in vitro han
demostrado una asociacion entre el descen-
s0 del colesterol plasmaético y el aumento de la
proporcion de eritrocitos no-discocitos, que
son menos deformables y contribuyen a un
aumento en el IR (26)(27)(28).

Teniendo en cuenta estos estudios, la apari-
cion de formas no discociticas en HP podria
deberse, en parte, a la disminucion del nivel
plasmatico de colesterol observado 48 horas
post-hepatectomia, descripto por Jeffrey Field
y col. (29), asi como determinado en nuestros
animales (colesterol plasmatico (mg/dl), SH:
64,5+1,55 HP: 4733 75*, * p< 0.05). Tenien-
do en cuentala hipétesis de la bicapa acopla-
da, los cambios morfolégicos se pueden de-
ber a un desbalance entre ambas monocapas
que constituyen la membrana del eritrocito (30).

La variacion de forma reflejada en los gru-
pos tratados con Al podria deberse a una in-
teraccion del catién con los fosfatos de las
cabezas fosfolipidicas de la hemicapa externa
que conduce a una disminucion del drea su-
perficial externa de la membrana, ademas el Al
puede causar una redistribucién de los lipidos
de la bicapa afectando la forma biconcava de
los glébulos rojos, como ha sido postulado
por otros autores (31){32).
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La mayor disminucién del IM en el grupo
Al+HP sugiere la combinacion de los efectos
producidos por HE, por un lado y por el otro,
el del Al sobre la membrana de los eritrocitos,
produciendo un efecto sumatorio de los efec-
tos individuales de ambaos tratamientos.

El descenso significativo de Hto observado
tanto en animales del grupo HP y del grupo
Al+SH, permite poner en evidencia la presen-
clade unamarcadaanemia, ciue en el tratarmiento
combinado (Al+HP) se profundiza demostran-
do que existiria una potenciacion de los efecios
individuales de ambos tratamientos. Esta dis-
minucion significativa de los eritrocitos circulan-
tes podria explicarse por un aumento del
alrapamiento de los globulos rojos por parte
de los componentes celulares del sistema
macrofagico-monocitico. Se ha descripto, que
la alteracion de la forma de los eritrocitos de
discocitos a estomatocitos, los cuales presen-
tan menor deformabilidad, explica el aumento
del atrapamiento de los glébulos rojos por par-
te del sistema macrofagico-monocitico condu-
ciendo a la aparicion de una anemia (33)(34).

Podemos concluir que las alteraciones de
pardmetros reologicos evaluados en sangre
pueden ser factores coadyuvantes enla anemia
observada en animales cronicamente expues-
tos al aluminio y sometidos a hepatectomia
parcial. A pesar de las limitaciones que existen
para extrapolar resultados experimentales en
animales al humano, el presente estudio puede
ser Uil para mejorar nuestra comprension de
los posibles efectos deletéreos del Al sobre los
eritrocitos y el comportamiento reoldgico de la
sangre en sujetos, que han estado expuestos
al metal por razones medicamentosas o por el
medio ambiente y que deben ser sometidos a
una hepatectomia parcial,
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