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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las alteraciones hematoldgicas en ratas Sprague Dawley expuestas a
diferentes concentraciones de aluminio en forma de AIClz administrado por via

intragastrica.

Objetivos especificos

e Cuantificar la concentracion de aluminio en sangre total mediante

espectroscopia de absorcion atomica, por horno de grafito.

e Determinar las alteraciones a nivel de perfil cinético de hierro (hierro
sérico, capacidad total de fijacibn de hierro, ferritina y saturacion de
transferrina) y citometria hematica en sangre periférica de ratas Sprague

Dawley expuestas a diferentes concentraciones de aluminio como AlCls.

e Identificar alteraciones hematolégicas en eritrocitos, leucocitos vy
plaguetas mediante andlisis diferencial de frotis sanguineo con tincién

Wright-Giemsa asi como marcadores citoquimicos.



RESUMEN

El aluminio es el elemento metalico mas abundante en la corteza terrestre, cuyo
uso se ha incrementado en los Ultimos afos. Se puede encontrar en el aire, agua,
en alimentos frescos o enlatados, articulos de cuidado personal, entre otros. Es
potencialmente téxico y biolégicamente reactivo, sin embargo, se desconoce una
funcion biol6gica necesaria para los animales. Su toxicidad depende de su
solubilidad, ruta de entrada, concentracion y tiempo de exposicion. El aluminio
tiende a acumularse en ciertos 6érganos como cerebro, senos, riflones, higado y
huesos donde produce efectos nocivos para el érgano. Se le ha relacionado con
afectaciones como Alzheimer, cancer de mama, insuficiencia renal, osteomalacia
y anemia microcitica. Sin embargo, a nivel hematolégico no solamente se le
relaciona con anemia, sino también con alteraciones significativas en la
membrana de eritrocitos debido a diversos factores como estrés oxidativo, causal
de dafio a proteinas de membrana, peroxidacion lipidica, alteracion en la
homeostasia de calcio, entre otros. Ademas, se le relaciona con interferir en el
metabolismo del hierro por medio de su interaccion con hemoglobina, transferrina
y ferritina. En cuanto a leucocitos y plaguetas hasta el momento solamente se
conoce el aumento y disminucién respectivamente debido a la exposicion de
aluminio; sin embargo, no se han estudiado con un mayor énfasis ambas lineas
celulares. Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar las alteraciones
hematolégicas en ratas hembra de la variedad Sprague Dawley expuestas a
tricloruro de aluminio (AICI3) (0, 10, 20, 30, y 40 mg/Al por kg peso corporal)
administrado por via intragastrica a cinco grupos de cinco ratas durante un
periodo de 90 dias, determinando la presencia de aluminio dentro de células
sanguineas (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) por medio de espectroscopia de
absorcion atomica en la modalidad de horno de grafito, previa digestion acida de
las muestras, evaluar las posibles alteraciones en los componentes de dichas

células por medio de citometria hematica y perfil cinético de hierro ademas de



diferencial de frotis sanguineo, y, utilizar pruebas citoquimicas como fosfatasa
alcalina, peroxidasa y a-naftil acetato esterasa para determinar si aluminio puede
producir alguna alteracion hematoldgica no tomada en cuenta con anterioridad.
En base a los resultados obtenidos se determind que aluminio bajo las
condiciones administradas no provoca una alteracion significativa en los
paradmetros evaluados. Sin embargo, se recomienda realizar un estudio con
aluminio con diferente solubilidad, a mayores concentraciones y/o mayor tiempo

de exposicion.
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INTRODUCCION

La deficiencia o la sobreexposicion a diversos elementos tiene efectos notables
en la salud humana. El efecto de un elemento esta determinado por varias
caracteristicas que incluyen la absorcion, el metabolismo y el grado de
interaccion con los procesos fisiolégicos (Abbaspour y col., 2014). El aluminio no
es un elemento esencial para los organismos vivos de los ecosistemas y se ha
encontrado que es un agente toxico (Torrellas, 2012). Lo podemos encontrar en
diferentes formas, como aluminio metalico (AI*), 6xido de aluminio (Al203),

hidréxido de aluminio (Al(OH)3) y en sus sales solubles (Fulgenzi y col., 2015).

Se ha reportado que el aluminio ingresa al organismo a través de diversas
formas como los alimentos, utensilios para cocinar o almacenar alimentos, el aire,
el agua para consumo, antiacidos, aspirina, vacunas, productos de cuidado
personal, aire contaminado por particulas de aluminio en industrias donde lo
manejan, entre otros (Borowska y Brzéska, 2015; Farasani y Darbre, 2015;
Hardisson y col., 2017; Klotz y col., 2017). Se ha estimado que el consumo de
aluminio oscila entre 100 y 150 mg/Al por dia (U.S. Department of Health and
Human Services, 2008), siendo la ingesta semanal tolerable establecida por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) de 1 mg de aluminio/kg de
peso corporal (EFSA European Food Safety Authority, 2008). Ante esto se ha
sugerido la disminucion de la ingesta semanal tolerable provisional, la reduccion
de la contaminacién de aluminio en soluciones de nutricibn parenteral, la
justificacion de la adicion rutinaria de aluminio a las vacunas y la armonizacion
de los limites de exposicion ocupacional para las sustancias de aluminio
(Fulgenzi y col., 2015).



Las consecuencias toxicas de la exposicion a aluminio estan relacionadas
con la desregulacion de otros metales o iones esenciales, deposicion de
precipitados de aluminio insoluble en tejidos vulnerables, proteinas, lipidos o
interacciones nucledticas que resultan en alteraciones conformacionales y

estructurales, agregacion y alteraciones funcionales (Maya y col., 2016).

El aluminio afecta el sistema nervioso, hematopoyético y esquelético,
causando encefalopatia por hemodidlisis, anemia, aluminosis, osteomalacia y
osteoporosis, entre otros efectos adversos para la salud (Rodriguez y
Mandalunis, 2018). En huesos la toxicidad por aluminio se relaciona con la
osteoporosis y la osteomalacia. El aluminio interfiere en el funcionamiento de la
actividad osteoblastica o puede reemplazar directamente al calcio en los cristales
de apatita y, por lo tanto, causar un defecto en la estructura cristalina de la

hidroxilapatita (Rao y Kumar, 2015).

En el sistema hematopoyético, aluminio interfiere con la homeostasis del
hierro y dificulta el metabolismo celular (Pandey y Jain, 2013). Aluminio también
favorece la generacion de un entorno oxidativo debido a su capacidad para crear
un depdésito de hierro Iabil e interactuar con los lipidos de la membrana (Patel y
Ramavataram, 2012). Los iones de aluminio reemplazan a hierro y magnesio
(Mg?*), lo que resulta en la disminuciéon de hierro en ferritina (Skarabahatava y
col., 2015). Los iones que son liberados a partir de complejos biol6gicos debido
al aluminio, pueden catalizar al hidrégeno por descomposicion del éxido a un
radical hidroxilo. Esta alta reactividad al radical hidroxilo es capaz de iniciar la
peroxidacion lipidica (Maya y col., 2016). Lo anterior, provoca una disminucion
en la fluidez de la membrana de los eritrocitos al estimular las alteraciones

morfologicas y funcionales (Alkan y col., 2019).

La correcta interaccion entre los componentes de membrana la hace
elastica y suave, proporcionando flexibilidad y deformabilidad al eritrocito, las

cuales son caracteristicas muy importantes para que el eritrocito mantenga su



integridad estructural y forma original protegiéndolo del medio que lo rodea. Esta
interaccion es metabolicamente activa y ocurre en presencia, entre otros factores,
de adenosin trifosfato (ATP) (Farag y Alagawany, 2018). AI** puede competir con
Mg?*, interfiriendo en la unién con ATP o GTP (guanosin trifosfato) (Cardiano y
col., 2018).

No existe solamente un mecanismo para explicar todos los efectos
sistémicos del aluminio. Uno de ellos consiste en la lesion de células inducidas
por radicales libres en la toxicidad por aluminio, otro son cambios en la membrana
y biomoléculas agregadas, y, como se ha mencionado con anterioridad, el
proceso de peroxidacion de lipidos en la membrana celular (Geyikoglu y col.,
2012).

Todos los mecanismos mediante los cuales aluminio puede interactuar con
el organismo producen alteraciones o cambios ya sea en el conteo de eritrocitos,
leucocitos y plaguetas, alteraciones morfolégicas en ellos, ademas de cambios
en hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio, volumen plaquetario
medio, entre otros (Geyikoglu y col., 2012; Osman y col., 2012; Manisha y col.,
2013). En la mayoria de los estudios no se tienen mayores analisis (ademas de
la serie eritrocitaria) en los parametros de la serie leucocitaria ni plaquetaria. Con
base en lo anterior, y con la intencién de indagar mas en las consecuencias
hematoldgicas de la exposicion al aluminio, se realizo el presente estudio para
evaluar las posibles alteraciones hematolégicas producidas por la exposicion de
ratas Sprague Dawley a diferentes dosis de tricloruro de aluminio (AICI3) por
medio del analisis sanguineo, tanto en concentracion de aluminio en el érgano,
medicién de los parametros hematolégicos correspondientes a la citometria
hematica, analisis diferencial de frotis sanguineo, evaluacion del perfil cinético de

hierro, y pruebas citoquimicas en sangre periférica de los animales.



ANTECEDENTES

Aluminio

El aluminio (Al) es el tercer elemento mas abundante de la corteza terrestre
seguido de oxigeno y el silicio. En la naturaleza se encuentra en forma de una
roca sedimentaria llamada bauxita a partir de la cual se extrae aluminio para su

utilizaciéon (Xue y col., 2016).

Su nimero atémico es 13 y tiene un is6topo estable, 2’Al, y un isétopo
radioactivo de larga duracién 26Al. AI** es un catién con una fuerte carga, y un
radio i6nico (0.50 A) similar al hierro (Fe3*) (0.64 A), magnesio (Mg?*) (0.65 A) y
calcio (Ca?*) (0.99 A) (Kisnieriené y Lapeikaité, 2015). El aluminio es
extremadamente reactivo con el carbono y el oxigeno, dos de los elementos
principales de la vida en la Tierra. La intervencion humana ha hecho que el
aluminio sea muy disponible para los sistemas bioldgicos, tanto que se dice
vivimos en la era del aluminio. Por esta razon, el uso generalizado de aluminio
biodisponible puede tener implicaciones inmensas y de gran alcance para la
salud de los animales, incluyendo el humano (Shaw y Tomljenovic, 2013; Mujika
y col., 2014).

La exposicion excesiva a aluminio es inevitable, y su acumulacion en sangre y
tejidos humanos depende del tiempo, la duracion, ruta y forma de exposicion
(Mohamed y Abd EI-Moneim, 2017).

Vias de Exposicién

Oral

La ingesta crénica de metales pesados puede provocar alteraciones graves en la

salud, especialmente si su contenido en la dieta supera los niveles permitidos



(Kovacik y col., 2017). Todos los alimentos de forma natural contienen aluminio

pero algunos en mayor cantidad (Buraimoh y Ojo, 2014).

Se han encontrado altos niveles de aluminio en diversos productos
alimenticios como harina, pan, mezcla para pasteles, formulas lacteas para nifos,
pretzels, pasta, chocolate, cerveza, jugos de frutas, vino, agua, sopas, té, malta,
y alimentos precocinados (Burrell y Exley, 2010; Stahl y col., 2011). Esto puede
ser debido a que aluminio tiene una amplia gama de usos que incluyen utensilios
de cocina y envases de alimentos como latas de bebidas, papel de aluminio,
vasos de ceramica, entre otros (Chappard, 2016; Cakste y col., 2017; Ertl y
Goessler, 2018). Los compuestos de aluminio, como el sulfato, fosfato, hidroxido
y silicato, se utilizan en el procesamiento de alimentos (por ejemplo, aditivos

alimentarios), tratamiento del agua entre otros (Verissimo y Gomes, 2008).

Los aditivos alimentarios se consideran como la principal fuente dietaria
de aluminio ya que se ha utilizado en el procesamiento de alimentos durante mas
de un siglo, como agente reafirmante, agente elevador, estabilizador, agente
antiaglomerante, colorantes, entre otros. Ejemplos de aditivos alimentarios
comunes que contienen aluminio son: el sulfato de aluminio y potasio (KAI(SOa4)2),
gue se utiliza como agente reafirmante en las medusas y encurtidos; sulfato de
aluminio y sodio (AINaOsS2) en panaderia; fosfato basico de sodio y aluminio
(NasAl2(OH)2(P0Oa4)4) como emulsionante en queso procesado; aluminosilicato de
sodio (AINaOeSi2) como agente anti aglomerante en mezclas de polvos y sales
de Al utilizados como colorantes en dulces y recubrimientos (Wong y col., 2010;
Stahl y col., 2011).

También se utiliza con frecuencia en medicamentos farmaceéuticos en
medicina humana y veterinaria como la aspirina (con glicinato de Al) (Crisponi y
col., 2011), productos antidiarreicos y antiacidos (Ugbaja y col., 2017;
Shrivastavay col., 2018). Cabe destacar que solo aproximadamente el 0.25% del

aluminio en la dieta se absorbe en la circulacion sistémica (Ilvanovski, y col.,
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2019). El aluminio se absorbe principalmente por el duodeno cercano y el
estbmago, pues a medida que disminuye el pH su solubilidad aumenta. La
porcion absorbida es una pequefia fraccion de la ingerida, ya que el organismo
bloguea su absorcion. El silicio y calcio disminuyen la absorcién de aluminio,

mientras que el fluoruro y citrato la aumentan (Fernandez-Maestre, 2014).

Cutanea

Existen diversos productos de uso diario que contienen aluminio, como los
antitranspirantes (Bakir y Darbre, 2015), cosméticos, cremas corporales y
protectores solares (Pineau y col., 2014). El uso diario de estos productos es una
de las maneras por las cuales el aluminio puede ser absorbido a través de la piel,
conduciéndose a los vasos sanguineos y transportandose por el torrente hasta
llegar a cerebro, higado, rifién, seno, pulmdn, entre otros, y acumularse en ellos
(Borowska y Brzoska, 2015).

El transporte de aluminio aplicado por via topica, como un antitranspirante
0 un protector solar, implicaria una difusién pasiva por ruta tanto transcelular
como paracelular (Exley, 2013). Existen cinco vias principales por las cuales el
aluminio podria ser transportado a través de membranas celulares o
epi/endotelios celulares. La primera (1) es por via paracelular; seguido por (2)
transcelular; (3) transporte activo; (4) canales; y (5) endocitosis adsorbente o
mediada por receptores. Asi mismo, existen cinco clases principales de formas
de aluminio que podrian participar en estas rutas de transporte. Una de ellas es
en forma de cation trivalente solvatado libre (Al**(ac); en forma de complejos de
bajo peso molecular neutros solubles (LMW-Al%aq); complejos de alto peso
molecular neutros solubles (HMW-Al%aq); complejos solubles de bajo peso
molecular (LMW-AI (L)n*"(aq)); por Ultimo, en forma de nano y microparticulas (Al
(L)ns)) (Exley y Mold, 2015) (Fig. 1).
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Figura 1. Transporte de Al a través de las membranas biolégicas (Exley, 2013).



Respiratoria

Existen industrias que contaminan el ambiente exponiendo tanto animales,
trabajadores como las poblaciones que residen alrededor, a la inhalacion de
particulas de aluminio en niveles mas altos de lo normal (Adekunle y col., 2012).
Pesticidas de fosfuro de aluminio (Mashayekhian y col., 2016), el cigarro y todos
los elementos que contiene desde el tabaco, el papel que lo rodea como en los
filtros, son otras maneras en las cuales el aluminio puede ser absorbido a través
de los pulmones, siendo precisamente la via respiratoria la principal via de
exposicion, sin embargo, el mecanismo por el cual el aluminio se traslada hasta
el momento no es claro (Choupani y col., 2018; Alkan y col., 2019; Ivanovski, y
col., 2019).

Coadyuvantes

En vacunas, los dos tipos principales de adyuvantes de aluminio que estan
disponibles comercialmente son el de hidroxido de aluminio (AI(OH)s) y el
hidroxifosfato de aluminio (AI(OH)x(PO4)y) (HogenEsch, 2013). El Al(OH);, es la
forma de adyuvante mas comdun, inyectado por via intramuscular y se puede
absorber con una eficiencia de casi el 100%. El aluminio que llega
subcutdneamente o por via intramuscular proveniente de vacunas es elevado, y
sus interacciones inmediatas en el lugar de la inyeccion son tan significativas,
gue administran aluminio biolégicamente reactivo lo suficientemente rapido como
para dar lugar a una citotoxicidad necraética significativa, y con ello inflamacion y

muerte celular (Exley, 2016; lvanovski, y col., 2019).

Vias de Excrecion

La orina, el sudor y las heces fecales, en orden de importancia, son las vias por
las cuales el exceso de aluminio sistémico es excretado del cuerpo (Minshall y
col., 2014; Ivanovski, y col., 2019). El aluminio absorbido es eliminado

rapidamente por los riflones en cantidades de 15 a 55 pg/dia, pero cuando la
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capacidad excretoria del riion es excedida, una parte del aluminio se deposita
en los tejidos, donde puede alcanzar niveles téxicos (Fernandez-Maestre, 2014).
Pacientes con problemas renales son mas propensos a tener padecimientos

relacionados con la acumulacion de aluminio (Veiga y col., 2013).

En el aspecto de la sudoracion es importante destacar que al utilizar
anitranspirantes a base de aluminio, no solamente se incrementa su exposicion,
sino también su acumulacién ya que se bloquea una de las vias de excrecion al

impedir la sudoraciéon (Minshall y col., 2014).

Se debe tomar en cuenta que dependiendo de la forma y los elementos a
los cuales aluminio se encuentre unido va a depender la cantidad de absorcién o

excrecion de éste (Glynn y Lingnell, 2019).

Interaccidon de Aluminio con Componentes Biol6ogicamente Importantes

El aumento de las concentraciones de metales en la sangre tiene un impacto
significativo en numerosos cambios bioquimicos vy fisiolégicos en el organismo
(Massanyi y col., 2014). La toxicidad del aluminio es causada por la interrupciéon
de la homeostasis de diversos elementos como hierro, magnesio y calcio, a los
cuales imita en sus funciones biolégicas y desencadena alteraciones bioquimicas
(Fulgenziy col., 2014).

Debido a la fuerte selectividad del intercambiador de cationes para los
cationes trivalentes, el AI** reemplaza gradualmente a los cationes nutrientes
bivalentes y monovalentes (Ca?*, Mg?* y potasio (K*)) de sus sitios de
intercambio. La entrada de aluminio en el citoplasma afecta la homeostasis de
varios iones, como hidrégeno (H*), K* y Ca?'. Los iones AIF* y Mg?" son
hexahidratos, siendo el radio de aluminio hidratado (0.480 nm) y de magnesio
(0.428 nm) notablemente similares, tanto asi que el sistema de captacion de
magnesio o los sitios de unidn de magnesio en las enzimas no distinguen

adecuadamente entre los iones AIP* y Mg?*, haciendo que compitan por los
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transportadores de membrana y los sitios de union a metales en las enzimas. La
tasa de intercambio de ligandos de magnesio es 105 veces mas rapida que la de
aluminio, y, por lo tanto, aluminio inhibe las enzimas con cofactores de magnesio.
Un ejemplo de ello es en el adenosin trifosfato (ATP) (Kisnieriené y Lapeikaité,
2015).

El ATP es utilizado por los eritrocitos para mantener la estabilidad
osmoética y mantener las proteinas de la red esquelética submembrana, lo que
mantiene la forma de la membrana y controla la deformacién (Farag y Alagawany,
2018). AI** también puede competir con Ca?* inhibiendo los procesos bioldégicos
que implican un intercambio rapido de calcio; es debido a que el tipo de cambio
para aluminio es 108 veces mas lento que el de calcio (Kisnieriené y Lapeikaité,
2015). Los cambios en la homeostasis del calcio y la fosforilacion/desfosforilacion
de proteinas puede ser la explicacion a la toxicidad celular del aluminio (De Sautu
y col., 2018). En el caso de magnesio y su competencia con aluminio, ésta la
pueden realizar interfiiendo en la unibn a ATP y provocando cambios en la

membrana del eritrocito (Cardiano y col., 2018).

Estrés Oxidativo y Dafo ala Célula

Los metales pueden desempefiar funciones importantes en el entorno redox
debido a su capacidad catalitica para promover las especies reactivas de oxigeno
(ERO) (Iglesias-Gonzélez y col., 2017). Las ERO son altamente téxicas y pueden
reaccionar con lipidos, proteinas y acidos nucleicos, conduciendo a la muerte

celular via apoptosis o necrosis (Sivakumar y col., 2013; Maya y col., 2016).

El aluminio puede producir ERO a través de su interaccion con el hierro el
cual es un importante elemento traza del cuerpo y se encuentra en forma
funcional en hemoglobina, mioglobina y enzimas citocromaticas con complejos

de sulfuro de hierro (FeS). Al es capaz de desplazar al hierro, aumentando asi el
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contenido de hierro intracelular y promoviendo la reaccién de Fenton (Garcia-
Medina y col., 2013; Pari y col., 2014).

Un ejemplo es hierro reaccionando con oxigeno para producir superoxido
(O2) (1), que mediante la dismutacion conduce a la formacion de peroxido de
hidrégeno (H202) (2), el cual reacciona con hierro para formar radicales hidroxilo
(-OH) (3) (Vilcheze y col., 2013):

Fe?* + 02> Fe3* + Oz (1)
202 + 2H" & H202+ O2 (2)
H202 + Fe?* > Fe3* + OH- + OH" 3)

Peroxidacion Lipidica

Los lipidos son més sensibles a alteraciones oxidativas por parte de las ERO.
Los productos de la peroxidacion de lipidos como el malondialdehido (MDA), 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) y la acroleina (marcadores de oxidacién de lipidos), son
quimicamente reactivos y potencialmente toxicos modificando moléculas
esenciales como proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN). La peroxidacion
lipidica se usa como un estandar para el estrés oxidativo inducido por metales
(Jan y col., 2015). MDA es una molécula bifuncional altamente reactiva que
podria afectar varias funciones de la membrana al modificar la estructura de las
proteinas de los eritrocitos y los fosfolipidos, lo que lleva a una disminucion de la
supervivencia y la muerte, por ejemplo, al inducir hemdlisis (Farag y Alagawany,
2018). Debido a que aluminio induce el proceso de peroxidacion lipidica en la

membrana celular, puede producir cambios en la membrana (Turkez y col., 2010)
(Fig. 2).
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Figura 2. Peroxidacion lipidica de la membrana (Realizada a partir de: Yuan y
Lee, 2012).
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Interaccioén con Hierro y Transporte

Transferrina. En circulacidon, el hierro se transporta a través de la
transferrina, para el mantenimiento, regulacién del transporte y captacion de
hierro. El suministro de hierro hacia la mayoria de las células requiere la unién
de la transferrina diférrica a los receptores de la transferrina. EI complejo es
endocitado y un transportador metalico divalente (DMT-1) libera y transporta el

hierro al citoplasma (Patel y Ramavataram, 2012; Awadallah, 2013).

Debido a que la constante de afinidad entre transferrina y hierro es
continua, también lo es entre transferrina y aluminio. Cuando se tiene una
elevacion de aluminio con respecto a hierro, también hay un aumento en la
cantidad de aluminio que se une a transferrina y, por consecuencia, menos hierro
se une a transferrina. Esto conduciria a la disminucion del transporte de hierro en

el organismo (Zhang y col., 2011).

La cantidad de hierro es controlada en el sentido que se utiliza
directamente en procesos metabdlicos o es secuestrada por ferritina. La ferritina
actia como un depoésito de almacenamiento que acepta hierro y permite su
movilizacion cuando es necesario para la sintesis de hemoglobina, 0 como un
cofactor de muchas reacciones enzimaticas (Patel y Ramavataram, 2012;
Awadallah, 2013). Ferritina, ademas de almacenar hierro, tiene la capacidad de
almacenar otros metales, entre ellos aluminio (De Sole y col., 2013). Entre menor
es la concentracion de hierro, mayor la absorcion y acumulacion de aluminio en
ferritina, que, al mismo tiempo, la disminucion de hierro es una de las

consecuencias de la exposicion a aluminio (Zhu y col., 2012).

Citrato. El porcentaje de Al asociado con citrato se estima es entreel 7y
el 8 %. El citrato reacciona con aluminio para formar un complejo soluble debido
a la competencia que existe entre AlI** y Ca?*. La afinidad de unién del aluminio

es mucho mayor y reemplaza facilmente al calcio en tales complejos.
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El intercambio entre aluminio y calcio causa una alteracion de la integridad
de las uniones de las células epiteliales intestinales, creando una via paracelular
para la absorcion de complejos de aluminio-citrato solubles (Crisponiy col., 2012;
Gupta, 2014).

Acumulacién y Efectos en Sistemas

Tejido Mamario

La aplicacion de antitranspirantes bajo el brazo conteniendo sales de aluminio,
como clorhidrato de aluminio (Al2CI(OH)s) entre otras variantes, resultan ser los
agentes antitranspirantes activos bloqueando los conductos del sudor en las
axilas, precipitandose dentro de las glandulas sudoriparas ecrinas para producir
alumino insoluble. Este obstruye la glandula y bloguea la secrecion de sudor
proveyendo una potencialmente alta y continua exposicion en el area local del
seno, y en particular para el cuadrante superior, la cual es una regién con
desproporcionadamente alta incidencia de cancer de mama (Darbre y col., 2013;
Pineau y col., 2014).

Por otra parte, existe una alta incidencia de tumores mamarios femeninos
dependientes de hormonas donde aluminio tiene la capacidad de unirse al
receptor de estrogeno e imita sus funciones. Debido a la activacién de los
receptores de estrégenos, la produccion de 6xido nitrico aumenta en la célula de
forma significativamente alta, conduciendo a una limitacion en su viabilidad e

inclusive muerte celular (Darbre, 2016; Jennrich y Schulte-Uebbing, 2016).

Sistema Nervioso

El aluminio se ve relacionado con enfermedades neuronales ya que ejerce una
toxicidad directa en células neurales humanas primarias e inducen la
neurodegeneraciéon, a través de un aumento en la acumulacién de hierro y la

produccion de ERO provocando también dafio al ADN (Fulgenziy col., 2014). Se
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han encontrado concentraciones patolégicamente significativas en los cuatro
I6bulos cerebrales, principales en el hipocampo. El contenido de aluminio es alto
en los l6bulos occipital y parietal coincidiendo con una importante neuropatologia
relacionada con la enfermedad de Alzheimer (Mirza y col., 2016). Otras de las
enfermedades neuronales a las que se relaciona aluminio es esclerosis lateral
amiotréfica y demencia asociada a la enfermedad de Parkinson (Yellammay col.,
2010).

Sistema Urinario

En pacientes con disminucién renal se produce una incorrecta homeostasis de
potasio, produciendo una retencion progresiva de €l (Lloret y col., 2013), lo cual
comunmente se contrarresta con la administracion de aluminio como quelante de
fosfatos y asi reducir su acumulacion. Sin embargo, la intoxicacion por aluminio
es un efecto secundario importante ya que también es excretado principalmente
por la orina (Susantitaphong y col., 2014). Esta acumulacién como consecuencia
de la disminucion de excrecién renal y por el aumento de exposicion a aluminio
a su vez produce efectos en el aumento de acumulaciéon de aluminio en otras
areas principalmente, en este caso, en tejido 6éseo, higado, masculo y cerebro,
produciendo diversos efectos, ademas de la acumulacion en ellos (Crisponi y col.,
2012; Tsai y col., 2018).

Tejido Oseo
La exposicion crénica a aluminio podria reducir los niveles de los elementos
minerales (calcio, magnesio, fésforo) en hueso y oligoelementos (hierro, zinc,

cobre, manganeso, selenio, boro, estroncio, entre otros), conduciendo a pérdida

0sea, particularmente en el hueso esponjoso (Liy col., 2011).

El ciclo del aluminio en huesos comienza con la transferencia de iones

metalicos desde la transferrina y el citrato en el torrente sanguineo hasta las
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superficies 6seas, donde el aluminio se adhiere. Dentro del esqueleto, los iones
de aluminio se depositan primero en las superficies 6seas, incluidas las
superficies endostiales internas y periostales externas, las superficies
trabeculares y la superficie de los canales vasculares que atraviesan los huesos
compactos. Posteriormente, los iones de aluminio pueden transferirse a
osteoclastos, grandes células multinucleadas 6seas reabsorbibles o incorporarse
a la matriz 6sea. Se ha demostrado que los osteoclastos liberan aluminio a los
macréfagos en la médula 6sea. Los macréfagos podrian actuar como un
almacenamiento temporal de iones de aluminio, antes de liberar el metal a citrato
y/o transferir los iones metélicos a otras células, permitiendo que el aluminio

vuelva a entrar al torrente sanguineo (Crisponi y col., 2013).

Una de las patologias que produce aluminio en hueso es osteomalacia el
cual, es un trastorno de baja remodelacion 6sea asociada a una mineralizacion
anormal secundaria a una actividad disminuida de los osteoblastos. Esto
generalmente se produce en pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC)
terminal, donde aluminio actia directamente disminuyendo la actividad de
osteoclastos y la diferenciacion de osteoblastos (Astudillo y col., 2016). El factor
de crecimiento transformante bl ((TGF-bl)/Smad) participa de manera
importante en la regulacion de la mineralizacion de osteoblastos. Aluminio inhibe
la mineralizacién de osteoblastos y la via de sefializaciéon de TGF-bl/Smad a
nivel genético a su vez limitando la expresion de fosfatasa alcalina. La fosfatasa
alcalina es un marcador de la mineralizacion de osteoblastos y la formacion 6sea.
Participa en la mineralizacion de los osteoblastos al promover la formacion de
cristales de hidroxiapatita. Aluminio reduce la actividad de fosfatasa alcalina, y
como consecuencia se da la inhibicion de la formacion de cristales de
hidroxiapatita. La mineralizacion de osteoblastos es un proceso importante de la
formacion de hueso, y la mineralizacion aberrante afecta la formacion del tejido,

lo que finalmente conduce a la osteoporosis (Li y col., 2016; Sun y col., 2016).
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Las deficiencias de calcio o0 magnesio pueden exacerbar los efectos del
aluminio. La sobrecarga de aluminio conduce a la supresion de la hormona
paratiroidea (PTH) y con respecto al hueso, puede estar asociada con alteracién
de la homeostasis del calcio. El aluminio también puede tener efectos negativos
en la hematopoyesis y es causada por una deficiencia de hierro debido a
aluminio. Se presenta un aumento de los niveles de tranferrina libre, que
posteriormente puede unirse al aluminio y competir por el receptor de
transferrina, limitando aun méas la cantidad de hierro disponible para la
eritrogénesis (Krewski y col., 2007). Existen formas para tratar de revertir la
acumulacion de aluminio en huesos, uno de ellos es por medio de la utilizacion
de quelantes, por ejemplo, deferoxamina. Una de las caracteristicas de buen
quelante de aluminio es debe ser capaz de movilizarlo y reducir su carga corporal
(Crisponi y col., 2012).

Interaccién con el Sistema Hematopoyético

Transporte

La sangre total es un medio extremadamente dinamico en términos de su flujo
fisico y movimiento en todo el cuerpo, ademas de la heterogeneidad de su
composicién. Este ultimo tendra implicaciones significativas para el transporte y
destino del aluminio. En sangre existen compartimentos como las células,
membranas, complejos solubles que incluyen péptidos, proteinas, aminoacidos,
acidos organicos, acidos nucleicos y ligandos inorganicos, incluyendo hidroxido,
fosfato, fluoruro y acido silicico, los cuales pueden desempefiar un papel de
transporte de aluminio debido a la propension de estos elementos a unirse a
aluminio (Exley y Mold, 2015).

El aluminio se puede encontrar ligado y transportado por la proteina de
transporte de hierro-transferrina, o por medio de ligandos de bajo peso molecular

tales como citrato, fosfato, catecolaminas o aminoacidos para la distribucion de
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aluminio en sangre y tejidos (Bragadin y col., 2004; Exley, 2013). Cerca del 90 %
del aluminio se encuentra en un complejo con transferrina, la proteina
transportadora de hierro (El Hage Chahine y col., 2012; Gupta, 2014). Alrededor
del 10% del aluminio sérico esta unido a especies de baja masa molecular, esta
fraccion estd compuesta por complejos de aluminio-citrato, aluminio-fosfato (Al-
PO4%*) y el ternario aluminio-citrato-fosfato cuyo porcentaje es individualmente
variable y depende del estado de salud de los individuos. La captacion de
complejos de aluminio-transferrina produce efectos metabolicos diferentes de los
observados después de la captacion de complejos de aluminio-citrato, lo que
sugiere que aluminio-transferrina podria secuestrar aluminio en compartimentos

intracelulares diferentes de aluminio-citrato (Crisponi y col., 2012).

El hierro es un elemento crucial para el crecimiento y la supervivencia de
casi todos los organismos vivos. Es uno de los componentes vitales de las
proteinas que transportan oxigeno, hemoglobina y metahemoglobina (Jaishankar
y col., 2014). El hierro se transporta en el suero unido a transferrina, la cual lo
deposita en las células mediante una via endocitética que involucra al receptor
de transferrina (Cheng y col., 2004). En el caso del aluminio, éste se puede unir
a la molécula de transferrina gracias a su estado oxidativo, que es el mismo que
el hierro sérico (AI** y Fe®*) (Fig. 3). El complejo aluminio-transferrina, que se une
a los receptores de transferrina, se encuentra dentro del citosol, donde
experimenta una disminucién del nivel de pH a 5.5 liberando asi al aluminio del

complejo (Hardisson y col., 2017).

El receptor de transferrina soluble es un marcador sensible para la
deficiencia de hierro. Las concentraciones circulantes del receptor de transferrina
soluble son proporcionales a la expresion celular del receptor de transferrina de
membrana. La expresion celular del receptor de transferrina de membrana
aumenta en asociacién con la necesidad de hierro celular y de proliferacion

celular. El receptor de transferrina de membrana se expresa principalmente en la

18



e e

Transferrina 5 —b Transferrina

B)

‘\‘

®—’

Figura 3. Interaccion de hierro y aluminio con transferrina (Realizada a partir de

Hardisson y col., 2017).
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superficie de las células eritroides y libera hierro durante la proliferacion y la
sintesis de hemoglobina. Se ha demostrado que aluminio puede disminuir las
concentraciones de receptor de transferrina soluble y del receptor de transferrina
de membrana (Zhang y col., 2011).

La regulacién ascendente de la expresion de receptor de transferrina
celular se produce como resultado de un suministro inadecuado de hierro o de
una mayor demanda celular de hierro, por lo que se puede detectar la elevacion
del receptor de transferrina soluble en el caso de anemia por deficiencia de hierro,

talasemia y policitemia (Wiwanitkit, 2006).

La membrana plasmatica de los eritrocitos es la responsable del
mantenimiento de su forma (Girasole y col., 2012), no es una estructura estatica,
sino que es altamente dindmica, lo que le permite sufrir las extensas
deformaciones necesarias para atravesar el lecho vascular y realizar su funcién
principal de suministro de oxigeno. La compleja organizacion estructural de los
diversos componentes de membrana del eritrocito es responsable de sus
caracteristicas Unicas de deformabilidad extensa y estabilidad mecénica (Da
Costa y col., 2016).

Eritrocitos

El aluminio puede producir tres efectos principales en los eritrocitos: disminucion
de la energia debido a alteracion en el ATP; produccién de estrés oxidativo y;
choque osmotico. Como consecuencia de estos efectos se tiene la produccion de
ERO las cuales conducen a alteraciones en la morfologia eritrocitaria, cambios
en la conformacién de proteinas, reticulacion de proteinas, disminucion de
enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa y glutatién
peroxidasa, ademas de peroxidacion lipidica (Farag y Alagawany, 2018; Alkan y
col., 2019). Glutation desempefia un papel en la proteccion de la viabilidad

celular. Esta disminucion en la proteccion contra el estrés oxidativo aumenta la
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susceptibilidad de las células a un ambiente oxidativo adicional (Vota y col.,
2012).

Las proteinas de membrana de los eritrocitos consisten principalmente en
espectrina (subunidades a y B), anquirina (subunidades 2.1 y 2.2) banda 3,
proteina 4 (subunidades 4.1 y 4.2), actina (banda 5) y gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenasa (G3PD), que son responsables de mantener la estructura y
funcién de la membrana eritrocitica. La disminucion de la expresion de las
proteinas de la membrana dafia la estructura de la membrana e inhibe las
actividades de varias enzimas y receptores de proteinas, que son esenciales para
la funcion de la membrana de los eritrocitos (Zhang y col., 2016).

Los eritrocitos pueden entrar a una etapa de muerte celular conocida como
eriptrosis. Esta se desencadena debido a la apertura de canales de cationes no
selectivos permeables al calcio, el subsiguiente aumento de la concentracion de
calcio citosolico que es seguido por la contraccion celular debido a la activacion
de los canales de potasio sensibles al calcio, y por la descomposicion del orden
de los fosfolipidos en la membrana celular con translocacién de fosfatidilserina
hacia la superficie de la célula (Vota y col., 2012; Lang y col.,, 2016).
Fosfatidilserina en la superficie celular se une a los receptores de células
fagociticas con su consiguiente engullimiento y degradacién. Este proceso puede
desencadenar una de las patologias mas importantes en los eritrocitos, la
anemia, comprometiendo asi el transporte de oxigeno en la sangre. Otras
enfermedades que son asociadas a la eriptrosis es la sepsis, sindrome urémico
hemolitico, IRC, talasemia B, deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) y deficiencia de fosfatos (Lang y col., 2012).

Efectos en los Componentes Hematoldgicos

Uno de los efectos que produce aluminio en el sistema hematopoyético es la

disminucién de eritrocitos (Zhang y col., 2011), hemoglobina, hematocrito,
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volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, volumen
plaguetario medio y ferritina (Sharma y col., 2016), ademas puede producir un
aumento en el conteo de leucocitos debido a la disminucion de la actividad
hematopoyética ideal. Lo anterior es consecuencia de la interferencia de aluminio
en las diferentes etapas de los eritrocitos desde su sintesis hasta su etapa

madura. (Manishay col., 2013).

Hemoglobina. El citoesqueleto también es muy importante para
mantener los componentes celulares en particular, la hemoglobina que es la
proteina principal en los eritrocitos y es responsable del transporte de oxigeno y
diéxido de carbo hacia y desde los tejidos. Por lo tanto, el nivel de hemoglobina
intracelular podria usarse para determinar la viscosidad citoplasmica (Farag y

Alagawany, 2018).

Ferritina. EIl aluminio y ferritina poseen caracteristicas fisico-quimicas
similares (Kisnieriené y Lapeikaité, 2015), gracias a las cuales existen ocasiones
donde el aluminio ocupa el espacio del hierro en el almacenamiento en ferritina.
Su liberacién es posible por medio de dos fases: la primera caracterizada por una
sobrecarga de aluminio-ferritina y la posterior fase es por la liberacién de aluminio
de ferritina causada por una posible pérdida de la capacidad funcional de la

molécula de ferritina (De Sole y col., 2013).

Capacidad total de fijacion de hierro. En la capacidad total de fijacion
de hierro, se determina la cantidad total de hierro en sangre y mide la capacidad
de unién de transferrina con el Fe. El aluminio provoca un aumento de capacidad
total de fijacion de hierro lo cual significa tiene la capacidad de modular la
deficiencia de hierro mediante un mecanismo compensatorio que implica
aumentar los niveles de transferrina y con ello la capacidad total de fijacién de
hierro (Zhang y col., 2011).

Leucocitos. Un estudio realizado por Skarabahatava y col. (2015)

demuestra que, asi como en los eritrocitos, en los leucocitos la exposicion a altas
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concentraciones de aluminio en células humanas interfiere aumentando la fluidez
de la membrana, y disminuyendo el orden lipidico de la parte externa de la
membrana celular. Estudios afirman que debido a la exposicién a aluminio se
presenta un aumento de leucocitos (Sharma y col., 2010; Manisha y col., 2013)
en especial de neutrofilos y monocitos, esto debido a la activacion del sistema
inmune en respuesta a un agente externo como lo es en este caso el metal
(Sharmay col., 2016).

Plaguetas. Por peroxidacion lipidica, aluminio es capaz de producir
agregacion plaquetaria, implicada de forma importante en algunos casos
(Gémez, 2001). Esto es mas frecuente en pacientes con IRC debido a la

acumulacion por la disminucion de excrecion de aluminio (Nelva y col., 2002).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

Investigacion basica de tipo experimental y con variables controladas por disefio.

Condiciones de Manejo
Animales

Veinticinco ratas adultas hembra de la variedad Sprague Dawley con un peso de
200 g £ 20 g obtenidas del bioterio del Departamento de Investigacién y Posgrado
en Alimentos (DIPA) de la Universidad de Sonora, fueron utilizadas en la presente

investigacion (Fig. 4).

Manejo

Los animales se colocaron en jaulas individuales organizadas en un rack movible,
ambos de acero inoxidable (Fig. 5), en un ambiente controlado de ciclos de
luz/oscuridad de 12 hr cada uno, humedad (50 % + 5 %), temperatura controlada
(25°C + 1°C), agua y alimento (LabDiet® 5001) ad libitum (Kalaiselvi y col., 2014).

Consideraciones Bioéticas

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Universidad de Sonora con el oficio No. CEI-UNISON 10/2018.

El area total del bioterio, del Departamento de Investigacion y Posgrado
en Alimentos (DIPA) de la Universidad de Sonora, es de 160 m? y contiene 5
salas de 4 x 2.5 m (10 m?) cada una las cuales son exclusivas para el manejo
animal. Ademas, se utilizaron jaulas de acuerdo con las recomendaciones de la
NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA, 1999).
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Figura 4. Rta hembra de la variedad Sprague Dawley.
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Figura 5. Rack movible para ratas Sprague Dawley.
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La persona encargada del bioterio tiene una experiencia de 28 afos en el
manejo de rutina de animales experimentales. Cuenta con participaciones en una
gran cantidad de proyectos de investigacion, los cuales incluyen el
mantenimiento, manejo, sacrificio y disposicion final de los modelos animales, por

lo que se garantiza no existio sufrimiento innecesario de las ratas.

En este sentido, se cumplié con las disposiciones de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (SAGARPA, 1999) y NOM-033-ZO0-2014
(SAGARPA, 2014) y asi como con el cumplimiento de los formularios de la
Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (European
Medicines Agency, EMEA).

Disefio Experimental

Tratamientos

Veinticinco ratas adultas hembra de la variedad Sprague Dawley aleatorizadas
en cinco tratamientos experimentales de cinco ratas cada uno, alimentadas y

tratadas bajo el siguiente esquema:

Grupo A: Dieta basal y administracion de solucién salina fisiologica al 0.98 %

(Control negativo).

Grupo B: Dieta basal y administracion de 10 mg de Al/Kg de peso corporal de la
rata.

Grupo C: Dieta basal y administracion de 20 mg de Al/Kg de peso corporal de la

rata.

Grupo D: Dieta basal y administracion de 30 mg de Al/Kg de peso corporal de la

rata.

Grupo E: Dieta basal y administracion de 40 mg de Al/Kg de peso corporal de la

rata.
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Preparacion de Soluciones

Todo el material utilizado en la preparacion de las soluciones fue lavado con
detergente liquido comercial para retirar suciedad y posteriormente fue sometido
a una solucion de HNOs al 20 % (grado analitico 70% marca Fermont) durante
12 horas. Transcurrido el tiempo, fue enjuagado perfectamente y a conciencia
con agua desionizada para retirar todo residuo de acido y evitar la contaminacion
por elementos traza y finalmente fue secado para su posterior empleo (Yahayay
col., 2013).

Reactivos utilizados. Cloruro de sodio (NaCl) 99.78 % de pureza de
J.T.Baker (Xalostoc, Edo de México, México) y Cloruro de aluminio hexahidratado
(AICI3 -6H20) 99.0 % pureza de Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, USA).

Solucidn salina fisioldgica 0.9 %. Se pesaron 4.5 g de NaCl los cuales
se adicionaron a 500.0 mL de agua desionizada.

Soluciones de AICls. Para la preparacion de las soluciones de 10, 20, 30
y 40 mg de Al/Kg de peso corporal de la rata, se pesaron 9.04, 18.0, 27.1, 36.1 g
de AICI3-6H20 respectivamente, los cuales se colocaron en recipientes
previamente lavados, secados, etiquetados y adicionados con 500.0 mL de agua

desionizada.

En todo momento se tomo en cuenta la concentracion de las moléculas de
agua (6H20) para cada una de las soluciones, para asi asegurar la correcta

administracion de AICls.

Administracion de AICIz por Via Intragastrica

Las ratas fueron tratadas con dosis de 10, 20, 30 y 40 mg de Al/Kg de peso
corporal aplicado por via intragastrica acorde al método de Huggins cinco dias a
la semana durante 90 dias (Fig. 6).
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Las ratas del grupo control fueron tratadas con solucién salina fisiologica
0.9 % por via intragastrica, para igualar las condiciones de manejo animal
(Bobrowska-Korczak y col., 2012; Ozturk y Ozdemir, 2015).

Obtencion de Muestras Bioldgicas

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de sangre periférica mediante
puncion intracardiaca (Fig. 7) de ratas previamente anestesiadas en camara de
halotano (CHCIs) de Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO, USA). La sangre se
extrajo mediante el uso de jeringas de 5 mL BD Plastipak™ con aguja de
21Gx32mm. Inmediatamente la sangre se colocé en tubos BD Vacutainer® con
EDTA Kz y en tubos BD Vacutainer® para suero con activador de coagulacion,
siendo estos ultimos centrifugados a 800 g durante 10 min para la obtencién de

Suero.

Una vez obtenido el suero, fue separado en alicuotas para la
determinacién de hierro sérico, capacidad total de fijacidn de hierro y ferritina. En
el caso de la sangre colocada en tubos con EDTA k2, se utiliz6 para la realizacion
de extendidos sanguineos, la determinacién de la concentracion de aluminio,

perfil cinético de hierro y citometria hematica.

Posteriormente, se le practicé eutanasia a cada rata de acuerdo con lo
establecido en la NOM-033-ZO0-2014 (SAGARPA, 2014), para asi evitar el
sufrimiento animal, dando a su vez cumplimiento de los formularios de la
Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (European
Medicines Agency, EMEA).
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Figura 7. Extraccion de sangre periférica por puncion intracardiaca.
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Ensayos

Determinacion de la Concentracion de Aluminio

El material de laboratorio utilizado en la determinacion de aluminio fue
sometido a un control sanitario siguiendo el método recomendado por la Norma
Mexicana NMX-AA-115-SCFI-2015 (Secretaria de Economia, 2015).

Los materiales de trabajo de vidrio (pipetas serolbgicas, pipetas volumétricas y
matraces volumétricos Pyrex) fueron lavadas con soluciones de detergente
liqguido comercial para retirar toda suciedad y posteriormente fueron sometidos a
una solucion de &cido nitrico (HNOs) al 20 % (grado analitico 70% marca
Fermont) durante 36 horas. Transcurrido el tiempo, fueron enjuagados con agua
desionizada para evitar la contaminacién por elementos traza. Finalmente, el
material fue secado y almacenado en recipientes de plastico limpios con tapa
hermética hasta su uso.

Digestion de muestras. Una caracteristica de la técnica de absorcion
atomica, el cual es el método por utilizar, es que el analito se encuentre en
solucion para poder efectuar su cuantificacion. Por lo anterior, se debe hacer una
digestién previa de la muestra para eliminar los componentes organicos que
puedan interferir en el andlisis cuidando que los reactivos utilizados no generen

interferencia con el método.

Se utilizé sangre periférica proveniente de cada rata previamente colocada
en tubos BD Vacutainer® con EDTA Kz y el material de referencia certificado
(MRC) NIST 1566b para ser digeridos en el horno de microondas MARSXpress
CEM (Fig 8).

Se utiliz6 el método de digestion de sangre, el cual se encuentra
estandarizado en el Laboratorio de Contaminantes Metalicos del Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) en Hermosillo, Sonora.
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Figura 8. Horno de microondas MARSXpress CEM para digestion de muestras

sanguineas.
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Se pesaron 0.4 £ 0.02 g de cada muestra sanguinea por Unica ocasion y
0.4 + 0.02 g del material de referencia certificado por triplicado, colocandolos en
tubos de digestidén de teflon de 15 cm x 2.5 cm. Se agregaron 5 mL de HNO3
concentrado (Suprapur Merck) y 2 mL de H202 al 30 % (con pureza del 29 % al
32 %, marca Fermont) homogenizando suavemente y dejando reposar durante

30 minutos para una pre-digestion.

Posteriormente se adicionaron 5 mL de agua desionizada para colocar
cada tubo de digestion en el Horno de Microondas MARSXpress CEM bajo las
siguientes condiciones: Rampa hasta 200 °C durante 20 minutos, mantenimiento
a 200 °C durante 15 minutos, 30 minutos de enfriamiento todo esto a 35 barr de
presion, 1600 watts de potencia. El extracto acido resultante se afor6 a 50 mL
con agua desionizada para posteriormente cuantificar la concentracion de
aluminio (Bohrer y col., 2008; CEM Corporation, 2009).

Cuantificacion de la concentracion de aluminio. La determinacion de
la concentracion de aluminio en estandar, material de referencia certificado y
sangre completa de las ratas, se realiz6 mediante espectroscopia de absorcion
atomica modalidad horno de grafito (EAAHG) ya que es un método bien
establecido, ademas de ser una excelente técnica con gran sensibilidad teniendo
un limite de deteccién en el rango de partes por billon (ppb) o su equivalente de

ug/L, debido a que se pueden utilizar volimenes de muestra muy bajos.

Se utilizé el equipo automatizado AANALYST 400 PERKIN-ELMER (Fig.
9) ubicado en el Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia de la
Universidad de Sonora en Hermosillo, Sonora bajo las condiciones de operacion
recomendadas por el fabricante (Neiva et al. 2002; Perkin Elmer, 2012).
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Figura 9. Espectofotbmetro de absorcion atébmica Perkin Elmer, modelo AAnalyst
400, con horno de grafito H6-900 (Perkin Elmer, 2012).
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Con la finalidad de verificar y validar los resultados obtenidos, se
determinaron los siguientes parametros analiticos de calidad: Linealidad y
exactitud (CENAM-EMA, 2008).

Linealidad. Pardametro que se determina a través del coeficiente de
correlacion de Pearson (R). Se realiz6 una curva de calibracion a partir de un
estdndar de aluminio de 1000 mg/L (AccuTrace reference standard). Las
concentraciones de trabajo fueron de 20, 100, 200, 300 y 400 pg/L de aluminio.
Para preparar las disoluciones de trabajo se preparé una disolucién de 0.4 ppm
tomando 10 mL del estdndar de aluminio de 1000 mg/L y se coloc6 en un matraz
volumétrico de 100 mL, se adicionaron 2 mL de HNO3s concentrado y 10 mL de
cloruro de potasio (KCI) al 2 %, posteriormente se afor6 a 100 mL con agua

desionizada.

Se determind la concentracién de aluminio en el equipo de EAAHG y se le
dio la instruccion al equipo de realizar la curva de calibracion para las
concentraciones restantes graficando concentracién contra absorbancia y se
estimo el valor de R. El criterio de aceptacion es de R = 0.995 (Miller y Miller,
2002).

Exactitud. Se estimé mediante el porcentaje de recuperacion (% Rec).
Se calcul6 en base a los resultados obtenidos a través de las determinaciones
del material de referencia certificado (NIST 1566b, Gaithersburg, Maryland, US)
gue contenia 197.2 + 6.0 mg/Kg de aluminio. El % Rec se calcul6 en base a la

siguiente ecuacion:

valor medido
% Rec = —— x 100
Valor tedrico

Acorde a la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el criterio
de aceptacion es % Rec = 100 = 5 (rango: 95-105) (Thompson y col., 2002).
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Determinacién del Perfil Cinético de Hierro

La determinaciéon de hierro sérico, capacidad de fijacion de hierro (TIBC),
saturacion de transferrina (% ST), ferritina, citometria hematica y andlisis
diferencial de frotis sanguineo fueron realizadas en Laboratorios Acufia y
Asociados, S.C. en Hermosillo, Sonora.

Determinacion de hierro sérico. Se utilizd sangre periférica proveniente
de cada rata previamente colocada en tubos BD Vacutainer® para suero con
activador de coagulacién y se centrifugaron a 800 g durante 10 min para la
obtencion de suero. Una vez obtenido el suero, fue separado en alicuotas para
la determinacion de hierro sérico en el equipo VITROS® DT 60 Il (Fig. 10) (Ortho-
Clinical Diagnostics, 2004).

El método utilizado es el de laminas VITROS® hierro el cual es un
elemento analitico colorimétrico multicapa incorporado a un soporte de poliéster.
En la lamina se depositan 10 pL de muestra de suero que se distribuye
uniformemente desde la capa difusora a las capas subyacentes. El hierro (en
forma de i6n férrico) (Fe3*) se desprende de la transferrina en pH acido y migra
hacia la capa reductora, donde el acido ascorbico reduce el hierro a la forma
ferrosa (Fe?*). El i6n ferroso se une al colorante y forma un complejo coloreado
en la capa reactiva. Tras la adicion de la muestra, la ldmina se incuba y la
densidad de la reflectancia se mide a 630 nm después de 1 y 5 minutos. La
diferencia de la densidad de reflexién es proporcional a la concentracion de hierro
en la muestra (Ortho-Clinical Diagnostics, 2003).

Determinacion de la capacidad total de fijacién de hierro. A partir de
suero sanguineo separado en alicuotas de 125 uL para su determinacion en el
Fotometro de quimica clinica SEAC de QC Diagnostics (QC Diagnostics, 1999)
(Fig. 11).
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Figura 10. VITROS® DT 60 Il para hierro sérico (Ortho-Clinical Diagnostics,
2004).
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Figura 11. Fotometro de quimica clinica QC Diagnostics, para la determinacion
de la capacidad total de fijacion de hierro (SEAC, 1999).

39



Se utilizaron los kits: capacidad total de fijacion de hierro de BioSystems y
el kit hierro-cromazurol de BioSystems. En esta técnica la transferrina sérica se
satura afiadiendo a la muestra un exceso de iones Fe®*. El Fe3* no unido se
precipita con magnesio hidroxicarbonato (presente en el kit para capacidad total
de fijacion de hierro), y el hierro unido a proteina en el sobrenadante se mide
espectrofotométricamente a 625 nm por medio del reactivo para hierro-
cromazurol de BioSystems en el cual el Fe3* presente en la muestra forma un
complejo coloreado con el cromazurol B y el bromuro de hexadeciltrimetilamonio.
La preparacion de reactivos y procedimiento para la determinacion se realiza
acorde a los insertos de los reactivos (BioSystems, 2013; BioSystems, 2016).

Determinacion de saturacion de transferrina. Para calcular el % ST
primero se determind la capacidad total de fijacion de hierro y los niveles de hierro
sérico, por consiguiente, se calculd el % ST segun la siguiente ecuacién (Sermini
y col., 2017).

Hierro sérico
% ST = TIBC x 100

Determinacion de ferritina. Se utilizd sangre periférica proveniente de
cada rata previamente colocada en tubos BD Vacutainer® para suero con
activador de coagulacion centrifugandose a 800 g durante 10 min para la
obtencion de suero. Una vez obtenido el suero se separ6 en alicuotas de 10 pL
de muestra para una posterior dilucion 1:40 con agua destilada para la
determinacién de ferritina por método de ELISA® en un espectrofotometro Eli
Read RT-2100C (KONTROLab ®, 2002), analizador de microelisa utilizando el
kit de ferritina de rata ab157732 de la marca abcam® (Fig. 12).
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Figura 12. Espectrofotometro Eli Read RT-2100C para determinacion de ferritina
por ELISA (KONTROLab ®, 2002).
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En este ensayo, la ferritina presente en las muestras reacciona con los
anticuerpos antiFerritina que se han adsorbido a la superficie de los pocillos de
microtitulacién de poliestireno. Después de la eliminacion de las proteinas no
unidas mediante el lavado, se agregan anticuerpos antiferritina conjugados con
peroxidasa de rabano picante (HRP). Estos anticuerpos marcados con enzimas
forman complejos con la ferritina previamente unida. Tras otra etapa de lavado,
la cantidad de enzima unida en el complejo se mide mediante la adicion de un

sustrato cromogénico, 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB).

La cantidad de enzima unida varia de forma proporcional con la
concentracion de ferritina en la muestra analizada; por lo tanto, la absorbancia, a
450 nm, es una medida de la concentracion de ferritina en la muestra de prueba.
La cantidad de ferritina en la muestra de prueba se puede interpolar a partir de la

curva estandar construida a partir de los estandares (abcam, 2016).

El procedimiento de verificacién y validacion de la cuantificacion de
ferritina exige por procedimiento de fabricante realizar una curva de calibracion
con los estandares proporcionados. Las concentraciones utilizadas fueron 12.5,
25, 50, 100, 200, ng/mL de ferritina de rata.

El kit de ferritina de rata ab157732 proporciona una curva teérica en base
la cual se procede a obtener el coeficiente de correlacion (R) de ambas y calcular
grado de asociacion entre las curvas en base a la siguiente ecuacion (abcam,
2016):

L, R experimental
Grado de asociacion = — x 100
R tedrico
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Citometria Hematica

El recuento de eritrocitos, cuantificacion de hemoglobina, hematocrito, amplitud
de distribucion eritrocitaria (RDW), cuenta de leucocitos, plaquetas y volumen
plaguetario medio (VPM) se realiz6 a partir de muestras en tubos BD Vacutainer®
con EDTA Kz y determinadas de manera automatizada en el analizador
hematoldgico Cell Dyn 1700 de la marca Abbott Diagnostics (Abbott Diagnostics,
1995) (Fig. 13).

Anédlisis Diferencial de Frotis Sangquineo

El examen de frotis de sangre periférica para el diagnostico diferencial de las
células se asocia con la caracteristica de tincién y el conocimiento correcto de la
morfologia de las diferentes células sanguineas. El estudio del frotis de sangre
tefida se considera uno de los métodos mas importantes en el analisis
hematolégico (Akhlaghi y Ahmadi-Hamedani, 2019).

Se utilizaron portaobjetos nuevos previamente limpiados con etanol 70°,
realizandose dos frotis sanguineos de sangre periférica adicionada con EDTA por
muestra. Las laminas fueron secadas al aire y fijadas con metanol absoluto
durante 3 min, se retira el exceso de metanol y se deja secar al aire.
Posteriormente se adicionaron 18 gotas de colorante Wright-Giemsa durante 1
minuto. Sin retirar colorante, se afiaden 9 gotas de la solucion amortiguadora y
se deja actuar por 4 min. Finalizado el tiempo, se procede a lavar con agua
destilada durante 15 segundos y se seca al aire dejando la preparacion colocada

verticalmente sobre un papel absorbente.

Se analizaron al microscopio Optico con 40 y 100 aumentos. Durante el
analisis se evalla observacion y diferenciacion de leucocitos, asi como

morfologia de eritrocitos y plaquetas.
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Figura 13. Analizador hematoldgico Cell Dyn 1700 de Abbott Diagnostics para la
realizacion de citometria hemética (Abbott Diagnostics, 1995).
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Pruebas Citoquimicas

Las reacciones citoquimicas son utiles para reconocer enzimas, hidratos de
carbono, lipidos u otras sustancias en las diferentes lineas hematopoyéticas;
particularmente su valor practico reside en identificar el linaje celular
comprometido en las leucemias agudas, y en el diagnéstico diferencial de

sindromes mielodisplasicos y mieloproliferativos (Tentoni y col., 2007).

Cada prueba citoquimica fue realizada a partir de un extendido de sangre
periférica con EDTA de una muestra por grupo de tratamiento elegida
completamente al azar obteniendo asi cinco extendidos por cada tincion, secadas

al aire y fijadas con metanol absoluto durante 5 minutos.

Fosfatasa alcalina. Se utiliza para la delimitacién citoquimica de una
leucemia mieloide crénica (LMC) y de otras enfermedades del tipo
mieloproliferativas, especialmente mielofibrosis y policitemia u otros procesos
inflamatorios o tumorales es adecuada la determinacion de la actividad (indice)
de la fosfatasa alcalina leucocitaria. Ademas, el indice de la fosfatasa alcalina
leucocitaria representa un parametro sencillo para el caso de LMC, reflejando
diversas fases de actividad de la enfermedad. La fosfatasa alcalina leucocitaria
cataliza la hidrdlisis de ésteres fosforicos en medio alcalino. El 1-naftol liberado a
partir del fosfato de 1-naftilo se acopla con una sal de diazonio para dar un color
pardo, que precipita en la célula de acuerdo con la localizacion y la actividad de

la fosfatasa alcalina en la célula (Merck Millipore, 2017a).

Posterior a la fijacion del extendido se realizd la tinciéon por medio del kit
LEUCOGNOST®-ALPA - Identificacion de la actividad de la fosfatasa alcalina en
GB de Merck Millipore, preparandose en base a las especificaciones sefialadas
por el kit. En consiguiente se realizé una contra tincion Wright (marca Merck

Millipore) durante 12 minutos y se enjuago6 con agua destilada por 30 segundos.
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La actividad de la fosfatasa alcalina se manifiesta en forma de un
precipitado pardo negruzco en el citoplasma. La evaluacion de la reaccion se
llevé a cabo evaluando 100 neutrdéfilos segmentados; en caso de una neutropenia
como maximo hasta un 10 % de granulocitos con nucleo en banda. Se toma en
cuenta el grado de intensidad de la tincidon distinguiéndose cinco grados de

intensidad de color.

Grado de intensidad 0: sin reaccion.

Grado de intensidad 1: de uno a pocos granulos.

Grado de intensidad 2: muchos granulos localizados.

Grado de intensidad 3: granulos difusamente distribuidos.

Grado de intensidad 4: célula completamente ocupada de granulos.

Grado de intensidad 5: numero maximo de granulos, frecuentemente no se

puede ver el nicleo.

Una vez finalizada la observacion, se procede a determinar cuanto
porcentaje se obtuvo de cada grado para posteriormente ese porcentaje se
multiplique por su grado correspondiente. Ejemplo: 8 % de células grado de
intensidad cero da como resultado cero; 42 % de células grado de intensidad uno
da como resultado en 42; 24 % de células grado dos da como resultado 48; y asi
sucesivamente, hasta finalizar con el quinto grado. Una vez obtenido todos los
valores, se suman y el resultado final es el indice de fosfatasa alcalina (indice
ALPA). Posteriormente se determina si se encuentran dentro de los rangos de

referencia. Rangos de referencia 10 - 100.

Un indice disminuido es patognomonico para la fase activa en una LMC
Como maximo en las anemias hemoliticas, las anemias por deficiencia de hierro
o algunas enfermedades viricas se pueden observar valores de indices

comparablemente bajos. Los valores normales y elevados tienen siempre un
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significado multiple, de manera que carecen de importancia para un diagndstico
diferencial. También la LMC en remisidbn puede mostrar valores normales o
incluso aumentados de ALPA. En general, el indice sera mas alto en cuanto mas
pronunciados sean los procesos de disgregacion necrobidticos que tengan lugar

en el marco de procesos inflamables o tumorales (Merck Millipore, 2017a).

Peroxidasa. La reaccion de peroxidasa sirve de indicador para la
presencia de elementos celulares mieloides. ElI grado de madurez de los
granulocitos en maduracion puede ser estimado esencialmente segun la
intensidad de la reaccion cromatica pardo-negruzca. Las peroxidasas son
catalasas lisosomales que transfieren el hidrégeno desde un donador adecuado
(anteriormente la bencidina cancerigena 4-cloro-1-naftol) a un peréxido (peréxido
de hidrégeno). Entonces el donador 4-cloro-1-naftol se oxida y se transforma en
un colorante insoluble pardo negruzco, que puede utilizarse corno indicador de

la correspondiente actividad de peroxidasas.

Una vez fijados los extendidos se realiz6 la tincion utilizando el kit de
LEUCOGNOST® POX para la deteccién de la reaccion de la peroxidasa en
leucocitos Merck Millipore el cual se prepard y utilizé en base a las condiciones
indicadas por el kit. Se realizé una contra tincién Wright (marca Merck Millipore)

durante 10 minutos y se lavé con agua destilada por 30 segundos.

Como consecuencia de la reaccion de peroxidasa (POX), todas las células
de la serie de maduracion neutréfila y especialmente de la eosindfila a partir de
los promielocitos son claramente peroxidasa-positivas si se ven granulos con
tincion pardo-negruzca. Los mieloblastos mas maduros también pueden
presentar algunos islotes de fermento peroxidasa-positivos en su citoplasma. La
mayoria de los monocitos normales igualmente reacciona de forma peroxidasa-
positiva; sin embargo, la intensidad de la tincion es claramente inferior en

comparacion con los granulocitos neutréfilos y eosinoéfilos. Los granulocitos
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basdfilos, asi como todas las células de las series linfatica y eritropoyética son

peroxidasa-negativas (Merck Millipore, 2017b)

En el caso de leucemia peroxidasa positiva se distinguen tres tipos de
reaccion (Merck Millipore, 2017b):

POX 1: hasta 5 % de blastos POX positivos. LMA sin tendencia a madurez; no
se excluyen a leucemia indiferenciada aguda (LIA) o leucemia linfocitica
aguda (LLA)

POX 2: de 5 % hasta 65 % de blastos POX positivos. Leucemia mieloide aguda
(LMA) con tendencia a madurez o leucemia mielomonocitica aguda
(LMMA).

POX 3: mas de 65% de blastos POX positivos. LMA con tendencia a madurez

hasta llegar a leucemia promielocitica aguda (LPA).

a-naftil acetato esterasa. Las reacciones de esterasas con diversos
sustratos facilitan la diferenciacion entre leucemias mieloblasticas vy
monoblasticas. Aparte de la reaccion de naftol AS-D-cloroacetato-esterasas,
cuyo poder declarativo es comparable al de la reaccion de las peroxidasas, la
reaccion de 1l1-naftilo-acetato-esterasas es adecuada sobre todo para la
delimitacibn de leucemias monoblasticas. Estas enzimas aceleran la
disgregacioén hidrolitica del acetato de 1-naftilo en acido acético y 1-naftol, que se
acopla con una sal de diazonio dando un azocolorante pardo rojizo insoluble en

agua.

Con el extendido fijado y secado al aire se tifi6 utilizando el kit de
LEUCOGNOST®EST para la identificacién de la reaccion de a-naftil acetato
esterasa en leucocitos acorde a las indicaciones dadas por el kit. Terminada la
tincion, se realiz6 una contra tincidn con colorante Wright (Merck Millipore) para
mejor visualizacion. La 1-naftil acetato-esterasa (EST) muestra en todas las

células de la hematopoyesis una reaccion deébil. Reaccionan de forma
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intensificada especialmente monocitos, células plasmaticas, eritroblastos y

megacariocitos. La reaccion es de color pardo rojiza, granulosa.

Para la clasificacion de leucemias agudas se determina el porcentaje de
blastos esterasa positivos y se realiza la siguiente clasificacion teniendo en

cuenta reacciones simultdneas de peroxidasas de diferente graduacion:
Tipo peroxidasas: menos del 25 % de EST positivos. LMA o LPA.
Tipo mixto POX-ETS: 25 % - 50 % blastos EST positivos. LMMA.

Tipo esterasas: mas de 50 % de blastos EST positivos. Leucemia

monocitica aguda (LMoA). (Merck Millipore, 2017c).

Anédlisis Estadistico

Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk, la cual es una prueba de normalidad para
muestras menores a 50 (Ghasemi y Zahediasl, 2012), con la finalidad de analizar
si la distribucién de los resultados concuerda con la campana de gauss (Argote—
Cusi, 2009). Debido a que los datos obtenidos en la presente investigacion no
presentaron una normalidad, se utilizé un analisis estadistico no paramétrico
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis (Guo y col., 2013). Las diferencias se
consideran significativas a un nivel de p<0.05. Todos los analisis se efectuaron

con el paquete estadistico IBM SPSS statistics version 22.0.

La prueba propuesta por Kruskal y Wallis evalia si dos o0 mas muestras
son de una misma distribucién (Guo y col., 2013) Esta prueba se basa en un
analisis de medias (Elliott y Hynan, 2011). La hipoétesis nula para Kruskal Wallis
es que los datos provienen de poblaciones de una misma procedencia, es decir,
de una misma distribucion (Guo y col., 2013). Cuando se rechaza la hipotesis
nula para la prueba (p<0.05), es evidencia de que al menos dos grupos son
diferentes (Elliott y Hynan, 2011).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sujetos de Estudio

El presente estudio se inicié con cinco grupos de cinco ratas cada uno, para un
total de veinticinco ratas. En el transcurso del estudio se tuvieron pérdidas de
cuatro sujetos, por lo tanto, se culmind con veintiin ratas. A continuacion, se

presenta un desglose de la poblacién final.
Grupo A: cinco ratas.

Grupo B: tres ratas.

Grupo C: cuatro ratas.

Grupo D: cuatro ratas.

Grupo E: cinco ratas.

En cada deceso se buscaban las posibles causas del fallecimiento, sin
embargo, hasta el momento no se tiene un motivo claro. No se encontr6 aparente

relacion entre los decesos y el manejo o administracién de AlCIs en los animales.

Ensayos

Determinacion de la Concentracion de Aluminio

Linealidad. Se realiz6 una curva de calibracion a partir de un estandar de
aluminio (Al) de 1000 mg/L (AccuTrace reference standard). Las concentraciones
de trabajo fueron de 20, 100, 200, 300 y 400 pg/L de aluminio con la cual se
evalla la linealidad en base al coeficiente de correlacion (R) y al coeficiente de
regresion lineal (R?) (Fig. 14). El coeficiente de correlacion indica el grado de
correlacion lineal que existe entre dos variables (absorbancia contra
concentracion) que varian conjuntamente, es decir, la tendencia que tiene larecta

a dispersarse.
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Figura 14. Curva de calibracion para aluminio a partir de un estandar de
aluminio de alta pureza por medio de EAAHG.
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En el caso de R?, indica si se obtuvo una la relaciéon entre una variable
explicativa y una variable respuesta, es decir, si el modelo de regresion utilizado
es el ideal (Lavalle y col., 2006). Se obtuvieron los siguientes valores: R = 0.9999
y R? = 0.9999, siendo ambos aceptables e ideales ya que Ry R?2> 0.995 (Miller
y Miller, 2002) (Fig. 14).

Exactitud. En el porcentaje de recuperacion (% de Rec) con el cual se
evaluo la exactitud del método siendo determinado a partir de un material de
referencia certificado (MRC) del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST), se obtuvo como resultado un % de Rec = 98.28 el cual cumple con el
rango considerado por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) donde el criterio de aceptacion es % Rec = 100 = 5 (rango: 95-105)
(Thompson y col., 2002). Esto indica que el método de descomposicion utilizado
en las muestras de rata Sprague Dawley, y la técnica para cuantificar aluminio,

fueron adecuados.

Este resultado es similar al obtenido por Garcia-Alegria y col. (2017),
donde se analizaron muestras de tejido mamario, higado, y hueso de rata
Sprague Dawley expuestas a aluminio, y los % de Rec fueron de 100.90, 103.50

y 100.60 respectivamente.

Cuantificacién de la concentracion de aluminio. En la Tabla I, se
presentan las medias de concentracion de aluminio en pg/L por cada grupo de
tratamiento. Se puede apreciar que no existe diferencia significativa (p=0.05)
entre los tratamientos experimentales con respecto a la concentracién de
aluminio. Es decir, la administraciéon de aluminio no conduce a una acumulacion

aparente del elemento en sangre completa.
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Tabla I. Concentracion de aluminio (ug/L) para cada uno de los tratamientos experimentales.

Grupo A

Grupo B

Grupo C

Grupo D

Grupo E

Aluminio

(ng/L)

16.65 £ 0.62

14.49 £ 0.2732

14.48 £1.014

16.24 £ 0.2155

12.38 + 0.3966

Los valores estan expresados como valor medio, + desviacion estandar.

Las concentraciones de aluminio no presentan diferencia significativa entre grupos mediante la prueba de Kruskall-Wallis con

una p>0.05.




Esto concuerda con El Hage Chahine y col. (2012), donde se afirma que una de
las mayores actividades de aluminio en sangre es el ser transportado por medio
de la formacién de complejos estables con transferrina. Debido a lo anterior, el
aluminio tiene la posibilidad de transportarse a diversos 6rganos tales como
cerebro, pulmén, higado, rifidn, senos, entre otros, utilizando la sangre como via
de transporte (Bakir y Darbre, 2015; Liy col., 2016; Mirza y col., 2016).

Determinacién del Perfil Cinético de Hierro

Para la determinacion de perfil cinético de hierro se realizaron las
cuantificaciones de hierro sérico, capacidad total de fijacion de hierro y ferritina
de forma individual y en los equipos correspondientes. Asi mismo se realizo el

calculo para el % de saturacién de transferrina (Tabla I1).

Determinacion de hierro sérico. No se tiene diferencia significativa entre
los grupos con una p>0.05. Esto concuerda con Turgut y col. (2004) donde a un
grupo de ratas se le administr6 sulfato de aluminio ((Al2SQOa4)3) y no obtuvieron
cambios significativos entre los grupos. Esto contrasta con Zhang y col. (2011)
donde en un estudio de 150 dias, obtuvieron una disminucion de hierro en plasma
entre los dias 60 y 120, sin embargo, al dia 150 incrementd. Afirman esto es
posible debido a una primera afectacién de aluminio en hierro y el posterior
aumento puede deberse a una hemdlisis de los eritrocitos debido a afectaciones

en la membrana y por ende produce la liberacion de hierro intracelular.
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Tabla Il. Perfil cinético de hierro: Hierro sérico, capacidad total de fijacion de hierro (TIBC), saturacion de transferrina

y ferritina.
Valores de
) Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
referencia*
Hierro sérico
139.2+123 1742+17.8 169.0+26.8 187.7+14.1 185.0+23.3 166.0+54.8
(ng/dL)
TIBC (pg/dL) 283.7+205 308.8+39.9 265.6+59.7 300.0+£51.0 3025+46.3 276.6+56.6
Saturacion de
. 47.32+£7.19 56.41+447 63.61+£4.49 6258+2.77 61.15+£5.04 60.01+0.96
transferrina (%)
Ferritina
(hg/mL) 82.32+2.72 67.70+£490 51.31+868 61.25+3.15 59.42+11.0 29.81+6.12
ng/m

Los valores estan expresados como valor medio, + desviacion estandar. Concentraciones de hierro sérico, capacidad total de

fijacion de hierro y saturacion de transferrina no presentan diferencia significativa entre grupos mediante la prueba de Kruskall-

Walllis con una p>0.05. 2 Ferritina presenta una diferencia significativa entre grupos con una p<0.05 mediante la prueba de
Kruskall-Wallis. *(Serrano y col., 2015).



Determinacion de la capacidad total de fijacion de hierro. La
capacidad total de union al hierro es una medida funcional del nivel de transferrina
en circulaciéon (Auerbach y Adamson, 2016). En el presente proyecto, no se
obtuvo diferencia significativa entre los grupos con una p>0.05. Esto concuerda
con lo determinado por Farina y col. (2005), quienes no obtuvieron cambios
significativos en la capacidad total de union al hierro ante exposicion a aluminio.
Esto es debido a la capacidad que posee aluminio para ocupar el espacio del
hierro en transferrina (Zhu y col., 2012). El aluminio no compite con el hierro en
la unién a la transferrina, sin embargo, dado que solo el 30% de la transferrina se
encuentra saturada por hierro férrico, los sitios de transferrina restantes estan

disponibles para otros metales, como el aluminio (Mujika y col., 2011).

Determinacion de saturacion de transferrina. Es un indice que toma en
cuenta el hierro plasmatico y la principal proteina de transporte, la transferrina.
La transferrina se considera un marcador bioquimico importante del estado del
hierro corporal (Elsayed y col.,, 2016). En base a los resultados no se tiene
diferencia significativa entre los grupos (p>0.05), lo cual concuerda con Turgut 'y
col. (2004) donde de igual forma no obtuvieron diferencia en este parametro. Esto
es debido al reemplazo de hierro por parte de aluminio (Skarabahatava y col.,

2015) manteniendo, aparentemente, los niveles de transferrina.

Determinacion de ferritina. La ferritina es la proteina que refleja las
reservas de hierro del cuerpo (Auerbach y Adamson, 2016). Previo a la
cuantificacion de ferritina se realiz6 una curva de calibracion en base a
estandares proporcionados por el kit de ferritina de rata ab157732, donde
proporciona una curva teérica la cual funge como base para la realizacién de la
curva experimental (Fig. 15). Una vez realizada la curva experimental se procedi6
a obtener R de ambas, siendo R = 0.9873 para la curva tedricay R = 0.9792 para
la curva experimental, con lo cual se calcul6 el grado de asociacion entre ambas
siendo del 100.00 %.
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Figura 15. Curva de calibracién de ferritina.
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En base a los resultados obtenidos en la Tabla Il, la concentracion de
ferritina tiene una diferencia significativa entre grupos con una p<0.05. Conforme
aumenta de concentracion de aluminio administrado, se observa una disminucion
en la concentracion de ferritina. Esto indica un efecto por parte del aluminio sobre
la proteina. Ferritina ademas de ser la proteina con la funcién de almacenar
hierro, tiene la capacidad de almacenar otros metales, entre ellos aluminio (De
Sole y col., 2013). Entre menor concentracion de hierro es mayor la absorcion y
acumulacion de aluminio en ferritina, que, al mismo tiempo, la disminucion de
hierro es una de las consecuencias de la exposicion a aluminio (Zhuy col., 2012).
Esto indica que ferritina puede funcionar como una proteina reguladora de
metales que debido a su concentracién pueden ser potencialmente toxicos (De
sole y col., 2013)

La interaccion de aluminio con ferritina conlleva dos fases: la primera
caracterizada por una sobrecarga de aluminio de ferritina y la posterior fase por
la liberacién de aluminio en 6rganos por ferritina causada por una posible pérdida
de capacidad funcional de la molécula de ferritina (De sole y col., 2013). Esta
pérdida en la funcionalidad de ferritina se estima sea el factor por el cual
disminuye la concentracion de ferritina en sangre mientras la concentracion de

aluminio administrado aumenta.

Citometria Hematica

Se analizaron los siguientes parametros: conteo de eritrocitos, concentracion de
hemoglobina, concentracion de hematocrito, determinacién de amplitud de
distribucion eritrocitaria (RDW), cuenta de leucocitos, conteo de plaquetas y

determinacion del volumen plaquetario medio (VPM) (Tabla I11).
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Tabla Il. Citometria hematica: eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, amplitud de distribucién eritrocitaria (RDW),
conteo de leucocitos, plaguetas y volumen plaguetario medio (VPM).

Valores de
e aEs Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Eritrocitos
6 6.39-8.01 6.84 £ 0.7 7.11 £0.08 6.45 + 0.97 7.00 £ 0.36 6.57 £1.04
(10°cels/puL)
Hemoglobina
(g/dL) 129-154 | 1432+13 14.73+0.46 | 14.70£0.58 | 14.75+0.57 | 13.74+1.88
Hematocrito (%) 40 - 46 40.1£3.87 | 41.93+0.46 | 41.05+0.75 | 39.95+1.94 | 37.38+5.26
RDW (%) 12.23-145| 125+0.5 12.10+£0.45 | 12.08£0.26 | 12.38+£0.41 | 12.82+£0.42
Leucocitos
2.58-7.34 7.28+3.0 9.20+ 3.8 891+15 9.27+2.3 932+14
(103cels/uL)
Plaguetas
923-1580 | 553.6 £62.4 | 667.3+£44.0 | 736.5+£101.7 | 7125+43.8 | 477.2+1554
(103cels/uL)
VPM (fL) 6.70 - 8.10 550+£0.5 7.60+0.43 6.88£0.42 6.30 + 0.24 4.16 £ 0.58

Los valores estan expresados como valor medio, + desviacién estandar. Eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, RDW,

plaguetas y volumen plaguetario medio no presentan diferencia significativa entre grupos mediante la prueba de Kruskall-
Wallis con una p>0.05. *(He y col., 2017).



No se obtuvo diferencia significativa en ninguna las determinaciones de
eritrocitos, hemoglobina, hematocrito y amplitud de distribucion eritrocitaria con
una p>0.05 (Tabla lll). Esto contrasta con lo ya reportado sobre la interaccion de
aluminio con los eritrocitos. Aluminio puede alterar la homeostasis del hierro
interfiriendo con las proteinas reguladoras del mismo. Debido a que aluminio se
une a transferrina dejando fuera a hierro, se da un aumento en la concentracion
intracelular del hierro lo que causa peroxidacion lipidica en los eritrocitos, es
decir, un dafio a la membrana que conduce a la destruccién de los eritrocitos.
Debido a esto, aluminio provoca la disminucién en el conteo de eritrocitos,
concentracion de hemoglobina y hematocrito, lo cual no se observa en el
presente estudio (Geyikoglu y col., 2012; Ghorbel y col., 2015). Esto contrasta
con lo indicado en otros estudios (Geyikoglu y col., 2012; Manisha y col., 2013;
El-Sayed y col., 2016) donde afirman que el aluminio puede interferir con la
produccion (ya sea aumento o disminucion) de células sanguineas. Asi mismo,
en un estudio de Sharma y col. (2016) se observa un aumento de leucocitos en
ratones expuestos a AI** y a fluoruro de aluminio (AIFs), lo cual es debido a la
activacion del sistema inmune del ratbn como respuesta ante un agente extrafio

en el organismo.

Otro aspecto para considerar es el zinc, el cual es un elemento que se
encuentra tanto en eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Aluminio puede interferir
con las concentraciones de zinc en huesos (Liy col., 2011). El zinc tiene un papel
reconocido en la hemostasia. En una deficiencia como en un aumento excesivo
de zinc esta asociado con afectaciones plaquetarias. En una activacion
plaquetaria comun, zinc es liberado por las plaguetas aumentando las
concentraciones de zinc en el plasma, sin embargo, esta elevacion de este metal
en plasma, puede aumentar alin mas en presencia de aluminio, ya que aluminio
puede tomar el espacio correspondiente al zinc, disminuyendo la correcta
interaccién de zinc con las plaquetas y provocando una activacion plaguetaria

incorrecta conduciendo a una disminucién y agregacion de los mismos (Watson
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y col., 2016), sin embargo estos son aspectos no observados en el presente

estudio.

Anédlisis Diferencial de Frotis Sangquineo

El andlisis diferencial se llevo a cabo por medio de la observaciéon y conteo de
100 células en laminas de sangre periférica de las ratas expuestas a cloruro de
aluminio (AICI3). Los resultados indican no se obtuvieron diferencias significativas
entre los grupos con una p<0.05 (Tabla IV). Lo cual difiere con lo observado por
Sharma y col. (2010) donde encontraron que neutrofilos y monocitos se
incrementan en tanto linfocitos disminuyen ante aluminio. Asi mismo Sharma y
col. (2016), expusieron a ratones a Al** y AlFs, donde, comparados con controles,
hubo un aumento en el porcentaje de neutréfilos y monocitos en los tratamientos,
mientras que el de linfocitos disminuyd. Esto tiene l6gica, tomando en cuenta que
los neutréfilos son quienes organizan la concentracidon de monocitos para actuar
en contra de un agente extrafio, como en este caso lo es el aluminio (HogenEsch,
2013).

El estudio hematolégico es una importante herramienta para el diagnéstico
de enfermedades y/o alteraciones hematolégicas (Sharma y col., 2016).
Normalmente los eritrocitos tienen forma y color similares. Las variaciones
morfologicas pueden ser de tamafio, forma, coloracion, asi como modificaciones
generales; en cuanto a los leucocitos, en situaciones patolégicas pueden
observarse cambios semicuantitativos: como leucopenia o leucocitosis, aumento
o disminucién de alguna de las células que conforman el conteo diferencial,
variaciones en la morfologia que pueden ser (nucleares, citoplasmaticas y de
tamafno) y presencia de células atipicas; en las plaquetas podemos encontrar
alteraciones semicuantitativas (trombocitopenia o trombocitosis), morfologicas
(anisocitosis plaquetaria, plaquetas fragmentadas, entre otras) y en la forma de

agregarse (Terry y Mendoza, 2017)
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Tabla Ill. Analisis diferencial de frotis sanguineo.

Leucocitos Valores de referencia* | Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Basofilo (%) 0.04 -0.44 0.20+0.44 | 0.33+0.57 | 0.00+0.0 | 0.00+£0.0 | 0.00£0.0
Eosinofilo (%) 0.84 —-4.29 0.60+1.3 | 067+115| 0.25+05 | 0.00+0.0 | 0.20+0.44
Neutroéfilo (%) 4.27 —-18.48 7.40+288 | 833+43 | 1225+2.7 | 11.50+4.0 | 9.20 + 2.98
Linfocito (%) 71.77 — 89.94 84.20+5.7 | 83.67+£7.3 | 79.00+2.1 | 78.25+4.7 | 84.20+3.2
Monocito (%) 2.10-9.34 760+41 | 700+26 | 850+1.0 | 10.25+4.7 | 6.40+15

Los valores estan expresados como valor medio, + desviacion estandar. Porcentaje de basdfilos, esosindfilos, linfocitos y
monocitos no presentan diferencia significativa entre grupos mediante la prueba de Kruskall-Wallis con una p>0.05. *(He y

col., 2017).



En la Fig. 16, se observa un extendido sanguineo tefiido con Wright-
Giemsa por grupo elegido al azar para demostracion del presente trabajo. En
ellos no se presentaron alteraciones tanto en la serie roja, blanca y plaquetaria.
Estos resultados difieren con otros estudios, por ejemplo, Sharma y col. (2010;
2016), observaron una alta incidencia de poiquilocitosis en eritrocitos de grupos
tratados con aluminio. Asi mismo, Bazzoni y col. (2005) observaron una
predominancia en la aparicion de estomatocitos en ratas tratadas con aluminio.
Esto es debido a la expansion de la monocapa interna o bien por contraccion de
la capa externa. Se atribuye es debido a la alta polaridad de aluminio
concentrandose en la interface entre el agua y los lipidos e interactuando con las

cabezas de los fosfolipidos disminuyendo la superficie externa de la membrana.

La microcitosis adquirida mas representativa es la que se presenta en la
deficiencia de hierro, en donde, ademas de los microcitos e hipocromia
caracteristica, puede haber ovalocitos y poiquilocitos. Esta anemia puede ser
producida por intoxicacion por metales como aluminio (Campuzano, 2008).

Asi mismo, alteraciones en la membrana pueden ocurrir no solamente en
los eritrocitos, sino también en leucocitos y plaquetas (Neiva y col., 2002;
Skarabahatava y col., 2015) debido a la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo
gue dafian la estructura molecular y la fluidez de la membrana celular (Ugbaja y
col., 2017). En las presentes ldminas no se observaron alteraciones morfolégicas
debido a la exposicion de aluminio. Unicamente un aspecto observable en los

eritrocitos son artefactos, los cuales para fines de este estudio no son relevantes.

Pruebas Citoquimicas

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo muy heterogéneo de
enfermedades clonales de las células germinales hematopoyéticas y que por lo

tanto pueden alterar cualquiera de las lineas de origen hematopoyético:
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Figura 16. Analisis diferencial de extendido de sangre periférica de ratas Sprague

Dawley expuestas a concentraciones de AICls con tincion Wright-Giemsa. A)
Grupo A., neutrofilo en banda; B) Grupo B, neutréfilo en banda; C) Grupo C,

linfocito; D) Grupo D, neutréfilo; E) Grupo E, monocito.
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granulocitos, monaocitos, eritrocitos, megacariocitos, células cebadas, células
dendriticas y linfocitos. Se sabe puede ser provocado por la exposicion a metales

pesados como arsénico, plomo y aluminio (Ledn-Bojorge, 2010).

La citoquimica es una manera de identificar uno de los posibles sindromes
mieloides. Pueden demostrar una disminucién o pérdida de los antigenos de
maduracion mieloide normal, o la presencia de antigenos que normalmente no
se expresan. Las actividades de peroxidasa y fosfatasa alcalina pueden disminuir
en las células mieloides, mientras que la esterasa especifica de monocitos puede

aumentar (Aster y Stone, 2017).

Fosfatasa alcalina. Esta prueba es positiva para la serie granulocitica
después de la etapa del mielocito neutrofilico (Ayoubi y col., 2016). En la
observacion de los extendidos sanguineos de cada grupo no se detecto
presencia de la actividad enzimética por parte de la fosfatasa alcalina en los GB

ni alteraciones morfolégicas (Fig. 17).

La expresion de la fosfatasa alcalina leucocitaria en neutrdfilos se reduce
en algunos SMD, pero aumenta en la anemia refractaria (Lipshitz y col., 2006).
En base a las laminillas observadas, no se presentd en ellas una actividad de
fosfatasa alcalina, sin embargo, su carencia no es sinénimo de ausencia de
afectacion por parte del aluminio hacia las células. Es necesario profundizar en

el estudio de aluminio y su actividad con esta enzima a nivel citoquimico.

Peroxidasa. En la observacién de los extendidos sanguineos no se
observa presencia de la actividad enzimatica por parte de peroxidasa en los
leucocitos ni alteraciones morfologicas (Fig. 18). La peroxidasa es un indicador
para la presencia de elementos celulares mieloides. Los neutréfilos y los
eosinofilos son peroxidasas fuertemente positivas, mientras que los baséfilos son

peroxidasas negativas.
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Figura 17. Extendido de sangre periférica de ratas Sprague Dawley expuestas a
concentraciones de AICls con tincion citoquimica fosfatasa alcalina y contra
tincion Wright. A) Grupo A., linfocito; B) Grupo B, neutrdfilo en banda; C) Grupo

C, monaocito; D) Grupo D, monaocito; E) Grupo E, monocito.
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Figura 18. Extendido de sangre periférica de ratas Sprague Dawley expuestas a
concentraciones de AICIs con tincion citoquimica peroxidasa y contra tincion
Wright. A) Grupo A., neutréfilo en banda; B) Grupo B, linfocito; C) Grupo C,
neutréfilo en banda; D) Grupo D, neutréfilo en banda; E) Grupo E, linfocito y

neutrdfilo en banda.
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Estas enzimas también estan presentes en las células de la serie
monocitica (Ayoubi y col., 2016); sin embargo, entre mayor sea la maduracion
celular, la intensidad de tinciébn decrece (Merck Millipore, 2017b), siendo esta

madurez la causa de la ausencia de reacciéon en los extendidos.

a-naftil acetato esterasa. Esta reaccion de esterasa demuestra diversos
grados de actividad citoquimica en la mayoria de las células normales vy
leucémicas. Las células de la serie monocitica, sin embargo, se caracterizan por
una fuerte positividad a la prueba (Ayoubi y col., 2016). Esta prueba ayuda a
discernir formas granulociticas y monociticas anormales (Aster y Stone, 2017).
En la Fig. 19 se aprecia que no se cuenta con una reaccion positiva en ninguno
de los grupos. Esto es debido a la ausencia de interaccion por parte de aluminio
en la produccion de acetato de 1-naftilo por parte de los leucocitos, en especial

de los monocitos.
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Figura 19. Extendido de sangre periférica de ratas Sprague Dawley expuestas a
concentraciones de AICls con tincidn citoquimica de a- naftil acetato esterasa con
contra tincion Wright. A) Grupo A., neutréfilo en banda; B) Grupo B, neutréfilo en

banda; C) Grupo C, monocito; D) Grupo D, monocito; E) Grupo E, monaocito.
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CONCLUSIONES

En la determinacion de la concentracién de aluminio en sangre periférica de ratas
Sprague Dawley expuestas a AICls, no se encontré diferencia significativa entre
los tratamientos experimentales, es decir, no se detectd bioconcentracion de
aluminio en sangre a pesar del aumento de concentracion en las
administraciones intragastricas. Esto puede ser debido a que el aluminio tiene la
cualidad de almacenarse en diferentes tejidos como el cerebral, mamario, éseo,

entre otros, dejando a la sangre como un sistema para su transporte.

En la determinacion del perfil cinético de hierro (hierro sérico, capacidad
total de fijacién de hierro, ferritina y saturacion de transferrina) y citometria
hematica en sangre periférica de ratas Sprague Dawley expuestas a AlCls, no se
encontré diferencia significativa en los resultados entre los grupos de los
tratamientos experimentales, debido quiz4 a qué la concentracién de AICIs o el
tiempo de exposicién no fue lo suficiente para afectar estos parametros. En
contraste, en la determinacion de ferritihna se observa una disminucion
significativa (p<0.05) en la concentracion de esta proteina, para el tratamiento
experimental de 40 mg de Al/kg de peso corporal de la rata (grupo E). Es decir,

al aumentar la concentracion de aluminio disminuye la concentracion de ferritina.

En el andlisis diferencial de frotis sanguineo con tincion Wright-Giemsa y
marcadores citoquimicos, no se encontr0 diferencia significativa entre los
tratamientos experimentales. Esto es debido a la falta de interaccién de los iones
de aluminio con la membrana de los eritrocitos o leucocitos, lo que conlleva a una
falta de acumulacion de aluminio en el tejido sanguineo y como consecuencia en
las células. Esto puede ser debido a diversos factores como la forma de aluminio
utilizado (AICI3); dosis menor a la requerida para provocar efectos nocivos;
acumulacion en otros 6rganos; o bien una correcta excrecion de aluminio del

modelo murino.
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Recomendaciones

El presente trabajo se considera como base para el estudio de lineas celulares
sanguineas como lo son los leucocitos y plaguetas, ademas de fortalecimiento
del estudio de eritrocitos provenientes de un modelo de experimentacion murino

previamente expuesto a aluminio.

Es recomendable se lleve a cabo un estudio con personas que de manera
cotidiana estén altamente expuestos a aluminio, lo cual permitiria obtener
resultados mas claros sobre los efectos de la exposicidbn a aluminio a nivel

hematolégico.

Asi mismo, se recomienda el estudio de las diversas formas en las que se
puede estar expuesto a aluminio (sulfato de aluminio, hidroxido de aluminio,
cloruro de aluminio, fosfato de aluminio, entre otros) ya que, dependiendo de la
forma y via de entrada al organismo, es la manera en la que se tendra la

acumulacion, excrecion y efectos en los diversos sistemas.
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