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CÍNETICA DE TOXICIDAD Y EVALUACIÓN DE ESTRÉS OXIDATIVO OCASIONADO POR ALUMINIO 3+ SOBRE CÉLULAS VERO (ATCC CCL-81)
Ofelia Juárez-Carrillo, Celene Razo-Estrada, Marcela Galar-Martínez, Ricardo Pérez Pastén-Borja
Departamento de Farmacia, Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, Instituto Politécnico Nacional. México, Distrito Federal.     
ResumEn 
El aluminio es el metal más abundante en la tierra, sin embargo no se encuentra libre en la naturaleza; por sus propiedades fisicoquímicas, se ha convertido en el metal no ferroso de mayor uso en la industria metalúrgica. Normalmente, se considera al aluminio como un material inocuo por su baja reactividad, sin embargo, está demostrado que la exposición crónica está relacionada al desarrollo de patologías neurodegenerativas como el Alzheimer y que actúa como neurotoxina, inhibiendo cerca de 200 funciones biológicas importantes en plantas y animales, además de generar peroxidación de lípidos membranales y colesterol. En el presente trabajo se evaluó la toxicidad de dicho metal mediante una cinética de viabilidad celular por el método de MTT paralelamente a un estudio de lipoperoxidación in vitro por la técnica de TBARS modificada. Los resultados muestran una relación directa entre la muerte celular, la generación de MDA y la concentración de aluminio soluble en el medio de cultivo.

1. Introducción 
Normalmente, se considera al aluminio como un material inocuo por su baja reactividad, sin embargo, está demostrado que la exposición crónica está relacionada al desarrollo de patologías neurodegenerativas como el Alzheimer (Kawahara et al, 2011) y que actúa como neurotoxina, inhibiendo cerca de 200 funciones biológicas importantes en plantas y animales, además de generar peroxidación de lípidos membranales y  el colesterol (Belaïd-Nouira et al, 2012).  

El aluminio se absorbe pobremente por vía oral y no lo hace por vía dermal, dependiendo del pH y la presencia de grupos ligando que favorezcan la absorción; es absorbido en el intestino delgado, se une a la transferrina y a proteínas trasportadoras de hierro, desplazándolo. La vía de la transferrina es considerada como un mecanismo de trasporte de cruce de la barrera hematoencefálica, por lo cual es favorecida la acumulación de aluminio en el cerebro: la materia nigra es una región rica en hierro, razón por la que, un aumento en la cantidad de aluminio en sangre es capaz de desplazar a este ion, dejándolo libre y disponible para su participación en las reacciones de Fenton y Haber Weiss, que generan en un primer paso, una gran cantidad de ROS seguido por la reacción con los lípidos cerebrales de membranas y la propia barrera hematoencefálica, explicando el porqué en las demencias seniles tipo Alzheimer se encuentra una gran cantidad de aluminio en este sitio, sin haber aún, un mecanismo claro de patogénesis (Kawahara et al, 2011). 

El aluminio fue relacionado con la enfermedad de Alzheimer primeramente en  pacientes con insuficiencia renal con síntomas de deterioro cognitivo progresivo, estados esquizofrénicos y pérdida de movilidad; el cambio patológico temprano más notable es la acumulación de “nudos” neurofibrilares en varias regiones del cerebro. Este fenómeno está asociado a la pérdida de la sinapsis y atrofia del árbol dendrítico; también se caracteriza por la presencia de cuerpos de Lewy (α-sinucleína). Regularmente la muerte sobreviene por la presencia de convulsiones. Adicionalmente se presenta una degeneración ósea conocida como osteomalacia (osteodistrofia), esto debido a que el aluminio eleva los niveles de la hormona paratiroidea, que participa en el metabolismo del calcio, lo que sumado a la interferencia que tiene este metal en la absorción gastrointestinal de fluoruro, calcio y hierro, se ve reflejado a nivel óseo. Es removido de la sangre vía renal.

2. TEORÍA

La línea celular Vero (ATCC CCL 81) fue establecida en 1962 a partir de epitelio renal de mono verde africano (Chlorocebus sp). Dado que uno de los órganos blanco del aluminio es el riñón, es indispensable describir el mecanismo mediante el cual se genera daño en estas células tan especializadas.   
El estrés oxidativo se define como el estado celular en el que se encuentra alterada la homeostasis óxido-reducción intracelular. Esto puede deberse a un desbalance entre prooxidantes y antioxidantes, al exceso en la producción de ROS o  a la deficiencia en los mecanismos antioxidantes (Ríos, 2003). Los radicales libres son especies químicas pequeñas, cargadas o no, que presentan un electrón desapareado en su último orbital, dándole una configuración especial que genera gran inestabilidad; en general, tienen un tiempo de vida media corto y actúan en el sitio de formación (Chihuailaf, 2002) . Los más comunes al interior del organismo son:

· Radical hidroxilo: HO+
· Peróxido de hidrógeno: H2O2 

· Anión superóxido: O2- 

· Oxígeno singlete: 1O2 

· Óxido nítrico: NO

· Peroxil: ROO- 
Los radicales libres son necesarios para la señalización celular, la respiración celular (cadena respiratoria, como aceptor de protones y electrones para formar agua) y la homeostasis redox, además para funciones más complejas como la regulación del tono vascular, estimulación de la guanilato ciclasa para la formación del cGMP, incremento en la producción de IL-2 en linfocitos T y la activación del factor NFĸB., además de la iniciación del proceso de apoptosis (vía JNK). A nivel de tejidos, son indispensables para el proceso de fagocitosis, la síntesis de colágeno y prostaglandinas, disminuyen la síntesis de catecolaminas por las glándulas suprarrenales, favorecen la quimiotaxis y la activación de señales proinflamatorias y contribuyen al mantenimiento de la presión arterial. Normalmente hay células en las que los ROS son más abundantes, como es el caso de los neutrófilos, monocitos, macrófagos, eosinófilos y las células endoteliales, ello debido a la presencia de enzimas “oxidantes” como son la xantin-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-oxidasa y la NADPH oxidasa.

Un aumento patológico en la concentración de ROS produce daño oxidativo en membranas celulares y otras estructuras, causando en:

· Lípidos: Lipoperoxidación. Cambios en la permeabilidad, edema y necrosis.

· Proteínas: Ataque a aminoácidos como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina; además se forman entrecruzamientos de cadenas peptídicas y formación de grupos carbonilos.

· DNA: Cambios por oxidación, metilación, crosslink, ruptura cromosómica, activación de oncogenes (Venereo, 2002).
3. PARTE EXPERIMENTAL

Se cultivaron las células 24 h antes de las pruebas en placas de 96 pozos de fondo plano conteniendo 10 000 células/pozo. Para la prueba, se colocaron soluciones de aluminio a diferentes concentraciones y se determinó la viabilidad cada 2 horas hasta completar 8 horas de prueba.
Para la determinación de lipoperoxidación se llevó a cabo la prueba de reacción de ácido tiobarbitúrico; para cuantificar el malón dialdehído formado se empleó una curva tipo.
4. CONCLUSIONES
Los resultados muestran una correlación entre el tiempo de exposición al agente tóxico, en este caso el aluminio, la generación de lipoperoxidación y la muerte de las células.
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