NEFROLOGIA. Vol. XIll. Suplemento 3. 1993

Tratamiento de la intoxicacién aluminica con L1

R. Elorriaga, ). L. Fenandez Martin, P. Menéndez Fraga, P. Menéndez Rodriguez, M. Naves y J. B. Cannata
Unidad de Investigacion. Metabolismo Oseo y Mineral. Hospital Central de Asturias. Universidad de Oviedo. Oviedo. Espafia.

Introduccion

La desferrioxamina (DFQ), quelante del hierro {Fe) y alu-
minio (Al), es el (nico tratamiento eficaz movilizando es-
tos metales de los depdsitos tisulares. En ambos casos la
DFO presenta los inconvenientes de ser cara, inactiva por
via oral y no exenta de efectos toxicos colaterales a su uti-
lizacion 3.

Una nueva droga en estudio, la 1,2-dimetil-3-hidroxipi-
ridin-4-ona (L,) esta demostrando ser efectiva movilizan-
do Fe por via oral*>. Los dltimos estudios a largo plazo,
realizados en pacientes talasémios y en animales sobre-
cargados de Fe, muestran su eficacia sin la aparicion de
efectos colaterales y con una excelente tolerancia®®. Al
igual que la DFO la L, podria utilizarse como tratamiento
alternativo en la intoxicion aluminica de la IRC.

Un estudio preliminar a corto plazo demostré que la
L, aumentaba la eliminacion del Al tras la administracion
oral a ratas intoxicadas con funcion renal normal (FRN) y
con IRC®. El objetivo de este estudio a largo plazo reali-
zado en ratas con IRC intoxicadas con Al fue: evaluar el
efecto de la L, en la movilizacion del Al tisular, compa-
rando su eficacia con dosis equivalentes de DFO™,

Material y métodos

Veintidos ratas Wistar macho de 3 meses de edad y
peso medio de 416 + 25 g se sometieron a insuficiencia
renal crénica (IRC), intoxicacion aluminica y tratamiento
segdn el siguiente esquema:

1 semana... 6 semanas... 18S...
Tratamiento (GII, lll y IV)

1..... 9 semanas
NFX Intoxicacién

La IRC se obtuvo por nefrectomia (NFX) 5/6 realizada
con la técnica previamente descrita™, y la intoxicacion alu-
minica por via intraperitoneal {IP) se llevé a cabo adminis-
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trando una dosis total de 42 mg de Al (2,5 mg/kg/dia,
5 dias/semana).

Al cuarto dia de finalizar la intoxicacion se recogio6 ori-
na de 24 horas, se extrajo sangre por puncion en Fa vena
yugular y se cort6 el rabo a 8 cm del extremo distal. A con-
tinuacion, los animales se dividieron en cuatro grupos. El
grupo I {n = 6) se sacrifico y se utilizo como control de te-
jidos postintoxicacion (higado y tibias). Los otros tres ini-
ciaron distintos tratamientos, administando: al grupo Il
{n = 5), DFO IP (30 mg/kg/dia, 5 dias/semana); al grupo Ill
(n = 5), placebo oral (suero fisiologico a pH = 2,7), y al gru-
po IV (n=6), L, oral a pH= 2,7 (50 mg/kg/dia, 5 dias/se-
mana).

Al cuarto dia de finalizar el tratamiento, y tras recoger
las muestras de sangre y orina, se sacrificaron los anima-
les, se cort6 una segunda muestra de rabo, 3 cm por en-
cima del corte anterior, y se separaron los tejidos (higado
y tibias).

Estudio bioguimico y hematolégico

En suero se determiné: Al hierro, calcio, fésforo, crea-
tinina y transaminasas; y en orina de 24 horas: Al, hierro,
calcio, fosforo, creatinina, proteinas y albGmina. En san-
gre total (tras el tratamiento), hemoglobina, hematocrito,
leucocitos y plaquetas.

La determinacion de Al se realizd por espectrometria
de absorcion atémica (EAA) en homo de grafito HGA-600,
muestreador automatico AS-60 y espectrometro con co-
rrector de fondo Zeeman Z-300 (Perkin-Elmer), en habita-
cion libre de particulas (clase 100), siguiendo la metodo-
logia detallada en publicaciones anteriores 2.

Los demas parametros bioquimicos se determinaron
con el método Boehringer Mannheim para un sistema
BM/Hitachi 705, y los parametros hematolégicos, con un
Coulter® T660.

Al en tejidos por EAA

Se cuantifico Al de las dos vértebras de rabo mas pro-
ximas al corte realizado a todos los animales, antes y des-
pués del tratamiento, y en higado y tibia derecha de! gru-
po | tras la intoxicacion y de los grupos I, Il y IV tras el
tratamiento.

Los tejidos se trataron en reactores de teflon a alta pre-'
sion, disolviendo 0,5 g de muestra en 1 m! de HNO, con-
centrado (Merck, Suprapur) hasta su total disolucién. Pos-
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teriormente, tras llevar el volumen hasta 25 ml con agua
ultrapura (NANOpure lI), se cuantifico el Al aplicando la
misma técnica que para suero y orina.

Estudio histologico e histomorfometria

Se realiz6 en la tibia izquierda de los animales del gru-
po | tras la intoxicacion y en la de los grupos I, il y IV tras
el tratamiento. A este estudio se incorpor6 un quinto gru-
po, GV (n = 4), cuya tibia izquierda se utilizd como con-
trol de histologia 6sea normal en ratas de la misma edad
(siete meses).

Las muestras se fijaron en alcohol de 70° hasta su in-
clusion en metil metacrilato. Con microtomo Polycut se
obtuvieron cortes de 5 p, donde se realizaron las tincio-
nes habituales de Von-Kossa y tricromico de Goldner y la
de aurin-tricarboxilico (aluminén) para determinar dep6-
sitos de aluminio.

La histomorfometria se realizo, por analisis semicuanti-
tativo, en morfébmetro Videoplan de Zeiss. Se determina-

ron cuatro parametros de histomorfometria 6sea: VH = %

de hueso trabecular en el area medular, VO/VH = % de
osteoide relativo al hueso trabecular, VO/VT = % de os-
teoide en el area medular y EO = espesor medio de las
superficies cubiertas de osteoide.

Anélisis estadistico

Las medidas cuantitativas antes y después del trata-
miento se compararon con la t de Student. La evaluacién
estadistica para diferencias entre grupos pre y postrata-
miento se hizo por analisis de varianza con posterior apli-
cacion del procedimiento Tukey HDS de comparaciones
multiples y por el test de Kruskal-Wallis para datos no pa-
ramétricos segn los requerimientos de las variables.

Resultados

La tablal (@ J b) muestra los resultados analiticos del
suero y orina de 24 horas tras la intoxicacion aluminica
(n=22) y tras el tratamiento con DFO, placebo y L,.

No hubo diferencias con respecto a los parametros he-
matologicos entre los tres grupos al final del tratamiento,
si bien fue el grupo de L, el que mayor Hb y Htc presen-
t6 (14,8 + 1g/dl y 43 3 %).

En los tejidos no hubo diferencias entre grupos con res-
pecto al descenso del Al hepatico (88 * 20 ug/g postinto-
xicacion vs 64 + 13, 66 + 14y 64 £ 10 ug/g post-DFO, pla-
ceboy L))

En el hueso, la figura 1 muestra la concentracion de Al
en vértebras de rabo de los tres grupos antes y después

Tablala. Bioquimica del suero

Postintoxicacion Postratamiento
n=22) DFO (n = 5) Placebo (n = 5) L (n=6)
Al (ug/l).. 706 + 222 * 57 + 30 5416 39+12
Fe (ug/l).. 177 + 63 143 + 30 181 £ 47 212+ 15*
Ca (mg/dl) 10,8 £ 0,43 103+ 0,7 10,4 £ 0,2 11,6 £ 1,3
P (mg/dl) 881+25 8512 83+14 7122
Cr (mg/d)) 1,35+ 0,28 1,7+04 13 +0,15 1,3 +0,11
* p <0,001, postintoxicacién vs postratamiento.
* p <0,01, comparacion entre grupos postratamiento; L, vs DFO.
Tablalb. Bioquimica en orina de 24 horas
Postintoxicacion Postratamiento
n=22) DFO (n = 5) Placebo (n = 5) L (n=6)
Al (ug/24 h) 256 + 121 * 156 16,7 7 117+4
Fe (ug/24 h) 95+4 862 1058 164+ 9
Ca (Mg/24 h) ..o 47 +3 23+26 34112 8+3*
P (mg/24 h) 7+8 1+£13 0,1+0,1 0,06 + 0,04
(0101111771 111 ) SR 0,75 0,25 ,51 40,15 0.8 + 0,04 0,7 £ 0,12

* p <0,001, postintoxicacion vs postratamiento.
** p <0,05, comparacién entre grupos postratamiento; L, vs DFO y placebo.
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fig. 1.—Al en vértebra antes y después del tratamiento.
A (p<0,05, L, vs placebo).

del tratamiento, y la figura 2, la concentracion de Al en ti-
bia del grupo | tras la intoxicacion y de los grupos I, Il y
IV tras el tratamiento.

Histologicamente, la tincion de aluminén no detectd
diferencias cuantitativas entre los dep6sitos de Al de los
distintos grupos, pero si en la localizacion, dentro del hue-
so mineralizado, en el grupo de la L,. La tabla Il refleja la
significativa mejoria que la L, consigui6 en los parametros
de mineralizacion.

Discusion

Los resultados de este estudio en cuanto a la moviliza-
cion de Al a largo plazo muestran al higado como un com-
partimiento no especialmente deplecionado de este me-
tal por ninguno de los dos quelantes, mientras que en el
hueso la L, fue tan efectiva como la DFO, disminuyendo
el contenido de Al con respecto al placebo. Los resulta-
dos histologicos y algunos parametros bioquimicos tras el
tratamiento sugieren un mecanismo de accion diferente.

La histologia mostr6 una mayor y mas avanzada mine-

Fig. 2.—Al en tibia postintoxiacién y postratamiento.
A (p<0,05, L, y DFO vs placebo).

ralizacion en el grupo de la L,, donde se localizaron de-
positos de Al dentro del hueso mineralizado; en los gru-
pos DFO y placebo, aunque la disminucién de las super-
ficies cubiertas de osteoide fue superior con la DFO, no
hubo diferencias significativas entre ellos ni con respecto
al grupo Cl. ,

En el estudio bioquimico, el aumento del Fe sérico (L,
vs DFO) no afect6 a la hemoglobina y hematocrito (lige-
ramente superior en el grupo de la L;), y la aumentada eli-

‘minacién de calcio (en L, vs DFO y placebo), junto a la

generalizada disminucion en la eliminacion de fésforo, pa-
recen apuntar hacia alguna interrelacion Al-fésforo que in-
terfiera mecanismos fisicoquimicos implicados en la cap-
tacion de calcio por el hueso. Si es asi, es posible que el
Al'y los quelantes, no s6lo por movilizarlo, sino también
por modificar su relacion con el fosforo, actien en los
equilibrios quimicos naturalmente modulados o modula-
dores de las variaciones en PTH y vitamina D.

Hasta el momento, los resultados de este estudio
muestran que cuantitativamente la L, es capaz de movili-
zar Al de manera similar a la DFO, mientras que ademas
cualitativamente parece tener un mayor y mas especifico
efecto sobre el hueso.

Tablall. Pardmetros de histomorfometria 6sea del ClI, de los grupos postratamiento y del control de normalidad en
ratas de la misma edad
VH VvO//VH vVO//VT EO
% hueso % osteoide % osteoide Espesor de
trabecular relativo a VH absoluto osteoide (mm)
IVOXICACION +rverercerre s 18+ 4 44111 81 0,1+ 0,01
1415 359 5%1 0,08 £ 0,01
18+ 4 4316 8+2 0,09 + 0,008
166 23+11* 4+2* 0,06 + 0,02
1412 1102 02t0 0

* p<0,05. L1 vs postintoxicacion y placebo.
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