(

NEFROLOGIA. Vol. VIII. Num. 1. 1988

Estudio del contenido de aluminio en
paratiroides de ratas con insuficiencia renal e
intoxicacion aluminica cronica

). B. Diaz Lépez *, P. C. D’Haese **, E. |. Nouewen **, L. V. Lamberts **, J. B. Cannata * y M. E. De

Broe **

* Unidad de Investigacién. Hospital General de Asturias. Universidad de Oviedo. Astirias. Esparia.
** Departament of Nephrology and Hypertension. Antwerp University. Belgium.

RESUMEN

El estudio del contenido de aluminio (Al) en las glandulas paratiroideas y su
posible efecto sobre los niveles séricos de parathormona (PTH) e histologia celular
a nivel de microscopia electrénica, fue llevado a cabo en ratas. Para ello se divi-
dieron las ratas en cuatro grupos: grupo I: ratas normales control y grupos I, Il y
IV: ratas con insuficiencia renal. El grupo Il fue utilizado como control de insufi-
ciencia renal, al grupo Il se le administré solucién salina intraperitoneal (ip) du-
rante cuarenta y cuatro dias y al grupo IV se le administré Al ip durante el mismo

tiempo.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos de ratas urémicas
en cuanto a los niveles séricos de calcio, fésforo, magnesio, creatinina, urea ni de
fosfatasas alcalinas. No obstante, el grupo de ratas intoxicadas con Al presenté
unos niveles séricos de PTH significativamente mdas bajos (P < 0,01) que las ratas
urémicas no intoxicadas y un incremento significativo en el contenido en Al de las
glandulas paratiroides. El estudio morfolégico no mostré diferencias significativas
entre las glandulas hiperpldsicas de los tres grupos de ratas urémicas, salvo el ha-

" llazgo de grandes vacuolas autofdgicas en las células paratiroideas de las ratas in-

toxicadas con Al. Este hecho, junto a los resultados ya descritos de incremento en
el contenido en Al de las glandulas paratiroideas y de reduccién de los niveles sé-
ricos de PTH, sugieren que la administracion crénica de Al en ratas con insuficien-
cia renal ejerce un efecto inhibitorio directo sobre la secrecion de PTH, el que pa-
rece producirse mds sobre la liberacion que sobre la sintesis de la hormona.

Palabras clave: Aluminio y parathormona. Intoxicacién aluminica. Contenido de
aluminio en paratiroides. Liberacion de parathormona. Aluminio en tejidos.

ALUMINIUM UPTAKE BY THE PARATHYROID GLANDS
IN ALUMINIUM-LOADED RATS WITH RENAL FAILURE

SUMMARY .

We studied aluminium (Al) uptake by the parathyroid glands (PTG), and its
possible effects on -parathyroid hormone (PTH) secretion and PTG histology. Rats
were divided into four groups: |: Normal rats; Il: Uraemic control rats; Ill: Uraemic

.rats receiving daily intraperitoneal (ip) acidified saline over 44 days; and IV: uraemic

rats Al-loaded with ip administration of elemental Al 1 mg/day for 44 days.
No significant differences were observed among the three uraemic groups in the

serum values of Ca, P, Mg, creatinine, urea and alkaline phosphatases. However,

the Al-loaded rats showed significantly lower serum PTH values than the
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non-loaded uraemic rats (25 % 6 pg/ml vs. 76 + 39 and 69 + 22 pg/mli,
respectively group IV vs groups Il and lI; P < 0.01). Moreover, the PTG-Al-content
was significantly higher in the Al-loaded rats compared with the non-loaded, as
were Al-concentrations in serum, bone and liver. All the PTG from uraemic rats
examined displayed marked hyperplasia, with significantly higher wet weights than
those from normal rats (872 + 254 ug both PTG vs 260 + 114, P < 0.01), and
ultrastructural changes suggesting high cellular turnover. The only striking
ultrastructural difference between the parathyroid cells of Al-loaded rats and the
cells of the non-loaded remnant kidney rats, was the presence in the former of
structures compatible with big phagosomes.

In conclusion, chronic Al loading in renal failure rats resulted in: 1) reduced
serum PTH levels and, 2) significant increase of PTG-Al content, suggesting a direct.
inhibitory effect of Al on PTH secretion, which according to the morphological
changes observed seems to be secondary to a decrease in PTH release, rather than to
a reduced PTH synthesis.

Key words: Aluminium and parathyroid hormone. Aluminium intoxication.
Aluminium uptake by the parathyroid glands. Parathyroid hormone release.

Aluminium in tissues.

Introduccidén

La enfermedad dsea asociada al aluminio es hoy
dia una entidad patoldgica bien reconocida. No obs-
tante, los mecanismos por los que el aluminio in-
duce esta osteopatia no han sido plenamente diluci-
dados. Uno de los factores implicados ha sido el re-
lativo hipoparatiroidismo observado en los pacientes
con osteomalacia aluminica " 2. De hecho, tanto
clinica como experimentalmente la hipofuncién pa-
ratiroidea se ha mostrado, al menos; como un factor
permisivo en la patogenia de la osteopatia asociada
al aluminio 3.

Para explicar el relativo hipoparatiroidismo presen-
te en la mayoria de los pacientes con intoxicacion
aluminica, se han postulado tanto mecanismos
directos ® 7 como indirectos ® °. Sin embargo, en
este campo persiste alin gran controversia, habiéndo-
se puesto incluso en tela de juicio que el aluminio
tenga realmente algin efecto sobre las
paratiroides '°. Recientes estudios «in vitro» apoya-
rian la hipdtesis de que el aluminio ejerce una accién
inhibitoria directa sobre la secrecién de
parathormona ''"'*. Este hecho se veria ademas res-
paldado por la observacién de que el aluminio se
acumula en las glandulas paratiroides ' y por el re-
ciente hallazgo de su.localizacién ultraestructural a
nivel de los granulos de secrecion '

El presente estudio en ratas se realiz6 con la inten-
cién de investigar la acumulacion y localizacién ul-
traestructural del aluminio en las paratiroides y su
posible efecto sobre la liberacion de parathormona.

Material y métodos

Treinta y cinco ratas Wistar machos, de ocho a
nueve semanas de edad, fueron divididas en cuatro
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grupos. El grupo | fue utilizado como control con
funcién renal normal y a los grupos Il, lll y IV se les
indujo insuficiencia renal utilizando el modelo de re:
manente de rifdn Unico. De estos tres grupos de ra-
tas urémicas, el grupo |l fue utilizado como control
con insuficiencia renal y los otros dos recibieron,
diariamente durante cuarenta y cuatro dias por via
intraperitoneal, ya sea solucién salina isoténica aci-
dificada (grupo ) o cloruro de aluminio (grupo 1V).

La creacién del remanente de rifidn se realizé li-
gando al menos tres ramas de la arteria renal princi-
pal del rin6n derecho, seguido dos semanas mas tar-
de de la nefrectomia total izquierda. En ambas ciru-
gias se empled éter como anestésico.

La administracion de las soluciones de cloruro de

aluminio y de solucién salina se iniciaron una sema-
na después de la nefrectomia izquierda, comenzando
a partir de esa fecha el periodo que llamaremos ex-
perimental. La-dosis total de aluminio elemento ad-
ministrada al grupo IV fue de 42 mg. en cuarenta vy
cuatro dias, y tanto el volumen administrado como el
esquema de inyeccién fue el mismo tanto para las
ratas que recibieron cloruro de aluminio como para
las que recibieron solucién salina acidificada.
' El objeto de utilizar solucién salina isoténica acidi-
ficada en lugar de solucién salina normal fue el de
exponer a este grupo a un mismo grado de sobrecar-
ga acida que el recibido por las ratas intoxicadas con
cloruro de aluminio,

Todas las ratas tuvieron libre acceso al agua y fue-
ron alimentadas con una dieta que contenia 0,59 %
de fésforo, 0,60 % de calcio y 1,5 Ul/g. de vitamina
D5. Fueron pesadas semanalmente y sacrificadas a
los cuarenta y cinco dias del periodo experimental.
En el momento del sacrificio se obtuvo sangre me-
diante puncién cardiaca abierta para estudios bioqui-
micos séricos que incluian aluminio, parathormona,
calcio total, fésforo, fosfatasa alcalina, magnesio,



urea y creatinina. Tras la obtencion de sangre se pro-
cedi6 a la extirpacion de’ambas glandulas paratiroi-
deas, de ambas tibias y de una muestra de tejido he-
patico. '

Los niveles séricos de aluminio se determinaron
mediante espectrometria de absorcion atémica
(EAA) '7. La parathormona se determiné por radioin-
munoensayo, utilizando un antisuero anti-carboxi-
terminal (L-1X5) y usando fragmento sintético 53-84
de parathormona humana como marcador y como
estandar '8.

Las mediciones de calcio, fésforo, magnesio, urea,
creatinina y fosfatasas alcalinas se realizaron con au-
toanalizador convencional.

Aluminio en tejidos

El aluminio en hueso, higado y paratiroides fue
medido mediante EAA, tras haber pesado y procesa-
do las muestras inmediatamente, tal como se ha des-
crito en trabajos previos '7. Las glandulas paratiroi-
des de tres ratas de cada grupo fueron transferidas a
tubos y pesadas en todos los grupos de ratas excepto
en el de ratas urémicas control. El peso de las parati-
roides se realizé en una microbalanza con precision
de 10 pg al pesar 1 mg. En todos los estudios se utili-
z6 material especialmente descontaminado y prepa-
rado para ser utilizado en las determinaciones de
aluminio '7. '

Estudio morfolégico

Las paratiroides izquierdas de cuatro animales de
cada uno de los grupos de ratas urémicas y de tres del
grupo de ratas normales, fueron estudiadas mediante
microscopia electrdnica, utilizandose las paratiroides
derechas para estudio microanalitico e inmunocito-
quimico. Las paratiroides izquierdas, una vez extrai-
das, fueron fijadas en 2 % de glutaraldehido, 1 % de
sucrosa y 0,1 M de cacodilato sédico y mantenidas
en esta solucion durante seis horas a 4° C. La post-
fijacion se realiz6 en 2 % de tetréxido de osmio, con
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tinciéon en bloque con 2 % de acetato de uranilo,
deshidratacién en acetona y embebidas en epon. El
estudio morfolégico se llevs a cabo en secciones ul-
trafinas tefiidas con acetato de uranilo y citrato de,
plomo.

Con objeto de comparar posibles diferencias ul-
traestructurales entre las células paratiroideas de los
cuatro grupos de ratas, se obtuvieron 16 microfoto-
grafias mediante muestreo sistematico de una seccién.
de cada una de las glandulas. Para ello se empleé un
microscopio electrénico modelo EM (Zeiss, Oberko-
chem), con una magnificacién inicial de x 4.400 y
una magnificacion final de x 14.670.

Andlisis estadistico

Los resultados han sido analizados estadisticamen-
te mediante el test de la t de Student o mediante el
test de la U de Mann Whitney. Valor p < 0,02 fue-
ron considerados significativos cuando se realizé test
multiple de la t de Student.

Resultados

Como muestra la tabla | la administracion intrape-
ritoneal de aluminio resulté en un marcado incre-
mento tanto de los niveles séricos como de los tisula-
res de dicho elemento. El contenido en aluminio de
las glandulas paratiroides, tanto expresado en
ng/glandula como en pg/g., fue significativamente
mayor en las ratas urémicas que recibieron aluminio
que en los otros tres grupos de animales, no existien-
do diferencias significativas entre estos Gltimos.

El resto de determinaciones analiticas y las varia-
ciones de peso se resumen en la tabla |l. Dentro de
ellas destaca que las ratas urémicas intoxicadas con
aluminio presentaron unos niveles séricos de parat-
hormona significativamente menores que los de las
ratas urémicas que no recibieron aluminio. Ademas,
como era de esperar, las ratas urémicas no intoxica-
das con aluminio presentaban un incremento signifi-

Tabla I. Concentraciones de aluminio. Resultados expresados como media y desviacién estandar
Ratas Normales Urémicas Urémicas + salino Urémicas + aluminio

SUBrO ... ... (6) (6) (5) 7)
M/l < 3Erx < 2EH < 3rer 847 + 101
Higado ............... (3) (3) (3) (7)
Mg o 0,26 + 0,08** 1,47 + 1,68** 0,21 + 0,07* - 92 + 43
Hueso ................ (3) (3) (3) (7)
ME/B e " 1,17 £ 0,38*** 1,90 £ 0,75%** 1,45 & 0,85*** 70 £ 21
Paratiroides ........... 3) ’ — (2) (3)
ME/B « o 5,6 * 0,6 2,4 +1,2% 13,7 £ 1,4
Paratiroides ........... (3) (3) (2) (3)
ng/glandula ........... 0,71 + 0,29*** 0,49 + 0,12%** 0,81 £ 0,04** 7,5+ 0,42

Los paréntesis incluyen el ndmero de determinaciones.

*P < 0,02; ** P<0,01; ** P < 0,001; comparado con el grupo de ratas urémicas + aluminio.
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Tabla [I.  Datos bioquimicos y peso. Resultados expresados como media y desviacién estandar

Grupo de ratas
N.° de animales
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P < 0,01; ®P < 0,001; comparado con el grupo IV; t de Student.
P < 0,02; P < 0,01; comparado con el grupo |; t de Student.
P < 0,005; P < 0,001; comparado con el grupo I; una cola, test de la U.

cativo de los valores de parathormona en compara-
cién con las ratas con funcion renal normal (fig. 1).

Las ratas controles y aquellas con insuficiencia re-
nal sin intoxicacién aluminica ganaron peso a lo lar-
go del periodo experimental, por el contrario no hu-
bo incremento en las que recibieron cloruro de alu-
minio.

Estudio morfolégico

Todas las paratiroides de ratas urémicas examina-
das mostraron una marcada hiperplasia, con peso
significativamente mayor que el de las glandulas de
las ratas normales (872 + 254 pg ambas paratiroides
versus 260 = 114, P < 0,01). En el estudio mediante

Al ng/GLANDULA

10

Grupo | Grupo 1l

PTH {pg/ml)
120

Grupo I

Grupo IV

Grupo |

Grupo

Grupo Il

Fig. 1.—Muestra en
la parte superior el
contenido de Al en
paratiroides,
comparado con los
niveles séricos de
parathormona en la
parte inferior.

N = ndmero de
ratas. 5D =
desviacion estandar.
En paréntesis, valores
medios del calcio
total.

Grupo IV




microscopia electrénica se observaron claras diferen-
cias ultraestructurales entre las células paratiroides de
las ratas urémicas y las de las ratas normales. La mas
llamativa de ellas fue el grado de interdigitacion de la
membrana citoplasmatica, muy marcado en las célu-
las de las ratas urémicas (fig. 2).

Asimismo, en los tres grupos de ratas con insufi-
ciencia renal se observé con una mayor frecuencia la
presencia de mitocondrias aumentadas de tamano

xS

:A-.=z«‘:"$ B

Fig. 2.—Microfotogratia electronica de la ghindula paratiroidea de una rata

urémica, mostrando una muy marcada interdigitacion de la membrana cito-
plasmadtica (M), asi como un incremento del reticulo endopldsmico (R) y

aparatos de Golgi dilatados (G).

con cuerpos mieloides en su interior e incremento
del reticulo endoplasmatico rugoso, de aparatos de
Golgi dilatados y del niimero de vacuolas lipidicas
junto a un endotelio prominente a nivel capilar.

El ndmero de gréanulos de secrecion fue muy esca-
so en los cuatro grupos de animales, aunque parecia
existir mayor acimulo en el grupo de ratas intoxica-
das con aluminio. No obstante, debido a su escasez,
no fue posible determinar con pregisiéon ni la densi-
-dad por volumen celular ni el nimero exacto de es-
tos granulos de secrecién en cada grupo. Desde el
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punto de vista morfolégico, la diferencia més eviden-
te entre las células paratiroideas de las ratas intoxica-
das con aluminio en comparacién con las ratas uré-
micas que no recibieron dicho metal, fue el hallazgo
de un incremento en ndmero y tamano de estructuras
compatibles con vacuolas autofégicas (fig. 3) obser-
vadas en todas las ratas intoxicadas con aluminio.

Fig. 3.-——Microfotogratia electronica de la glindula paratiroidea de una rata

urémica intoxicada con Al, observindose grandes vacuolas autofigicas (VA)

con mitocondrias, polirribosomas, cuerpos mieloides, gotas de grasa y otro
material no identificado en su interior.

Discusion

Varios son los estudios que sugieren que el alumi-
nio disminuye la secrecién o liberacion de
parathormona % '9- 29 Un argumento importante
en favor de un papel directo del aluminio sobre la
funcién paratiroidea ha sido el hallazgo de Cann y
cols. >, "quienes han encontrado concentraciones
elevadas de dicho metal en las paratiroides de huma-
nos y ratas en comparacion con los niveles observa-
dos en tiroides y musculo cervical.

Sin embargo, en dicho estudio sélo las ratas ex-
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puestas a dieta pobre en calcio mostraron concentra-
ciones mayores de aluminio en paratiroides, ademas,

y quiza en parte debido a la menor sensibilidad del

método por ellos empleado para la determinacién de
aluminio (activacién neutrénica), el contenido basal
de aluminio en las paratiroides era sumamente eleva-
do e incluso mayor que el obtenido en los otros teji-
dos analizados tras la intoxicacion aluminica.

En el presente estudio fa administracién intraperi-
toneal de aluminio a ratas urémicas resulté en una
franca acumulacion de este metal en las glandulas pa-
ratiroides. Estas ratas mostraron a su vez concentra-
ciones en hueso e higado dentro del rango descrito
en pacientes con intoxicaciéon aluminica V. Ademds,
los niveles séricos vy tisulares de aluminio en los tres
" grupos de ratas no intoxicadas estan en concordancia
con los observados en poblacién humana control 2!,
no existiendo diferencias significativas entre los mis-
mos.

En nuestro estudio, el ncremento del contenido de
aluminio en las paratiroides de las ratas intoxicadas
se acompané de unos niveles séricos de parathormo-
na significativamente inferiores a los presentes en las
ratas urémicas que no recibieron aluminio (fig. 1).
Este hallazgo no se acompaid de otras diferencias
significativas en los otros parametros bioquimicos de-
terminados, entre los que se inclufa calcio total. Este
hipoparatiroidismo relativo estaria en concordancia
con los niveles inadecuadamente bajos de parathor-
mona observados en pacientes con osteomalacia
aluminica ' 2, con los resultados obtenidos reciente-
mente en algunas experiencias animales %2, con los
resultados de estudios «in vitro» "' y apoyaria la
hipétesis de un efecto inhibitorio directo del alumi-
nio sobre la secrecién de parathormona % 20,

En lo referente a cambios morfolégicos, a diferen-
cia con el estudio de Bourdeau y cols. ', en el que
la disminucién de la secrecién de parathormona ob-
tenida en cultivos «in vitro» utilizando concentracio-
nes de aluminio superiores a 50 pg/l. se acompané
de alteraciones ultraestructurales, en nuestra expe-
riencia no constatamos alteraciones tan severas, qui-
za por la diferencia existente entre la concentracién
de aluminio no ligado a proteinas en el suero de las
ratas con el de la solucién de perfusion «in vitro».

Sin embargo, en nuestro estudio, las paratiroides
de las ratas intoxicadas con aluminio mostraron una
marcada hiperplasia con signos de una elevada reno-
vacion celular, similar al observado en las paratiroi-
des de las ratas urémicas no intoxicadas con alumi-
nio. A nivel morfolégico, la diferencia més llamativa
entre estos dos grupos fue el incremento-en nimero y
tamano de vacuolas autofagicas en las paratiroides
de las ratas intoxicadas con aluminio. Este hallazgo
podria estar en consonancia con el incremento en
ndmero de polifagosomas descrito por Cournot vy
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cols. '* en las paratiroides humanas de pacientes con
sobrecarga de aluminio.

En resumen, el hallazgo de concentraciones.eleva-
das de aluminio en las glandulas paratiroideas, junto
a bajos niveles séricos de parathormona sin cambios
en el calcio total, apoyan en nuestro estudio la hip6-
tesis de una accién inhibitoria directa del Al sobre la
secrecion de parathormona. Algunos de nuestros ha-
llazgos morfolégicos, como el incremento de peso
glandular, aparatos de Golgi dilatados, aumento del
reticulo endopldsmico, etc., favorecerian mas bien
un efecto supresor del aluminio sobre la liberacién
de parathormona, dado que a juzgar por estas obser-
vaciones la sintesis de la hormona estaria conservada
o probablemente aumentada. Esto ademds concorda-
ria con los resultados obtenidos «in vitro» por Morri-
sey y Slatopolsky y con nuestra observacién previa
de presenua de aluminio en los granulos de
secrecion

Esta y otras experiencias animales intentan reme-
dar la situacién de insuficiencia renal crénica e into-
xicacién aluminica de nuestros pacientes; sin embar-
go, el tiempo de mantenimiento de la situaciéon de
«uremia» es inferior al de los pacientes con esta pato-
logia y, por lo tanto, las extrapolaaones deben ha-
cerse con precaucién %0, Estudios mas prolongados
podrian inducir otro tlpo de variaciones, tanto en la
morfologia como en la funcién de la glandula parati-
roidea.
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