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RESUMEN

El aluminio es un conocido téxico en pacientes con insuficiencia renal cronica; sin
embargo, no ha sido suficientemente valorado en presencia de funcién renal normal.

En el presente trabajo se estudian 15 ratas con diverso grado de exposicion alu-
minica crénica (doce meses AI(OH), via oral o AlCl, intraperitoneal y control). Se de-
talla un método de determinacién de aluminio en tejidos mediante espectrometria
de absorcién atémica, cuyos resultados demuestran que es valido para (ﬁerenciar los
distintos grados de exposicién al aluminio.

En las ratas con funcién renal normal expuestas a aluminio por via intraperitoneal,
los niveles de aluminio sérico, urinario y tisular fueron comparables a los existentes
en modelos de insuficiencia renal crénica e intoxicacién aluminica. Ademés, en el gru-
po con exposicion oral se observan elevaciones significativas de aluminio sérico, uri-
nario y tisular, y alteraciones del comportamiento. El patrén de distribucion del alu-
minio tisular fue similar al del grupo con exposici6n intraperitoneal. La cuantificacién
de aluminio en orina de veinticuatro horas fue el pardmetro no invasivo que mostré
la mejor correlacién con los niveles tisulares de aluminio y con el grado de exposicion
a este elemento. :

El presente trabajo demuestra el riesgo de intoxicacién oral por aluminio aun con
funcién renal normal.

Palabras clave: Absorcién de aluminio. Intoxicacién por toxicidad de aluminio. Alu-

minio por via oral. Aluminio en tejidos con funcién renal normal. Aluminio y com-
portamiento.

ALUMINIUM (Al) BODY BURDEN WITH NORMAL RENAL FUNCTION
(NRF): RISK OF ORAL INTOXICATION

SUMMARY
Aluminium hydroxide (AOH),) has become one of the most important sources of

Al in renal patients. However this compound is widely used as antacid in patients with
NRF without taking into account the likely risk of Al intoxication.
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INTOXICACION ALUMINICA SIN INSUFICIENCIA RENAL

The aim of this study has been to evaluate the long term risk of aluminium accumu-
“lation in animals with NRF having intraperitoneal (ip) and oral aluminium exposure. Dur-
.ing 12 months, 5 rats were exposed to ip AICI, (10 mg/week; group 1), 5 rats received
40 mg/day of AI{OH), through a gastroesophageal catheter (proportional to clinical dose;
group l). During this experiment serum and urinary aluminium was investigated and at
the end, after sacrifice, we measured Al in tissues using high pressure teflon reactors
and Atomic Absorption Spectrometry.

As we expected, those rats receiving AICI; ip showed the greatest increase of alumi-
nium in serum, urine and tissues (bone, liver and heart p <0,07; brain p <0,05). In ad-
dition, both oral and ip exposed rats showed significant alteration in their behaviour com-
pared with controls. The most striking results were that rats exposed to oral AI(OH), show-
ed important increases of aluminium in comparison with controls (despite their NRF).
urine (ug/24 h) 3.55 3.8 vs 0.111 0.03; serum (ug/l) 20.3+ 15.8 vs 11+ 4.2; bone
(ug/g) 9.6 + 11.9 vs 1.1% 0.2 (p <0.07), brain (ug/g) 1.16 £ 0.5 (p <0.05); it was higher
but not significantly so in liver 4.4 + 0.3 vs 0.4 + 0.1. Urinary aluminium was the best in-
dex of both, aluminium exposure and aluminium deposition in tissues. This results draws
attention about the real risk of oral Al toxicity even with NRF.

Key words: Aluminium absorption. Oral aluminium toxicity. Aluminium in tissues. Alu-

minium and behaviour. Aluminium toxicity with normal renal functions.

Introduccion

-La historia toxicologica del aluminio ha estado estre-
chamente vinculada al desarrollo de la investigacion ne-
frologica. A pesar de que la primera descripcion clinica
que lo involucraba como agente nosolégico en un cua-
dro neuropatico se realiz6 en 19217, hasta la década de
los setenta no se realizaron estudios que establecieron
definitivamente su vinculacién patogénica con la encefa-
lopatia dialitica y la osteomalacia fracturante?*. Una vez
identificado como elemento téxico se iniciaron estudios

ue permitieron definir los érganos y sistemas involucra-
jos en la intoxicacion aluminica, fundamentalmente sis-
tema nervioso central, hueso, paratiroides y sistema eri-
tropoyético, asi como las diversas fuentes Jle exposicion
al aluminio™®.

Si bien la contaminacion aluminica de las soluciones
de diélisis fue la principal fuente de exposicion al alumi-
nio, la utilizacion de técnicas adecuadas en la manufac-
turacion de las mismas ha convertido a la ingesta de hi-

droxido de aluminio en una fuente de exposicion y to-
xicidad importante’. En pacientes con insuficiencia renal

cronica, las elevaciones de aluminio sérico y su acumu-
lacion tisular han sido consideradas siempre como con-
secuencia de la reducida capacidad de excrecion de este
elemento por via renal. No obstante, este compuesto se
comenzo a utilizar como antiacido hace mas de cincuen-
ta afos, sin que hasta la actualidad se haya valorado el
riesgo de intoxicacion por esta via al considerar que la
funcion renal normal garantizaria la eliminacion de la es-
casa fraccion de aluminio absorbible por via oral®. Este
porcentaje de absorcion puede incrementarse notable-
mente con descensos del pH gastroduodenal, situacion
en la que se encuentran la mayoria de los pacientes con

tlcera gastroduodenal, consumidores crénicos de antia-
cidos por excelencia®.

Los objetivos de este estudio fueron: a) poner a pun-
to técnicas analiticas que permitan cuantificar diferentes
grados de acimulo tisular de aluminio; b) valorar el ries-
go de intoxicacion intraperitoneal y oral por aluminio en
presencia de funcién renal normal, poniendo especial
enfasis en la cuantificacion tisular de aluminio y en la co-
rrelacion entre la concentracion cerebral y el comporta-
miento de los animales.

Material y métodos

Se estudiaron 15 ratas Wistar hembra con funcién re-
nal normal (BUN al final del estudio de 32,2 * 6,1), divi-
didas en tres grupos.

Grupo | (n = 5): Control. Sin exposicion al aluminio (ex-
cepto la inevitable exposicion ambiental de la dieta y el
agua de bebida, 280 ug/g y 80 ug/l, respectivamente).

Grupo Il (n = 5): Exposicion oral a A{OH),, 40 mg/dia
de Al(OH), administrado por sonda endodigestiva.

Grupo Il (n = 5): Exposicion intraperitoneal a AlCI, (2
mg/dia, cinco dias/semana).

El periodo de exposicion al aluminio fue de doce me-
ses y se inici6 cuando los animales tenian tres meses de
edad. A lo largo de la experiencia se realizaron determi-
naciones seriadas de aluminio sérico y urinario. El estu-
dio final de los niveles de aluminio sérico y urinario fue
precedido de la suspension de la administracion del mis-
mo durante cuarenta y ocho horas. Al final del mismo,
antes del sacrificio de los animales, fueron sometidos a
un test del comportamiento de campo abierto™.

Dicho test permite valorar la capacidad de exploracién
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y la actividad motora de la rata ante un medio extrafio y
las posibles modificaciones bajo influencias hormonales
o medicamentosas' "2 H test se realizd en un recinto
cuadrado (1 m x 1 m) con paredes negras y piso de co-
lor blanco dividido en cuadriculas de 20 cm de lado. Este
recinto se encuentra intensamente iluminado en su par-
te central, en la que se sitta al animal al comienzo de la
experiencia. A partir de ese momento, a lo largo de cua-
tro minutos, todos los movimientos de la rata son con-
tabilizados por dos observadores de forma independien-
te, efectuando diferentes tipos de. mediciones de su ac-
tividad motora, de los cuales los de mayor interés son:
1) Tiempo de latencia: mide el tiempo que el animal tar-
da en salir de la zona central a la periferia, es decir, el
tiempo que tarda en resguardarse o adoptar su posicion
habitual. 2) Tiempo de permanencia en la zona centro:
afade al tiempo de latencia las veces que el animal vuel-
ve a la zona central. 3) Defecacién: se contabiliza el ni-
mero de bolas de heces que el animal realiza a lo largo
del test. ’

Después de la realizacion del test se sacrifico a los ani-
males cuantificando aluminio en tejidos (hueso, higado,
corazén y cerebro).

La recogida de muestras se realizd siguiendo normas
establecidas para evitar la contaminacion, utilizando re-
cipientes de poliestireno cristalino y conservacion a
-20° C hasta el momento de efectuar la determinacion
analitica®. Las determinaciones de aluminio y la prepa-
racion de las muestras fueron realizadas en habitacion
con atmosfera controlada en la que se garantizan menos
de 100 particulas de polvo/m’ (clase 100). La disolucion
de los tejidos se llevo a cabo en reactores de teflon a
alta presion. A un peso exacto de muestra (entre 0,2-1
g) se afiadi6 1 ml de acido nitrico concentrado {(Merck
Suprapura). Una vez perfectamente cerrados los reacto-
res se mantuvieron en estufa a 90° C durante tres horas
y a 120° C durante otras tres horas. Una vez atacado el
tejido fue diluido hasta 25 ml con agua ultrapura (NA-
NOpure 1i°, Barnstead). La determinacion de aluminio se
llevo a cabo mediante espectrometria de absorcion ato-
mica (modelo Zeeman-3030, Perkin Elmer®. Horno de
grafito, modelo HGA-600. Muestreador automatico, mo-
. delo AS-60)". Esta técnica posee un limite de deteccion
de 1 pg/ly el rango de linealidad va desde el limite de
deteccion hasta 70 pg/l. No se producen interferencias
de matriz cuando la medida se realiza en la modalidad
de area de pico. La deteccion de la sefal de absorcion
producida se realiza a una longitud de onda de 309,3 nm.

El proceso de datos y analisis estadistico se realizé con
soporte informatico, utilizando el programa «Sigma» (Ho-
rus Hardware®). Todas las variables presentaron una dis-
tribucion normal (test de Kolmogorov-Smirmnov). Una vez
demostrada la normalidad se realizé el andlisis de la va-
rianza respecto a los tres grupos de estudio. Se utilizo el
test de comparacion de medias (T de Student, con co-
rreccion de Welch cuando no existia uniformidad de la
varianza) para valorar las diferencias intergrupo. En el

388

caso de que el valor de la T de Student estuviese en li-
mites de significacion, dada la dificultad para aumentar
el nimero de casos por el tiempo de exposicion, se uti-
lizaron test no paramétricos (Kruskall-Wallis, Mann-Whit-
ney) para valorar las diferencias, y significacion.

Resultados

Durante la realizacion del trabajo, nuestro laboratorio
particip6 en un estudio europeo de control de calidad
de las determinaciones analiticas de aluminio («Trace Ele-
ment Quality Assessment Scheme»), alcanzando un ele-
vado grado de linealidad (fig. 1).

Transcurrido un afno de exposicion al aluminio se ob-
jetivd un incremento en la concentracion de aluminio ti-
sular y en fluidos en los grupos expuestos comparados
con el grupo control (tabla ). Las ratas que recibieron
AICI, parenteral mostraron aumentos significativos de alu-
minio en suero, orina y tejidos. Las ratas expuestas a
Al(OH,) por via oral tuvieron incrementos mas modera-
dos, que llegaron a ser significativos en suero, orina y
hueso. Las correlaciones encontradas entre los niveles de
aluminio en fluidos biologicos y aluminio tisular se refle-
jan en la tabla I, siendo el aluminio excretado en orina
de veinticuatro horas el parametro no invasivo que mos-
tré mejor correlacion con los niveles de Al tisular (fig. 2).
La distribucion de aluminio por 6rganos sigui6 un patron
similar en los dos grupos expuestos, a pesar de la dife-
rencia en concentraciones absolutas (fig. 3).

Los resultados del test de campo abierto, expresados
en la tabla Ill, demuestran que las ratas expuestas al alu-
minio por via oral tuvieron alteraciones del comporta-
miento significativas (mayor tiempo de latencia, mayor
tiempo en zona central y mayor namero de deposicio-
nes) y superponibles a las encontradas en las ratas into-
xicadas por via intraperitoneal, a pesar de que las con-
centraciones de alumino sérico y tisular de este grupo se

|1'20W
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y =1,8002 + 1,0044 x R = 0,94

0 20 40° 60 80 100 pg/120
Proyecto de calidad de un elemento traza

Fig. 1.—Control de calidad de las determinaciones de aluminio.
Valores expresados en ng/l.
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Tabla I. Aluminio en suero, orina y tejidos en los tres grupos experimentales. Valores expresados
como media * desviaci6n estandar

Control Exp. oral Exp. ip
SUEro (UB/1) .o . 11,04 + 4,24 20,32+ 15,8 184,4 £ 1024
Orina (Ug/24 h) oo . 0,11+ 0,03 3,55+3,80°% 84,2 £ 16,1°
HUeSO (UB/B) wvevirrvssssressrnennsnnnesesisanans 1,13+0,29 9,62 +11,9¢ 63,7 £ 16,5¢
Higado (UB/8) r-mvirmrrecirimnnesrrsnns 0,47 £ 0,19 . 4,40 + 8,50 44,6 £15,1°
Corazon (pg/| 0.72+0,20 0401030 2,510,84F
Cerebro (ug// 0,51 0,33 1,16 £ 0,801 1,8 £ 0,80

Significacién estadistica (A, D, E): p<0,01 ip vs. control y vs oral.
(8. C) p <0,001 ip vs. control y vs. oral.

(B’) p <0,05 oral vs. control.

(F} p <0,05 ip vs. control.

(a ﬁ ¢} p <0,01 oral vs. control.

{f) p <0,05 oral vs. control.

En maytsculas T de Student y en minGsculas U de Mann-Withney.

Tabla Il. Coeficientes de correlacion entre los niveles de aluminio en fluidos biologicos y tejidos

Aluminio Orina Hueso Higado Corazén Cerebro
0,75 0,70 0,89° 0,79* -
0,88* 0.87* 0,82* -
0,84* 0,74* 061"
. 0,81* -
o ip e 80
ug/s Control Exp. oral » Exp. ip Hg/g o
o 3] r-055Ns * : =
.é 2 . 40
8 1 #_’/I.l—:"’ : > T 20
0 T T T T 10
-2 -1 0 1 2 3 8
c 41 r=082p<0,01 . 6
S 3 % — 4
22 e
© (1) e e ey - - 3
-2 -1 0 1 2 3
909 _
8 60/ r=0,57 p <0,01 N . 1
& 401 - el
T 20; . I 0 t t f —
0 pre cilx oww ¥ : : i bro
2y 1 0 ] 3 3 Hueso Higado  Corazén  Cerebr
‘gg r=0,88 p <0,01 .
250 TS Fig. 3.—Patrén de distribucion tisular de aluminio en los grupos de
340 " exposicion oral (%) e intraperitoneal (*). Valores expresados en Hg/g.
T 28‘_"“_ T 1 T
-2 -1 o 1 T3
Aluminio en orina Log (ug/24-h)

) ~ ) . — encontraban en limites de significacién estadistica (signi-
fig. 2.—Relacién entre niveles de aluminio tisular (ug/g) y aluminio

en orina (Ug/24 h) en los tres grupos experimentales, con su ﬁcaltw? con test né?fpararr.leérlCOQ con los del gruplo con-
coeficiente de correlacién y grado de significacién. Escala trol, claramente diterenciados estos respecto a los ex-
semilogaritmica (log Al orina). puestos por via intraperitoneal.
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Tabla lll. Resultados del test del campo abierto y determinaciones de aluminio cerebral. Diferencias estadisticas

de cada grupo respecto al grupo control

Control Oral Exp. ip
Al Cerebro (UB/B) oo s 0,51+03 1,16 + 0,8° 1,8+0,8*
T.° de latencia {Seg) .....coverrrrerricnreiranns 6,57 +4,39 170 £ 109* 135+ 98"
T.° zona centro (seg) .. . 86,5 170 £ 107* 141 £ 92*
Defecacion (N.° bolas) ....ccovnreeereremmisecsnsnsarsseens 1,14£2,19 4827 3,2+2,04

*p <0,01; ** p <0,05 test paramétricos; ®p <0,05 Mann-Withney.

Discusion

La intoxicacion por aluminio conlleva un grave riesgo
de alteraciones a nivel de sistema nervioso central, me-
tabolismo osteomineral y eritropoyesis'™*. Los resulta-
dos de este trabajo llaman la atencion sobre dos aspec-
tos fundamentales: la importancia de la metodologia uti-
lizada y el riesgo real de acumulacion de aluminio, con
la administracion oral del mismo en presencia de fun-
cion renal normal.

En relacién con el primer punto es importante rese-
fiar que la metodologia empleada para la cuantificacion
de aluminio tisular introdujo variaciones respecto a las
descritas en la literatura™ %, como son la disolucion de
los tejidos en reactores de teflon a alta presion que per-
miten la utilizacion de un volumen constante y exacto
de écido nitrico a elevada temperatura, sin riesgo de eva-
poracion, haciendo innecesaria, por la presion y tempe-
ratura alcanzadas, la homogeneizacién previa c}/e los te-
jidos (incluso el hueso). La determinacion en tejido fres-
co podria condicionar una cierta variabilidad del resulta-
do en funcion de la humedad de la muestra; sin embar-
go, la menor manipulacion de la misma disminuye una
posible contaminacion de la muestra. Como refleja !a fi-
gura 1, la excelente linealidad que mantuvieron nuestros
resultados en el control europeo de calidad garantiza la
precision analitica de las determinaciones. Este método,
mas econdmico y asequible que aquellos que son lleva-
dos a cabo previa liofilizacion y homogeneizado de las
muestras, ha mostrado su eficacia para el estudio de di-
ferentes estados de exposicion al aluminio, incluso con
elevaciones moderadas de este elemento.

En segundo término, de mayor trascendencia e impli-
caciones practicas, es importante resaltar que la adminis-
tracion oral cronica de A{OH), se acompano de incre-
mentos en la concentracion de aluminio no sélo en sue-
ro y orina, sino también en tejidos, a pesar de la funcién
renal normal (tabla 1). Estos acimulos tisulares guardan
la misma relacion de proporcionalidad que los observa-
dos en el grupo de exposicion intraperitoneal (fig. 3) y
los descritos en pacientes con encefalopatia dialitica
(hueso, higado, musculo y cerebro, en este orden)?'. Los
incrementos de aluminio en orina de ambos grupos in-
dican que la eliminacién renal del aluminio es adecuada
y que éste no seria el motivo del excesivo acimulo de
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aluminio en los tejidos. Ademas, como se observa en la
figura 2, la cuantificacién de aluminio en orina de vein-
ticuatro horas muestra una excelente correlacién con el
grado de exposicion y los acimulos tisulares de alumi-
nio. Si bien aluminio sérico y urinario muestran una re-
gresion lineal maltiple similar con los tejidos (r=0,9;
p <0,01), la capacidad de correlacion del urinario respec-
to el hueso, érgano diana clave en el acimulo de alumi-
nio, es claramente superior (¥ = 0,77 vs. ¥ = 0,49).

Tanto el acimulo tisular como la excrecion renal de
aluminio estan condicionados por las caracteristicas far-
macocinéticas del mismo, que determinan su distribu-
cion pluricompartimental (comportandose cada tejido
como un compartimiento distinto) y su eliminacion
como resultado de un equilibrio entre la fraccién absor-
bida, fraccion distribuida tisularmente y fraccion plasma-
tica. En base a este modelo resulta razonable que el com-
portamiento de los tejidos haya sido paralelo en los dos
grupos expuestos, siendo la diferencia de magnitud en-
tre ambos consecuencia del diferente grado de exposi-
cion (fig. 3).

Es muy importante sefialar que la posologia habitual
de los alcalinos, administrados cada seis-ocho horas, se
acerca mucho a la vida media del aluminio (cinco ho-
ras)?, con lo cual el factor de acumulacion en posologia
cada seis-ocho horas seria muy superior al del presente
estudio, en el que la administracion se realiz6 cada vein-
ticuatro horas, y en el que podriamos haber infravalora-
do el grado de exposicion, comparado éste con el que
se hubiera alcanzado tras un afo de exposicion con la
posologia habitual del A(OH), cuando éste se utiliza
como antiacido. Para intentar obviar este efecto, la dosis
administrada fue la proporcional en uso clinico habitual,
incrementada al administrarse en dosis Gnica.

El hueso, como era de esperar, se mostrd como un te-
jido especialmente proclive al acimulo de aluminio. La
exposicion oral provocod un incremento de nueve veces
la concentracion de aluminio con respecto al control, en-
contrandose en limites de significacion estadistica con
métodos paramétricos (p <0,08); ante la dificultad de au-
mentar en tres casos para alcanzar la significacion se rea-
lizo6 el test de Mann-Whitney, siendo estadisticamente
significativo (p <0,01). Una exposicion masiva como la
del grupo con administracion parenteral produjo, a pe-
sar de la funcion renal normal, un acimulo éseo de alu-



minio muy por encima del dintel patolégico establecido
en humanos®, indicando una participacion importante
del hueso en la distribucion corporal y en el control ho-
meostatico del aluminio. Otro organo con gran capaci-
dad para almacenar aluminio fue el higado, en el que se
objetivaron incrementos significativos en el grupo de ex-
posicion parenteral (cien veces superiores a los niveles
del grupo control). En el grupo de exposicion oral, el in-
cremento de aluminio fue diez veces superior, sin llegar
a ser significativo, manteniendo la proporcionalidad tisu-
lar esperada.

Los valores de aluminio encontrados en tejido miocar-
dico reflejan diferencias significativas anicamente en el
grupo de exposicion masiva parenteral, y aunque su con-
centracion es escasa (2,52 ug/g), supone un incremento
de cuatro veces, similar al encontrado en pacientes en
hemodialisis respecto a un grupo control ™.

A nivel del sistema nervioso central, como se observa
en la tabla I, los incrementos de las ratas con exposicion
intraperitoneal fueron 3,5 veces superiores a los de las ra-
tas controles; por el contrario, en aquellas con exposi-
cion oral, sus niveles, aunque superiores a los del grupo
control, s6lo alcanzaron significacion estadistica con test
no paramétricos. La realizacion del test de campo abier-
to permitié observar cambios en el comportamiento en
el grupo expuesto por via oral del mismo orden de mag-
nitud del observado en el grupo expuesto por via intra-
peritoneal, a pesar de que este (ltimo tenia unas con-
centraciones de aluminio en suero y cerebro superiores
(estadisticamente no diferentes), indicando una escasa
correlacion entre concentracion de aluminio cerebral y
funcion (tabla Ill). Este hecho no es sorprendente, dado
que es conocida la escasa correlacion existente entre alu-
minio cerebral y encefalopatia dialitica, en la que se han
referido valores de aluminio cerebral desde cifras tisula-
res similares a las esperadas en poblacion normal hasta
diez veces el valor de los controles®. A pesar de que el
grupo de ratas control no recibi6é placebo, éstas fueron
manipuladas de forma similar, ya que participaron como
controles en diversos estudios a lo largo del afo de
exposicion.

En resumen, este estudio demuestra que la exposicion
cronica al aluminio conlleva un riesgo de intoxicacion por
dicho elemento que se consigue aun en presencia de
funcion renal normal. La determinacién del aluminio uri-
nario en veinticuatro horas, ademas de un parametro (til
para valorar la absorcion de aluminio® %, puede ser
orientativa respecto al grado de acumulacion tisular del
mismo. El riesgo de intoxicacion seria superior si dicha
exposicion supone una mayor biodisponibilidad del ele-
mento, funcién esta tltima dependiente del compuesto
quimico, via de administracion, posologia y caracteristi-
cas peculiares de cada sujeto que puedan o no favore-
cer su absorcion. La cinética de distribucion corporal del
aluminio seguiria un modelo pluricompartimental; su ac-
cion patégena seria funcion de la afinidad de cada teji-
do para permitir su acimulo, de su distribucion a nivel
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celular y dela accion especifica que el aluminio ejerza
en cada tejido.

Estos resultados experimentales son lo suficientemen-
te elocuentes como para plantearse la necesidad de es-
tudiar en un futuro inmediato el papel que pueda jugar
en patologia humana la exposicion cronica al aluminio
en la génesis de alteraciones oseas y cerebrales, consi-
deradas hasta la fecha secundarias al proceso de involu-
cion senil.
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