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RESUMEN

La administracion de desferrioxamina a los pacientes de hemodialisis
intoxicados con aluminio, si bien necesaria para movilizar el metal, puede ir
acompafiada de efectos indeseables. El uso de un cartucho de hemoperfusion con
la droga incorporada al carbén activado evitaria la administracion de la
desferrioxamina a la vez que podria ser capaz de desplazar el aluminio unido a las
proteinas plasmaticas.

En este estudio se valoré la movilizacion de aluminio plasmatico con este tipo
de cartuchos, simulando una hemoperfusion en la que se utilizé plasma bovino.

Los resultados obtenidos demuestran que, en las condiciones «in vitro-> del
estudio, el cartucho fue incapaz de extraer aluminio desde el plasma; por el
contrario, la concentracion de aluminio aumenté en forma significativa después de
cada hemoperfusion. La cantidad de aluminio que se encontré en el cartucho
analizado, y el hecho de que no hubiera cambios significativos en la concentracion
de aluminio plasmatico cuando se realizd hemoperfusion sin utilizar el cartucho,
sugieren que el cartucho podria liberar aluminio, que seria atraido por la alta
afinidad que por él poseen las proteinas plasmaticas.

Palabras clave: Agentes quelantes. Aluminio. Carbon activado. Desferrioxa-
mina. Hemoperfusion.

ALUMINIUM REMOVAL WITH A HAEMOPERFUSION COLUMN CONTAINING
DESFERRIOXAMINE

SUMMARY

Desferrioxamine (DFO) has been shown to be useful in the treatment of
aluminium toxicity. However this compound is not free of toxic effects. The use of
a haemoperfusion column contaaining desferrioxamine trapped in the cartridge
looks theorically atractive as it would be unnecessary to infuse DFO into patients

to remove aluminium.
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In the present study we evaluated the aluminium removal using this device. We
simulated a dialysis perfusing the haemoperfusion column containing DFO with
plasma in biological conditions (37° C, pH 7.38-7.40) with a known concentration
of aluminium using two different flows (60 and 120 ml/min). We also carried out a
blank experiment with the same flows and time of recirculation with no cartridge.
Serum aluminium was measured before and after 30, 60, 90 and 105 minutes of
recirculation.

The results show that the serum aluminium did not decrease using the
haemoperfusion column containing DFO. On the contrary, the final serum
aluminium increased in all the experiments (n = 8) and there was no change in the
blank experiment (n = 3). The aluminium content of the cartridge was investigated
finding 69 1.76 ug/g of aluminium.

Our results demonstrated this haemoperfusion column containing DFO did nof
extract aluminium from plasma. On the contrary it seems to release aluminium
probably due to the its high aluminium content and to the high affinity of plasma

proteins for aluminium.

Key words: Desferroxiamine, Aluminium, Hemoperfusion.

Introduccion

La intfoxicaciéon por aluminio en pacientes con in-
suficiencia renal crénica ha llevado en los Ultimos
anos a la busqueda de pautas terapéuticas que per-
mitan eliminar este elemento tdxico del organismo.
Desde que Ackrill describié en 1980 la utilizacion de
la desferroxamina (DFO) como quelante del aluminio
1 la mejoria experimentada por los pacientes tratados
con esta droga ha sido notable, como lo demuestran
los diversos trabajos aparecidos en la literatura 7. Sin
embargo, su administracién no estd exenta de riesgos
y se han descrito efectos adversos del fdrmaco®'2, por
lo que antes de iniciar un tratamiento es necesario
determinar con seguridad qué pacientes se verdn be-
neficiados por la utilizacion de DFO.

Para lograr disminuir los efectos adversos de la te-
rapia con DFO se han disenado varias estrategias,
que incluyen la utilizacion de la dosis menor efecti-
va 2 cambios en su pauta de administracion 3, asi co-
mo aumentar la eliminacién del complejo DFO-alu-
minio usando membranas de alta permeabilidad 416
u otras técnicas de didlisis, como la Paired Dialysis
Filtration (PFD)'S.

En un intento de eliminar mds eficazmente el com-
plejo DFO-aluminio se han desarrollado y utilizado
sistemnas de hemoperfusion que han basado su efecti-
vidad en la capacidad que tendria el carbdén activado
de unirse al complejo DFO-aluminio y que, tras ser
utilizados en serie con los hemodializadores, permiti-
rian incrementar la cantidad de aluminio eliminado
por una didlisis comun 72 Sin embargo, todas las va-
riantes necesitan de la administracion de DFO para

movilizar el aluminio de los tejidos y desplazar al
que se encuentra unido a la transferrina'é.18,

Actualmente se ha desarrollado un nuevo sistema
de hemoperfusion con el cual, a diferencia de los an-
teriores, la DFO no deberia ser administrada al pa-
ciente, ya que se encuentra retenida en el interior del
hemoperfusor atrapada por un polimero de hidrogel-
heparina que cubre al carbdn activado.

Por tanto, el objefivo de este estudio fue valorar
in vitro la capacidad que tienen los carfuchos con
DFO incorporada para extraer aluminio del plas-
ma, utilizando un modelo experimental con plasma
bovino.

Material y métodos

Se utilizaron 11 cartuchos Clark Al/Fe Specific®
con DFO incorporada. Los mismos, antes de ser utili-
zados, se lavaron con 1 a 1,5 litros de solucioén fisio-
l6gica conteniendo 5.000 unidades/l de heparina s6-
dica. Si bien en este estudio in vitro la esterilizacién
no era necesaria, dos carfuchos fueron esterilizados
en autoclave a 121 °C durante 30 minutos con calor
hUumedo, segun las pautas aconsejadas por el fabri-
cante, con objeto de valorar si este procedimiento in-
ducia algin cambio en el rendimiento del cartucho.

Se utilizé sangre de vaca, obtenida mediante pun-
cion yugular y anticoagulada con heparina sédica a
dosis de 20 unidades/ml. La sangre fue fransferida a
bolsas de transfusion y centrifugada a 900 G durante
10 minutos para separar el plasma. Este Ultimo se
conservo en nevera a 4 °C. Durante los experimentos
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se elevd su temperatura, manteniéndola entfre 35 y
37°C, mediante la utilizacién de un bano termostati-
zado. Durante el estudio se midio el pH plasmdtico,
que presentd oscilaciones espontdneas entre 7,38 y
7.,40.

La concentracion de aluminio plasmdtico se incre-
mentd mediante la adiciéon de 150 ug/l de aluminio,
obtenido de una solucién estdndar de aluminio de
1 g/I(Al(NOs)s en HNOs al 5 %..

El estudio se llevd a cabo en dos etapas.

Primera etapa: Estudio de las variaciones en la
concentracion de aluminio plasmatico durante
experimentos de paso Unico

Se perfundié un litro de plasma a través del cartu-
cho utilizando un flujo de 100 ml/min durante 10
minutos. Tras la perfusidn, el plasma fue recogido en
un recipiente colector (fig. 1).

ot ipiente
recipiente inie
colector inicial

a

resijiente con
plasma

rocipiente
con
plasma

BLANCO  paso termostatizado
G7°C)

bafio termostatizado
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Fig. 1.-Esquema del experimento de paso unico.

Se determind la concentracion de aluminio en
plasma antes de la perfusidon (aluminio basal) y al fi-
nal de la misma (aluminio final). Ademds, alos 3, 6 y
9 minutos se obtuvieron muestras para la cuantifica-
cién de aluminio de la tubuladura situada de forma
distal al cartucho. El experimento se repitid dos ve-
ces, utilizando un nuevo cartucho en cada ocasion.

Segunda etapa: Estudio de las variaciones en la
concentracion de aluminio plasmatico durante
experimentos de recirculacion

Con objeto de simular una hemoperfusion, se per-
fundid 1 litro de plasma a través de un circuito cerra-

Fig. 2.-Esquema de la hemoperfusion experimental, con recircu-
lacion de plasma intoxicado con aluminio durante 105 minutos a
60 y 720 mli/min. El recuadro pequefio corresponde al disefio del
experimento blanco.

do, tal cual se esquematiza en la figura 2. El plasma
procedente del recipiente colector se bombed hacia
el cartucho por una «via arterialy para, después de
perfundirlo en sentido ascendente, volver al recipien-
te por una wvia venosay. El plasma fue impulsado por
una bomba peristdltica tipo Bellco® BL 759 B ubica-
da proximalmente al cartucho durante 105 minutos.
Durante este periodo, el litro de plasma perfundid el
cartucho un numero de veces similar al que circula-
ria el volumen plasmdtico total de un paciente en
una hemodidlisis-hemoperfusion de cuatro horas de
duracién.

El experimento se repitid 8 veces, y se utilizd un
nuevo cartucho en cada ocasién; 4 de los experi-
mentos se realizaron con una velocidad de flujo de
60 ml/min y los ofros 4 con una velocidad de 120
ml/min.

Se midieron las concentraciones de aluminio y
hierro (Fe) en el plasma del recipiente antes de co-
menzar y al finalizar cada experiencia. Ademds, a los
30, 60 y 90 minutos se obtuvieron muestras de la
«via venosay para determinar aluminio. El plasma
con aluminio fue reutilizado en cada nuevo experi-
mento.

Para descartar posibles contaminaciones y como
conftrol, se realizaron tres experimentos «blancon en
tres sesiones de recirculacion a 120 ml/min sin inter-
poner el cartucho en el circuito (fig. 2). Los mismos
se redlizaron después del octavo experimento con
cartucho.

Con objeto de conocer la concentraciéon de alumi-
nio del carbon activado se determind el aluminio de
una muestra de 0,500 g de carbdn activado prove-
niente de un cartucho no utilizado que contenia
9,970 g de carbdén. La muestra de carbén activado se
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colocé en un reactor de teflon a alta presion con
5 ml de &cido sulfurico al 40 % (calidad reactivo
analitico Merck) y se mantuvo en estufa a 100 °C du-
rante 5 horas. Mediante este procedimiento, el acido
sulfurico extrae el aluminio del carbén. El liquido ob-
tenido se llevé a 100 ml con agua ultrapura. Se reali-
z6 un blanco con el mismo procedimiento, pero sin
afadir la muestra de carbon.

El aluminio fue cuantificado tanto en plasma como
en esta solucién mediante espectrometria de absor-
cién atémica con horno de grafito utilizando un es-
pectrémetro modelo Zeeman-3030, horno de grafito
modelo HGA-600, muestreador automatico modelo
AS-60, todos Perkin Elmer®. Durante la extraccion y
el procesamiento de las muestras se tomaron todas
las precauciones para evitar la contaminacion de las
mismas con métodos anteriormente descritos'.

Las determinaciones de Fe plasmatico, la capaci-
dad total de fijacién de la transferrina y el porcentaje
de saturacién de la misma fueron realizadas con mé-
todos colorimétricos estandar. Las dos etapas del es-
tudio fueron realizadas una a continuacion de la
otra, con una duracion total de 9 dias.

Los calculos estadisticos fueron realizados median-
te la «t» de Student para datos emparejados y pobla-
ciones independientes con un soporte informatico
Systat 5.2 para Macintosh.

Resultados

En los dos experimentos de paso unico la concen-
tracion de aluminio del plasma aumenté tras su paso
por el cartucho: aluminio inicial, 108,9 + 15,27 pg/l;
aluminio final, 140,4 £5,09 pg/l (NS).

En los experimentos de recirculacién, el aluminio
plasmatico se incrementé progresivamente a lo largo
de cada uno. Con flujos de 60 ml/min, la media de
concentracion de aluminio al final fue significativa-
mente superior a la media de la concentracion de
aluminio al inicio: 270,2 53,9 ug/lVs. 235,7 £ 47,5
ug/l (p = 0,003) (fig. 3). Con flujos de 120 ml/min, las
diferencias entre aluminio inicial y final también fue-
ron significativas: aluminio inicial, 155,6 27,4
ug/1, VS, aluminio final, 191,7 £21,5 ug/l (p = 0,007)
(fig. 3).

En los experimentos blanco, en los que no se utili-
z6 cartucho, las medias de las concentraciones ini-
ciales y finales de aluminio en plasma no variaron de
forma significativa: aluminio inicial, 164,6 = 2,7 ug/l
V8. aluminio final, 164.7 % 3,5 ug/l (NS) (fig. 3).

Como puede observarse en las figuras 4a y4b, en
las que se numeran y detallan los experimentos, la
concentracion de aluminio inicial en cada uno de
ellos fue superior a la cifra encontrada en el experi-
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Fig. 3-Concentracion de aluminio plasmatico durante fa recircu
facion a flujos de 60 y 120 mi/min. (Medias + desviacion estan
dar.)

mento previo. Este incremento fue debido a que el
plasma fue reutilizado y la ganancia de aluminio del
mismo fue incrementando la concentracién de alu-
minio (tabla 1). Para evitar concentraciones de alumi-
nio superiores a 350 ug/l, al final del segundo y del
séptimo experimento el plasma utilizado se diluyo
con plasma fresco sin aluminio (tabla I).

Tabla |. Concentracion de aluminio plasmatico
inicial y final

Numero del concentracién Concentracion

experimento  de Al inicial de Al final

(wg/h (ug/b

1e 132,9 182,4

120 ml/min. 2.0 186,0 216,3
3.2 147,9 176,4

8.e% 126,6 154,8

4.¢ 191,4 214,8

60 ml/min. 5. 207,3 244,8
6.2 246,3 281,1

7.9% 298,0 340,0

* Cartucho esterilizado.

Los dos ultimos experimentos se realizaron con los
dos cartuchos previamente esterilizados. El aumento
de aluminio plasmatico fue similar al observado en
los experimentos en los que los cartuchos no fueron
esterilizados (tabla ).

La extraccién de aluminio del carbén activado del
cartucho fue de 691,76 ug/g. La extraccion de alumi-
nio en el experimento «blanco» fue despreciable

(<10 ug/g).
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Los valores de Fe plasmdtico y la capacidad de fi-
jacién total de la transferrina estuvieron dentro de vao-
lores normales para los bovinos y no hubo variacio-
nes significativas tras la hemoperfusiéon (tabla ll).

Tabla Il. Medias y desviaciones estdndar de la con-
centracién de hierro plasmdatico y porcenta-
je de saturacién de la transferrina

Flujo Pre-hemo- Post-hemo-
ml/min perfusion perfusion
120 93,3 £ 2,1 95,3 £ 28
Fe (ug/dl) 60 95,3 £ 1,5 93,7 + 1,5
Porcentaje de 120 341 +15 33,9 £ 1,1
saturacion de la
transferrina 60 34,2 + 2.2 33,7 £ 0,9
Discusion

Aunque la intoxicacion por aluminio sigue siendo
un problema importante para los pacientes en didlisis
que la padecen, estd disminuyendo gracias al eficaz
control de las fuentes de exposicion 2.

Cuando es necesario fratar a pacientes intoxicados
con este metal, nos enfrentamos a importantes limita-
ciones debido a que la transferencia de aluminio du-
rante la didlisis estd limitada por la formacion de
complejos aluminio-proteinas plasmdticas, de alto
peso molecular; por lo tanto, no ulfrafilirables.
Debido a este hecho, solamente de un 5 a 10 % del
aluminio plasmdtico es ultrdfiltrable y, por lo tanto,
dializable. Por este motivo, la obtencidén de gradien-
tes que permitan una transferencia entre el aluminio
plasmdtico y el del bafo de didlisis son dificiles de
conseguir y, aun con elevaciones importantes de alu-
minio sérico total, éstos resultan escasos y clinica-
mente irrelevantes'é27,

La administracién de DFO moviliza el aluminio
gue se encuentra en los tejidos y también el aluminio
que estd unido a las proteinas plasmdticas, formando
un complejo DFO-aluminio de bajo peso molecular
y, por lo tanto, ultrafiltrable? 28, De esta manera, el
porcentaje de aluminio plasmdtico ultrafiltrable supe-
ra ese 10 %, y los gradientes obtenidos entre el plas-
ma y el bano permiten una aceptable eliminaciéon del
metal durante cada didlisis'®.

Sin embargo, el uso de la DFO fiene efectos secun-
darios®'?2 y ademds el complejo DFO-aluminio no se
elimina totalmente durante la primera didlisis des-
pués de la administracion del quelante?’, permane-
ciendo el paciente con aluminemias lo suficiente-
mente elevadas como para permitir una potencial
redistribucion del aluminio hacia parénquimas a los
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Figs. 4.a y 4b.-Concentraciones de aluminio plasmatico durante
/os 105 minutos de recirculacion. Cada curva representa un expe-
rimento nuevo.

que podria afectar'2. Por estas razones, en los Ultimos
anos se ha tratado de disminuir al minimo la dosis de
DFO utilizada? y de sacar el mdaximo partido de las
distintas técnicas de didlisis disponibles con objeto
de poder eliminar mayores cantidades de aluminio
ultrafilirable.

En el infento de aumentar la eliminacion de alumi-
nio en los pacientes tfratados con DFO se han ufilizo-
do membranas de alta permeabilidad, siendo los re-
sultados contradictorios. Mientras hay autores que
encuentran una mayor eliminacion con estas mem-
branas que con cuprofan 1639, otros no encuentran di-
ferencias 3. Nosotros hemos encontrado que, utili-
zando DFO, las membranas de alfa permeabilidad
logran eliminar mayores cantidades de aluminio que
las de cuprofdn ¢,

Otra forma de aumentar la eliminacién del com-
plejo DFO-aluminio es utilizar la capacidad que po-
see el carbon activado para absorberlo 22, Usando un
sistema en serie de dializador con un cartfucho de
carbén activado, se puede eliminar mayor cantidad
de DFO-aluminio que si se ufiliza solamente un dio-
lizador?2, Sin embargo, la relaciéon entre costos y be-
neficios hace que esta técnica se reserve para algu-



HEMOPERFUSION-DFO PARA MOVILIZACION DE ALUMINIO

nos casos de pacientes con intoxicacion sintomatica,
en los que pequefias diferencias a favor de una elimi-

nacion mas rapida del metal estarian justificadas ' 22,

De cualquier forma, sea cual sea la técnica de dia-
lisis usada, hasta ahora todas han precisado de la ad-
ministracion de DFO para aumentar la cantidad de
aluminio ultrafiltrable, con lo que el paciente se ve
expuesto a los efectos adversos del quelante.

El desarrollo de cartuchos quelantes que contienen
DFO activa en su interior, ya sean de fibra hueca sin
carbon activado®? o como el cartucho utilizado en
este estudio, que es un hemoperfusor que contiene
DFO atrapada en una malla de hidrogel heparina
que recubre al carbon activado, tendria como venta-
ja fundamental eliminar el exceso de aluminio sin
necesidad de administrar el farmaco, evitando asi los
efectos secundarios de la DFO.

Su eficacia dependeria de la capacidad para ex-
traer el aluminio libre y el que esta unido a transferrina
y a oftras proteinas de elevado peso molecular, dado
que si soélo fuese capaz de extraer la pequefa fraccion
de aluminio ultrafiltrable que habitualmente hay en el
suero, esto no ofreceria ninguna ventaja comparado
con cualquier tipo de membrana de didlisis.

En este estudio realizado in vitro, pero con plasma
y simulando una hemoperfusiéon, no pudimos demos-
trar que los cartuchos utilizados eliminaran el alumi-
nio del plasma; por el contrario, se observd un incre-
mento significativo en la media de aluminio
plasmatico final comparado con la media inicial.
Teniendo en cuenta que no se observd ningun cam-
bio significativo en la concentraciéon de aluminio
plasmatico en los experimentos blanco (que no con-
tenian el cartucho en el circuito) y que el carbon del
unico cartucho analizado poseia cantidades elevadas
del metal, se podria especular que las proteinas plas-
maticas que transportan el aluminio no liberan a éste
hacia la DFO del cartucho, sino que, por el contra-
rio, estas proteinas a su paso por el cartucho serian
capaces de extraer aluminio del mismo, probable-
mente del carbén activado.

Los estudios previos realizados con este nuevo tipo
de cartucho han valorado su eficacia in vitro utilizan-
do soluciones acuosas de aluminio, al igual que otros
trabajos previos en los que la DFO no estaba en el
cartucho, pero si en la solucidon acuosa que se perfun-
dia como ejemplo de dialisis-hemoperfusion. Si se
emplean este tipo de soluciones no se cuenta con la
capacidad de unién del aluminio a la transferrina y se
consigue mayor aclaramiento de aluminio del que
observariamos invivo'®2', Por esta razon, al valorar
una técnica desarrollada para eliminar aluminio debe
tenerse siempre en cuenta que este modelo no seria
extrapolable al paciente, dado que in vivo, el 90 %
del aluminio estd unido a las proteinas plasmaticas.

El plasma bovino utilizado en este estudio repre-
sentaria una alternativa valida al plasma humano da-
das sus similitudes 3. La utilizacion de este ultimo no
seria posible, dado que la sangre de la que podria-
mos disponer seria aquella no utilizada por el banco
de sangre, no vdlida para este estudio porque se ex-
trae con citrato. Por lo tanto, se deberian extraer a
donantes, especificamente para el estudio, volume-
nes importantes de sangre heparinizada, hecho ética-
mente inaceptable.

Estudios realizados con cartuchos de carbén acti-
vado utilizados en el tratamiento de aguas para diali-
sis domiciliaria han encontrado cantidades importan-
tes de aluminio en la composiciéon del carbdén, en
mayor o menor cantidad segun el fabricante. Todos
los cartuchos estudiados fueron capaces de eliminar
aluminio hacia el agua que los atravesaba, demos-
trando que el carbén activado puede desprender alu-
minio en cantidades tales que los autores recomien-
dan que estos filtros se coloquen proximalmente a un
sistema de désmosis inversa 34 35,

En un intento de explicar la falta de eficacia de los
cartuchos valorados en este estudio, se puede plan-
tear que el escaso tiempo de residencia del plasma
en el interior del cartucho parece insuficiente para
permitir que la DFO desplace al aluminio y al Fe de
su unién a las proteinas plasmaticas. Sin embargo,
debido a la presencia de proteinas plasmaticas, sobre
todo ftransferrina con una normal saturaciéon con Fe,
este tiempo de residencia seria suficiente como para
permitir que éstas extraigan aluminio desde el car-
boén. Si bien el tiempo de contacto del plasma con el
carbon es la mitad en el caso de flujos de 120 ml/min
comparados con 60 ml/min, en el primer caso el nu-
mero de pasos a través del cartucho es del doble, lo
que explicaria la falta de correlacion entre el flujo y
el incremento de aluminio en plasma.

Los procesos de polimerizacion para construir la
malla y la esterilizacion no afectan la actividad de la
DFO (datos de fabricante), pero debe recordarse que
la DFO es un acido trihidroxamico que después de
ser hidratado podria perder su actividad a temperatu-
ra ambiente y que podria verse afectada en su estabi-
lidad por las altas temperaturas de esterilizacion que
requiere el cartucho.

No se descarta que en el interior del cartucho se
haya podido formar el complejo DFO-aluminio, pero
existe la posibilidad de que la capacidad quelante de
la DFO contenida en el cartucho pueda haberse visto
disminuida por la cantidad de aluminio que posee el
carbon.

La falta de variaciéon en el Fe plasmatico observada
en todos los experimentos descarta que este metal se
haya unido con la DFO, impidiendo la formacion del
complejo DFO-aluminio.
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Si bien en los escasos pacientes que se ha utilizado
este cartucho se refiere su posible eficacia, en estos
trabajos (no publicados) la eliminacion de aluminio
fue valorada por métodos indirectos no validos para
este tipo de estudios, como son la medida del alumi-
nio sérico en estos pacientes antes y después de
periodos variables de la utilizacion del cartucho, sin
llegar en ningun caso a conocer ni calcular la canti-
dad de aluminio eliminada. La mejoria observada en
los parametros hematoldgicos referidos en dichos es-
tudios preliminares también pueden obtenerse con
una hemodialisis convencional adecuada y eficaz.

En resumen, este nuevo tipo de hemoperfusores
que poseen DFO incorporada en una malla de hidro-
gel-heparina no demostraron capacidad para extraer
aluminio desde plasma bovino; por el contrario, la
concentracion de aluminio se increment6 de manera
significativa cuando el plasma recirculé a través del
cartucho.

El aumento en el aluminio plasmatico tras la utiliza-
cion de este cartucho podria deberse a la liberaciéon
del aluminio contenido en el carbén activado, atraido
por la alta afinidad que por este metal poseen algunas
proteinas plasmaticas, sobre todo la transferrina.

Por ello, si bien la concepcion de un cartucho de
estas caracteristicas parece atractiva y de gran utili-
dad en el tratamiento de la intoxicacion aluminica,
dado que evitaria la administracion intravenosa o in-
tramuscular de DFO, los resultados obtenidos en este
trabajo hacen necesaria la realizacion de otros ensa-
yos in vitro e in vivo antes de su utilizacion.
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