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RESUMEN: Se estudiaron los efectos del aluminio (Al) sobre el turnover dseo y el crecimiento, en ratas intoxicadas cronicamente con
hidroxido de aluminio (80 mg/Kg peso, i.p., 3 veces por semana), desde el destete, y hasta las 28 semanas de edad. El Al provoct
una significativa disminucion en la ganancia de peso, sin modificar la velocidad de crecimiento. La disminucion de la actividad de la
fosfatasa alcalina en los grupos tratados, evidencié una reduccién de la formacion 6sea en el periodo de crecimiento répido. No se
observaron cambios en la actividad osteocidstica reflejada por la actividad de la fosfatasa 4cida tartrato resistente. Se observé un
incremento en la excrecién de hidroxiprolina al concluir el periodo de intoxicacion. La excrecion urinaria de calcio, aument6 a partir
del segundo mes de tratamiento y fue acompariada de una reduccion en la excrecion de fosfatos, sin que existieran cambios en la
concentracion sérica de los mismos, Los resultados sugieren que el hueso seria mas susceptible a la intoxicacién con aluminio durante
el periodo de crecimiento.

SUMMARY: The effects of aluminum (Al) on both bone turnover and growth were studied using rats chronically poisoned with aluminum
hydroxide (80 ma/kg b.w., 1.p., three times a week) since weaning and during 25 weeks. A significant decrease in body weigth gain
was noted, with no change in growth rate. A decrease in the activity of alkaline phosphatase in the groups treated revealed a decrease
in bene formation during the fast growth period. No changes in the osteoclastic activity were observed, as shown by the activity of the
tartrate resistant acid phosphatase. After the intoxication period finished, there was an increase in hydroxiproline excretion. Urinary
excretion of calcium was shown to increase from de second month of intoxication onwards along with a decrease in phosphate
excretion, but no change was found as regards their serum concentrations. The results suggest bone is more susceptible to aluminum

Intoxication during the growth period.

Introduccion

La osteomalacia asociada al Al no solo ha sido
demostrada en adultos, sino también en nifios de
distinta edad con falla renal, con y sin tratamiento
de didlisis (1, 2, 3). En nifios con funcién renal
normal, se ha comprobado aumento de Al en plas-
ma cuando son alimentados con formulas de hidro-
lizados de caseina (4), o en recién nacidos que
reciben alimentacion por via parenteral (5). Otra
fuente de exposicidn la constituyen las inmunizacio-
nes que utilizan Al como adyuvante, y los suplemen-
tos de vitaminas y minerales (6).

En trabajos realizados con diversos modelos
animales, se ha demostrado que el hueso constituye
un tejido particularmente proclive al acumulo de Al
(7,8,9); efecto que serfa mas acentuado en la etapa
de crecimiento (8,10). El Al, administrado en varia-
das formas y vias de ingreso, induce una significa-
tiva disminucion en la ingesta de alimento, y en la
ganancia de peso (8, 11, 12,13).

Datos preliminares fueron presentados en: VI World Conference on
Clinical Pharmacology and Therapeutics. BsAs. Agosto 1996
XVI Reunidn Anual Sociedad Biologia de Rosario, Noviembre 1996.

En el hueso, evidencias clinicas y experimen-
tales, han demostrado que altas dosis de Al inhiben
la remodelacién, disminuyen la actividad de osteo-
blastos y osteoclastos, producer osteomalacia y
alteraciones en la dindmica dsea (14,15,16,17). El
efecto sobre la mineralizacién podria ser directo
(18), o una consecuencia de la reduccion del nime-
ro de osteoblastos (17).

El objeto del presente trabajo es analizar, en un
modelo de intoxicacion crénica, el efecto del hidro-
xido de aluminio sobre el desarrollo de la masa dsea
a través de la excrecion urinaria de hidroxiprolina
(indicador del turnover 6seo) (19), las actividades
plasmaticas de fosfatasa alcalina (indicador de ac-
tividad osteoblastica) (19) y fosfatasa acido tartrato
resistente (indicador de actividad osteocldstica)
(19), y la posible interaccion con dos componentes
del hueso como son el calcio y el fosfato.

Material y Metodos

Animales y Tratamiento

Se frabajo con dos grupos experimentales:
|. Ratas Wistar machos sometidas a dieta
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standard (Nutric, Cérdoba, Argentina), con un con-
tenido de Cay P 1,10 gry 0,62 gr/ 100 gr peso de
alimento respectivamente, y libre acceso al agua,
fueron expuestas al hidréxido de aluminio por viai.p.
(80 mg/kg de peso, en 0,3 0 0,5 ml de solucion
fisiologica segun el tamario del animal, tres veces
por semana), desde el destete y por periodos de
uno, dos, tres, cuatro, cinco y seis meses, de
acuerdo al modelo experimental para el estudio de
alteraciones Oseas, desarrollado en la catedra de
Anatomia Patoldgica, Facultad de Odondotologia,
UBA (20) .

Il. Ratas controles, con igual dieta, recibieron
un volumen similar de solucién fisiolégica en idén-
ticos periodos y frecuencia.

Los animales de ambos grupos se mantuvie-
ron a una temperatura controlada (22° C), con un
ciclo luz -oscuridad de 12:12 hs

Protocolo Experimental
Se realizaron los siguientes estudios:
1.- Crecimiento

A partir del destete (semana 3°) se controld
semanalmente el peso de los grupos control (n =
12) y tratado (n =12), por un periodo de seis
meses.

2. Metabolismo dseo
2.1 Excrecidn de hidroxiprolina

Se recolectd orina de 24 hs, un vez por sema-
na, de los grupos control y tratados, entre las sema-
nas 5°y 12° de vida, y luego una vez por mes hasta
completar los 6 meses, determinandose la excre-
cion de hidroxiprolina.

2.2 Determinacion de la actividad de Fesfatasa
Alcalina (FA) y Fosfatasa Acida Tartrato
Resistente (FATR), calcio y fosfato séricos y
excrecion urinaria de calcio y fosfato

Se obtuvo la actividad de FA y FATR, asi como
la concentracion de aluminio, de calcio y de fosfato
séricas, en muestras de sangre obtenidas por pun-
cion intracardiaca, en los grupos estudiados al con-
cluir los periodos de 19, 29, 39, 49, 5° y 6° meses.

El dia previo las ratas fueron alojadas indivi-
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dualmente en jaulas metabélicas para la recoleccion
de orina de 24 hs, donde se determind la excrecion
de calcio, fosfato y creatinina.

Métodos Analiticos

La hidroxiprolina urinaria fue determinada me-
diante adsorcion e hidrolisis por catalisis heterogé-
nea (21). El calcio fue determinado espectrofotome-
tricamente por la reaccion de la cresolftaleina com-
plexona (22). El aluminio plasmatico fue medido por
espectroscopia de absorcién atémica (AAS) elec-
trotérmica (horno de grafito y Espectrometro Perkin
Elmer 5000). El Pi fue medido como fosfomolibdato
después de la reduccion con acido ascorbico (23)
y la creatinina por el método de Jaffe (24). La
actividad de la FATR se obtuvo por método colori-
métrico (25), y la actividad de |a FA por determina-
cion colorimétrica optimizada (26).

Andlisis estadistico

Cada resultado se expresé como la media del
grupo + SEM. Para controlar la existencia de dife-
rencias significativas entre las medias de los para-
metros analizados de los animales tratados a lo
largo de 6 meses, se realiz6 un analisis de la varian-
cia paramétrico (ANOVA) y un test no paramétrico
(Kruskal - Wallis).

Cuando ambos test arrojaron diferencias sig-
nificativas se informd el p correspondiente al para-
métrico porque resulta mas satisfactorio (27). Se
establecieron las diferencias con el test de Scheffe
y LSD. Las comparaciones estadisticas entre gru-
pos fueron realizados al nivel de significacion o =
0.05. Un andlisis similar se efectu¢ sobre el grupo
control. Para establecer la comparacion mes a mes,
entre el grupo tratado y el control se aplicé el test
«U» de Mann Whitney (o« = 0.05). El andlisis
estadistico fue realizado con SPSS (Statistical Pac-
kage for Social Sciencies-1995)

Resultados
1. Crecimiento

Las ratas tratadas (T) mostraron una disminu-
cion significativa del peso corporal (W) alcanzado

en la madurez, respecto del grupo control (C):
259,60 + 53 g vs 326,5 £ 12 g (p<0,02). La
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diferencia de peso entre ambos grupos se hace
significativa (p<0.05) a partir de la semana 10°.
Las curvas de velocidad de crecimiento obtenidas
a partir de la primera derivada de 'as curvas de
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crecimiento (dW/dt), indican que la tasa maxima
coincide para ambos grupos en la 7° semana,
siendo menor para el grupo tratado: (T) 19,0 +1,3
vs (C) 26,4 +1,3 g/semana {(p< 0.001). (Fig.1).

Figura 1. Curvas de velocidad de crecimiento del peso corporal.
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Fueron obtenidas a partir de Ia primera derivada de las curvas de crecimiento: dW/dt = f{t) . Cada punto representa la media de 12 ratas.
* en el pico de crecimiento diferencia significativa respecto del grupo control (p<0.001)

2. Metabolismo oseo
2.1 Excrecidn urinaria de hidroxiprolina

El andlisis grafico de la excrecion urinaria de
hidroxiprolina en 24 hs (Fig.2) muestra que para
ambos grupos, los valores maximos de excrecion
se alcanzan en la semana 7° de vida, lo que indicaria
que las curvas de velocidad de crecimiento y excre-
cion de hidroxiprolina estan en fase.

Comparando las series cronologicas de las
medias de excrecion de hidroxiprolina de ambos
grupos, se observa en las ratas tratadas, un aumen-
to significativo en el 6° mes de tratamiento.

2.2 Excrecidn de Calcio y Fosfato urinario

La tabla 1 muestra las variaciones en la excre-

cion de calcio y fosfato en los grupos tratados y
controles, a través de los meses estudiados.

En el analisis de la serie cronolégica de los
grupos tratados se puede constatar una reduccion
significativa de la excrecion urinaria de caicio a
partir del segundo periodo controlado, que va
acompanado de un aumento significativo de la ex-
crecion urinaria de fosfato. Un patron similar se
observa en los grupos controles.

El Al aumentd significativamente la excrecion
urinaria de calcio a partir del 2° periodo controlado,
efecto que fue acompariado de una reduccion en las
excrecion de fosfato, solo significativa en los tres
primeros periodos examinados. No se observaron
variaciones en las concentraciones séricas de cal-
cio y fosfato en los distintos periodos.
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Figura 2. Excrecion urinaria de hidroxiprolina en funcion del tiempo.
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Los puntos designados como control y aluminio representan el valor medio + SEM de 10 ratas por grupo,
Las comparaciones entre los grupos control y tratado fue realizado por test «U» de Mann-Whitney con un nivel de significacion . = 0,05
" diferencia significativa respecto del grupo control (p<0.004)

Tabla 1. Influencia del aluminio sobre la excrecion urinaria de calcio y fosfato

Meses controlados Ca /Creatinina mg/g Pimg/24 hs
Cn=5) Al(n = 6) C (n=5) Al(n=86)
1 4230+39 3787331 12,64 £ 0,56 965+081*
2 13,17 £0,45 2448+206* 18,09+ 1,54 1380+127*
3 14,86 +1,25 2463+£190* 18,99 £ 0,86 13.36+092*
4 14,64 +1,71 2117 +145* 18,23 £1,21 13.85+1,07
5 14,89+ 2,01 2308 +159* 17,38 £0,73 13,07 £1,33
6 14,50 £1,62 3081 £441* 18,62 £1,31 15,82 +0,73
Analisis de la Variancia p = 0.0001 p = 0.0001 p = 0,00001 p = 0,005

Ratas tratadas recibieron hidroxido de aluminio (80 mg/kg peso i.p) tres veces por semana durante periodos de 1,2, 3 4, 5, y 6 meses. n:
nimero de ratas. C: grupo control  Al: grupo tratado con aluminio.

Los resultados se expresan como la media + SEM.

Las variaciones cronoldgicas de cada pardmelro en cada grupo fue realizada por aplicacién de un ANOVA y test de Kruskal-Wallis con un ni-
vel de significacién e = 0,05. Los (p) respectivos figuran al pié de la tabla y nos indican diferencias significativas.

Las comparaciones mes a mes, entre los grupos control y tratado fue realizado por el lest «U» de Mann Whitney, La existencia de diferencias
significativas en el mismo se indican con ( * ), y el (p) resultante en los casos sefialados fue siempre <0.03.
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2.3 . Marcadores dseos séricos y aluminemia

Los datos pueden observarse en la tabla 2. El
andlisis cronoldgico de a actividad de la FA sérica,
tanto en el grupo control como en el tratado, reflejan
valores aumentados significativamente en el primer
periodo controlado, que luego se reducen. Lo mis-
mo podemos observar en la actividad de la FATR.
Estas variaciones constituyen modificaciones fisio-
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I6gicas observadas durante el periodo de creci-
miento en la rata.

De la comparacion entre los grupos tratados y
los controles, sélo surgen efectos significativos del
Al en |a actividad de FA, en los dos primeros meses
controlados, sin modificacion de la actividad de la
FATR .La concentracion de Al sérico se incremento
a lo largo del tratamiento.

Tabla 2. Efecto del aluminio sobre los marcadores Gseos séricos

m‘:“"::‘m FA.UN FATR. U Al pgt
C(n=6) Al(n = 6) Ci=6) Al(n=6) C(n="6) Al(n=6)
1 309.00+1499 | 217.78+853* | 1193:015 | 12204055 10£25 1354 12%*
2 198004882 | 15888 +4,63* | 7,15£032 | 7.82+049 12420 260 +19**
3 167.64+9,15 | 144724722 | 754023 | 7,02:036 10£1,0 484 £ 17%
4 13850 10,52 | 1095847,99 | 990+050 | 9,06+0,34 13215 610 £ 18**
5 11520+853 | 9570+781 | 1050+078 | 9,89+0,69 13425 804 +19**
6 9760+7,68 | 8313+7.38 | 1127+073 | 1092075 15435 906 + 25+
Analisis dela | p=0,00008 | p=000001 | p=0,0001 p=0,0001 NS. p=0,001
Variancia

Ratas tratadas recibieron hidroxido de aluminio (80 mg/kg peso i.p) Ires veces por semana durante periodos de 1, 2, 3, 4, 5, v 6 meses.

n: nimero de ratas. C :grupo control Al: grupo tratado con aluminio

F.A Fosfalasa Alcalina FATR: Fosfatasa Acida Tarlrato Resistente  Al: concentracién sérica aluminio

Los resultados se expresan como la media + SEM.

Las variaciones cronolégicas de cada pardmetro, en cada grupo fue realizada por aplicacion de un ANOVA y test de Kruskal-Wallis con un ni-
vel de significacion o = 0,05. Los (p) respectivos figuran al pie de la tabla y nos indican diferencias significativas.

Las comparaciones mes a mes, entre los grupos control y tratado fue realizado por el test «Us de Mann Whitney.

La existencia de diferencias significativas en el mismo se indican con : * (p<0.009) ** (p<0.001)

Discusién

El Al altera el desarrollo corporal, efecto puesto
en evidencia en la disminucion significativa del peso
corporal a partir de la semana 10° de vida, sin
modificar la velocidad de crecimiento. El retardo
encontrado en la evolucién de peso, coincide con
las observaciones de otros autores, que trabajaron
con Al administrado por diferentes vias y en formas
variadas (8,11,12,28).

Los marcadores bioguimicos 6seos proveen
informacion sobre fa dindmica de la formacién y
resorcion 6sea. La reduccioén observada en la con-
centracion sérica de FA , indicaria que el Al afecta

la formacion 6sea, particularmente en el periodo de
crecimiento de la rata. Esto coincide con la informa-
¢ién que muestra la toxicidad del Al sobre los o0s-
teoblastos, provocando reduccién de su ndmero
(16, 18).

La FATR, de origen osteoclastico, cuya con-
centracion en sangre es proporcional a la cantidad
de hueso resorbido no experimenté cambios por el
Al, aunque hay frabajos que sugieren una reduccion
del nimero de osteoclastos (16,17).

La actividad de los osteoblastos y de los os-
teoclastos esta normalmente acoplada, y las varia-
ciones de sus concentraciones séricas estarian re-
flejando la tasa general de crecimiento. El hallazgo
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de una reduccion en la actividad de FA en el periodo
de crecimiento, coincide con la menor variacion del
peso (dW/dt) observado en la semana 7° por accion
del Al. Distintos estudios han demostrado la corre-
lacion entre los niveles urinarios de hidroxiprolina y
la resorcion 6sea (29), y su excrecion es frecuente-
mente utilizada como indicador del turnover 6seo.
La variacién de la misma observada en ambos
grupos, demuestra que acompaia al fenémeno de
crecimiento, aumentando significativamente en las
ratas tratadas la concluir la intoxicacian. Este hecho
podria mostrar un desacople entre la actividad de
osteoblastos y osteoclastos, aunque no se obser-
ven cambios manifiestos en la actividad de FATR y
FA. Se ha demostrado que las ratas en crecimiento
reienen mucho més Al en el hueso que las ratas
adultas (10). La intoxicacion continuada de los ani-
males desde el destete determinaria la presencia de
importantes depdsitos de aluminio en hueso en la
etapa adulta (30), que podrian ser responsables del
efecto observado.

La mayor excrecion de calcio observada en
ambos grupos, al concluir el primer mes, corres-
ponderia al mayor turnover 6seo del periodo de
crecimiento rapido. Los valores reducidos en la
excrecion de fosfato podrian estar vinculados al
aumento del balance de fosfato que habitualmente
se observa en dicho periodo. La necesidad de fos-
fatos disminuiria durante el periodo de crecimiento
lento, lo que llevaria a un aumento en la excrecion
del mismo.

La administracion cronica de Al indujo un au-
mento en la excrecion de calcio, que fue acompa-
nada de una reduccion en la excrecion de fostatos,
solo significativa en los primeros tres periodos con-
trolados. Esta reduccion concuerda con las obser-
vaciones referidas a un aumento del transporte
tubular méximo de fosfato producido por el aluminio
en tubulos renales (30). Un desorden en el metabo-
lismo del calcio, con un aumento en su excrecion
ha sido observado en animales sometidos a intoxi-
cacion con aluminio por via oral (31). No obstante,
otros trabajos encuentran una disminucion en la
excrecion de dicho elemento tras la administracion
prolongada de aluminio por via oral (32). El Al
dngSitado en el hueso podria reducir la mineraliza-
Cion y causar la movilizacion de calcio desde el
mismo, observandose un incremento en su excre-
cion si la funcion renal no esté alterada. Algunos
estudios «in vivo» e «in vitro» muestran que el Al
inhibe la mineralizacion (18,33,34), siendo respon-
sable de una disminucion de la velocidad de depo-
sicion osea y turnover dseo (35).
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Estos efectos sobre el calcio y fosfato, podrian
ademas tener su origen en la inhibicion observada
en la secrecion de PTH por exposicion al Al (36,37),
que va acompainada con una reduccion en la excre-
cion de AMPc nefrogénico (30), lo que implicaria
una disminucién de la capacidad fosfaturica a nivel
renal.

Los resultados de este estudio sugieren que el
aluminio ademas de inducir cambios en el creci-
miento corporal, actuaria sobre el turnover 6seo,
modificando la actividad osteoblastica y el metabo-
lismo del calcio y fosfato. La competicién con cier-
tos elementos, como los estudiados (calcio y fos-
fato) podria ser uno de los mecanismos que expli-
carian en parte la toxicidad del aluminio, y que serian
particularmente relevantes durante el periodo de
crecimiento.
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