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RESUMEN: Se estudié el desarrollo de nefrotoxicidad en ratas tratadas desde el destete con hidroxido de aluminio (Al) (27 mg/
kg peso i.p. 3 veces por semana - Al elemental) al concluir &l 1°,2°,3% y 4° mes de exposicion, Los homogenados renales
mostraron una acumulacion progresiva de Al, con reduccion de la actividad de la Glutation-S-transferasa a partir del 1° mes, un
aumento de malonildiadehido como medida de lipoperoxidacion desde el 2° y una disminucion de sulfidrilos no proteicos
(Glutation) a partir del 3°.

Al 4° mes no hubo cambios en Ia velocidad de filtrado glomerular, ni en el flujo plasmatico renal, observandose una reduccion en
la EF%Na, con aumento de la fosfatasa alcalina urinaria. La proteinuria aument6 desde el 2° mes con incremento de albumina y
de bandas con movilidad electroforética cercanas a 45-50 y 80 kDa. La excrecion de creatinina se redujo y Gamma glutamil
transpeptidasa aumento en el 4° mes.

La intoxicacidn cronica con Al por via parenteral indujo una serie de alteraciones a nivel renal que comprenden a los sistemas
metabolicos, la excrecion de proteinas y mas tardiamente la de creatinina, con cambios en la funcidn tubular sin afectar la funcién
glomerular.
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SUMMARY: Aluminum ellcits alterations an renal function. We have examined the effects of aluminum on the development of
nephrotoxicity in rats which were treated with aluminum hidroxide (27 ma/kg b.w. ip three times a week - elemental aluminum)
since weaning and the end of the 1°,29,3° and 4° months. The aluminum content of renal tissue increased in treated animals.
Significant changes occurred in Glutation-S-transferase whose activity decreased from the first month. The aluminum caused
accelerated lipid peroxidation as reflected by increases malonildialdheyde from the second month. The renal non-protein-
sulphydryls (mainly GSH) decreased from the third month. No changes were observed in glomerular filtration rate, or in renal
plasmatic flow on the fourth month. Neverthiess, the FE% Na were significantly lower and the urinary alcaline phosphatase
increased.

The urinary protein was increased from 2 month, with increased in albumin band and bands with electrophoretic mobility
corresponding to MW near 80 kDa and 45-50 kDa. Urinary excretion of creatinine was shown lto decrease from the 4 month with
an increase in urinary Gamma glutamil transpeplidase.

The chronic intoxication with aluminum by parenteral expesition induces some alterations at a renal level that is composed of
metabolic systems, proteins excretion and later on the excretion of creatinine and the enzimes from brush border membrane, whit
changes in the tubular function without alfecting the glomerular function
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Introduccion Diversas investigaciones han demostrado acu-
mulacién de Al tanto en tejidos clasicos como hue-
Sibien es conocido el efecto de lafuncionrenal  so, cerebro, higado, asi como en rifén (1,2,3). Esta
sobre la acumulacién de aluminio (Al) en distintos  acumulacion se observa no solo como consecuen-
drganos con su consiguiente toxicidad sistémica, no  cia de una insuficiencia renal (4,5) sino también que
existen muchas referencias acerca de una accion  parece estar vinculada al deterioro que experimenta
nefrotéxica del mismo. lafuncién renal con la edad (5,6). El aluminio acumu-
lado en rindn puede generar efectos adversos como
degeneracion en las células tubulares renales, lle-
vando a los autores a sugerir que el Al podria ser
causa de nefrotoxicidad (7,8,9).

Datos preliminares fueron presentados en  XLIIl Reunion  Anual
Sociedad Argentina Investigacion Clinica. Mar del Plata. 1998
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Por otra parte en nuestro laboratorio se han
descripto cambios funcionales renales tales como
un aumento en la reabsorcion tubular de fosfatos in-
ducido por la administracion crénica de Al por via ip
(10), mientras otros autores reportan que la infusion
del cation provoca un efecto opuesto (11). Asi mis-
mo se ha observado un aumento en la excrecion de
proteinas en ratas que consumen altas dosis de Al (6).

El objetivo de este trabajo fue analizar en un
modelo de intoxicacion cranica los efectos
secuenciales de la administracion de hidroxido de
aluminio sobre la funcion renal durante un periodo de
4 meses a partir del destete, a través del estudio de
indicadores de dano oxidativo en tejido, y de valores
de funcion a partir de técnicas de clearance y de
parametros sistémicos y urinarios vinculados a di-
cha funcion.

Materiales y Métodos
Animales y Tratamiento

Se trabajo con ratas Wistar machos sometidas
a dieta standard y libre acceso al agua. Fueron divi-
didas en dos grupos experimentales.

1. Ratas intoxicadas por via ip con una dosis de
aluminio elemental de 27 mg/kg peso (bajo la forma
de hidréxido de aluminio) en 0,3 0 0,5 ml de solucidn
fisiologica segun la edad del animal, tres veces por
semana, desde el destete y por periodos de 1,2,3 y 4
meses.

2. Ratas controles, con igual dieta, recibieron
un volumen similar de solucion fisiologica en idénti-
cos periodos y frecuencia.

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

Procedimiento Experimental
Se realizaron los siguientes estudios:

1. Control del peso corporal

2. Alcompletar cada periodo, animales de cada
grupo fueron colocados en jaulas metabdlicas para
la obtencion de orina de 24 hs, con el fin de determi-
nar la excrecion de creatinina, proteinas y de la enzi-
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ma Gamma Glutamil Transferasa (g GT). Estos
parametros fueron seleccionados como indicadores
del filtrado glomerular y de la integridad del ribete en
cepillo del tabulo contorneado proximal.

3. A continuacion los animales fueron anes-
tesiados con pentobarbital, se realizd una extraccion
de sangre por puncion cardiaca, y sus rinones fueron
removidos rapidamente y preparados para determi-
nar la actividad de la enzima Glutation S Transferasa
(GST) enla fraccion citosolica, el contenido de com-
puestos sulfidrilos no proteicos (fundamentalmente
Glutation - GSH), y malonildialdehido (MDA) como
medida de lipoperoxidacion, asi como el contenido
de aluminio tisular.

4. Animales de ambos grupos (tratado y con-
trol) al cumplir el cuarto mes de tratamiento fueron
preparados para el estudio de la funcion renal con
técnicas de clearance. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg
peso). La vena y la arteria femoral fueron catete-
rizadas (PE 50) y un cateter fue insertado en vejiga
por incision suprapubica. Los animales se mantu-
vieron en jaulas de contencion durante todo el expe-
rimento. Por vena femoral se infundié una solucion
conteniendo inulina (1 gr/100 ml), p-aminohipurato
de sodio (0.3 g/100 ml) y D-manitol (5 g/100 ml)
usando una bomba de infusién a velocidad constante
5 ml/h (Sage Instruments, model 341-B). Después
de un periodo de equilibracion de una hora, se obtu-
vieron muestras de orina durante dos periodos de 30
minutos y muestras de sangre por arteria femoral en
¢l medio de cada periodo.

Se midio el volumen urinario por gravimetria y
se determinaron la velocidad de filtrado glomerular
(VFG) por el clearance de inulina, y el flujo plasmatico
renal cortical a través del clearance de p-
aminohipurato (CI PAH). Las excreciones fraccionales
de agua, sodio y potasio se obtuvieron por férmulas
convencionales. En las muestras de orina se deter-
mind la actividad de fosfatasa alcalina (FA),
expresandola por mg de inulina excretada.

Métodos Analiticos

La determinacion de GST se efectud en la frac-
cion citosdlica obtenida por centrifugacion de
homogenados en buffer conteniendo EDTA 0,001M,
Na,HPO, 0.03M y sacarosa 0.25M (pH:7,4), por &l
método de Goldstein y Combes (12) con 1¢loro 2-4
dinitrobenceno como sustrato.
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La determinacitn de sulfidrilos no proteicos
(mayoritariamente GSH) se realiz6 en homogenados
preparados con tricloroacético al 5% en CIH0,01My
medido segun Ellman (13). MDA fue cuantificado en
homogenados en KCl 1,15% usando acido tiobarbiturico
(ATB) de acuerdo al método de Ohkawa (14 ).

Las enzimas FA y gGT urinarias fueron deter-
minadas por métodos cinéticos. Creatinina y urea en
plasma y orina fueron determinadas por métodos
colorimétricos.

Nay K fueron determinados por fotometria de
llama. Las concentraciones de PAH en suero y orina
fueron determinados por el método de Brun modifi-
cado por Waugh y Beall (15). Las concentraciones
deinulina en las mismas muestras se determinaron
por el método de Roe (16). La osmolaridad sérica fue
obtenida por microsmémetro de presion de vapor
{Wescor), y el Al por espectroscopia de absorcion
atémica en horno de grafito.

Muestras de orina de 24 hs se corrieron en
SDS-Page al 10% para la caracterizacion de las pro-
teinas,

Anilisis Estadistico

Cada resultado se expresé como la media del
grupo + SEM. Se examing |a existencia de diferen-
cias significativas entre las medias de los
parametros con un analisis de la variancia
paramétrico y un test no paramétrico (Kruskal-Wallis)
seguidos de los tests de Scheffe y LSD. La compara-
ci6n entre grupos fueron realizados al nivel de signi-
ficacion a = 0.05. En la comparacion mes a mes se
aplico el test «U» de Mann Whitney.

El andlisis estadistico fue realizado con SPSS-
1995.
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Resultados

No se observaron signos evidentes de altera-
ciones en las ratas tratadas con Al, ni una reduccion
significativa del peso corporal, no obstante existio
una acumulacion progresiva del metal en el tejido
renal, comprobéandose al 4° mes de tratamiento una
reduccion significativa del peso de ambos rifiones
(tabla 1).

La administracion de Al disminuy6 significa-
tivamente la actividad de GST a partir del primer
mes de tratamiento. Si bien se observd un incremen-
to en el 2° mes este se mantuvo por debajo de la
actividad de la enzima en el grupo control, En los 3°
y 4° periodos estudiados la actividad enzimética con-
tinud decreciendo (Fig. 1- A).

El contenido de MDA como medida de
lipoperoxidacion in vivo aumento significativamente
a partir del 2° mes de tratamiento (Fig 1-B), mientras
que el de GSH en los animales tratados se redujo a
partir del 3° mes del tratamiento con Al. (Fig.1-C).

Los parametros plasmaticos estudiados no
mostraron variaciones por efecto del aluminio (tabla
2). En el 4° mes (tabla 3), podemos observar una
reduccion significativa de la excrecion de creatinina
que va acompaiada de un incremento significativo
de gGT (enzima del ribete en cepillo del tabulo
proximal).

La excrecion de proteinas se incrementd
significativamente a partir del 2° mes de tratamien-
to. La Fig 2 muestra |a imagen de una corrida de
orina en gel de poliacrilamida donde se observa un
aumento en la banda de albumina y en las bandas
con movilidad electroforética que corresponden a
pesos moleculares cercanos a 45-50 y 80 kD.

No se observaron diferencias en los parametros
de la funcion renal entre los grupos al 4° mes de
tratamiento. Sin embargo hubo una reduccion signi-
ficativa de la EF%Na, con un aumento de EF%H,0 no
significativo, en los animales tratados. Esto fue acom-
paiiado con un aumento de la excrecion de FA (enzi-
ma del ribete en cepillo de células tubulares).
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Tabla 1. Evolucion del peso corporal y renal, y del contenido de aluminio renal durante 4 meses

Peso Corporal Peso Renal Aluminio
g g ug/q tejhimedo |

19 Mes C n=10 186+ 4 154 = 0.03 41 %= 0.3

T n=10 170+ 3 1.37 = 0.04 392+ 06*
2° Mes C n=10 267 = 7 1.73 = 0.07 45+ 0.2

T n=10 217+ 4 1.88 = 0.05 481+ 05*
3°Mes C n=10 335+ 10 215 = 0.04 49+ 07

T n=10 337+ 4 2.10 = 0.01 995+ 16*
4° Mes C n=10 409 = 20 2.65 = 0.01 48+ 05

T n=10 362 = 10 232+ 0.05* 2601 = 79*
ANOVA p < 0.0001 p< 0.005 p< 0.0000

Ralas tratadas recibieron hidroxide de aluminio (80 mg/ kg peso ip) lres veces por semana durante periodos de 1,2.3.y 4 meses.
C: control. T: tratadas. n: numero de animales

Los resultados se expresan como media = SE M

Se aplicaron ANOVA y Kruskal-Wallis con un nivel de significacion cc= 0.05. Las comparaciones mes @ mes entre grupos controles
y fratados lue realizado por el test «U» de Mann Whitney.

* diferencia signilicativa p < 0.05 enlre conlroles y tratadas en igual liempo

Tabla 2. Efecto del aluminio sobre pardmetros sistémicos

Urea Creatinina Proteinas Osmolaridad

mg/d| _mg/dl g/dl mOsm/l
19 Mes Cn=12 340+ 1.2 1.00 = 0.03 6.6 = 0.05 2934 = 1.6
Tn=13 328+ 13 0.97 = 0.03 6.5+ 0.10 2909 + 1.6
2° Mes Cn=17 336+ 08 0.99 + 0.04 6.6 = 0.06 2931+ 1.8
Tn=186 321+ 08 1.02 = 0.03 6.5 + 0.05 2924 = 34
3% Mes Cn=10 339 = 14 0.95 + 0.03 6.9 = 0.05 296.3 = 2.0
Tn=14 356+ 15 0.93 = 0.02 6.9 = 0.05 2958 = 1.5

Ratas tratadas recibieron hidréxido de aluminio (B0 mg/ kg peso ip) tres veces por semana durante periodos de 1,2 y 3 meses.
C : control. T: tratadas. n: nimero de animales

Los resultados se expresan como media = SE M

Se aplicaron ANOVA y Kruskal-Wailis con un nivel de significacion a= 0.05.
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Fig. 1: Actividad de Glutation-S-Transferasa (GST) [A], contenido de sulfidrilos no proteicos (GSH) [B] y de
malonilaldehido como medida de lipoperoxidacion (LPO) [C] en homogenados renales a1, 2, 3 y 4 meses
de tratamiento con aluminio.
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Discusién

Nuestros datos muestran que la administracion
de hidroxido de aluminio por via parenteral desde el
destete y por 4 meses determina una acumulacion
progresiva del metal en el tejido renal produciendo
cambios metabdlicos y funcionales secuenciales y
una reduccion del peso renal. La relacién temporal
de las modificaciones en el metabolismo indicaria
que el Al puede iniciar una secuencia especifica de
eventos. Como efecto temprano observamos una re-
duccion de la actividad de GST en el primer mes de
tratamiento, que si bien luego se incrementa en el
mes siguiente, no alcanza los niveles del grupo con-
trol y con el tiempo decae. A partir del 2° mes de
tratamiento observamos que el Al acelera la
peroxidacion lipfdica hecho reflejado en un aumento
de los niveles de MDA. Como evento tardio se pre-
sentaria una reduccion de GSH.

GST juega un papel importante en el metabo-
lismo de xenobidticos y de detoxificacion y su activi-
dad seincrementa con la edad (17). El Al reduciriala
actividad de esta enzima pero no impediria el incre-
mento producido con la edad en los primeros me-
ses. Cuando los niveles tisulares de Al aumentan,
declina en forma paulatina la actividad enzimatica.

A diferencia de otros metales el Al no tiene afi-
nidad por los grupos sulfidrilos y no se conjugaria
con GSH, por lo que |a reduccién observada podria
deberse a un exceso de oxidaciones, a un aumento
del turnover o a una reduccion en su sintesis. Evi-
dencias experimentales sugieren que la LPO esta
implicada en el mecanismo de toxicidad de distintos
xenobidticos y de agentes que reducen el glutation
(18). En nuestro caso la depleccion de GSH podria
estar asociada al incremento de LPO. La acumula-
cion de Al a nivel tisular desencadenaria un stress
oxidativo que seria responsable de la reduccién de
los niveles de GSH. El Al administrado en forma agu-
da por via ip induce a nivel hepético una secuencia
de eventos que comienzan con una reduccion
temporaria de GSH, un incremento de hemooxigenasa
con reduccidn del citocromo P450 y recién como
efecto tardio un incremento en la liperoxidacién, no
siendo estos cambios, aparentemente, primeros res-
ponsables del dano oxidativo (19). Por otra parte la
administracion crénica de Al induce en higado una
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reduccion de la actividad de GST, del citocromo P
450 y tardiamente de GSH (20).

Como en trabajos previos, no observamos efec-
to el aluminio sobre la VFG, ni el flujo plasmético renal
cortical estimado a través del clearance de PAH (10)
pero si comprobamos una reduccion en la EF%Na que
no va acompanada de cambios significativos en
EF%H,0. Si bienlafuncién renal y los niveles tisulares
de GSH estan relacionados (21), la disminucion de
GSH observada no seria suficiente para desencade-
nar los efectos sobre la excrecion de Na.

La ausencia de cambios en la VFG, asi como el
aumento en la reabsorcion de fosfatos observado en
trabajo previo (10), junto a la aparente disociacion en
la excrecion de agua y sodio nos llevarian a pensar
que quizas algunos de los efectos del aluminio po-
drian estar vinculados al nefrén distal, por lo que se
plantea la necesidad de estudiar el efecto del alumi-
nio sobre la capacidad de concentracion y dilucion
de la orina, asi como la respuesta renal a arginina
vasopresina (AVP) y la actividad del sistema renina-
angiotensina-aldosterona.

Por otra parte, el incremento observado en la
excrecion de proteinas, sin cambios en su concen-
tracion plasmética y la presencia de una banda pro-
nunciada de albdmina sugeriria que la funcién de
barrera de filtracion no estaria bien conservada en
estos animales, 0 bien que estaria limitada la capa-
cidad de reabsorcion a nivel tubular. En este sentido
el aumento de enzimas del ribete en cepillo (gGT y
FA) excretadas estarian indicando un posible daio
tubular. Dosis elevadas de aluminio inducen cam-
bios patoldgicos en el tibulo proximal que incluyen
el aumento del tamafo y nimero de lisosomas,
vacualizacion de organelas y dafio mitocondrial (22).

A pesar de no existir variaciones en la VFG, se
observo una reduccion en la excrecion de creatinina
en el 4° mes de tratamiento. Este dato coincidiria con
observaciones de una reduccitn del clearance de
creatinina (23), el que es atribuido mas que a una
alteracion glomerular, a un dafo y blogueo de la luz
tubular.

En resumen los resultados obtenidos demues-
tran que la administracion crénica de aluminio por
via parenteral induce una serie de alteraciones a ni-
vel renal que comprende a los sistemas metabdlicos,
la excrecion de proteinas y mas tardiamente la de
creatinina, con cambios tubulares y sin afectar la
filtracién glomerular.
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Tabla 3. Efecto del aluminio sobre pardmetros urinarios

Creatinina y GT/ creatinina Proteinas

mg/ 24 hs Ul/mg mg/24 hs

12 Mes Cn=15 88+ 04 13+02 33 03

Tn=17 99+ 0.6 1101 37+ 04

29 Mes En=7 121 = 1.1 1.8+02 46+ 0.2
Tn=10 111+ 05 1.7 0.3 13.7+ 19*

3° Mes Cn=8 13.3+£10 19+ 0.1 48+ 03
Tn=12 121+ 0.3 2203 105+ 06*

4° Mes Cn=7 17116 1.7=0.2 48+ 04
Tn=29 12.6 = 0.6* 2.8 +0.2* 145+ 08*

ANOVA p< 0.0000 p < 0.0001 p< 0.0000

Ratas tratadas recibieron hidrdxido de aluminio (80 mg/ kg peso ip) Ires veces por semana durante periodos de 1,2,3.y 4 meses.
C control . T tratadas. n nimero de animales

Los resultados se expresan como media = SE M

Se aplicaron ANOVA y Kruskal-Wallis con un nivel de significacion o = 0.05. Las comparaciones mes a mes entre grupos control y
tratado Iué realizado por el fest «U» de Mann Whitney.

* diferencia significaliva p < 0.05 entre traladas y controles en igual tiempo

Tabla 4. Efectos de la administracion cronica de aluminio sobre la funcion renal

VFG Cl PAH EF%HO EF% Na EF% K FA / mg/nulina
ml/ min.100g | ml/ min.100g : Ui mg

Cn=9 0.89 =+ 0.1 31=05 1.76 = 0.21 0.4 x01 88+15 22+ 06

Tn=10| 083« 01 | 34+04 246025 | 02=x01* 91+12 51 0.5*

Ratas tratadas recibieron hidréxido de aluminio (80 mg/ kg peso ip) lres veces por semana duranle 4 meses. C: control. T: lraladas.
n: nimero de animales.

VFG: velocidad de filtrado glomerular, CI PAH: clearance de dcido paraminohiplrico; EF% H,0: excrecion Iraccional de agua; EF%
Na excrecion fraccional de sodio; EF% K: excrecion fraccional de pofasio: FA: losfatasa alﬁalina‘

Los resultados se expresan como media = SE M.

* diferencia significativa p < 0.05.
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Figura 2. Efecto del aluminio sobre la composicion de proteinas

205 kDa
116 kDa
97.6 kDa
BSA (66 kDa)

45 kDa

29 kDa

Sendas

SDS-PAGE (10%) lue realizado en orina de 24 hs (10 mg por senda) coleclada de animales controles y tratados , al 3° mes de
Iralamiento. 1. marcadores de PM; 2-3 orina de animales controles; 4-5-6 orina de animales tratados. (=s) Proteina con movilidad
relativa comespondiente a un PM aproximado de 80 kDa. (—) Proteina con movilidad relativa correspondiente a un PM aproximado

entre 45-50 kDa..
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