NEFROLOGIA. Vol. XXIII. Suplemento 2. 2003 ‘,

Efecto de la PTH, fosfato y acidosis
metabolica en la progresion de la
insuficiencia renal en la rata azotémica
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RESUMEN

Se ha demostrado que la acidosis metabdlica (AM) inducida por cloruro de
amonio (NH,CI) enlentece la progresién del dano renal en ratas con nefrectomia
5/6 (NFX) y dieta alta en fosforo (P).

Objetivo: Evaluar el rol de una dieta restringida en féstoro, 0,05%P (DBP) y de
la paratiroidectomia (PTX) en el efecto protector de la AM inducida por NH,CI
sobre la progresién del dano renal en ratas azotémicas.

Resultados: Las ratas azotémicas sometidas a una DBP tuvieron niveles de PTH
mas bajos que ratas normales con 0,6%P en la dieta (39,0 + 12 vs 64,6 + 12
pg/ml; p < 0,05). La administracion de acido por 30 dias a ratas con DBP o PTX
disminuyé la creatinemia (DBP: 0,67 + 0,03 vs 0,54 = 0,02 mg/dl, p < 0,05; PTX:
0,80 = 0,06 vs 0,6 = 0,04 mg/dl, p < 0,05) y mejoré el aclaramiento de creati-
nina (DBP: 2,6 + 0,2 vs 3,5 + 0,2 ml/min, p < 0,05; PTX: 2,4 + 0,2 vs 3,5 £ 0,2
ml/min, p < 0,05). La PTX no evité la progresion del dafio renal y el contenido
de calcio renal (KCa) fue el doble del observado en ratas azotémicas con DBP y
100 veces mayor al de ratas normales (103 = 18 vs 48 + 13 y 0,80 + 0,09 pmol/g
respectivamente, p < 0,01). La carga de acido disminuyé el KCa en ratas con DBP
o PTX (32 £ 9,0 vs 48 = 13 pmol/g y 53,9 = 9,8 vs 103 = 18 pumol/g respecti-
vamente; p < 0,05). El peso del tejido renal remanente (kWt) fue significativa-
mente mayor en las ratas que recibieron acido (DBP: 5,4 + 0,3 vs 4,1 + 0,2 mg/g;
p < 0,05, PTX: 8,9 + 0,5 vs 4,8 = 0,4 mg/g; p < 0,05).

Conclusiones: 1) la AM mejord la funcion renal, disminuyé el contenido de cal-
cio renal (KCa) y aumenté el peso del riiion remanente (kWt) en ratas azotémi-
cas con DBP o PTX; 2) la PTX no evito la progresion del dano renal ni el depo-
sito de calcio renal; 3) una DBP en ratas azotémicas no evito del aumento de
contenido de calcio renal.

Palabras clave: PTH. Acidosis metabolica. Paratiroidectomia. Insuficiencia renal
cronica.
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ROLE OF PTH, PHOSPHATE, AND METABOLIC ACIDOSIS IN THE
PROGRESION OF RENAL DISEASE IN AZOTEMIC RATS

SUMMARY

In a previous study we have observed that NH,Cl-induced metabolic acidosis
halted the progression of renal disease in azotemic rats with a high phosphate
diet. We hypothesized that NH,Cl-induced metabolic acidosis may exert its pro-
tective effect by decreasing renal calcium content independent of serum levels of
PTH and phosphate loading. To test this hypothesis we studied azotemic rats with
very low phosphate diet or parathyroidectomy. Rats with low phosphate diet and
parathyroidectomized rats developed renal failure after 5/6 nephrectomy, and in
both groups the acid loading significantly decreased the progression of renal di-
sease. Calcium renal content increased in both groups, even in rats with low
phosphate diet, and this effect was also significantly decreased after an acid loa-
ding. Rats with acid loading developed greater hypertrophy of renal tissue than
rats without acid loading. We conclude that NH,Cl-induced metabolic acidosis
halted the progression of renal disease by decreasing calcium precipitation on
renal tissue. Parathyroidectomy did not prevent progression of renal disease nor
calcium precipitation, and a low phosphate diet in azotemic rats did not prevent
increased calcium content on remnant renal tissue.

Key words: PTH. Phosphorous. Metabolic acidosis. Parathyroidectomy. Chro-

nic renal failure.

INTRODUCCION

En la evolucién de la insuficiencia renal crénica
se produce progresivamente acidosis metabdlica e
hiperfosfemia. Se ha sugerido que ambos trastornos
podrian jugar un rol en la progresion de la insufi-
ciencia renal'-2. Diversos estudios experimentales y
clinicos han demostrado que una dieta elevada en
fosforo en animales y en sujetos azotémicos provo-
ca una marcada hiperfosfemia e hipocalcemia, exa-
cerba la magnitud del hiperparatiroidismo secun-
dario e induce un marcado dano 6seo de alto
recambio, reduce aiin mas la produccién de calci-
triol, y acelera la progresion de la insuficiencia
renal’-33. Por otra parte, se ha sefalado que la ad-
ministracion de acido en sujetos y en animales nor-
males aumenta la excrecién de calcio urinario y
produce fosfaturia independiente de la hormona pa-
ratiroidea (PTH). En sujetos urémicos afectaria di-
rectamente el desarrollo de la osteodistrofia renal al
aumentar la reabsorcién ésea y disminuir la funcién
osteoblastica®. El rol que la acidosis metabdlica pu-
diera tener en el dano renal progresivo ha sido
menos establecido, aunque se ha sugerido que con-
tribuiria a la progresion de la insuficiencia renal?”.

Diversos autores han descrito que la carga de fos-
foro a animales azotémicos y el hiperparatiroidis-
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mo aceleran la progresion de la insuficiencia
renal®>. Se postula que el depésito de calcio-fos-
foro en el area tubulo-intersticial jugaria un rol im-
portante en el dafio renal progresivo*>. En ratas
azotémicas sometidas a una dieta elevada en pro-
tefnas, la paratiroidectomia redujo la progresion del
dafo renal®. Se ha sugerido que la acidosis meta-
bélica también podria contribuir a la progresion del
dano renal*”. Se ha propuesto que el aumento en
la producciéon de amonio por las nefronas rema-
nentes produciria el compromiso preferentemente
tibulo-intersticial en la insuficiencia renal progre-
siva”?. Sin embargo, un estudio previo de nuestro
grupo demostré que la induccién de acidosis me-
tabdlica por administracion de Cloruro de Amonio
(NH,CI) a ratas con nefrectomia 5/6 y alimentadas
con una dieta elevada en fésforo, disminuyé sig-
nificativamente la progresiéon de la insuficiencia
renal'0. Este efecto se atribuyé a una mayor res-
puesta fosfatlrica en la rata acidética, lo que a su
vez habria determinado una menor elevaciéon de
los niveles de PTH. El objetivo del presente estu-
dio es evaluar si la induccion de acidosis metabo-
lica en ratas azotémicas disminuye la progresion
del dafio renal atin en presencia de una dieta pobre
en fésforo y en ausencia de niveles elevados de
PTH.
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MATERIAL Y METODOS
Modelo experimental

A ratas Sprague-Dawley macho de peso entre 160
y 180 g se les efectud nefrectomia 5/6 (NFX) u ope-
racion ficticia (OF). A un grupo se les efectué parati-
roidectomfa selectiva (PTX). Los animales se separa-
ron en 5 grupos: Grupo Normal: OF-0,6%P; Grupo
DBP: NFX-0,05%P; Grupo DBP-Ac: NFX-0,05%P +
Acido; Grupo PTX: NFX-0,6%P-PTX; Grupo PTX-Ac:
NFX-0,6%P-PTX + Acido. Todas las ratas fueron man-
tenidas en cajas individuales y alimentadas pareada-
mente durante las 4 semanas de estudio. Todas las
dietas tenfan igual contenido de calcio (0,6%) y de
vitamina D, 100 UI/100 g de dieta (ICN, Cleveland,
Ohio, USA). El 4cido (NH,Cl 0,75% 6 0,375% en
ratas PTX) se administré en el agua de bebida.

Andlisis bioquimico

El calcio total y fosforo sérico y urinario fueron
medidos por autoanalizador en la forma habitual. El
pH, pCO, y bicarbonato arterial se determinaron
anaerébicamente (Ciba Corning Diagnostica, MA,
USA). La PTH sérica fue determinada por analisis
inmunoradiométrico (Immunotopics, San Clemente,
CA, USA). El contenido renal de calcio se determi-
n6 mediante espectrofotometria de absorcién atomi-
ca y horno de grafito, después de incinerar el teji-
do renal a 800 °C y disolver el residuo en acido
clorhidrico 1.0 N'.

Andlisis estadistico

Los resultados son presentados como media +
error estandar. Dependiendo de la distribucion de
los datos se us6 ANOVA o el test de Kruskal-Wallis
para la comparacién entre todos los grupos; cuan-
do se observaron diferencias significativas entre los
grupos se efectu6 el test de comparacion multiple
de Duncan o Connover, respectivamente. Para la
comparacion de los grupos de acuerdo al aporte de
acido se uso el test de Mann-Whitney. Se utilizé el
software estadistico NCSS (California, USA). Una p
< 0,05 fue considerada significativa.

Resultados
Como era de esperar, el pH y el bicarbonato sé-

rico fueron mas bajos en los grupos de ratas que re-
cibieron é&cido (pH: 7,38 £ 0,02 y 7,32 + 0,02 vs

7,23 + 0,04y 7,29 + 0,01; p < 0,05; HCO3: 23,6
+ 1,1y232+ 09 vs220%15y202= 0,8
mmol/L; NFX-0,05%P y NFX-0,6%P-PTX respectiva-
mente). La creatininemia (Cr) fue menor y el acla-
ramiento de creatinina (Clcr) fue mayor en los dos
grupos de ratas azotémicas que recibieron la carga
de acido (tabla ). Como se esperaba, los niveles de
PTH sérica no se elevaron en el grupo de ratas azo-
témicas con dieta muy baja en fésforo. Se observo
una disminucion significativa en los niveles de PTH
en las ratas azotémicas que recibieron acido (39 =
12 vs 23,3 = 8 pg/ml, p < 0,05) (tabla 1). En estas
ratas, la significativa disminucion de los niveles de
PTH cuando los animales reciben acido se deberia
al menor compromiso de la funciéon renal. Del
mismo modo, las ratas con PTX que recibieron &cido
también tuvieron un menor deterioro de la funcién
renal (Clcr 3,5 = 0,2 vs 2.4 + 0,2 ml/min, p < 0,05).
Las ratas PTX tuvieron una marcada hiperfosfatemia,
aunque significativamente menor en el grupo que re-
cibi6 acido (10,9 £ 0,5 vs 12,5 = 0,4 mg/dl, p <
0,05) (tabla I). Este grupo tuvo niveles de f6sforo sé-
rico marcadamente elevados comparados con las
ratas NFX con paratiroides intactas que recibieron
una dieta muy baja en fésforo; pese a ello la fun-
cion renal fue significativamente mejor (Clcr 3,5 +
0,2 vs 2,6 = 0,2 ml/min, p < 0,05).

En los grupos de ratas con nefrectomia 5/6 (NFX),
sea con dieta muy baja en fésforo o paratiroidecto-
mizadas, el peso fue menor en aquellos animales
que recibieron acido lo que pudo estar determina-
do por el aumento del catabolismo inducido por la
acidosis metabdlica, como se evidencia en el au-
mento significativo de la excrecién urinaria de ni-
trogeno ureico comparado con las ratas que no re-
cibieron NH,CI (tabla 1I).

Los hallazgos mas destacables fueron el aumento
del contenido de calcio tisular renal en las ratas azo-
témicas, donde se observaron valores mayores de 50
veces lo detectado en ratas normales (0,80 = 0,09
vs 48 = 13 pmol/g, NFX-0,05%P y 103 = 18 pmol/g,
NFX-0,6%P-PTX; p < 0,01), y como la induccién de
acidosis metabdlica disminuyé marcadamente el
contenido de calcio renal (tabla I).

El volumen urinario fue mayor en los grupos de ratas
azotémicas que recibieron acido comparado con las
ratas que no lo recibieron. Esto puede ser explicado
en parte por la mayor excrecion de calcio urinario ob-
servado en los grupos que recibieron acido (fraccion
excretada de calcio 0,011 = 0,001 vs 0,007 = 0,001,
p < 0,01). Otro hallazgo significativo fue el aumento
de peso del tejido renal remanente en las ratas que
recibieron acido (5,4 = 0,3 vs 4,1 = 0,2 mg/g peso,
NFX-0,05%P-Ac(+) vs Ac(-), p < 0,05; 8,9 = 0,5 vs 4,8
+ 0,4 mg/g peso, PTX-Ac(+) vs Ac(-), p < 0,05).
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Tabla I. Valores sanguineos, contenido de calcio renal y peso de tejido renal remanente de ratas normales,
azotémicas y paratiroidectomizadas con o sin aporte de calcio
Cr Cl Cr Ca PO4 PTH KCa kwt

mg/dI ml/min mg/dl mg/dI pg/ml pmol/g g 100 g
PF-0,6%P-Ac(-) 0,28 = 0,01 665=06  102=x015 615+014 646=12 080009 3,5=0,1
NFX-0,05%P-Ac(-) 0,67 = 0,03% 2,60 =02# 11,6 +020 820 =052# 39,0+ 12# 480 =134 4,1 =0,2#
NFX-0,05%P-Ac(+) 0,54 = 0,02*# 3,50 £ 0,2*# 10,8 = 0,30 6,20 = 0,47# 23,3 £ 8,0 32,0 + 9*# 54 +0,3*#
PTX-0,6%P-Ac(-) 0,80 = 0,06# 2,38 = 02# 644 + 020# 12,5+ 040%# 7,08 + 1,64 103 £ 18# 4,8+04%#
PTX-0,6%P-Ac(+) 0,60 = 0,04*# 3,50 £ 0,2*# 6,70 = 0,20# 10,9 = 0,50*# 4,18 = 1,6# 53,9 £ 9,8* 8,9 =£0,5%#

Resultados se muestran como promedio + error estandar.

Abreviaturas son: OF: operacion ficticia; Ac: acido (NH,CI); NFX: nefrectomia 5/6; %P: contenido de fésforo

en la dieta; PTX: paratiroidectomia; Ca:

calcemia; PO4: fosfemia; KCa: contenido de calcio en el tejido renal; kWt: peso del tejido renal remanente.

*p < 0,01 vs grupo sin acido.
#p < 0,05 vs OF-Ac(-).

DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que la induccion
de acidosis metabdlica en ratas con nefrectomia 5/6
desacelera la progresion de la insuficiencia renal y
demuestran que la acidosis minimiza el depoésito de
calcio en el tejido renal, lo que explicaria el rol pro-
tector de la acidosis metabdlica sobre la funcion
renal en nuestras ratas azotémicas.

La proteccion sobre la funcién renal inducida por
la acidosis metabdlica en nuestro estudio fue obser-
vada en ratas azotémicas aun cuando recibieron una
dieta muy restringida en fésforo. El rol del fésforo
en la progresion de la insuficiencia renal ha sido
postulado desde hace mucho tiempo. Sin embargo,
aunque varios estudios experimentales sefalan que
una restriccion de fésforo en la dieta disminuiria la
progresion del dafio renal, ha sido dificil demostrar
que el menor deterioro en la filtraciéon glomerular
observado con una dieta baja en fosféro no estuvo
determinado por la simultanea restriccion proteica
en la dieta. Por otra parte, hay evidencias de que el
fosforo serfa nefrotoxico per se, independiente de la
carga proteica. En estos estudios, las ratas que reci-

bieron menor ingesta de fésforo tuvieron un menor
contenido renal de calcio y fésforo y una mayor su-
pervivencia. De este modo, pareciera que el depéd-
sito de calcio y fésforo precede al deterioro de la
funcién renal.

Por otro lado, estudios en modelos de rifién re-
manente demostraron que un contenido elevado de
fosforo en la dieta aceleraria la progresion del dafio
renal. Sin embargo, al interpretar estos resultados se
debe considerar que estas ratas recibieron ademas un
mayor contenido de sodio y proteinas'*'>. En el es-
tudio de Haut y cols., en ratas con nefrectomia 1/3,
se pudo observar a las 7 semanas de seguimiento,
un aclaramiento de creatinina significativamente
menor en el grupo que recibié una dieta con alto
contenido de fésforo (2,0% vs 0,5%)*. Este mayor de-
terioro funcional se asocié a un mayor depdsito de
calcio y fésforo en el rindn remanente. Estas calcifi-
caciones tubulares fueron mas prominentes cerca de
la unién corticomedular. La gravedad de las lesiones
histologicas y el peso del rindn remanente se corre-
lacion6 positivamente con el contenido de calcio y
fosforo en el rinén. La incidencia de glomeruloes-
clerosis, dano tabulo-intersticial, y el contenido de

Tabla Il. Valores urinarios de ratas normales, azotémicas y paratiroidectomizadas con o sin aporte de acido

Vol NUU NUU Ca FeCa Ca PO, FePO, PO,
ml/24 h mg/dl mg/24 h/100 g mg/24 h % mg/24 h/100 g mg/24 h % mg/24 h/100 g
PF-0,6%P-Ac(-) 75%16 184 £ 15 70,7 £5,7 0,33+ 0,08 0,13 +0,03 0,13 £0,03 203+15 15116 823006
NFX-0,05%P-Ac(-) 83 £ 1,24 230 £ 38 93,116 576 1,70 0,007 £0,001# 225+ 0,61# 0,025 «0,008# 0,014 £ 0,004# 0,009 £ 0,00
NFX-0,05%P-Ac(+) 8,61 £08% 293 £17* N8 x74% 7520974 0,011 £0,001%% 3,04 £040% 0,058 + 0,006 0,034 £ 0,004 0,02 = 0,003
PTX-0,6%P-Ac(-) 10,3 + 1,64 19213 82,7 574 151 + 0,684 2,88 £ 1,14# 0,04 £ 0,28% 28,0 £ 1,44 30,8 £ 434 12,0 £ 0,6¢
PTX-0,6%P-Ac(+) 125+ 12% 230+ 12% 987 £63% 213 +05% 2,85+ 055 098023 303 +25# 248 + 2, 7# 130+1.24

Resultados se muestran como promedio = error estandar. Abreviaturas son: OF: operacion ficticia; Ac: acido (NH,CI); NFX: nefrectomia 5/6; %P: contenido de fosforo en la dieta; PTX: paratiroidectomia.

*p < 0,01 vs grupo sin dcido.
#p <005 vs OF-Ac(-).
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calcio renal se redujo significativamente en ratas azo-
témicas que recibieron quelante de fésforo® o 3-fos-
focitrato', un inhibidor de la precipitacién de fosfa-
to de calcio y de la calcificacion tisular. De este
modo, el mecanismo involucrado en el dano renal
por fésforo parece ser el dafo tdbulo-intersticial in-
ducido por el deposito de calcio-fésforo. Se ha de-
terminado que el capilar peritubular y el intersticio
son los sitios mas vulnerables para el depésito de cal-
cio y fésforo'®. Es dificil independizar el efecto del
fosforo de la hormona paratiroidea (PTH) sobre el
dano renal. Shigematsu y cols., demostraron en ratas
con nefrectomia 5/6 y sometidas a una dieta con un
contenido alto en proteinas (40%), que la paratiroi-
dectomia prevenia el deterioro de la funcién renal y
el aumento del contenido de calcio en el rindn, pese
a que el contenido de fésforo en la dieta fue similar
(0,8%) que en el grupo de ratas no paratiroidecto-
mizadas®. Lamentablemente, la mayoria de los tra-
bajos mencionados no hacen mencién al efecto de
los diferentes aportes de fosforo sobre la proteinuria
y a diferencias en el estado acido-base.

En relacion a la acidosis metabdlica, persiste la
controversia sobre el efecto de ésta sobre el dano
renal progresivo. Algunos autores han senalado que
la acidosis metabdlica puede acelerar el dafio renal
al promover injuria tabulo-intersticial por aumento
de la amoniogénesis por los nefrones remanentes'”.
Sin embargo, otros grupos de investigacion, pese a
demostrar dano tubular inducido por la acidosis, no
encontraron una mayor progresiéon de la insuficien-
cia renal en experimentos de corto plazo y en otros
de tiempo mas prolongado'®. Estudios en ratas no
urémicas revelan que la acidosis induce proteinuria
y crecimiento renal'®2% La causa de este creci-
miento renal inducido por acidosis no ha sido esta-
blecida. Aunque se intent6 explicar esta anormali-
dad por la mayor carga nitrogenada secundaria al
inducir acidosis por NH,CI, este efecto también se
observé al producir acidosis sin aumentar la carga
nitrogenada, usando HCI'".

El efecto protector de la carga de acido en nues-
tro estudio actual no puede explicarse por el efecto
fosfatlrico observado en nuestro estudio anterior con
dieta elevada de fésforo, sino por minimizar en la
célula tubular el depésito de calcio-fésforo que esta
aumentado incluso en las ratas que recibieron una
dieta muy restringida en fésforo. Como la carga
acida disminuye el pH urinario, reduce también el
riesgo de precipitacion de fosfato de calcio. Ademas
la acidosis aumenta la reabsorcion de citrato urina-
rio y es posible que en la célula tubular el citrato
pueda funcionar como un inhibidor de la calcifica-
cion. Algunos autores han observado que una carga
oral de fosfato produce dafio tubular renal en ratas

normales cuando estan deplecionadas de cloro y con
alcalosis metabélica. El aumento del aporte de fos-
foro al tibulo distal directamente aumenta la acidi-
ficacion urinaria y también genera una alcalosis me-
tabolica.

De nuestros estudios y los trabajos antes mencio-
nados se puede plantear que la carga de acido a
ratas azotémicas aumenta la excrecion urinaria de
calcio y fésforo, lo que unido a una menor alcali-
nizaciéon del intersticio medular disminuye el depo-
sito de calcio y fésforo, y finalmente, el menor
deposito calcio-fésforo inducido por la acidosis, dis-
minuiria el dafo tabulo-intersticial y entonces desa-
celeraria la progresion de la insuficiencia renal en
este modelo de uremia experimental.

Trabajo financiado por Proyecto FONDECyYT N.°
1000560.
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