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RESUMEN: Con el objetivo de analizar si la especiacion quimica del aluminio (Al) influye en su efeclo tdxico, se midia el transporte
de “*Ca (JCa) usando un modelo in vitro de segmentos evertidos de inteslino delgado de pollo, en presencia de diferentes
compuestos de Al, inorganicos: AlF,, AICI, Al(OH),, y organicos: Al-citrato (CAl), Al-maltol (MAI), Al-lactato (LAl), a concentra-
ciones nominales del orden micromolar a pH fisiolégico. Para caracterizar |as especies quimicas de Al se obtuvieron los espectros
FT-IR (Fourier transformed infrared) de los compuestos liofilizados en ausencia y presencia de calcio. Todos los compuestos de
Al ensayados disminuyeron el transporte intestinal de calcio, aunque las graficas JCa, expresado como % del control, en funcion
de log [Al) mostraron diferentes formas. CAl presentd una relacion lineal. Para Al(OH), no hubo relacion con fa [Al]. AIF,, AICL, MAI
y LAl mostraron curvas dosis-respuesta sigmoideas tipo downhill, con similares valores del % maximo de inhibicion (I, ~ 40 %)
pero distintos IC,, ([Al] que produce la mitad de | ), en uM: AICI,=99,8 = 0,4, AIF,=59,4 = 0,3*, MAI=94,2 = 0.m=85.6
= 0,6%; *P < 0,05 vs. AICI,. Los resultados sugieren que in vilro Ia accion del Al sobre el transporte intestinal de calcio seria
dependiente de la especiacion quimica del metal, con un efecto inhibitorio relativo AIF, > LAl > AICI, = MAI > CAl > AI(OH),, la
cual condicionaria su biodisponibilidad y probablemente su mecanismo molecular de accion toxica.
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SUMMARY:; Relationship between chemical specialion of aluminium, analyzed by FT-IR speciroscopy, and ils loxic effect on in
vilro intestinal calcium transport. Orihuela, Daniel; Perin, Juan Carlos; Meichtry, Verdnica.

In order to analyze whether aluminium (Al) chemical speciation is related to ils loxic effect, “*Ca transport (JCa) was measured
using an in vitro mode! of chicken small intestine everted segments in the presence of different Al chemical forms, inorganic ones:
AlF,, AICL,, Al(QH),, and organic ones: Al-citrate (CAI), Al-maltol {MAI), Al-lactate (LAI), at micromolar concentrations and
physiological pH. To identify Al chemical species, FT-IR (Fourier Transformed Infrared) spectra of lyophilized Al compounds with and
without calcium, were obtained. All assayed Al compounds decreased intestinal calcium transport, although JCa (as % of control)
vs. log [Al] plots showed different shapes. CAl presented a linear relationship. Al(OH), was not related to [Al]. AIF,, AICI,, MAI and
LAl showed sigmoid downhill dose-response curves with similar |__ values (highest inhibition ~ 40 %) but different IC,, ([Al) that
produces half of I__). in pM: AICI,=99,8 = 0,4, AIF,=59.4 + 0.3* MAI=94,2 = 0,5, LAI=86,6 = 0,6%; *P < D.ﬂgvs. AICL.
These results suggest in vitro action of Al on intestinal calcium transport would be dependent on melal chemical speciation, wilﬁ
a relalive inhibitory effect : AIF, > LAl > AICl, = MAI > CAl > Al{OH),, which would limit its bioavailability and probably its
maolecular mechanism of toxic action.
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Introduccion

El aluminio (Al) es un metal toxico para los se-
res vivientes, y en individuos sanos la principal ruta
de acceso al organismo es la via oral, a través de
diversas fuentes como medicamentos de uso co-
rriente conteniendo compuestos de Al, aditivos
alimentarios, elementos de cocina, agua corriente
Nota (1). Enellumen intestinal el Al puede reaccionar con
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La toxicidad del Al dependeria de su biodis-
ponibilidad, a su vez relacionada con la especiacién
quimica del metal en los distintos medios bioldgicos
(fluido intestinal, plasma sanguineo) (4). En el intes-
tino el efecto toxico dependeria de la interaccion del
Al con elementos del glicocalix y el mucus, asi como
de la presencia de diferentes compuestos quimicos
(ligandos) provenientes de los alimentos ingeridos
(e.g: acido citrico), que podrian favorecer su absor-
cion (5, 14, 15).

Se sabe que el aluminio reduce el transporte
intestinal de calcio, afectando sobre todo la via
transcelular de la absorcion (entrada, transporte ce-
lular desde el polo apical al polo basal del enterocito
y extrusion) en las primeras porciones del intestino
delgado, tanto en humanos como en ratas y pollos
(6). En trabajos previos hemos demostrado que la
presencia de silicatos en la luz intestinal puede ate-
nuar este efecto nocivo del Al (7).

Por lo tanto el conocimiento de la especiacion
quimica del metal en el medio intestinal puede ayu-
dar a encontrar acciones terapedticas adecuadas para
controlar su toxicidad.

El objetivo del presente trabajo fue analizar com-
parativamente el efecto de diferentes compuestos
quimicos de Al, tanto inorgénicos como organicos,
sobre el transporte de calcio en intestino delgado de
pollo i vitro para buscar posibles correlaciones en-
tre el efecto toxico del Al con la especiacion quimica.

Materiales y Métodos

Preparacion de las soluciones de aluminio

Se utilizaron tres compuestos inorgénicos: AlF,,
AICl,, Al(OH),, y tres orgdnicos: Al-citrato (CAI), Al-
maltol (MAI), Al-lactato (LAI). A los fines de facilitar
la comprension se mantendré esta nomenclatura de
los compuestos de Al a lo largo del trabajo, aunque
es valido recalcar que Ia quimica del ién aluminio en
solucion acuosa es muy compleja, forméandose una
gran variedad de especies quimicas hidroxiladas de
composicion variable en presencia de distintos
ligandos (12). Se prepararon soluciones de concen-
tracion nominal 0,1 M de cada compuesto, en buffer
Tris-CIH 0,1 N de pH 7,3 (a 25 °C), siguiendo el proto-
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colo estdndar descripto por Tapparo y col. (8). CAl,
MAL, LAl'y AIF,, se obtuvieron mezclando los ligandos
(citrato s6dico, maltol, lactato sddico y floruro sddico,
respectivamente) con AICI,.6H,0 en la proporcion
1,3:1, para prevenir la hidrolisis del Al (comunica-
cion personal del Dr. Robert Yokel). Todas las drogas
usadas fueron de calidad pro-andlisis (Sigma Co. y
Mallinckrodt).

Dbtencion de los espectros FT-IR

Una alicuota de 5 ml de cada solucion prepara-
da como se indic6 antes, fue liofilizada en un equipo
de liofilizacion. El residuo sélido obtenido se mezclé
con BrK en la proporcion 1:20 (p/p) (5), y por
compactacion se obtuvo una pastilla que se coloco
en el compartimento de muestras del equipo. Se
obtuvieron los espectros FT-IR entre las longitudes
de onda 400 y 4000 cm"', con una resolucion de 4
cm (4 scans), en un equipo Perkin Elmer Spectrum
RXII/FT-IR .

Los espectras originales fueron procesados con
el software ad hoc del equipo, realizandose una co-
rreccion automatica de linea de base y posterior nor-
malizacion de los espectros. Los espectros fueron
analizados para identificar las longitudes de onda de
los picos encontrados.

Cuantificacion del efecto del Al
sobre el transporte intestinal de calcio

La eleccion de un modelo /n vitro respondio a la
necesidad de obtener informacion preliminar dadala
complejidad del fenémeno que permita abordar el
estudio in vivo con més éxito. Se midid el transporte
de calcio mucoso-seroso (JCa,, ), usando 2 uCi/ml
de [*Ca]Cl, (NEN Dupont, USA) como marcador, agre-
gados a 1 mM de CaCl, total “frio”, en sacos
duodenales evertidos de pollo i vitro (9) en presen-
cia de Al, bajo las formas quimicas antes indicadas,
a las siguientes concentraciones nominales: 2, 20,
100y 200 uM. Los controles sin Al fueron incubados
con los respectivos ligandos. Se utilizo el promedio
de n = 4 mediciones para cada compuesto y con-
centracion.

Para cada compuesto de Al se analizaron las
relaciones dosis-respuesta graficando el JCa,,, ex-
presado como % del control sin Al, en funcion del log
[Al).
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Anglisis de los datos

Las curvas dosis-respuesta sigmoideas se
obtuvieron por un método de ajuste no-lineal y se
compararon por andlisis de covarianza. La regresion
lineal se realizé por el método de los cuadrados mi-
nimos. El nivel de significacion fue fijado en 0,05
para todas las comparaciones. Los datos fueron pro-
cesados con una versién registrada del programa
Prism 3.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).

Resultados

Enlafigura 1 se muestran las relaciones entre
el transporte intestinal de calcio, como % del control,
y la concéntracion de Al en el medio de incubacion.
Todos los compuestos de Al ensayados disminuye-
ron el JCa, aunque las curvas dosis-respuesta tuvie-
ron distintas formas. AICI,, AlF,, LAly MAI mostra-
ron una curva dosis-respuesta sigmoidea tipo
downhill. Como se observa en latabla 1, los valores
de 1., (méxima reduccion de JCa) fueron similares
(~ 40 %), pero se hallaron diferencias significativas
enIC,, (concentracion de Al que produce la mitad de
Imax) de AIF, y LAI, comparados con AICI,.

Para CAl Ia relacion result ser lineal ya que la
grafica se ajusto mejor a una recta de pendiente ne-
gativa: y = 84,82-0,108x, r*=0,651, P=0,023.

Por el contrario el Al(OH), produjo una pequena
reduccion del JCa que no presentd una definida ten-
dencia a variar con la concentracion de Al.

Enlas figuras 2 y 3 se presentan los espectros
FT-IR, expresados en unidades de absorbancia en
funcion de la longitud de onda (en 1/cm), de los com-
puestos de Al orgénicos (Al-citrato, Al-lactato, Al-
maltol) e inorganicos (AIF, ,AICI, , Al(OH),), respec-
tivamente. En las mismas figuras se muestran su-
perpuestos los espectros de los compuestos de Al
obtenidos en presencia de CaCl,. Se puede observar
que los compuestos inorganicos de Aly el Al-lactato
mostraron marcados corrimientos de los picos de
los espectros FT-IR en presencia de calcio, espe-
cialmente en la zona de longitudes de onda 2.200 a
3.500 cm".
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La tabla 2 muestra la posicién en longitud de
onda (1/cm) correspondiente a los principales picos
de los espectros FT-IR de todos los compuestos ana-
lizados.

Discusidn y conclusiones

El principal hallazgo de la investigacion reali-
zada es que in vitro la accion del Al sobre el transpor-
te intestinal de calcio es dependiente de la especie
quimica del metal. La especiacion quimica del Al en
soluciones acuosas en presencia de ligandos
inorgdnicos y organicos condicionaria su
biodisponibilidad y probablemente también el meca-
nismo molecular de accion toxica del metal (2). Del
andlisis de las curvas dosis-respuesta y de los
parametros IC,, (menor valor significa mayor efecto
inhibitorio sobre el JCa) se puede concluir que la
capacidad inhibitoria relativa de los compuestos de
aluminio ensayados fue: AIF, > LAl > AICI, = MAI
> CAl > AI(QH),. Estas diferencias en el grado de
efecto pueden ser atribuidas a la diferente
especiacion, constantes de disociacion y lipofilicidad
de los compuestos de Al formados.

El Al puede afectar el transporte intestinal de
Ca por la via transcelular a distintos niveles. Compi-
tiendo directamente por los canales epiteliales si-
tuados sobre la microvellosidad del enterocito que
introducen el Ca desde el lumen, o bien produciendo
alteraciones en la membrana que indirectamente pue-
den alterar la funcionalidad de los canales. Compi-
tiendo por los sitios de unién de las proteinas
citosolicas transportadoras de Ca (calbindin-D28k,
calmodulina) o inhibiendo la sintesis de estas protei-
nas. Asimismo podria afectar los sistemas de
extrusion de Ca sobre lamembrana basolateral (Ca-
ATPasa, intercambiador Na/Ca),

El AIF, mostrd el mayor efecto inhibitorio sobre
el JCa. En experimentos realizados con multicapas
fosfolipidicas in vitro este compuesto, que al pH fi-
sioldgico se encuentra principalmente como com-
plejo fluoroaluminato (AIF,-), demostré poder
interactuar con los fosfatos del grupo de cabeza po-
lar, un efecto que puede alterar diversas operaciones
bioguimicas de la membrana (2), que incluyen mo-
dificacion de los transportes iénicos y activacion de
las cascadas que involucran las proteinas-G, GMP
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Figura 1: Curvas dnsis-qpuesla del efecto del aluminio, en las diferentes formas quimicas probadas, sobre el trans-
porte mucoso-seroso de Ca (JCa ) en intestino delgado de pollo, expresadas como % del control sin aluminio en
funcién del logaritmo de la concenffacién nominal de aluminio. Panef A: compuestos inorganicos de Al Panel 8:
compuestos organicos de Al.
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Figura 2. Espectros FT-IR de los compuestos organicos de aluminio, obtenidos solos (linea llena) y en presencia de
imM C.a[:lz (linea punteada). (A) Al-citrato (B) Al-lactato (C) Al-maltol
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Figura 3. Espectros FT-IR de los compuestos inorganicos de aluminio, solos (linea llena) y en presencia de 1 mM
CaClz (linea punteada). (A) ,ﬂdFJ (8) ﬂ\l(llJ (C) afl.l(l}!-#)3
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Tabla1 : Pardmetros calculados de las curvas dosis-respuesta sigmoideas del JCams intestinal vs. log[Al]. l esla
inhibicion maxima del flujo intestinal de Ca. IC es la [Al] que produce la mitad de I

Compuestos de L ICg,
aluminio ensayados (% control sin Al) (uM)
Inorgénicos
AICI, 36,31 6,75 99,80 + 0,38
AlF, 4233+ 4,17 59,37 = 0,32*
Organicos
Al-lactato 42,00+ 8,14 86,59 = 0,64*
Al-maltol 39,00+ 4,28 94,21 0,52

Los datos son el valor calculado = D.S (intervalo de conlfianza 95%)
P < 0,05 vs. AICI,

Tabla 2: Andlisis de los principales picos de los especiros FT-IR, con su correspondiente posicion (en 1/cm), de
los compuestos de aluminio probados, solos y en presencia de calcio, para un umbral de 0,2 A.

Picos AICI, Al(OH), AIF, Al-maltol Al-citrato Al-lactato |
(1/cm)(sinCa [+ Ca |sinCa[+Ca |sinCa|+Ca | sinCa|+Ca |sinCa|+Ca |sinCa| + Ca
#1  3108.1|3407.2 | 2042.2(34239 | 3229.7(3417.9 | 3233.1|3279.0|3422.6/33339| 32432(3410.5
#2 |1626.8|1633.7 | 20939(1633.0 | 1630.9| 1633.7 | 1625.1/1626.3| 1730.0|1723.9| 1630.4|1633.6
#3  |15525/1504.1| 1633.6(1037.3 | 1553.1| 1058.4 | 1574.2|1475.0| 1399.7(1397.9| 1552.4{1037.3
#4 (1294810557 | 1553.0(596.7 | 1295.7| 626.3 | 1475.3|1283.3| 1194.1/1056.0| 1461.7(596.8
#5 [10383] 617.1 | 14623 1037.7 1282.8|1037.4( 1058.2|1603.9 | 1403.8

#6 6260 14033 665.5 1209.3{596.6 |598.0 1295.0

#7 12958 1037.0 1037.6

#8 1136.7 856.7 629.0

#9 1035.7 596.8 596.8

#10 9111

#11 665.6

#12 5973




ciclico y proteinas kinasas C y A, ocasionando la
disrupcion de las senales intracelulares de calcio.
Ha sido reportado que el complejo AlF,- puede unir-
Se a enzimas que se encuentran sobre el lado
citoplasmatico de lamembrana, como la Ca-ATPasa,
inhibiendo su actividad (12).

Se ha demostrado que el AICI, induce impor-
tantes desordenes a nivel molecular en la bicapa
lipidica de las membranas celulares (2), explicando
en parte su efecto deletéreo sobre el JCa intestinal.
Por otra parte se ha reportado que esta sal de Al
puede reducir el nivel intestinal de calbindin-D28k
en pollos, inhibiendo su sintesis (16).

Los compuestos que produjeran una mayor
concentracion de Al libre en solucitn, aumentando la
biodisponibilidad, resultarfan més pernicioses. Sin
embargo, el citrato que favorece la solubilizacion del
Al (12), tuvo un poder inhibitorio del JCa transcelular
relativamente bajo. Esto podria deberse a que a pH
neutro, forma principalmente especies anidnicas de
Al (15) que son transportadas por via paracelular,

El escaso efecto del Al(OH), sobre el JCa po-
dria explicarse por la muy baja solubllidad de este
compuesto en agua a pH 7,3, existiendo una gran
discrepancia entre la concentracion nominal y la
concentracion efectiva real, siendo ésta unas 1000
veces menor (12).

Estudios futuros tenderan a identificar y cuanti-
ficar especies quimicas de aluminio en el fluido in-
testinal utilizando una metodologia FT-IR, para en-
contrar modos eficaces de neutralizar la toxicidad
del metal, bloqueando una de las principales vias de
acceso al organismo. Asimismo, estos datos permi-
tiran determinar la validez de las simulaciones
computacionales de la especiacion quimica de alu-
minio (10,11), como herramienta tecrica de andlisis.
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