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Efecto del aluminio sobre la entrada apical de calcio
en enterocitos aislados
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RESUMEN: Para estudiar el efecto del aluminio (Al) sobre la entrada apical de calcio (Ca) se utilizd un modelo de enterocitos
aislados de pollo y se determing la capiacion de radiocalcio (CaUPT) a concentraciones de Ca total variando entre 0,01 y 5 mM,
en presencia de laclato de Al 100 uM. El proceso se pudo describir con una ecuacion hiperbélica tipo de saturacian. El Al produjo
una significativa disminucién tanto de la captacion maxima (15,3 = 1,9 vs. 22,1 = 3.4 nmol Ca/mg prot., P< 0,05) como de la
constante de afinidad (1,4 = 0,2 vs. 2,1 £ 0,4 uM, P< 0,05), comparado con el control. La curvas dosis-respuesta, % reduccion
de CaUPT vs. log [Al], a [Al] variando entre 10-150 uM, resultaron sigmoideas uphill, con un IC50 a pH 7.4 de 30,1 = 2,3 uM.
A pH 8,5 ocurrig una significativa reduccion de IC50 (19,3 = 7.8 uM, P < 0,05) sin modificacion de Imax (55%). Estos pardmetros
fueron independientes de la vitamina D, La inhibicion del Al sobre CaUPT fue anulada por bloqueadores de canales de Ca tipo L,
incrementada significativamente por el iondforo A23187 v aumentada ligeramente por capsaicina (estimulador de los canales
epiteliales de Ca), Estos resultados sugieren que &l Al es capaz de unirse a los distintos canales-transportadores de la membrana
de la microvellosidad intestinal y competir con el Ca por los sitios activos,
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SUMMARY: Afuminium effect on apical calcium uptake in isolated enterocytes. Orihuela, D.; Meichtry, V.; Pizarro, M.. To study
the aluminium efiect on calcium apical entry, a model of isolated chicken enterocytes was used. Radiocalcium uptake (CaUPT) at
total Ca concentrations varying from 0.01 to 5 mM in the presence of 100 uM Al-lactate, was determined. Process was compatible
with a saturation type equation, Al produced a significant decrease in both maximum uptake rate (15.3 = 1.9 vs, 22.1 = 3.4 nmol
Ca/mg protein, P< 0.05) and affinity constant (1.4 = 0.2 vs. 21 + 0.4 mM, P< 0.05), as compared to control, The dose-
response curves, % reduction of CaUPT vs. log [Al], at [Al] varying from 10 to 150 uM, were S-shaped uphill, with a IC50 value,
atpH 7.4, of 30,1 = 2,3 uM. At pH 6.5, a significant decrease of IC50 value (19,3 = 7,8 uM, P < 0,05) with no modification
of Imax value (55%), was obtained. These parameters were independent of vitamin D. The inhibitory efiect of Al on CaUPT was
nullified by L-type Ca channel blockers, but significantly increased by ionophore A23187, and slightly augmented by capsaicin (an
epithelial Ca channel activator). Our resulls suggest that Al is able to bind different Ca channels-transporters situated on intestinal
microvilli membrane and to compete with Ca ions for the active sites,
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Introduccién

El aluminio (Al) es uno de los metales mas
abundantes en la corteza terrestre y estd amplia-
mente distribuido en el medio ambiente natural e
industrial. Puede encontrarse en el agua corriente
para consumo humano y en alimentos elaborados,
como quesos, bizcochos y jugos, como un ingre-
diente natural o adicionado. Las fuentes de exposi-
cion son diversas, desde elementos de cocina y re-
cipientes para alimentos fabricados con aluminio,
antitranspirantes y cosméticos, hasta medicamen-
tos vendidos sin prescripcion, conteniendo aluminio
en su composicion, que son usados como anticidos
o antidiarreicos (1).

Algunos de los efectos reportados del Al sobre
el metabolismo del calcio (Ca) incluyen: aumento de
la excrecion urinaria y fecal de Ca en hombres que
consumen dietas con bajo contenido de Ca y que
ingieren antidcidos que contienen Al; inhibicion de la
mineralizacion dsea; los compuestos de Al dietarios
o sistémicos reducen la absorcion intestinal de Ca
dependiente de la vitamina D en ratas, pollos y hu-
manos (2). En los estudios realizados por Adler y
Berlyne (1985), y Adlery col. (1989) donde se evalud
el efecto del Al sobre la absorcidn intestinal de Caen
ratas normales, utilizando técnicas de sacos intesti-
nales evertidos y dos radicisotopos,**Ca y ’Ca, para
medir el flujo bidireccional de calcio, se reporta que
el Al en concentraciones micromolares significa-
tivamente inhibic la absorcién neta en el duodeno a
través de la reduccion del flujo de Ca en el sentido
mucoso-seroso (3,4). Dunn y col. (1993) y Cox y
Dunn (2001), demostraron que el Al administrado
con la dieta, redujo el contenido de la proteina
calbindin-D28k en pollos disminuyendo su ARNm
(5,6).

La via transcelular de absorcion de Ca por el
enterocito comprende tres etapas: i) entrada del Ca
atravesando la membrana de la microvellosidad; i)
movimiento intracelular desde el polo apical al basal
y iii) extrusion atravesando la membrana basolateral
(7,8). El efecto producido por el Al sobre el transporte
intestinal de Ca transcelular podria ocurrir afectando
cualquiera de estas tres etapas. Si bien se sabe que
el Al afecta el movimiento de Ca dentro del enterocito,
no es bien conocida su accion sobre la entrada y la
extrusion del Ca. El reciente descubrimiento de ca-
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nales-transportadores epiteliales de Ca, como el
ECaC en rindn de conejo y el CaT1 en intestino de
rata, ha revalorizado la importancia relativa de este
paso (9,10). El Al podria modificar tanto la funcidn
como la regulacion de estas proteinas y/o canales
deCa.

Puesto que el intestino es la principal ruta de
entrada del metal en individuos sanos, la interaccion
a este nivel con el proceso de absorcion de Ca resul-
ta relevante, dado que esta etapa es crucial enla
homeostasis general del Ca en el organismo.

El objetivo de este trabajo fue cuantificar el efec-
to del Al sobre la captacion de calcio en un modelo
de enterocitos aislados de pollo, utilizando métodos
radioisotopicos.

Materiales y métodos

Modelo experimental

Los enterocitos fueron obtenidos del duodeno
de pollos (Gallus domesticus) raza White Leghom de
4 semanas de vida alimentados desde el hatching
con alimento balanceado comercial (Agroveterinaria
Garay SA, Santa Fe), mediante el tratamiento de la
mucosa intestinal con hialurodinasa, de acuerdo al
método descripto previamente en detalle (11-13). Se
suspendieron en un medio conteniendo: manitol 240
mM, K,PO,H 3 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, NaCl
10 mM, glutamina 2,5 mM, HEPES 20 mM, glucosa
5,6 mM, BSA 2 mg/ml, penicilina 100 pg/ml,
streptomicina 0,25 pg/ml, pH 7,4 a 25 °C. Se conser-
varon durante el tiempo que duraron los experimen-
tos en bario Dubnoff a 37°C con agitacion suave y en
atmosfera de carbogeno (35% 0,/5% CO,). Las célu-
las aisladas fueron caracterizadas por la medicion
de la actividad de la enzima sucrasa-isomaltasa, un
marcador especifico expresado por las células
epiteliales maduras del intestino delgado (14), y
mostraron indices de viabilidad >95%, medidos con
la prueba del Trypan blue. La concentracion celular
seajustd a ~1 x 107 celulas viables/ml. La concen-
tracion de proteinas se determin6 por el método de
Gornall modificado (15) usando albimina sérica bo-
vina 5 mg/ml como testigo.

Tratamiento con aluminio
Las suspensiones celulares (200 ul) fueron in-
cubadas durante 1 h con lactato de Al a una concen-
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tracion final efectiva en el medio de incubacion de
10,20, 50, 100, 125y 150 uM. Los controles fueron
incubados con lactato sadico. Las soluciones de Al
se prepararon siguiendo el protocolo estandar (16).
Las concentraciones de Al se determinaron por
espectroscopia de absorcion atémica electrotérmica
en un equipo Perkin Elmer modelo 5000 con horno de
grafito modelo HGA-500 (USA).

Cinética de captacion de **Ca

Se utilizaron concentraciones de Ca total en el
medio de 0,01, 0,05,0,1,0,2,0,5, 1,2y 5 mM. Se
ensayo una concentracion de Al 100 uM. Luego de
agregar a cada tubo 1 uCi de “CaCl, (NEN Dupont,
USA), se incubd por § min. Todas las mediciones se
realizaron por triplicado. La captacion se bloqued con
1,5 ml de solucion de paro fria conteniendo KCI 140
mM, HEPES 10 mM, EGTA 2mM, LaCl, 1 mM, pH7,4
a25°C, y rapidamente se centrifugd a 3.500 g duran-
te 45 segundos. Se elimind el sobrenadante cuidado-
samente con un sistema de vacio. El pellet resultan-
te se solubilizé en 1 ml de NaOH 1N - SDS 0,1%
agitando con vortex (12). Se midi6 |2 actividad de
#5Ca del pellet solubilizado y de una alicuota del me-
dio de captacion inicial, en un detector de radiacion
beta (Alfa Nuclear, Argentina). Los resultados se ex-
presaron en nmol de Ca/mg proteina celular (CaUPT).

Efecto del pH

Las curvas dosis-respuesta para el Al fueron
obtenidasapH 7,4 yapH 6,5, a una concentracion
de Ca total en el medio de 1 mM.

Influencia de la vitamina D

Se realizaron pruebas de dosis-respuesta para
el Alin vitro, usando enterocitos aislados de anima-
les que recibieron una dieta sin vitamina D y que
fueron tratados con etano-1-hidroxi-1,1-difosfonato
(inhibidor de la sintesis de 1,25(0H),-vitamina D,)
en dosis de 10 mg/kg peso corporal/dia 0.9 durante
la semana previa a la diseccion del intestino (4).

Tratamiento con bloqueadores y estimuladores de
canales de Ca

Se analizé la influencia de diferentes drogas
que actdan sobre los canales y/o los movimientos
intracelulares de Ca, en el efecto producido por el Al

sobre la entrada de “*Ca. Las células fueron
pretratadas desde 30 min antes del agregado de 100
pM Al con: 10 uM nifedipina, 10 uM diltiazem, 1 uM
calcimicina (A23187), 1 nM U73122, 0 20 uM
capsaicina. Los respectivos controles fueron incu-
bados con vehiculo (dimetilsulfoxido). La concentra-
cion de Catotal fue 1 mM.

Pruebas de viabilidad

Para evaluar el efecto de las condiciones de
incubacion sobre la viabilidad de los enterocitos ais-
lados, se determinaron las actividades de lactato-
deshidrogenasa (LDH), enzima citosdlica (17), y de
fosfatasa alcalina (ALP), enzima de brush border (18),
en el medio de incubacién a tiempo 0, 1h y2h
(tiempo maximo usado en los experimentos). Los
resultados se expresaron como % respecto de las
actividades enzimaticas del lisado celular.

Estadistica

Los resultados se presentan como promedio
= error estandar de lamedia. Los promedios de dos
grupos se compararon con el test ¢ de Student para
datos agrupados. Las comparaciones multiples de
promedios se realizaron por analisis de varianza
seguido del test de Newman-Keuls. Las curvas de
cinética de captacion de Cay dosis-respuesta del Al
se obtuvieron mediante un método de ajuste no-li-
neal. El nivel de significacion se fijé en 0,05 para
todas las comparaciones. El procesamiento de los
datos se realizo con una version registrada del pro-
grama InStat/Prism v3.03 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).

Resultados

Los parametros de viabilidad mostraron que
tanto la actividad de LDH como de ALP sufrieron un
muy pequeno incremento en el medio de incubacion
alas 2 h, siendo < 0,01 %y < 0,5 % de la actividad
enzimética celular total, respectivamente; indicando
que las condiciones de incubacion fueron apropia-
das y no ocasionaron daros celulares significativos.

Enlafigura 1 se muestran las curvas de CaUPT
enfuncion de la concentracion de Ca total del medio,
en enterocitos tratados con Al-lactato 100 pM com-
parados con los controles tratados con lactato sddico.
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Los parametros correspondientes a las curvas
de la figura 1, ajustadas segdn un modelo de tipo
hiperbdlico, se muestran en la tabla 1. El Al redujo
significativamente tanto la captacion méxima (22,1
+ 3,4vs. 15,3 = 1,9 nmol Ca/mg prot., P < 0,05)
como la constante Km (2,1 = 0,4 vs. 1,4 + 0,2 mM,
P < 0,05), comparado con el control. El reemplazo
del medio que contenia Al por un medio libre de Al no
evito esta disminucion.

El efecto inhibitorio del Al sobre la CaUPT fue
dependiente de la concentracion de Al, mostrando
una curva dosis-respuesta, % reduccion CaUPT vs.
log [Al], sigmoidea tipo uphill (figura 2). La concen-
tracion de Al que produce [a mitad de la inhibicion
méxima (IC,,) fue de 30,1 = 2.3 uMapH7,4.ElIC,
obtenidoapH6,5fue 19,3 = 7,8 uM (P < 0,05). No
se encontrd variacion significativa en el porcentaje
maximo de reduccidn de la CaUPT (inhibicién maxi-
ma, | ) que fue ~55% para ambos pH del medio.

mar)
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Los valores de los parametros |, y IC,, defa
curva dosis-respuesta obtenida con enterocitos ais-
lados de pollos deficientes en vitamina D, 2 pH 7 4,
fueron coincidentes con los obtenidos en enterocitos
aislados de animales repletados con vitamina D (dieta
normal)

El pretratamiento de las células con iondforo
A23187 produjo un muy significativo aumento tanto
de CaUPT como del % inhibicion por el Al (figura 3).
Enlas células tratadas con U73122 no se observaron
diferencias respecto de las tratadas con vehiculo.
Capsaicina 20 uM produjo un aumento significativo
de CaUPT aunque solo un ligero incremento en el %
de reduccion por el Al.

En presencia tanto de nifedipina como de
diltiazem, la CaUPT se redujo significativamente res-
pecto del control y |2 inhibicidn del Al resulté com-
pletamente anulada (figura 4).

Tabla 1: Efecto del aluminio sobre los pardmetros de las curvas de captacion de “°Ca (CaUPT) en funcion de la
concentracion de calcio total del medio, en enterocitos aislados de pollo.

CaUPTmax Km
(nmol Ca/mg prot.) (mM)
Control sin Al 221 +34 21+04
Al 100 uM 153+ 1,9* 1,4 +0.2*
Al 100 pM + lavado con 151+ 21* 15203
medio sin Al

Los datos son valor calculado = D.S (limite de confianza 95%)

*P < 0,05 comparado con el grupo control sin Al.
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Figura 1: Efecto del aluminio sobre la captacion de *Ca en enterocitos aislados de polio. Cada punto es promedio +
SEM (n=6).
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Figura 2: Curva dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion de Ia captacion de “Ca por el aluminio vs. log de la
concentracion de aluminio, a pH 7,4. Cada punto es promedio + SEM (n=6).
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Figura 3: Efecto del aluminio sobre la captacion de *Ca en enterocitos aislados a pH 7.4, medido en presencia de
iondforos de calcio: A23187 1 uM, U73122 1 nM y capsaicina 20 uM. Datos son promedio + SEM (n=6).

"P<0,05 vs. vehiculo sin aluminio.
P<0,05 vs. correspondiente control sin aluminio.

nmol Ca/mg proteinas

Tsin Al W Al 100 uM
20
a
T
a
A
| & b L2
I\
\Q’ ..b’\r{} \(}g@‘
A >
D ,bg"'-’
@]

Figura 4. Efecto del aluminio sobre la captacion de *Ca en enterocitos aislados a pH 7.4, medido en presencia de
ploqueadores de canales de Ca tipo L: nifedipina 10 uM y diltiazem 10 uM. Datos son promedio = SEM (n=6).
P <0,05 vs. vehiculo sin aluminio.
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Discusidn y conclusiones

Los resultados muestran que la entrada de Ca
en el enterocito de pollo a través de la membrana de
la microvellosidad sigue un proceso de saturacion
que resulto posible de describir con una ecuacion
del tipo de Michaelis-Menten. La presencia de alu-
minio en el medio redujo tanto la velocidad maxima
de captacion (CaUPT,_, ) como la constante de afini-
dad (Km), y este efecto se mantuvo luego de elimi-
nar el Al del medio de incubacidn. Estos datos po-
drian significar que el Al es capaz de unirse a los
distintos canales-transportadores y competir con el
Ca por los sitios activos.

No hay en la bibliografia reportes previos acer-
ca del efecto del Al sobre la entrada de Ca en células
epiteliales del intestino. El Al podria afectar la CaUPT
através de una accion sobre los canales de Ca (en la
entrada del canal o dentro de los mismos canales),
produciendo cambios en las senales intracelulares
de Ca y/o mediante un efecto general sobre la mem-
brana de la microvellosidad. Los cortos periodos de
incubacion de los enterocitos con el Al en nuestros
experimentos, no permiten analizar los eventuales
efectos del metal sobre la sintesis y regulacion de
las proteinas constitutivas de los canales de Ca de la
microvellosidad, que por lo tanto, no pueden ser des-
cartados.

Para identificar los sitios de accion del Al se
utilizaron drogas que actian sobre distintos tipos de
canales de Ca. Los canales iénicos de Ca pasan por
una serie de estados de transicion que incluyen: re-
poso, abierto e inactivo, produciéndose en ellos cam-
bios conformacionales (27), y cada uno de estos
estados ofrece una oportunidad de acceso diferente
0 exhibe una afinidad distinta por una droga o ion
(20). Nifedipina y diltiazem interaccionan con tres
receptores discretos asociados con los canales de
calcio dependientes de voltaje tipo L, produciendo su
bloqueo (21). EI A23187 es un iondforo altamente
selectivo para el calcio que actia como un transpor-
tador movil, intercambiando protones por cationes
divalentes como Ca 0 magnesio que entran a las
células desde el fluido extracelular siguiendo un
marcado gradiente electroquimico (27). U73122 inhibe
|2 hidrélisis del inositol pirofosfato a inositol fosfato
lo que lleva a una disminucion en el calcio libre
citoplasmatico y, en consecuencia, a la activacion

de los canales de Ca dependientes de las reservas
intracelulares. La Capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-
nonenamida) estimula un receptor especifico (VR1)
emparentado estructuralmente con el transportador
de calcio similar a un canal (CaT1), recientemente
descubierto, que media la absorcion intestinal del
calcio (22). CaT1 comparte una similitud estructural
(75% de identidad) con el canal epitelial de Ca (ECaC)
del rin6n de conejo. Muestra también una similitud
moderada con el receptor de capsaicina (VR1), el
cual es un canal catiénico no selectivo dependiente
de ligando y esta estructuralmente relacionado con
los miembros de la familia de canales TRP (Transient
Receptor Potential) (26). CaT1 podria representar una
transicion evolutiva entre un canal y un transporta-
dor facilitado. CaT1 es bastante especifico para el
Ca, mostrando solo moderada capacidad de trans-
portar estroncio 0 bario (24).

Los resultados obtenidos con estas sustancias
sugieren que el Al podria reducir la entrada de Ca en
los enterocitos de pollo actuando sobre canales de
Ca dependientes del voltaje, con menos probabilidad
sobre canales epiteliales similares a CaT1, pero no
sobre canales de Ca activados por ligando y depen-
dientes de las reservas de Ca.

Lainhibicion de la captacion de radiocalcio por
el Almostro estar relacionada con la concentracion
del metal en el medio. Si bien la inhibicion maxima
no varié con el pH, el ICS,J de la curva dosis-respues-
ta del Al medido a pH éacido se redujo
significativamente comparada con el obtenido a pH
7,4. Este hallazgo seria relevante in vivo ya que el
reflujo de jugo gastrico hacia el duodeno reduce el
pH del medio luminal en las porciones superiores
del intestino delgado, y en estas condiciones el Al
tendria un mayor efecto inhibitorio (menor IC, ) so-
bre la captacion de Ca por el enterocito. EIl cambio en
el patron de especiacion del Al como consecuencia
de la disminuci6n del pH, produciria un incremento
de la concentracion de Al libre que seria responsable
de este efecto (19).

Los pardmetros de la curva dosis-respuesta
del Al en enterocitos provenientes de animales defi-
cientes en vitamina D no mostraron variaciones com-
parados con las células obtenidas de pollos
repletados con vitamina D, sugiriendo que el efecto
inhibitorio del Al sobre la entrada de Ca es indepen-
diente de la vitamina D. Con respecto a la influencia
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de la vitamina D sobre el proceso de entrada del Ca
en el enterocito, se hallé que el nivel duodenal de
ARNm para CaT1 no respondi6 a la administracion
de D, niauna dieta deficiente en Ca, in vivo (23). Esto
esta de acuerdo con estudios previos que demostra-
ban que Ia entrada apical de Ca no es sustancialmente
regulada por D,. Sin embargo, como la totalidad de la
absorcion transcelular de Ca es regulada por D, (in-
cluyendo la regulacion de la sintesis de calbindin
D,,) seria de esperar que la actividad de CaT1 fuera
regulada directa o indirectamente por el nivel en el
organismo de D, 0 Ca para prevenir una acumula-
cion intracelular toxica de Ca (25).

Estas acciones del Al sobre la entrada de cal-
cio cobrarian importancia para explicar la toxicidad
del metal tanto en células no-excitables que trans-
portan Ca (enterocitos), como en células excitables
(nerviosas) que son blanco del Al y que poseen un
complejo sistema de manejo de sefales de Ca a
través de diferentes tipos de canales ionicos, en don-
de un desequilibrio en la homeostasis intracelular
del Ca podria conducir a estados que ocasionarian
tanto disfunciones como muerte neuronal,
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