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RESUMEN: Para investigar el efecto del aluminio (Al) sobre &l metabolismo intestinal del glutation, ratas Wistar machos adultas
se lrataron, por sobrecarga oral, con 0, 30, 60, 120 y 200 mg de AICI/kg peso/dia, durante 7 dias. EI Al produjo una disminucion
significativa del contenido de glutation total y un incremento de la relacion glutation oxidado/reducido (GSSG/GSH) de la mucosa
del intestino delgado, en dosis superiores a 120 mg/kg. Las actividades especificas en intestino de ciertas enzimas claves
relacionadas con el glutation, fueron alteradas por el Al. GSH-sintetasa (a partir de 60 mo/kg) y GSSG-reductasa (a partir de 120
ma/kg) estuvieron significativamente reducidas respecto del control (P < 0,05). Por el contrario, la actividad de y-
glutamiltranspeptidasa se incrementd por el Al Glutafion-S-transferasa fue ligeramente modificada por el tratamienta con Al La
lipoperoxidacién de |2 mucosa intestinal completa aumentd con la dosis de Al. Se encontrd una correlacién positiva en el intestino
delgado entre la deplecion de GSH y la reduccion de |a absorcidn de **Ca fn sity (# = 0,923). Estos resultados muestran que el
Al en dosis elevadas alteraria el metabolismo del GSH en el intestino delgado, contribuyendo posiblemente a la disminucién de
ciertas funciones absortivas intestinales.

Palabras claves: Aluminio; Glutation; GSSG; GSH-sintetasa; y-glutamillranspeptidasa.

SUMMARY: Effects of aluminium on glutathione meltabolism in small inlestine of rals. Orlhuela, Daniel; Melchtry, Verénica,
To study the effect of aluminium (Al) on intestinal glutathione metabolism, adult male Wistar rats were orally treated with 0, 30,
60, 120 and 200 mg of AICI,/kg bady weight/day, during 7 days. Al produced both a significant reduction of glutathione content and
an increasing of oxidized/reduced glutathione (GSSG/GSH) ratio in the intestinal mucosae, at doses above 120 mg/kg. Specific
activities of glutathione-related key enzymes were modified by Al Both GSH-synthetase (from 60 mg/kg) and GSSG-reductase
(from 120 mg/kg) were significantly reduced with respect to control (P < 0.05). Conversely, y-glutamiltranspeptidase activity was
increased by Al. Glutathione-S-transferase was slightly modified by Al treatment. Lipid peroxidation in the whole intestinal
mucosae was increased as Al dose raised, In small intestine, a positive correlation between GSH depletion and reduction of /n sity
‘SCa absorption was found {r = 0.923). These results show that Al, at high doses, would alter glutathione metabolism in the small
intestine, contributing possibly to impair certain intestinal absortive functions.

Keys words: Aluminium; Glutathione;, GSSG; GSH-synthetase; y-glutamyltranspeptidase.

Introduccion

El aluminio {Al) es un elemento ampliamente
distribuido en el medio ambiente. Es un componente
de medicamentos, como antiacidos y antidiarreicos
de uso oral, vendidos sin prescripcién médicay que
son consumidos habitualmente por la poblacion ge-
neral en cantidades elevadas. El Al presenta efectos
téxicos sobre diversos tejidos, incluidos el intestino,
hueso, rindn, higado y sistema nervioso central (1,
2), aunque algunos aspectos del mecanismo de ac-
cion sobre las células animales permanecen adn
desconocidos.

*Correspondencia a: Fax: +54-342-4575221;
e-mail: orihuela@tbech.unl.edu.ar

Recibido: 6-6-02
Aceptado: 20-8-02

El glutation es un tripéptido sintetizado en el
interior de casi todas las células animales que des-
empena una gran variedad de funciones metabélicas
que incluyen la detoxificacion de radicales libres,
metales y compuestos electrofilicos, actuando como
un reductor celular (3).

El glutation presente en el lumen intestinal pro-
viene de la dieta, la bilis, células epiteliales des-
camadas y por exportacidn desde las células
epiteliales del estomago y del intestino (4,5). La de-
gradaci6n del glutation es extracelular y se lleva a
cabo por la accion de la y-glutamiltranspeptidasa
(y-GT) y la dipeptidasa, proveyendo los aminodcidos
precursores que son reabsorbidos por las células
epiteliales del intestino delgado. La sintesis de
glutation a partir de los aminoacidos precursores L-
glutamato, L-cisteina y glicina ocurre en el citosol a
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través de una reaccién en dos pasos catalizada por
la y-glutamilcistein-sintetasa y la glutation-sintetasa
(4,6). Mas del 98% del glutation celular se encuentra
en la forma reducida. La enzima glutation-reductasa
transforma el glutation oxidado (GSSG), generado
durante el estrés oxidativo, en glutation reducido
(GSH), usando equivalentes reducidos de NADPH
(7). La enzima glutation-S-transferasa (GST) desem-
pena un importante papel en la detoxificacion de
metabolitos reactivos catalizando su conjugacion con
GSH (8).

Un adecuado nivel tisular de glutation resulta
esencial para el mantenimiento de la estructura y de
lafuncion de las células epiteliales del intestino (9).
La deplecion experimental de glutation produce al
cabo de 7 dias, una sustancial disminucién de la
altura de la capa de células epiteliales del yeyuno y
colon, marcado dafo mucosal con descamacion de
la microvellosidad, hinchazén y degeneracion
mitocondrial, vacuolizacidn del citoplasma, y cam-
bios nucleares, observables por microscopia elec-
trénica. La degeneracion es mayor en las células del
“tip”, las cuales tienen un menor nivel de glutation y
un mayor nivel de y-GT, que en las de la cripta de la
vellosidad intestinal (10).

Diversas evidencias experimentales muestran
que el Al puede afectar los niveles de glutation tanto
in vivo como in vitro. La administracion parenteral
de una dosis Unica de lactato de aluminio en ratones
ocasiono la deplecidén hepética de glutation y del
citocromo P450 medidos 6 horas después de la in-
yeccion (11). La administracion oral crénica durante
seis semanas produjo una disminucién del glutation,
de glutation-reductasa y adenosina-trifosfatasa en
homogenados de cerebro de rata (10). El sulfato de
aluminio en concentraciones micromolares produjo
un significativo incremento en la produccidn de es-
pecies reactivas al oxigeno y una significativa dis-
minucién en el contenido de glutation en células
glioma C-6 mantenidas en cultivo (12). Sin embargo,
los efectos del aluminio sobre el glutation intestinal,
no han sido investigados en profundidad.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
analizar el efecto de una sobrecarga oral de Al sobre
los niveles intestinales de glutation y sobre la activi-
dad de enzimas claves relacionadas con el metabo-
lismo del glutation en el intestino delgado de la rata.
Seinvestigd la relacion entre los efectos del Al sobre
el glutation y los procesos absortivos intestinales,
tomando como caso tipico la absorcidn del calcio.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratas cepa Wistar, machos de cua-
tro meses de edad, con un peso corporal promedio
de 285 + 15 g, mantenidas en ambiente de tempera-
tura controladaa 22 + 3 °C y con un ciclo luz/oscu-
ridad de 14 h/10 h, Se alimentaron ad /ibitum con una
dieta comercial para roedores. Se ayunaron durante
las 12 horas previas al sacrificio.

Protocolo experimental

Las ratas se dividieron aleatoriamente en gru-
pos (n=>5) y se les administr6 AlCI, mediante una
sobrecarga oral forzada en el siguiente rango de do-
sis: 30, 60, 120 y 200 mg/kg peso corporal/dia du-
rante un periodo de 7 dias. Las soluciones de Al fue-
ron preparadas siguiendo el protocolo estandar pro-
puesto por Tapparo y col. (13). El grupo control reci-
bi6 agua bidestilada.

Al final del periodo experimental se les extrajo
a todos los animales, bajo anestesia de éter etilico,
los primeros 15 cm de intestino delgado. La mucosa
intestinal se abtuvo en frio (sobre hielo seco) por
raspado con portaobjetos de vidrio e inmediatamen-
te, en las muestras homogeneizadas, se midieron
los niveles de GSH y GSSG, asi como las activida-
des especificas de las enzimas GSH-sintetasa (EC
6.3.2.3), GSSG-reductasa (EC 1.6.4.2), y-
glutamiltranspeptidasa (EC 2.3.2.2) y glutation-S-
transferasa (EC 2.5.1.18) citosélica. La peroxidacion
lipidica se determiné como un indice del dafo
oxidativo (14).

En otro grupo de animales tratados con Al de la
manera antes indicada se determind la absorcion
intestinal de *Ca mediante el método de los seg-
mentos ligados in situ.

Determinacion de GSH y GSSG

El contenido total de glutation (GSH méds GSSG)
se midié en el homagenado de mucosa intestinal al
20% (p/p) con 4cido 5-sulfosalicilico 5% (p/v), porel
método de reciclaje de la GSSG-reductasa 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoato) (15). El nivel de GSSG se
determind por el mismo método, tratando previamen-
te 100 pl del sobrenadante 4cido de la muestra de
mucosa intestinal con 5 pl de 2-vinilpiridina durante
60 minutos (15). Los resultados se expresaron en
umol/g tejido himedo para glutation total y como el
cociente adimensional GSSG/GSH.
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Enzimas intestinales

GSH-sintetasa

La actividad de GSH-sintetasa se determind
espectrofotométricamente a 340 nm siguiendo la for-
macion de ADP, usando un ensayo acoplado con
piruvato-quinasa 5 U.l/ml y lactato-dehidrogenasa 10
U.l/ml, a 37 °C en buffer Tris-CIH 100 mM pH 8,2,
segun el método descripto por Huang y col. (16). La
reaccion se inicié agregando 200 ul de homogenado
de mucosa intestinal 10 % (p/p) en KCI 1,15 % (1
unidad enzimatica equivale a 1 umol producto / hora
a37°C).

GSSG-reductasa

Se midio la actividad en la direccion de la re-
duccion de GSSG a 30 °C en fosfato de potasio 0,1 M
apH7,5, auna concentracion fija de NADPH 100 uM
y GSSG 65 uM (aproximadamente el Km para la en-
zima humana) segun el método descripto por
Henderson y col. (17) (1 unidad de enzima reduce 1
pmol de GSSG/minapH7,5a30°C).

y-Glutamiftranspeplidasa

La actividad de y-GT se ensay6 en una mues-
tra de 100 pl del homogenado de mucosa intestinal
al 10 % (p/p) con KCI 1,15 %, utilizando como sustrato
y-glutamil-p-nitroanilida 4 mM a pH 7 y a 25°C, re-
gistrando la variacion de absorbancia a 405 nm (18).

Glutation-S-transferasa
La actividad intestinal de GST citosdlica se de-
terminG de acuerdo al método descripto por Habig y
cal. (19). Brevemente, se homogeneizo la mucosa
intestinal al 50% (p/p) en un buffer de sucrosa 0,25
M, EDTA 1 mM (pH 7,4 a 25 °C), se precipité con
CaCl, 8 mMy se centrifug6 a 27.000 g 2 4°C (20, 21).
Una alicuota de 50 ul de fraccion citosdlica se ensa-
y6 usando como sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) 1 mM, adicionando GSH 0,5 mM a un buffer
de KH,PO, 0,1 M (pH 6,5 a 25 °C). La reaccion se
llevd a cabo en un espectrofotémetro con celda
termostatizada a 25 °C, registrando la absorbancia a
340 nm. Se hicieron las correcciones para restar el
componente no enzimatico de la reaccion (22) (1
unidad enzimética equivale a 1 umol/min de CONB a
25°C, pH6,5).
Las proteinas se midieron por el método
de Gornall y col. (23) modificado, usando albimina
sérica bovina como testigo. Todas las actividades
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enzimaticas se expresaron como actividades espe-
cificas en U.| por mg proteinas.

Peroxidacion lipidica

La lipoperoxidacion se midié en el homogenado
de mucosa intestinal en KCI 1,15% en la proporcion
1:10 en peso, como sustancias reactivas al 4cido
tiobarbitdrico (TBARS) usando como testigo externo
1,1,3,3-tetrametoxipropano, de acuerdo al método de
Onhkawa y col. (24). Los resultados se expresaron
como nmol malondialdehido (MDA) producidos/g
tejido himedo.

Absorcién de calcio

Se determind la absorcion intestinal de calcio
en segmentos de duodeno-yeyuno ligados in situ, a
una concentracion de calcio total de 1 mM, usando 2
uCi/mi de [*Ca]Cl, (NEN Dupont, USA) como mar-
cador, segun el método previamente descripto en
detalle (25). Los resultados se calcularon en pmol
calcio absorbido/10 ¢m, y se expresaron en porcen-
tajes, tomando como 100 % el grupo control.

Estadistica

Los resultados se presentan como promedio
+ E.S. Los promedios de dos grupos se compararon
porel testt de Student para datos agrupados. Prome-
dios miltiples se compararon por anlisis de varianza
en un paso sequido del test de Newman-Keuls. El
andlisis de correlacion lineal se realizo por el méto-
do de Pearson. El nivel de significacion se fij6 en
0,05 paratodas las comparaciones. El procesamien-
to estadistico de los datos se realizd con una version
registrada del programa InStat 3 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

Resultados

El efecto de la administracion de dosis crecien-
tes de aluminio por via oral sobre el nivel de glutation
total de la mucosa intestinal se muestra en la figura
1. Se encontrd una disminucién que estuvo en rela-
cion con la dosis. La reducci6n se hizo estadistica-
mente significativa respecto del control, a partir de
60 mg/kg peso/dia de AICI, (1,82 vs. 2,46 umol/g
tej.him., P < 0,05), llegando a una disminucion del
71 % para lamayor dosis de Al ensayada. El cociente
GSSG/GSH tendit a aumentar ligeramente a medida
que se incrementd la dosis de Al, tornandose signifi-
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cativa la diferencia para la dosis de 200 mg/kg peso/
dia de AICI, (0,0436 vs. 0,0285, P < 0,05). La lipo-
peroxidacion de la mucosa intestinal se incremento
significativamente a dosis mayores de 120 mg/kg
peso/dia (tabla 1).

En la figura 2 se observan las actividades es-
pecificas en intestino delgado de las enzimas rela-
cionadas con el metabolismo del GSH. Las activida-
des tanto de GSH-sintetasa (a partir de 60 mg/kg/dia
de AICI,) como de GSSG-reductasa (a partir de 120
mg/kg/dia de AICI,) estuvieron significativamente re-
ducidas respecto del control (P < 0,05). El aluminio
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produjo un aumento estadisticamente significativo
de la actividad de y-GT a partir de la dosis de 60 mg/
kg/dia (P < 0,05). La actividad especifica de GSTc
mostré una tendencia a aumentar a dosis bajas, has-
ta 60 mg/kg/dia, y a disminuir a dosis mayores de
Al, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas respecto del control sin Al.

La absorci6n intestinal de “Ca disminuyé a
medida que aument6 la dosis de Al. En la figura 3 se
muestra Ia carrelacién entre la reduccion porcentual
del calcio absorbido en funcion de la deplecion por-
centual del nivel de glutation intestinal, ambos por
accion del Al

TABLA 1. Efecto del aluminio sobre la relacion GSSG/GSH y la lipoperoxidacion en la mucosa del intestino

delgado de rata.
Dosis de Aluminio
GSSG/GSH TBARS
{mg nICIlikg peso/dia) {(nmol MDA/qg tej.himedo)

0 0,0285 + 0,0112 129 = 31

30 0,0288 + 0,0086 146 + 38

60 0,0294 + 0,0072 152 + 29

120 0,0358 + 0,0081 186 = 45*

200 0,0436 + 0,0099 * 192 +33*

Los datos son promedio = E.S (0 = 5)
*P < 0.05 comparado con el grupo control sin Al.

Figura 1: Efecto de dosis orales crecientes de aluminio sobre el nivel intestinal de GSH total.

*P<0,05 comparado can el control sin Al
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Figura 2: Actividades especificas de enzimas relacionadas con el metabolismo de GSH en intestino delga-
do de ratas Wistar tratadas con diferentes dosis de aluminio. Panel A: GSH-sintetasa. Panef B: y-GT, Pane/
C: GST citosdlica. Pane/ D: GSSG-reductasa.

*P<0,05 comparado con el respectivo control sin Al
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Figura 3. Correlacion entre la deplecion porcentual de glutation total y el porcentaje de disminucién del
calcio absorbido en intestino delgado de rata, ambos por accion del aluminio. (1) 30 mg AICI,/kg/dia; (1)
60 mg AICI/kg/dia; (IIl) 120 mg AICI/kg/dia; (IV) 200 mg AICI,/kg/dia. y = -3,207 + 0,432x; r = 0,923;
P=0,038
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Discusidn

Los posibles efectos del Al sobre los principa-
les aspectos del metabolismo intestinal del GSH fue-
ron evaluados: sintesis (GSH-sintetasa), catabolismo
(y-GT), reacciones de conjugacidn (GSTc) y reac-
ciones redox (GSSG-reductasa) (3,6,26). La dismi-
nucion del GSH intestinal resulté ser dependiente de
la dosis de Al, obteniendose el menor nivel de GSH
para la mayor dosis de Al ensayada. La deplecion de
GSH por el Al podria deberse tanto a un evento
oxidativo como a una alteracion de la actividad y/o
induccién/represion de los genes de las enzimas cla-
ves relacionadas con el metabolismo del GSH en el
intestino delgado.

De acuerdo a nuestros resultados, la causa pri-
maria de la deplecion del GSH intestinal por el Al
seria la inhibicion de la GSH-sintetasa, lo que lleva-
ria a una menor velocidad de sintesis intracelular de
GSH. Elincremento de la actividad de y-GT, la princi-
pal enzima ligada a membranas involucrada en |a
degradacion del GSH (9), estaria indicando una ac-
cion del Al sobre la membrana de la microvellosidad
que produciria una mayor degradacion extracelular
de GSH. Tomados en conjunto, estos resultados per-
miten plantear que el Al disminuiria el “turn-over”
del GSH en las células epiteliales del intestino del-
gado. Para testear esta hip6tesis se estan planifican-
do nuevos experimentos.

Estos efectos del Al sobre la actividad de las
enzimas relacionadas con el GSH son similares a
los producidos sobre otros ciclos enzimaticos. Se ha
reportado que el Al puede tanto inhibir como estimu-
lar ciertas enzimas tisulares dependiendo de la do-
sis experimental utilizada (27-29). Zatta y col., anali-
zando las enzimas del ciclo de Krebs en homo-
genados de cerebro de rata, informan que el Al pro-
dujo un aumento de la actividad de o-cetoglutarato
dehidrogenasa juntoe a una disminucién de la
aconitasa (30).

Eltratamiento con Al produjo una ligera altera-
cion en la actividad de la GSTc intestinal, indicando
que el metal tiene poco efecto sobre |as reacciones
de congujacién que involucran al GSH,

El aluminio fue capaz de producir una deplecidn
del GSH intestinal por encima del 60% (en dosis su-
periores a 120 mg/kg peso/dia), lo cual se sabe cau-
sa alteracion en la funcion de las células absortivas
intestinales (5), que se manifiesté en la reduccién de
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la capacidad de absorber calcio. Ambos fenémenos
producidos por el Al, se correlacionaron positiva-
mente. Esto podria deberse a que la reduccidn del
nivel celular de GSH, por efecto del Al, podria tanto
disminuir la disponibilidad de los grupos sulfhidrilos
de ciertas proteinas involucradas en el transporte de
calcio (calbindin-D, Ca-ATPasa) alterando su
funcionalidad, como incrementando las especies
reactivas de oxigeno ocasionando un deterioro de la
absorcion (31).

El cociente GSSG/GSH, comunmente utilizado
como indice de estrés oxidativo (11,32, 33), se
incrementd con la dosis de Al administrada. La dis-
minucion en paralelo de la actividad de GSSG-
reductasa explicaria este aumento. La produccién de
TBARS por la mucosa intestinal estuvo significa-
tivamente aumentada para las dosis més altas de Al.
Estos resultados indican que el Al, en nuestras con-
diciones experimentales, produjo cambios en el sta-
tus oxidativo celular del enterocito.

En resumen, se proveen evidencias que el Al,
en dosis elevadas, altera el metabolismo de GSH en
las células epiteliales del intestino delgado de la rata,
ocasionando una disminucidn en los niveles
intracelulares de GSH, lo cual contribuiria al deterio-
ro de las funciones absortivas intestinales, eviden-
ciado por la reduccidn de la absorcién de calcio.
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