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I. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
desnutriciédn proteinica calérica y del fenobarbital sobre los
niveles plasmiéticos y hepaticos de las glutatién S-transferasas
(GSH S-transferasas) en ratas. Los niveles de la enzima en el
plasma se midieron en Unidades/ml de plasma, mientras que los
niveles de la enzima en el higado se midieron en Unidades/gramo
de higado y en Unidades/mg de proteina; definiéndose a una
Unidad, como la cantidad de enzima gue produjo un aumentoc de
0.001 en la absorbancia, a 350 nm, durante 1 minuto, al incubar
la mezcla de reaccién a 30°C.

Se utilizaron 32 ratas divididas en cuatro grupos: 16 ratas
con dieta esténdar de caseina y 16 ratas con dieta libre de
nitrégeno, de las cuales 8 de cada dieta fueron inyectadas con
fenobarbital.

No se observd una diferencia significativa en la
actividad enzimética de las GB8H S8-transferasas en el plasma e
higado entre las ratas con dieta estdndar de caseina y las ratas
con dieta libre de nitrégeno.

El fenobarbital indujo la actividad enzimitica de las GSH S5-
transferasas en el higado de las ratas con dieta esté&ndar de
caseina y en las ratas con dieta libre de nitrégeno.

A nivel del plasma no hubo diferencia significativa en la
actividad enzimética de las Glutatién S-transferasas entre
las ratas con dieta estindar de caseina, las ratas con dieta
libre de nitrégeno y las ratas con dieta libre de nitrégeno e

inyectadas con fenobarbital.



II. INTRUDUCCION

Las Glutatiém 8- transferasas (GSH sS-transferasas) (EC
2.5.1.18) =on un grupo de proteinas multifuncionales inveolucradas
en la detoxificacién de un amplio espectro de compuestos
xenobidticos (1). Representan uno de los mAs importantes
mecanismos de defensa contra intermediarios electrofilicos
generados endégenamente (1l). En adicién a su funcién catalitica,
en la cual participa el glutatién reducido (GSH) como un
nuclebéfilo, estas enzimas parecen jugar un papel importante en la
unién no enzimitica y almacenaje de un gran nimero de compuestos
hidrofébicos como la bilirrubina, carcindégenos de diazonio, etc
(2,3).

Un estudio realizado para medir el efecto de una dieta
basada unicamente en proteinas, carbohidratos o grasas sobre el
metabolismo de la antipirina y la teofilina en humanos, mostré

gue los individuos gque recibian wuna dieta alta en proteinas

poseian un tiempo medio de vida corto para la antipirina y la
teofilina respecto al de los que recibieron una dieta alta en
carbohidratos y grasas; indicando una metabolizacién més réapida
de la antipirina y teofilina en los individuos que ingirieron una
dieta alta en proteinas (4).

Por otro lado, se ha demostrado gque la desnutricién
proteinico calérica (DPC) disminuye los niveles de GSH S-
transferasa B hepédtica en ratas (5) y de las GSH S-transferasas
séricas en humanos (6), lo gque evidencia una alteracifn en la
absorcién, disponibilidad, distribucidén y excrecidén de farmacos y
compuestos exdgenos, ya que estas enzimas estan involucradas en

la detoxificacién en el organismo de compuestos



farmacolbégicamente activos, al funcionar como proteinas de unién
para aniones orgénicos ¥y su transporte hacia el exterior del
higado por medio de la bilis.

Otros estudios han reportado un incrementoc en la actividad
de las Glutation 8-transferasas en ratas como respuesta al
tratamiento con fenobarbital (7).

En el presente trabajo se estudié el efecto de la DPC y del
fenobarbital sobre la actividad de las GSH S-transferasas en el
plazsma e higado de ratas, para determinar la influencia del
estado nutricional sobre los niveles de GSH S-transferasas a
nivel hepético y plasmidtico, adem&s de observar si el estado
nutricional modifica el efecto que tiene el fenobarbital sobre

estas enzimas.



I1I. ANTECEDENTES

¥ Glutatién S-transferasas (GSH S-transferasas).
1.1 Generalidades:

Las Glutation S8-transferasas (GSH 5S-transferasas) (EC
2.5.1.18) estln presentes en muchos tejidos. En la rata se han
encontrado en el higado, rifién, corazén, bazo, pulmén, mucosa
intestinal y testiculos (9,10,11); pero son particularmente
predominantes en el higado en donde pueden constituir més del 10%
de la proteina (11).

Las GSH S-transferasas son un grupo de proteinas diméricas
multifuncionales que pueden ser inducidas a altos niveles por
muchos compuestos xenobiéticos, incluyendo el fenobarbital, 3-
metil-colantreno, fenilbutazona y 3,4-benzopirenoc (7,12).

Cada una de las distintas enzimas Glutatién S-transferasas
de la rata es una proteina bé&sica de 45,000 Da, compuesta de 2
sub-unidades de aproximadamente 25,000 Da cada una (1,13,14,15).

Las Glutatidén S-transferasas aisladas en la rata comprenden
combinaciones binarias de al menos 6 sub-unidades mayores: Ya,
Ya, Ybl, ¥Yb2, ¥Y¢ ¥y ¥n gque pueden ser separadas por una
electroforesis wunidimensional en gel de dodeecil sulfato de
sodio-poliacrilamida (16,17,18).

Un analisis estructural de 1las GSH S-transferasas A, C ¥ D
de la rata ha confirmado la existencia de 2 sub-unidades Yb
estructuralmente relacionadas, denominadas Ybl y Yb2 formando los
homodimeros GSH S-transferasa A Y GSH S-transferasa D

respectivamente (18) y el heterodimero YblYb2 6 GSH S-transferasa



C (18,19).

El nombre de ligandina fue originalmente utilizado para
describir 3 preparaciones aparentemente homogéneas de proteinas
(GSH s-transferasas) las cuales, sobre la base de estudios de
peso molecular, composicién de aminoécidos y actividad
inmunolégica fueron considerados como una fnica proteina. En
posteriores preparaciones de esta proteina se encontrdé gque
contenia los dimeros YaYa, Ya¥Yc o una mezcla de estos, no siendo
posible definir la composicién de la ligandina (20).

Posteriormente se encontré que la ligandina y la GSH 5-
transferasa B que se consideraban ser una misma proteina, son
proteinas diferentes ya que poseen diferente composicién de sub-
unidades y el &cido litocélico inhibe la actividad de la proteina
ahora conocida como ligandina (homodimero YaYa) pero no a la GSH
S8-transferasa B (heterodimero Ya¥Yc)(20,21). No estd claro atn si
las dos proteinas son codificadas por el mismo gen o por

diferentes genes (20).

1.2 Mecanismo de accién:

Cada una de las GSH 8-transferasas cataliza la reaccién del
GSH con compuestos con un sitio electrofilico (15). La enzima
exhibe un mecanismo cinético complejo. Bajo condiciones normales
en el higado, a una concentracidén entre 3 y 10 mM de GSH, la
actividad de la transferasa A de la rata tiene un valor alto de
FKm para el GSH, siendo el GSH el primer sustrato que reacciona

con la enzima, el producto, S-(2-cloro-4-nitrofenil)GSH es=s

competitivo con el sustrato GSH y no competitivo con el otro



sustrato 1,2-dicloro-4-nitrobenceno. A bajas concentraciones de
GSH, el 8-(2-cloro-4-nitrofenil )GSH es competitivo con el 1,2~
dicloro-4-nitrobenceno y no competitivo con el GSH; lo que
concuerda con el hecho de gue el sustrato electrofilico es el
primero en unirse a la enzima a bajas concentraciones de GSH.

A altas concentraciones de saturacién del glutatiém (100
mM o cercana al nivel de Km, 0.05mM), el ién cloruro no inhibe la
actividad de la enzima. El otro producte 8-(2-cloro-4
nitrofenil)@SH es un inhibidor competitivo con el glutatidm,
teniendo una Ki de 5 uM. La inhibicién con el 1,2-dicloro-4-
nitrobenceno es no competitiva. El <c¢loruro de benzil es un
inhibidor no competitivo del 1,2-dicloro-4-nitrobenceno y el
GSH. El trans-4-fenil-3-buten-2-ona es un inhibidor competitivo
con el 1,2-dicloro-4-nitrobencenc y no competitivo con el GSH
(13).

La saturacién del glutatioén es bifésica con una
discontinuidad cercana a una concentracién de 0.1 mM de
glutatién. A altas concentraciones (0.15 mM) el glutatién
muestra una saturacién hiperbélica normal, con una Km aparente de
0.2 mM. A concentraciones menores de 0.1 mM la saturacidn es
lineal con una Km de 0.01 mM (13).

Las transferasas del ratén, rata y hombre tienen una alta
actividad especifica (22).

La bilirrubina se une a 2 sitios en la ligandina (dimeros
YaYa, YaYc o meszclas), al primario de alta afinidad y a un sitio
secundario de menor afinidad. Solamente la unién al sitio

secundario influye en la accién catalitica de la enzima (23).



Los &cidos biliares, especialmente el &cido litocélico se unen a

la enzima en el sitio de alta afinidad (24).

1.3 Funcién:

Las siguientes funciones han sido reportadas para una o mas
isoenzimas de las GSH BS-transferasas: catdlisis de reaccién de
conjugacién, en la que el GSH sirve como un nucleéfilo, como
primer paso en la formacién del &cido mercaptiirico; actividad GSH
peroxidasa hacia hidroperéxidos orgédnicos, protegiendo asi al
higado del dafio oxidativo inducido por hidroperéxidos; actividad
isomerasa para a-3-cetosteroides y proteinas de unién para
aniones orgfnicos como bilirrubina, metabolitos de esteroides y
carcinbégenos de diazonio (1,2,15,24,25,26).

Las GSH S-transferasas juegan un papel de importancia
fisiol6gica iniciando la detoxificacién de agentes potencialmente
alquilantes, incluyendo compuestos farmacoldgicamente activos,
como por ejemplo: yodometano, bromocetano, 1l-bromopropano, etil
metanosul fonato, c¢loruro de benzil, epéxidos y 1,2-dicloro-4-
nitrobenceno (11,15).

La ligandina (dimeros YaYa, Ya¥Yc o0 mezclas) se une no
covalentemente a sustancias enddgenas pero la afinidad de unién
varia. Por ejemplo, los metabolitos de estradiol se unen con
igual o mayor afinidad que los metabolitos de corticosteroides,
mientras que la bromosulfonftaleina puede ser desplazada por
bajas nnncantrnniunuﬁ dé hiliiruhina pero no por sales biliifes
(3).

Existe también una especificidad de unién entre los



carcindgenos. Por ejemplo, mientras los carcindégenos de diazonio
(27) ¥ el metilcolantreno se unen a la ligandina, el
acetilaminofluoreno, no se une (28). Los carcindgenos se unen no
covalentemente y tambien covalentemente a la enzima (28).

Compuestos gue inducen las enzimas del reticulo
endoplésmico, cuya funcién es metabolizar las drogas ¥y
esteroides, también inducen a la ligandina (dimeros YaYa, Ya¥Yc o
mezclas) (28).

En experimentos ontogenéticos, filogenéticos, de induccién y
competicidén, se ha visto que existe una relacién directa entre la
concentracién hepética de la ligandina (dimeros YaYa, Ya¥Yec o
mezclas) ¥y el flujo neto de bilirrubina, bromosulfonftaleina y
otros aniones organicos entre el plasma y las células del higado
(3). Por ejemplo, la forma primaria de transporte de la
bilirrubina en el plasma es por formacién de complejos con la
albGmina (29). Luego, una porcién de la bilirrubina pero no la
albGmina es transferida a través de la membrana celular dentro
del hepatocito donde se une a proteinas solubles.
Intracelularmente, la bilirrubina se une primariamente a 1la
ligandina (GSH S-transferasa B) y se une, en menor cantidad, a
otras GSH 8-transferasas y a la proteina Z. La bilirrubina
dentro de 1la célula hepitica puede ser conjugada y excretada
hacia la bilis o retornada al plasma en forma no conjugada (2).

La ligandina (dimeros YaYa, Ya¥Yc o mezclas) retiene su
capacidad de unirse a la bilirrubina en presencia de componentes
del sobrenadante del higado, pero la albimina, la cual se une a

la bilirrubina en el suero, pierde su capacidad de unidén a la



bilirrubina en el sobrenadante del higado. Esto fue atribuido a
la gran especificidad de unién exhibida por la ligandina. En su
respectivo medio fisiolégico, la albimina y la ligandina estén
estructuralmente adaptadas para unirse a los ligandos, la

albimina en el suero y la ligandina en el citosol de las células

del higadeo (30).

2. Desnutricién proteinica calérica (DPC).
2.1. Generalidades.

La DPC puede ser primaria o secundaria, dependiendo de si es
resultado de una deficiencia primaria en la ingesta de alimentos
o consecuencia de otras alteraciones gque deterioren la ingesta,
absorcién o wutilizacién de alimentos, o gque incrementen 1la
necesidad o pérdida de energia y/o proteina. La DPC primaria
resulta de una privacién prolongada de aminodcidos esenciales y
nitrégenoc total y/o de energéticos. El factor limitante
nutricional gque inicia el proceso hacia la DPC puede ser el
nitrégeno proteico (aminoécidos esenciales y nitrégeno no

esencial) y/o la energia total (31).

2.2. Efecto de la DPC sobre el metabolismo de los farmacos:

Se ha observado que la DPC puede influir en el metabolismo
de los farmacos; asi, Narang y colegas reportaron gque un grupo de
nifios con DPC presentaba una disminucién en la movilizacién de la
antipirina. Dicha disminuciﬁn fue corregida en todos los nifios
luego de la restitucién nutricional (32). Observaciones

similares sobre el metabolismo de la antipirina fueron hechas por
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Homeida y colegas (33). En otros estudios ha sido reportado un
metabolismo deteriorado de 1la antipirina, la isoniazida y la
acetanilida en nifios con DPC, metabolismo que fue incrementado
con el tratamiento de la desnutricidén (34).

Existe evidencia de que la pérdida de la proteina puede
alterar la conjugacidén del cloranfenicol en el higado de las
ratas. En nifios que padecen kwashiorkor, resulta disminuida la
capacidad del suero de unirse a las drogas; ademas la oxidacién,
conjugacién y unién a proteinas de las drogas estdn deterioradas
(4). Asi la eliminacién del salicilato libre es mucho mas baija
en nifios desnutridos gue en los normales (35). El cloranfenicol
es removido méAs lentamente en nifios desnutridos, debido a una

conjugacién deteriorada del antibiético en el higado (36).

2.3. La DPC y su relacidén con las GSH S5-transferasas.

Lizama R. en 1981, encontré gque en ratas sometidas a una
dieta adecuada, los machos poseen niveles mayores de ligandina
gque las hembras, diferencia gue no pudo encontrar en los animales
con DPC. Adem&s reporté que la DPC disminuye los niveles de
ligandina (glutatién transferasa B) hepAtica, afectando de esta
manera el transporte de aniones orgadnicos del plasma hacia el
higado. Esta disminucién se suma al efecto directo que tiene la
DPC sobre los sistemas enzimAticos, contribuyendo de ésta manera
a la disminucién en el metabolismo de ciertos fdrmacos (5).

Velasquez R. en 1987, reportéd que las concentraciones
séricas de GSH S-transferasa se encuentran disminuidas en nifios

que sufren DPC, aparentemente con valores progresivamente menores
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a medida que se incrementa el grado de desnutricién. Esta
disminucién sugiere una reduccién significativa en las

concentraciones de estas enzimas en el higado (6).

3., Influencia del fenobarbital en la actividad de 1las GSH S5-
transferasas:

La actividad de las enzimas que metabolizan las drogas en el
higado de ratas (37,38), conejos (12), rumiantes, cerdos, vacas,
cabras vy terneros es inducida por la administracién de
fenobarbital (37).

En ratas macho v hembra se observd un incrementoe en la
actividad de cuatro GSH S-transferasas en respuesta al
tratamiento con fenobarbital. El incremento en la actividad
enzimdtica en las hembras fue similar al efecto en los machos
(7).

El fenobarbital induce la actividad catalitica de las GSH S-
transferasas hacia el l-cloro-2,4-dinitrobenceno y 1,2-dicloro-4-
nitrobenceno en el higado de ratas en todos los estados de
desarrollo post-natal. El incremento absoluto en 1la actividad
catalitica de las GSH S-transferasas después de la inducecién por
fenobarbital es una funcién de la actividad basal presente en el
estado de desarrollo, asi la actividad hacia el 1l1l-cloro-2,4-
dinitrobencenoc se incrementé en un 70, 81, 80, 96, 92 y 67% a
edades de 5, 10, 20, 30, 50 y 70 dias respectivamente, después
del tratamiento con fenobarbital (8).

El fenobarbital aumenta la concentracién de ligandina (GSH

S-transferasa B), proporcionando mayor nmero de sitios de unién
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para la bilirrubina. Como la concentracién de ligandina aumenta,
la proporcién de bilirrubina libre disminuye y el flujo de
bilirrubina de 1la célula al plasma es reducido. El efecto se
percibe como una reduccién del flujo y un incremento en el
volumen relativo intracelular de distribucidn de la bilirrubina

B 3

Los mniveles de ARN mensajero que codifican las GSH 5-
transferasas son regulados por una variedad de compuestos
xenobiéticos (16). Asi, Pickett y colaboradores, encontraron gque
la administracién de fenobarbital a ratas daba como resultado un
incremento en el ARN mensajerc especifico para la GSH sS-
transferasa B en el higado, obteniéndose una induccién méxima 16
a 24 horas después de inyectado. Esta induccién se debia a la
induccién del ARN mensajero que codifica la sub-unidad Ya; ademas
observaron un pequefioc aumento en el ARN mensajeroc especifico para
la sub-unidad Yc a las 16 horas (39).

Por aparte Kalinyak Y Taylor encontraron gque la
administracién de fenobarbital a ratas daba como resultado un
incremento selectivo en la concentracién del ARN mensajero
correspondiente a la sub-unidad Ya de las GSH S-transferasas, y
que los niveles de ARN mensajero correspondientes a la sub-unidad
Yc parecian no ser afectados, lo que indicaba que la expresién de
la ligandina (YaYa) es inducida por el tratamiento con drogas y
gque la expresién de la GSH S-transferasa B (YaYc) no se ve
afectada o se ve muy poco afectada por dicho tratamiento (21).

Ding v colaboradores observaron gque solamente 1los RNAs

mensajeros de las sub-unidades Ya, Ybl y Yb2 eran incrementados
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significativamente por la administracién de fenobarbital,
incremento gue es debido en parte a la activacién transcripcional
de los genes Ya vy Yb (17).

Posteriormente otros investigadores encontraron gque la
administracién de fenobarbital incrementa significativamente los
niveles del ARN mensajero gue dirige la sintesis de las sub-
unidades Ya, Yb vy Yc de las GSH S-transferasas en el higado de la
rata (16,40).

Por aparte Sheehan y colaboradores, encontraron gque al
administrar fenobarbital a ratas la actividad del homodimero
Yb2Yb2 en el testiculo sufria un incremento, incremento gque no

afectaba la actividad de las GSH S-transferasas A y C (19).
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Iv. JUSTIFICACION:

Varios estudios han mostrado gque la DPC disminuye el
metabolismo de fdrmacos como la antipirina y los salicilatos en
los nifioe gque la padecen; efecto gque puede eliminarse al
proporcionar una dieta rica en proteinas.

Debido a que 1la DPC provoca una mayor susceptibilidad a
diversas enfermedades, los nifios que la padecen son tratados con
una gran variedad de farmacos, pero por tener afectados sus
sistemas de detoxificacién estos nifios estén mis expuestos a los
riesgos de sobredosis e intensificacién de efectos secundarios
provocados por dichos farmacos. Por esto se justifica 1la
necesidad de investigar més la relacidén entre la desnutriciém
proteinico calérica vy los sistemas enzimiticos de detoxificacidn
(en este caso las GSH S5-transferasas).

Estudios previos han mostrado la influencia que tiene la DPC
sobre los niveles séricos de estas enzimas en nifios y los niveles
hepéiticos en ratas, pero afln no se conoce el efecto de la DPC
sobre 1los niveles plasméticos y hépaticos de estas enzimas en un
mismo organismo. Tampoco se conoce el efecto del fenobarbital
sobre estas enzimas en condiciones de DPC.

Todo lo anterior hace necesario investigar la relacidn gue
existe entre la DPC y los niveles plasmiaticos y hepaticos de las
GSH S-transferasas y la influencia del fenobarbital sobre la

actividad de estas enzimas en condiciones de DPC.
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V. OBJETIVOS:

l. Determinar el efecto de la DPC sobre los niveles plasmaticos

y hepiticos de las GSH S-transferasas en ratas.

2 Investigar el efecto del fenobarbital sobre 1los niveles de

las GSH S-transferasas en plasma e higado de ratas con dietas

normales y carentes de proteinas.
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V1. HIPOTESIS:

La desnutricidén prntainicn calbrica ¥y el fenobarbital
afectan la actividad de las GSH S-transferasas a nivel hepético ¥

plasmatico.

! PRIPERSD NF (A UAWERSIDAD OF SAN CARLOS DE GUATEMALA

giojpioteca Ccentiral




VII. MATERIALES Y METODOS i

1 Universo de Trabajo:

Se utilizaron 32 ratas (16 con dieta estindar de caseina y
16 con dieta libre de nitrégeno) suministradas por la Seccién de
Tecnologia Nutricional, Divisién de Ciencias Agricolas y
Alimentos del Instituto de Nutricidén de Centroamérica y Panami
(INCAP), las cuales se dividieron en 4 grupos de 8 ratas cada

uno, identificados de la siguiente manera:

CAS CONT: Ratas alimentadas durante 15 dias con wuna dieta
estindar de caseina.

DLN CONT: Ratas alimentadas durante 15 dias con una dieta libre
de nitrégeno.

CAS FB: Ratas alimentadas durante 18 dias con una dieta esténdar
de caseina, siendo inyectadas diariamente con fenobarbital (60
mg/Kg de peso) los Gltimos 3 dias.

DLN FB: Ratas alimentadas durante 18 dias con una dieta libre de
nitrégeno, siendo inyectadas diariamente con fenobarbital (60

mg/Kg de peso) los Gltimos 3 dias.

Las determinaciones bioquimicas se realizaron en el
departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

2, Medios:
2.1. Recursos Humanos:

El estudio lo realizé la estudiante de 1la carrera de
Biologia Aura Elena Suchini Farfan, con la asesoria del Dr. José

Héctor Aguilar.



2.2. Recursos Materiales:

2.

2.1. Reactivos:

Glutatién (GSH) (Merck, grado amalitico)
l-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB) grado analitico.
Fenobarbital sédico grado amalitico.

Pentobarbital sédico. (Pentovet, solucién al 6.4%).
Solucidén tampédn de fosfatos, 0.1 M, pH 6.5.
Solucién tampén de fosfatos, 0.01 M, pH 7.4.
Heparina, solucién 750 IU/ml.

Etanol al 70%, 95% y absoluto.

Cloruro de sodio al 0.9%.

Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N (Reactivo A)

Sulfato de cobre penta-hidratado al 0.5% en una solucidn

tartrato de potasio o sodio al 1%. (Reactivo B).
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Reactivo C: 50 ml del reactivo A mezclados con 1 ml del

reactivo B.

Reactivo de Folin diluido. (Reactivo E). Preparado de acuerdo a

lo sefialado por Lowry ¥ col. (41).

«.2.2. Equipo:

Espectrofotémetro Bausch & Lomb, Spectronic 2000
Potenciémetro Fisher Modelo Accumet

Centrifuga refrigerada IEC modelo CR-6000
Balanza analitica Mettler modelo H35 AR
Pipeteadores autométicos de 100, 200 y 500 ul.
Licuadora

Homogenizador tipo Poter-Evel jem.
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2.2.3. Materiales

- Matraces aforados

- Vasos de precipitar y Erlenmeyers de 50, 100, 250 y 500 ml.
- Tubos de ensayo

- Pipetas de 1, 2, 5 vy 10 ml.
- Jeringas, algodén.

- Parafilm.

- Tapones de hule.

- Gradillas.

= Embudo y papel filtro.

- Termoémetro

- Capsula de porcelana.

3. PROCEDIMIENTO
3.1 Produccidén de DPC en ratas:

Las 32 ratas fueron divididas en 4 grupos de 8 ratas cada
uno. Dos de los grupos (CAS CONT y CAS FB) fueron alimentados
con una dieta estandar de caseina y 1los otros dos grupos (DLN
CONT y DLN FB) fueron alimentados con una dieta 1libre de
nitrégeno durante 15 dias a partir del destete. Durante ese
periocdo las ratas fueron pesadas cada semana, y se determind el
alimento ingerido por cada rata, para observar su crecimiento y

la relacidén entre el aumento de peso y el alimento consumido en

todos los grupos.
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Dieta Estandar de Gaseini (CAS) i

Caseina 10 gramos
Almiddon de Maiz 80 gramos
Mezcla de Minerales 4 gramos
Aceite de Bacalao * 1 ml
Aceite de Algodén 5 ml.
Solucién de Vitaminas del complejo B 5 ml
Dieta Libre de Nitrégeno (DLN)

Almidén de Maiz 90 gramos
Mezcla de Minerales 4 gramos
Aceite de Algodén 5 ml
Aceite de Bacalao * 1 ml
Solucidtn de Vitaminas del complejo B. 5 ml

* El aceite de bacalao contiene 1,000 unidades USP de vitamina A

y 100 unidades USP de vitamina D.

Mezcla de Minerales (para 100 gramos):

Minerales gramos
Carbonato de calcio 29.9740
Fosfato de potasio 32.2220
Fosfato monocélcico 7.4930
Sulfato de magnesio 10.1910
Cloruro de sodio 16.7350
Citrato férrico 2.7470
Ioduro de potasio 0.0799
Sulfato manganoso 0.4990
Sulfato de cobre 0.0299

Cloruro de zinc 0.0249
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't esta mezcla se tomaron 4 gramos para preparar los 100

gramos de dieta.

Solucién de Vitaminas (para 980.30 gramos):

Vitaminas gramos
Tiamina 30.000
Riboflavina 30.000
Piridoxina 30.000
Pantotenato calcico 100.000
Niacina/Acido nicotinico 50.000
Biotina : 0.100
Acido félico 0.200
Inositol 400.000
Acido para-amino benzoico 300.000
Vitamina K o menadiona 10.000
Vitamina B-12 30.000

De esta me;cla se tomaron 196.4 gramos y =se mezclaron con
300 gramos de cloruro de colina y se disolvieron en 5 litros de
alcohol etilico al 95% y 5 litros de agua destilada hasta llevar
a un volumen final de 10 1litros. De esta solucién se tomaron 5
mililitros para preparar los 100 gramos de dieta, teniendo al
final una cantidad de 0.248 g de vitaminas.

Posteriormente, el dia 16 fueron sacrificadas las ratas
de los grupos CAS CONT y DLN CONT, para llevar a cabo las
determinaciones biogquimicas.

Las otras 16 ratas de los grupos CAS FBE y DLN FB fueron
inyectadas intraperitonealmente con fenobarbital (60 mg/Kg de

peso), diariamente, por tres dias, a partir del dia 16. Durante
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este reriodo las ratas se mantuvieron con sus respectivas dietas.
Transcurridos los tres dias se sacrificaron para llevar a cabo

las determinaciones bioguimicas.

3.2. Preparacién de homogeneizados de Higado:

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50
mg/Kg de peso). Posteriormente, los higados de las ratas fueron
perfundidos in situ con una solucién de cloruro de sodio al 0.9%
fria, a través de una cénula introducida en la vena cava, con el
objeto de eliminar el resto de sangre presente en los dérganos.
Se elimindé la solucién de cloruro de sodio, haciendo pasar aire a
través de los higados, se extrayeron los érganos y se pesaron.
Se homogeneizaron los higados en una solucidén buffer de fosfato
de sodio 0.01 M pH 7.4; obteniendo al final wun homogeneizado al
15%. La homogeneizacidn se hizo en un homogeneizador, enfriando
previamente el recipiente. 8Se centrifugaron los homogeneizados a
500 rpm, durante 20 minuteos, a una temperatura de 5°C. Los
sobrenadantes se decantaron y se guardaron en un congelador a
-20°C, hasta la determinacidén de la actividad enzimitica y del

contenido de proteinas.

3.3. Obtencién de las muestras de plasma:

Luego de anestesiar a las ratas con pentobarbital sédico
(50 mg/Kg de peso), se obtuvieron las muestras de sangre por
puncién cardiaca, utilizando jeringas con 2 gotas de heparina.
La sangre se trasladé lentamente a tubos de ensayo que se
mantuvieron en hielo. 8e centrifugaron los tubos a 5,000 rpm,

durante 5 minutos, a una temperatura de 5°C. El plasma se
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decanté Yy sSe guardd en un congelador a -20°C, hasta 1la

determinacidén de la actividad enzimética.

3.4. Determinacién de proteinas en higado de ratas:

La concentracidm de proteinas en el higado de las ratas se
determind por el método de Lowry y col. (41).

Se prepararon diluciones 1:100, 1:175 y 1:200 en solucién de
buffer de fosfatoc de sodioco 0.01 M pH 7.4 de las muestras de
homogeneizado de higado de rata. A 0.6 ml de cada dilucién (0.6
ml de agua destilada en el caso del blanco) se le agregd 3 ml del
reactivo C, luego se mezcld y se dejdé reposar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregdéd 0.3 ml del
reactivo diluido de Folin y se dejé reposar por 30 minutos. Los
tubos se leyeron en un espectrofotémetro a 700 nm. La cantidad
de proteina presente en cada muestra se obtuvo utilizando wuna
curva estandar (con concentraciones de 25, 50, 75, 100 y 125 ug
de proteina/ ml de solucién), preparada a partir de una solucién

patrén al 30 % de plasma humano.

3.5, Determinacién de la actividad enzimatica de las GSH S-
transferasas en plasma e higado de ratas.

La actividad enzimética de las GSH S-transferasas se
determiné por el método de formacidn de tiocéter de Habig y Jakoby
(42), baséndose dicho método en la medicién de los cambios de
absorbancia producidos por la enzima al conjugar el GSH con un

sustrato especifico (l-cloro-2,4-dinitrobenceno -CDNB-).
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3.5.1. Determinz-idén de la actividad enzimatica en plasma.

Se agregd a cada tubo de ensayo 0.5 ml de una solucién
tampén de fosfatos 0.1 M pH 6.5 conteniendo CDNB (2.4 mM). Se
afiadieron 0.5 ml de una solucién tampén de fosfatos 0.1 M pH 6.5
conteniendo GSH (2.4 mM) ¥y 0.2 ml de la muestra de plasma, se
mezcldé por inversidén. Se aspird la mezcla de reacciédn hacia la
celda de lectura del espectrofotémetro, la cuél se mantuvo a una
temperatura constante de 30°C. Veinte segundos después de llenar
la celda de lectura se registré la absorbancia (lectura cerc), a
350 nm. Se hicieron 3 lecturas sucesivas adicionales, con
intervalos de un minuto. BAntes de cada determinacidén, se analizé
un blanco de reaccién compuesto unicamente por agua destilada.

La actividad enzimitica se expresd en Unidades/ml de plasma,
definiéndose a una Unidad como la cantidad de enzima gue produjo
un aumento de 0.001 en la absorbancia, a 350nm, durante 1 minuto,

al incubar la mezcla de reaccidén a 30°C.

3.5.2: Determinacién de la actividad enzimatica en higado.

Los homogeneizados de higado se diluyeron 1:10 ¥ 1l:15 en
una solucién tampén de fosfatos 0.01 M pH 7.4. Se agregd a
cada tubo de ensayo 0.8 ml de una solucién tampém de fosfatos
0.1 M pH 6.5 conteniendo CDNB (1.25 mM). Se afiadidé 0.1 ml de una
solucién tampén de fosfatos 0.1 M pH 6.5 conteniendo GSH (10 mM)
y 0.1 ml de las diluciones de los homogeneizados de higado; se
mezcld por inversidn. Se aspird la mezcla de reaccién hacia la
celda de lectura del espectrofotémetro, la cudl se mantuvo a una
temperatura constante de 30°C, veinte segundos después de llenar

la celda de lectura se registré la absorbancia (lectura cerc), a
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350 nm. Se hicieron 3 lecturas sucesivas adicionales, a
intervalos de un minuto. Antes de cada determinacién se analizéd
un blanco de reaccidén compuesto unicamente de agua destilada.

La actividad enzimitica se expresdé en Unidades/gramo de
higado vy en Unidades/mg de proteina, definiéndose a una Unidad
como la cantidad de enzima gue produjo un aumento de 0.001 en la
absorbancia, a 350nm, durante 1 minuto, al incubar la mezcla de

reaccién a 30°C.

3.6. Determinacién del efecto del fenobarbital sobre 1la
actividad de las GSH S-transferasas:

Para determinar el efecto del fenobarbital sobre la
actividad de las GSH S-transferasas se administré fenobarbital
sédico (60 mg/Kg de peso) intraperitonealmente a ratas con una
dieta estindar de caseina y a ratas con una dieta libre de
nitrégeno durante tres dias consecutivos (39,43,44), luego de los
cuales se procedié a obtener las muestras de plasma e higado y a
determinar la actividad enzimitica en las mismas segin la forma

descrita anteriormente.

3.7. Anélisis estadistico:

Para la medicidén del efecto de la Desnutricidn proteinico
calérica y del Fenobarbital sobre la actividad enzimatica de las
GSH S-transferasas se realizé un Andlisis Maltiple de Varianza.

Siendo 1la hip6étesis nula la no existencia de diferencia
significativa entre las medias de los grupos en ambos casos, asi:

Ho: CAS CONT = CAS FB = DLN CONT = DLN FB.
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Teniendo como variables las siguientes:
Variable Dependiente: La actividad enzimlAtica de las Glutatidm

S-transferasas.

Variable Independiente: El tratamiento gque se le dié a cada
grupo, siendo estos, los siguientes:

Grupo CAS CONT = ratas con dieta estidndar de caseina.

Grupo CAS FB = ratas con dieta estiandar de caseina e inyectadas
con fenobarbital.

Grupo DLN CONT = ratas con dieta libre de nitrégeno.

Grupo DLN FB = ratas con dieta libre de nitrégeno e inyectadas

con fenobarbital.

Para establecer comparaciones entre los 4 tratamientos se

hicieron los siguientes contrastes ortogonales (45).

Cl

TL %+ T2 = T3 = 1%

Cc2 Tl - T2 + T3 - T4

s 1~ 1= 1% 180

Donde:

Tl = Tratamiento del grupo CAS CONT.

T2 = Tratamiéntu del grupo CAS FB.

T3 = Tratamiento del grupo DLN CONT.

T4 = Tratamiento del grupo DLN FB. [FRONFOND W LA URVEPSINAD i 53X CaRinc DF GUATEMALA
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VIII. RESULTADOS

1. PESO DE RATAS.

La tabla No. 1 muestra el peso de las ratas con dieta
libre de nitrégeno (DLN) durante las 2 semanas que duré la
dieta, asi como el alimento ingerido durante ese tiempo.

Las ratas con DLN disminuyeron un promedic de 5 gramos
de su peso inicial la primera semana y 6 gramos la segunda, a
pesar de ingerir como promedio 38 y 31 gramos de alimenteo 1la
primera y segunda semana respectivamente. Mientras que las
ratas con dieta estandar de caseina aumentaron un promedio de
26 gramos en su peso cada semana consumiendo como promedio 94
Y 100 gramos de alimento la primera Y segunda semana

respectivamente (tabla No. 2).

2. CONTENIDO DE PROTEINA EN EL HIGADO DE LAS RATAS.

En la tabla No. 3 aparecen los mg de proteina/g de higado
de las ratas de los 4 grupos trabajados: CAS CONT, CAS FB, DLN
CONT y DLN FB.

No se observd ninguna diferencia significativa a este
nivel en 1los cuatro grupos estudiados, segflin los resultados

del andlisis de varianza maltiple (F= 1.92, p> 0.1498).

3. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
HIGADO DE LAS RATAS (UNIDADES / GRAMO DE HIGADO).
La actividad enzimitica en el homogeneizado de higado,

expresada en Unidades/g de higado, en los 4 grupos estudiados



28
se presenta en la tabla No. 4.

La actividad enzimatica se midié en Unidades, habiéndose
definido la Unidad como la cantidad de enzima gue produce un
aumento de 0.001 en la absorbancia, a 350 nm, de una mezcla de
reaccién que posea CDNB 1.25 mM y GSH 10 mM, durante 1 minuto,
al incubar la mezcla a 30 °C.

Para establecer =i existia alguna diferencia
estadisticamente significativa entre los 4 grupos estudiados
se realizéd un andlisis de varianza maltiple, cuyos resultados
muestran que existe una diferencia significativa entre los
cuatro grupos de ratas estudiados (F= 9.02, p> 0.0003). El
contraste ortogonal realizado posteriormente muestra gue las
ratas inyectadas con fencbarbital tuvieron mayor actividad gque
las ratas no inyectadas, no observandose una mayor actividad
en las ratas con dieta de caseina respecto de las ratas con

dieta libre de nitrégeno.

4. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
HIGADO DE LAS RATAS (UNIDADES / MILIGRAMO DE PROTEINA).

La actividad enzimatica en el homogeneizado de higado,
expresada en Unidades/mg de proteina, en los 4 grupos
estudiados aparece en la tabla No. 5.

La actividad enzimatica se midié en Unidades, habiéndose
definido la Unidad como la cantidad de enzima gque produce un
aumento de 0.001 en la absorbancia, a 350 nm, de una mezcla de

reaccién que posea CDNB 1.25 mM y GSH 10 mM, durante 1 minuto,
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al incubar la mezcla a 30 °C.

Para establecer si existia alguna diferencia
estadisticamente significativa entre los 4 grupos estudiados
se realizdé un andalisis de varianza mialtiple, cuyos resultados
muestran gque existe diferencia significativa entre las ratas
CAS CONT, CAS FB, DLN CONT y DLN FB (F= 21.53, p> 0.000). E1
contraste ortogonal mostréd gque las ratas inyectadas con
fenobarbital tuvieron mayor actividad que las ratas no
inyectadas. No se observé una mayor actividad en las ratas
con dieta estindar de caseina resﬁectn de las ratas con dieta

libre de nitrégeno.

5. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
PLASMA DE LAS RATAS (UNIDADES / MILILITRO DE PLASMA).

La tabla No. 6 muestra los resultados obtenidos al medir
la actividad enzimAtica en plasma de ratas pertenecientes a 3
de los grupos estudiados, 1l1la cuidl se expresa en Unidades/ml de
plasma; habiéndose definido la Unidad como la cantidad de
enzima gque produce un aumento de 0.001 em 1la absorbancia, a
350 nm, de una mezcla de reaccidén que posea CDNB 2.4 mM y GSH
2.4 mM, durante 1 minuto, al incubar la mezcla a 30 °“C.

La actividad enzimdtica de las ratas pertenecientes al
grupo CAS FB no se incluye debido a que fue casi cero.

Para establecer si existia alguna diferencia
estadisticamente significativa entre los 3 grupos estudiados

se realizdé un andlisis de varianza miltiple, cuyos resultados
_______—#*1
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muestran gue no existe una diferencia significativa entre las

ratas CAS CONT, DLN CONT y DLN FB (F= 3.04, p> 0.0706).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS
1. PESO DE RATAS.

Las ratas fueron mantenidas durante 15 dias luego del
destete con su respectiva dieta: dieta estandar de caseina o
dieta libre de nitrégeno. Durante dicho tiempo las ratas
fueron pesadas cada semana para conocer la vwvariacidn gque
sufrian en su peso, también el alimento proporcionado y el
sobrante fueron pesados para determinar que cantidad habian
ingerido.

La (nica diferencia entre las dietas dadas a las ratas la
constituye la caseina gque poseia la dieta estandar de caseina
mientras que la dieta libre de nitrégeno no la poseia.

Se observa gque las ratas con una dieta estandar de
caseina consumieron mayor cantidad de alimento cada semana,
aumentando de pesc tambien cada semana; mientras gque las ratas
gque se alimentaron con una dieta libre de nitrégeno ingirieron
una cantidad menor de alimento y disminuyeron de peso cada
semana, produciéndose en ellas desnutricion proteinico

caldrica.

2. CONTENIDO DE PROTEINA EN EL HIGADO DE LAS RATAS (MG DE
PROTEINA / G DE HIGADO).

Los valores de miligramos de proteina por gramo de higado
en los 4 grupos estudiados no mostraron una diferencia
significativa segiin el andlisis miltiple de varianza,

observindose que la dieta libre de nitrégeno no influyé en la
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concentracién de proteina/g de higado en las ratas que
recibieron dicha dieta, puesto gue no se observao una
diferencia significativa entre estas ratas y las ratas que
recibieron una dieta estandar de caseina. Tampoco hubo una
diferencia significativa entre las ratas que fueron inyectadas
con fenobarbital y las que no fueron inyectadas.

Lizama en 1981 (5), reporta gque la dieta deficiente en
proteinas afectd solamente la concentraciém de proteinas en el
higado de 1las hembras, provocando una disminucién en las
mismas; no asi en los machos con la misma dieta, cuya

disminucién no era significativa.

3. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
HIGADO DE LAS RATAS (UNIDADES / GRAMO DE HIGADO).

Aungue existe una diferencia significativa entre 1los 4
grupos estudiados, se observd seglin el contraste ortogonal una
mayor actividad enzimatica en las ratas con dieta estandar de
caseina y dieta libre de nitrégeno inyectadas con fenobarbital
respecto de las ratas con dieta estindar de caseina y dieta
libre de nitrégeno no inyectadas; siendo mayor la actividad
enzimitica en las inyectadas.

No se observd una actividad enzimatica mayor en las ratas
CAS CONT, respecto de las ratas DLN CONT. Lizama en 1981 (5),
reporté una disminucién en la actividad enzimidtica de las
ratas con dieta deficiente en proteinas respecto de las ratas
con dieta adecuada en proteina. Ella utilizd ratas
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alimentadas por 21 dias con purina conejina antes de iniciar
el estudio y las dividié en grupos de ratas con dieta
deficiente en proteina y en grupos de ratas con dieta adecuada
de proteina; la dieta deficiente en proteina poseia 5 g de
caseina suplementada con 0.3 g de DL-Metionina, y la dieta
adecuada en proteina poseia 20 g de caseina suplementada con
0.3 g de DL-Metionina.

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden
deberse a que se utilizaron ratas recien destetadas y a que
las ratas DLN CONT no poseian caseina en su dieta mientras que
las ratas CAS CONT poseian 10 gramos de caseina; a diferencia

del estudio realizado por Lizama.

4. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
HIGADO DE LAS RATAS (UNIDADES / MILIGRAMO DE PROTEINA).

El andlisis mGltiple de varianza indica gque existe wuna
diferencia significativa entre los 4 grupos estudiados,
observindose segiin el contraste ortogonal, una mayor actividad
en las ratas CAS FB y DLN FB respecto de las ratas CAS CONT y
DLN CONT, siendo mayor la actividad en las ratas CAS FB.

No se observd una mayor actividad en las ratas CAS CONT
respecto de las ratas DLN CONT.

La similitud obtenida en los resultados de la actividad
enzimatica de las Glutatién S-transferasas en el higado de las
ratas medidas en Unidades/mg de proteina y en Unidades/g de

higado podria explicarse, por los resultados obtenidos al
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medir el contenido de proteina en el higado (mg de proteina/g
de higado) de los 4 grupos estudiados pues, segiin el andlisis
miltiple de varianza no existe entre ellos una diferencia

significativa.

L ACTIVIDAD EHNZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA EN EL
PLASMA DE LAS RATAS (UNIDADES / MILILITRO DE PLASMA).

Los valores de actividad enzimatica encontrados en el
plasma de las ratas de los grupos trabajados fueron menores
.que los encontrados en 1los homogeneizados de higado, no
existiendo una diferencia significativa entre las ratas CAS
CONT, DLN CONT Y DLN FB, segin el andlisis mialtiple de
varianza.

Se observd que en el plasma el fenobarbital no produjo un
aumento en la actividad enzimatica de las Glutatién 8-

transferasas en las ratas inyectadas.
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;o0 CONCLUSIONES
1. Existe una diferencia significativa en la actividad
enzimitica de las Glutation-8 transferasas en el higado entre
los cuatro grupos de ratas estudiados (CAS CONT, CAS FB, DLN

CONT y DLN FB), segiin el analisis mialtiple de varianza.

2 En el plasma los grupos de ratas CAS CONT, DLN CONT y
DLN FBE no mostraron wuna diferencia significativa en 1la
actividad enzimatica de las Glutation-S5 transferasas segin el

andlisis miltiple de varianza.

3. No hubo una disminucidén de la actividad enzimatica de
las GSH-S8 transferasas en el higado ¥y plasma de las ratas DLN

CONT respecto de las ratas CAS CONT.

4, El FB indujo 1la actividad enzimatica de las GSH-S8
transferasas en el higado de las ratas con dieta estandar de
caseina y en las ratas con dieta 1libre de nitrégeno
inyectadas, respecto de las ratas de la misma dieta no

inyectadas.

5 En el plasma el FB no indujo la actividad enzimitica de
las GSH-8 transferasas en las ratas con dieta estandar de
caseina ¥ en las ratas con dieta libre de mnitrégeno

inyectadas.
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XI. RECOMENDACIONES

l. Investigar el efecto de la desnutricidn proteinica calérica
sobre la actividad de las Glutation S-transferasas en ratas de
diferentes edades, para observar que relacidén tiene la edad
con el efecto que pueda causar la desnutricidn proteinico

caldrica sobre la actividad de estas enzimas.

2. Determinar la relacién de la edad con la actividad
enzimdtica de las Glutation S-transferasas en el higado ¥y

plasma de los mismos animales.

3. Establecer si el fenobarbital a nivel del higado induce una
mayor produccidon de la enzima Glutatién S-transferasa o

induce su mayor actividad.
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TAELA No.

1

44

FESO CORPORAL Y ALIMENTO INGERIDO EN LAS RATAS

CON DIETA LIBRE DE NITROGENO *

Rata Peso Peso la. |Peso Alimento |Alimento
inicial sSemana 2da. ingerido |ingerido
No. (gr). (gr). semana. I 1 2da.
(gr). semana . semana.
(gr). (gr).
1 48 44 36 47 42
2 46 41 36 37 33
3 46 41 35 37 30
4 46 42 35 41 37
5 48 40 a3 32 22
6 46 39 33 36 29
7 46 40 33 40 22
8 44 38 31 35 24
9 48 42 38 41 32
10 46 43 37 38 29
11 46 42 36 36 44
12 46 42 35 41 51 I
13 48 40 34 36 3
14 46 39 32 38 25 i
15 46 45 38 38 28
I 16 44 40 34 37 26 I
IHedia 46.25 41ﬁ.?5 38.13 31.06j
* Datos proporcionados por el INCAP.

S TAVEASINAD 0¥

{Puomedan 0F 1/

1@ co

_.-———'—_-_-___h



45

TABLA HNo. 2.
PESO CORPORAL Y ALIMENTO INGERIDO EN LAS RATAS
CON DIETA DE CASEINA *

Rata No. |Peso Peso Peso Alimento |Alimento
inicial la. 2da. ingerido | ingerido
(gr). semana semana la. 2da.
(gr). (gr). sSemana semana
(gr). (gr).

1 56 83 109 93 98
2 56 82 111 100 103
3 56 81 103 20 90
4 56 80 106 93 96

5 56 82 108 100 102 l
6 56 86 113 98 109
7 56 75 96 81 89
8 56 83 108 92 106
9 56 85 115 96 109
10 56 81 104 94 102

I 11 56 84 108 95 110 1}
12 56 78 102 920 99
13 56 88 107 99 111
14 56 72 104 88 97

112

* Datos proporcionados por el INCAP.
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TABLA No. 3
CDHTENIEP DE FROTEINA EN EL HIGADO DE LAS RATAS *
w

Ho. RATA CAS CONT CAS FB DLN CONT DLN FB
1 39.49 74.95 69.11 37.52
2 85.38 82.65 73.76 74.50 !
3 102.89 72.31 73.85 95.51
4 101.26 68.95 66.39 = |
5 89.06 52.95 56.84 68.56
6 105.17 92.75 83.26 75.64
i? 96.65 66.64 74.86 82.58
8 84.43 71.97 79.22 79.70
TOTAL 704.33 *EPB.IT 577.29 514.01
MEDIA 88.04 72.90 _l_?Z-lE

* Resultados expresados en mg de proteina/g de higado.

CAS CONT = Grupo de ratas con dieta estidndar de caseina.
CAS FB = Grupo de ratas con dieta esténdar de caseina e
inyectadas con fenobarbital.

DLN CONT = Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno.

DLN FBE = Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno e

inyectadas con fencobarbital.



TABLA HNo.

ACTIVIDAD ERZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA
EN EL HIGADO DE LAS RATAS (UNIDADES*/G DE HIGADO

No. RATA CAS CONT CAS FB DLN CONT DLN FB

1 26400.00 65600.00 58064.52 31617.65
2 48900.00 97066.67 54586.47 61470.59
3 69300.00 89650.00 75897.44 74198.47

4 63800.00 83733.33 67716.54 ~- k%

3 55000.00 95066.67 59047.62 B6488.55

6 60633.33 127600.00 81739.13 81481.48

7 56000.00 B84266.67 69672.13 81551.72

8 60066.67 106133.33 68878.51 76800.00

Total 440100.00 749116.67 535602.36 | 493608.46

IHEDIA

* DUnidad es la cantidad de enzima que produce un aumento de

0.001 en la absorbancia, a 350 nm, de una mezcla de reaccién

55012.50 I93£39.53 | 66950.30

70515.49 I

que posea CDNB 1.25 mM y GSH 10 mM, durante 1 minuto, al

incubar la mezcla a 30 °C.

*% murié con la tercera dosis de fenobarbital.

CAS CONT = Grupo de ratas con dieta esténdar de caseina.

CAS FB = Grupo de ratas con dieta est&ndar de caseina e

inyectadas con fenobarbital.

DLN CONT =

Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno.

DLN FB = Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno e

inyectadas con fenobarbital.
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TABLA No. 5

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S-TRANSFERASA

EHN EL_E{E&PD DE LAS RATAS (UNIDADES*/MG DE PROTEINA)

NHo. RATA CAS COHNT CAS FB DLN CONT DLH FB
1 66B.52 875.25 840.18 B42.69
| 2 572.73 1174.43 740.06 825.11
3 673.53 1239.80 1027.72 776.87
4 630.06 1214.41 1019.98 =
5 617.56 1795.40 1038.84 1261.50
6 576.53 1375.74 981.73 1077.23 |
7 579.41 1264.51 930.70 987 .55
8 711.44 1474.69 869.46 963.61
Torar | 5029.78  |10414.23 | 7448.67 | 6734.56 I
[eoia [ e26.72  [1301.78 | o31.08  [ss2.08 |

* Unidad es la cantidad de enzima gque produce un aumento de

0.001 en la absorbancia, a 350 nm, de una mezcla de reaccidn

que posea CDNB 1.25 mM y GSH 10 mM, durante 1 minuto, al

incubar la mezcla a 30 "C.

CAS CONT =

Grupo de ratas con dieta esténdar de caseina.

CAS FB = Grupo de ratas con dieta esténdar de caseina e

inyectadas con fenobarbital.

DLN CONT =

Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno.

DLN FB = Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno e

inyectadas con fenobarbital.
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TABLA No. 6
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GLUTATION S5-TRANSFERASA EN
EL PLASHMA DE LAS Rﬁ?ﬁﬂ (UNIDADES* /ML DE PLASMA).

49

No. RATA CAS CONT DLN CONT DLN FB
1 755 1300 550
2 725 1500 600
3 825 1025 550
4 850 575 =
5 125 825 600
6 850 450 550
7 750 475 600
8 675 875 650
7025
hﬂﬂ.l.‘i

* Unidad es la cantidad de enzima que produce un aumento de

0.001 en la absorbancia, a 350 nm,

de una mezcla de reaccién

gue posea CDNB 2.4 mM y GSH 2.4 mM, durante 1 minuto, al

incubar la mezcla a 30 "C.

CAS CONT
DLN CONT

DLN FB =

Orupo de ratas con dieta estindar de caseina.

Grupo de ratas con dieta libre de nitrdégeno.

Grupo de ratas con dieta libre de nitrégeno e

inyectadas con fenobarbital.
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