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RESUMEN

Se estudié el efecto dela alimentacién de ratas macho, cepa Wistar,desde
los 24 a los 52 dias de edad, con dietas de frijol deficienteo en aminodcidos
azufrados o suplementados con 0.8% DL-metionina y con dos concentra-
ciones de aceite de maiz, 2%y 20% (g/kg dieta), cobre el contenido de glutatién
en higado (GSH) y sobre la actividad de gama glutamil transpeptidasa renal
(GGTP) (E.C.2.3.22.). Los resultados indicaron que las ratas alimentadas con
la dieta de frijol con 2% de aceite de maiz, disminuyeron significativamente
el contenido de GSH hepitico y la actividad de GGTP renal.

La suplementacién con 0.3% de metionina y/o el incremento al 20% del
aceite de maiz en la dieta, estimularon significativamente el contenido de
GSH hepitico y 1a actividad transpeptidisica en el rifién.

Se postula que el aumento de los dcidos grasos poliinsaturados estimulé
laactividad de GGTP como una manera de aumentar la biodisponibilidad de
sustratos para sintesis de novo de GSH hepitico, necesario para la pro-
tecciéon de la formacién de hidroperéxidos atribuido‘al incremento de los
écidos gracos poliinsaturados a nivel celular.
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INTRODUCCION

El consumo diario de proteinas en las poblaciones de los paises
en vias de desarrollo resulta adecuado si se le compara con el nivel
seguro de ingesta propuesto por FAO/OMS/UNU 1985. No obstante,
las proteinas base de esas dietas habitualmente son limitantes en
aminodcidos azufrados y/o lisina. El mayor problema de los paises
pobres, en cambio, esla deficiente ingesta calérica de sus habitantes;
por ello, se ha propuesto elevar la densidad energética sobre la base
de aumentar el contenido de grasa, particularmente de aceite vege-
tal.

Los écidos grasos poliinsaturados contenidos en los aceites son
susceptibles de peroxidarse, de tal manera que un aumento en el con-
sumo de éstos incrementaria la probabilidad de formar hidro-
perdxidos a nivel celular. Para evitar esta alteracién, la célula
recurre a la accién concertada de varios sistemas de proteccién
celular, entre los cuales se encuentra el glutatién (GSH), tripéptido
cuya caracteristica estructural es contener grupos sulfhidrilo y un
enlace gama glutamilo (1). E1 GSH se metaboliza a través del ciclo
gama glutamilo, ciclo de importancia enla degradaciény sintesis del
GSH, y el que es catalizado por seis enzimas (2). La primera enzima
en la ruta del catabolismo y utilizacién del GSH es la gama glutamil
transpeptidasa (GGTP) (E.C.2.3.2.2.). El higado, por su baja actividad
transpeptidasa, exporta GSH hacia el plasma, mientras que elrifién
que est4 muy bien equipado de GGTP, utiliza efectivamente el GSH
del plasma, segmentdndolo en sus aminodcidos constitutivos, los que
vuelven a circular para una sintesis posterior de novo de GSH (2). La
actividad de la GGTP se eleva cuando se induce la utilizacién de GSH
(8). Puesto que las funciones del glutatién son la de proteger contra
losintermediarios —oxigenoreactivos,radicaleslibres y compuestos
téxicos— se debe considerar que un aumento en el nivel de glutatién
celular podria ser benéfico bajo ciertas condiciones (4).

Con estos antecedentes, estudiamos el efecto de aumentar el
consumo de aceite de maiz rico en dcidos grasos poliinsaturados
omega 6, en el contenido de GSH hepéticoy en el actividad de GGTP
renal, en ratas alimentadas con dietas elaboradas con frijol, deficien-
tes en aminodcidos azufrados, o con dietas suplementadas con metio-
nina.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 ratas macho cepa Wistar, de 22 a 24 dias de edad,
las que se dividieron en cinco grupos de ocho ratas cada uno. Cada
grupo consumié durante 28 dias una de las cinco dietas descritas en
la Tabla 1. Las ratas ‘de todos los grupos se ubicaron en jaulas indi-
viduales con libre acceso al agua bebida y ala dieta asignada. Se con-
trolé6 la temperatura (25°C), humedad (75%) y luz (12 horas de luz/12
horas de obscuridad) del vivero. Durante la experiencia se regisiro
la evolucién ponderal y la ingesta individual de cada dieta. El
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TABLA 1

COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES!

Ingredientes Dietas i
(en gramos) 1 2 3 4 5
a) Aceite maiz 20 200 20 200 100
b) Frijol solo460 460 . — —_
Frijol + 0.3% metionina _ —_— 460 460 —_
Caseina 118
Maicena 420 240 417 237 679
Celulosa 350 50 50 50 50
Vitaminas*10 10 10 10 10
Minerales** 40 40 40 40 40
DL-metionina —_ —_ 3 3 3
Total 1000 1000 - 1000 1000 1000

1 En las dietas suplementadas con DL-metionina, ésta se incorporé a
expensas de la maicena.

* lgdemezcla vitaminicacontiene:vitaminaA, 1000 U.L; vitamina D, 100
U.L; vitamina E, 10 U.L; vitamina K (menadiona), 0.5 mg; tiamina, 0.5
mg; riboflavina, 1.0 mg; piridoxina, 0.4 mg; 4cido pantoténico, 4.0 mg;
niacina, 4.0 mg; colina, 200 mg; inositol, 25 mg; dcido para aminoben-
zoico, 10 mg; vitamina B ., 2 ug.; biotina, 0.02 mg y dcido félico, 0.2 mg.

** Mezcla de minerales g/kg dieta: CaCO,, 12.2; K,HPO,, 13.1;
CaHPO 2H.0, 3.1; NaCl, 6.8; MgSO,. 7H,0, 4.1; citrato férrico, 0.41;
MnSO,, 0.2; ZnCl, 0.030; CuSO,, 0.02; KI, 0.004; COCl,, 0.001; KAl (SO,
0.0002; NaF, 0.004; Na SeO,, 0.0008.

a) Elaceite de maiz usado en esta experiencia estaba libre de peréxidos.

b) Elfrijol se preparé sometiéndolo a remojo previo de 12 horas. El agua

de remojo se descarté y se reemplazé por agua fresca en la que se
cocieron durante 2 horas a ebullicién. El poroto blando se secé en co-
rriente de aire caliente, luego se transformé en un polvo fino previa
molienda en un molino Thomas-Wiley.

Grupo 5 —cuya dieta fue caseina suplementada con 0.3% DL-metio-
nina— se consideré como control. Las dietas se prepararon una vez
alasemanayfueron almacenadasde inmediato en cdmara frigorifica
a —20°C. Cada dieta se proporcioné diariamente ad libitum, y cada
maiiana se descarté todolo que elanimal habiadejadoen el comedero
el dia anterior.

Despuésde 28 dias de iniciarla experiencia, todaslasratasfueron
sacrificadas previo ayuno de 12 horas. Se les extrajo sangre por
puncién cardiaca usando heparina como anticoagulante, y los higa-
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dos se eliminaron rdpidamente para determinar su contenido de
GSH, segiin Reed et al. (5). Se extrajeron los rifiones, se homogenei-
zaron en buffer Tris 0.1 M, pH 8.0,y se determiné la actividad de GGTP
en el sobrenadante, de acuerdo a la técnica de Meister y Tate (6). La
proteina del sobrenadante se estableci6 segiin Lowry et al. (7). Luego,
se calcul6 el promedio y la desviacién estdndar de los resuitados, y
se aplicé 1a prueba “t” de Student para determinar las significancias
entre los promedios.

RESULTADOS

La ingesta de proteina, aminodcidos azufrados, dcidos grasos
poliinsaturados y alfa tocoferol en los cinco grupos de ratas, se
informa en la Tabla 2. Segun se observa, los Grupos 1, 4 y § consu-

TABLA 2

INGESTA DE PROTEINA, AMINOACIDOS AZUFRADOS ACIDOS GRASOS
POLINSATURADOS Y TOCOFEROL (VIT. E) DURANTE 28 DIAS
EN LOS CINCO GRUPOS EXPERIMENTALES

Proteina Aminodcidos AGPI* Tocoferol
No. Grupos (g/28 dias) azufrados (g/28 dias) (mg/28 dias)
{mg/28 dias)
d a a a
1- Frijol+ 27.96 + 8.22 522 + 60.1 3201+ 038 28.65+3.30
2% aceite ‘
maiz
a a b a
2- Frijol + 21.81t 2.48 4081+ 432 23572+272 80.53+3.23
20% aceite
maiz
b b a b
3 - Frijol + 40.53 + 4.72 1,884+ 219 460+ 0.54 40.07 £ 4.67
0.3% metio-
nina + 2%
aceite maiz
c b b b
4- Frijol+ 26.93 + 5.44 1,300+ 263 31.80+6842 37.74117.62
0.3% metio-
nina + 20%

aceite maiz

d c c
8- Caseina + 28.83 + .81 1,881+ 226 1924+ 231 38885 +5.1
0.3% metio-
nina + 10%
aceite maiz

Valores promedio t+ desviacién estindar de 8 animales por grupo.

Las diferencias de los promedios analizados verticalmente que no tienen
letra comin, son estadisticamente significativas (P < 0.05).

Si la misma letra figura sobre el promedio, las diferencias entre los prome-
dios no son estadisticamente significativas.

* AGPI = Acidos grasos poliinsaturados omega 6.
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mieron cantidades similares de proteina. El Grupo 2, cuya dieta con-
tenia 20% de aceite de maiz, consumié significativamente menos
proteina, y el Grupo 3, suplementado con metionina y con 2% de
aceite de maiz, consumié significativamente més proteina que los
otros cuatro grupos. La ingesta de lipidos estuvo directamente rela-
cionada con el contenido de aceite de las diferentes dietas. La ingesta
de alfa tocoferol fue similar en los Grupos 1y 2, y significativamente
menor que en los otros tres grupos.

La Tabla 3 da cuenta del peso del higado y el contenido de GSH
en sangre e higado, después de 28 dias de alimentar a cada uno de los
cinco grupos con sus respectivas dietas. Puede advertirse que el

TABLA 3

PESO DEL HIGADO, CONTENIDO DE GLUTATION (GSH)
EN HIGADO (umol/g) Y EN SANGRE (umoVml) DESPUES DE
28 DJIAS DE ALIMENTAR CON CINCO DIETAS

EXPERIMENTALES
G Peso higado GSH higado GSH sangre
rupos (g/28 dias) (umolg) (umol/ml)
a* a a
1. Frijol+2% 3.80 + 0.45 0.873 + 0.21 1.095+ 0.11
aceite maiz
a b b
2 - Frijol + 20% 38.08 + 0.65 149 027 0.667 + 0.10
aceite maiz
b b a
8- Frijol + 0.3% 6.65 + 1.08 148 +0.39 0.987 £ 0.10
DL-metionina +
2% aceite maiz
b c b
4- Frijol + 0.3% 6.24 +1.03 2.73 +1.02 0.739 + 0.11
DL-metionina +
20% aceite maiz
b d b
5- Caseina + 0.3% 6.45 + 1.09 3.78 +0.64 0.754 + 0.11

DL-metionina +
10% aceite maiz

* Valores promedio + desviacién estindar obtenida de 8 animales en cada

grupo.
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tamaiio del higado de los grupos suplementados con 0.3% de metio-
nina duplicé el peso delos grupog deficientes en aminodcidos azufra-
dos. El contenido de GSH hepdtico del Grupo 1 que consumid dieta
con frijol y 2% de aceite, se encontré significativamente disminuido
respecto a los otros cuatro grupos. El contenido de GSH en higado se
elevé en los grupos con frijol suplementado con metionina y en los
grupos que aumentaron el consumo de aceite de maiz del 2% al 20%;
sin embargo, esa alza no alcanzé el contenido del Grupo Control
(Grupo 5).

La concentracién de GSH en sangre total se encontré mds altaen
los grupos que consumieron la dieta con 2% de aceite y significativa-
mente m4is baja cuando el contenido de aceite de 1a dieta ascendié al
20%, disminucién que dio valores similares a los del Grupo Control.

La actividad de GGTP renal y el peso de cada rifién se exponen
en la Tabla 4. La actividad especifica de la enzima (umol/de sustrato
transformado/mg proteina) fue similar en los cinco grupos con dife-

TABLA 4
PESO RINON Y ACTIVIDAD DE GAMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA
(GGT) EN RINON DE RATAS ALIMENTADAS CON
CINCO DIETAS EXPERIMENTALES

Actividad de gama glutamil transpeptidaco (GGT)

Grupos GGT GGT Peco rifién
(umol/g 6rganc) (umol/mg prot-1) (mp/1 rifién)
8‘
1- Frijol + 2% aceite 329 + 51.7 9.67 + 1.56 364+ 60
maiz
b
2 - Frijol + 20% aceite 442+ 71.2 9.93 + 1.93 442+ 171
maiz
c
8. Frijjol + 0.3% DL- 409 + 44.5 9.45 + 1.08 637 + 61
metionina + 2%
aceite maiz
b
4 - Frijol + 0.3% DL- 448 + 572 9.73 + 2.00 612188
metioninag + 20%
aceite maiz
b
§ - Caseina + 0.3% DL- 387+ 77.0 9.13+1.72 581+ 66
metionina + 2% '
aceite maiz

* Promedio + desviacién estindar de 8 animales en cada grupo.
Lasdiferencias de los promedios analizados que no tienen la misma letrn
sobreescrita son estadisticamente significativas (P < 0.05). Los que
tienen la misma letra sobreescrita sobre el promedio no con es-
tadisticamente significativas.
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rentes tratamientos dietéticos. La actividad de la enzima expresada
por gramo de érgano se vio estimulada por la suplementacién de la
dieta con 0.3% de metionina, y por el incremento del contenido del
aceite de maiz de las dietas consumidas por los Grupos 2 y 4,
alcanzando en estos grupos actividades comparables al Grupo Con-
trol. El peso de los rifiones se duplicé en los tres grupos que consu-
mieron dietas suplementadas con metionina, respecto a los grupos
cuyas dietas no fueron suplementadas con metionina.

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el consumo de una
dieta preparada con proteina de frijol y con 2% de aceite de maiz dis-
minuy6 el contenido de GSH hepsdtico y la actividad de GGTP renal,
pero aumentd significativamente el contenido de GSH en sangre, Al
suplementar la dieta de frijol con metionina y/o con 20% de aceite de
maiz, 1a concentracién de GSH en el higado, y la actividad transpep-
tiddsica renal aumentaron significativamente, y simultdneamente
disminuyé la concentracién de GSH en sangre.

El alza del contenido de glutatién hepético por efecto del incre-
mento de la metionina dietética de 0 a 0.8%, ha sido comunicada por
Seligson y Rotruck (8).

En este estudio 1a magnitud del aumento en el contenido de GSH
hepitico de las ratas alimentadas con la dieta de frijol fue igual, ya
sea que la dieta se suplementara con 0.3% de DL-metionina o si se
aumentara el contenido de aceite de maiz de 2% a 20%. Se observa un
efecto aditivo cuando en la misma dieta se incrementa el contenido
de aminodcidos azufrados y dcidos grasos poliinsaturados.

Estudios in vitro han demostrado que la enzima GGTP es mucho
mds activa en catalizar la ruptura del GSH cuando se agregan ami-
nodcidos aceptores, sin deprimir los niveles de GSH, presumible-
mente debido a su rdpida resintesis (9).

En el presente estudio, la mayor actividad de la GGTP se asocié
aun alza del GSH hepético y a un descenso de GSH en sangre, cuando
las dietas se suplementaron con metionina y/o con aceite de maiz.

El estimulo en el contenido del GSH hepético exhibido por los
grupos que consumieron dietas altas en aceite de maiz, podria
atribuirse a una mayor necesidad intracelular de este tripéptido en
el higado, como una manera de protegerse contra la toxicidad de los
peréxidos provenientes del aumento de poliinsaturados en el medio.

Izaki, Yoshikawa y Uchiyama (10), estudiaron el efecto de la
ingesta de aceites oxidados por un proceso térmico y demostraron
que el GSH hepdtico aumenté significativamente en proporcién al
grado de oxidacién de los aceites recalentados, en comparacién con
el Grupo Control.

Por otra parte, el hallazgo del estimulo de 1a actlvxdad de GGTP
renal, asociada al aumento del consumo de dcidos grasos poliinsatu-
rados, hace reflexionar acerca de si el nivel de GSH hepdtico es
regulado por la GGTP cuando en el medio aumentan las sustancias
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téxicas o extraiias como son los 4cidos grasos poliinsaturados peroxi.
dados, o si el incremento en consumo de dcidos grasos altamente
poliinsaturados cambia la composicién lipidica de la membrang
plasmadtica, influenciando la actividad de proteinas asociadas a
dicha membrana. Robblee y Clandinin demostraron cambios en la
actividad de 1a ATPasa mitocondrial cardiaca en ratas alimentadas
con dietas que tenian un contenido elevado de aceite de soya (11).

A juicio de los autores, estos resultados abren una interesante
perspectiva para considerar la interrelacién entre los diferentes
items de la dieta, particularmente en el caso de aquellas poblaciones
cuya dieta es deficiente en aminodcidos azufrados, y donde se re-
comienda aumentarla densidad energéticadela dietaabase de grasa
poliinsaturada.

SUMMARY

EFFECT OF INCREASING DIETARY POLYUNSATURATED
FATTY ACIDS (OMEGA 6) ON THE CONTENT OF GLUTATHION
IN LIVER AND GAMMA GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE
ACTIVITY IN KIDNEY, IN RATS

The effect of feeding 24 to 52-days-old male rats of the Wistar strain, with
beans diet deficient in sulfur-containing amino acids or supplemented with
0.3% DL-methionine and two corn oil concentrations, 2% and 20% (g/kg/diet),
on the glutathione content (GSH) in liver, and on the renal gamma glutamyl
transpeptidase (GGTP) (E.C.2.3.2.2) activity was studied. Results indicated
that rats fed the bean diet with 2% corn oil decreased significantly the liver
GSH content and GGTP renal activity.

Supplementation with 0.3% methionine and/or the 20% increment of the
diet corn oil, significantly stimulated the liver GSH content and the transpep-
tidase activity in the kidney.

It is postulated that the increase of polyunsaturated fatty acids, stimu-
lated the GGTP activity as a way of increasing substrate bicavailability for
synthesis de novo of liver GSH, necessary for the protection of the hydrop-
eroxides formation, attributed to the increment of polyunsaturated acids at
cellular level.
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