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Abstract

The objective of this study was to compare protein concentration (PC), adenosine 5'-triphosphate (ATP) and
reduced glutathion (GSH), as well as the specific enzymatic activities of transferase of glutathion (SEA-TG),
and gamma-glutamyl-transferase (SEA-GGT) in liver and kidney homogenates of broilersand rats. Due to the
fact that these processes are involved in the detoxification process of the cells, twenty-five four-week-old
broilers, and twenty-five 35 day-old rats were divided at random in five groups. Animals were weighed,
anesthetized, and perfused using chicken buffer solution, and their liver and kidneys were removed. Samples
from both tissues were taken and homogenized in a buffer solution (4°C). Aliquots were made and stored at
—-25°C until analyzed. Protein concentration (mg/g of tissue), ATP (ng/mg of tissue), and GSH (Mol/mg of
tissue) were determined. AEE-TG and AEE-GGT were measured. Data was analyzed by the analysis of
variance (ANOVA), and the multiple comparison means was obtained through the Tukey test. ATP and GSH,
as well as SEA-GGT-and SEA-TG concentrations were significant among species and tissues (P < 0.01). PC
among species in both tissues did not show significant differences (P > 0.05), while that among the tissues of
the same species proved to be different (P < 0.01). Results of the comparison of the studied species suggest,
in general, discrepancy between species, and the possible difference of response of cellular detoxification
mechanisms in presence of xenobiotics.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue comparar la concentracion de proteinas (CP), trifosfato de adenosina (ATP) y
elglutatiénreducido (GSH), asi como lasactividades enzimaticas especificas de transferasa de glutation (AEE-
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TG)ygammaglutamiltransferasa (AEE-GGT),enhomogeneizados de higado y rifion de pollosy ratas. Debido
a que estos procesos se encuentran involucrados en los procesos de destoxificacion de las células, se
seleccionaron 25 pollos de cuatro semanas de edad y 25 ratas de 35 dias de edad, que fueron repartidos al azar
en cinco grupos. Después de que se les peso, se anestesiaron y se les aplicé solucién amortiguada; el higado
y los rifiones fueron removidos para obtener las muestras de ambos tejidos, los cuales se homogeneizaron en
Tris-HCI 200 mM. Se hicieron alicuotas y se almacenaron a—-25°C hasta su uso. Se determiné la concentracion
de proteinas (mg/gdetejido),el ATP (ng/mgde proteina) y el GSH (Mol/mg de tejido). Se midieron las AEE-
TGy AEE-GGT. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de diferencia de
medias por medio del método Tukey. La concentracion del ATP y el GSH, asi como las AEE-GGT y AEE-TG
fueron significativas entre las especies y los tejidos (P < 0.01). Las CP entre las especies en ambos tejidos no
mostraron diferenciassignificativas (P >0.05), mientras que entre los tejidos de las mismas especies silos hubo
(P <0.01). Los resultados obtenidos en esta comparacion de las especies bajo estudio sugieren, en general,
diferenciasentreellas, lo que asu vez también indica la posible diversidad en larespuesta de los mecanismos
de destoxificacidn celular en presencia de xenobioticos.

Palabras clave: POLLOS, RATAS, GSH, AEE-TG, AEE-GGT, ATP, PROTEINA.

Introduction

% he liver is the largest gland in the organism,
between 2% to 5% of the bodyweight; while the
kidneys only represent between 0.05% and
0.01%. Nevertheless, the biotransformation of toxic
substances and their excretion as a protection
mechanism of the body constitutes the mostimportant
metabolic functionthatthese twoorgansdoasagroup.!

The substances within the portal system, which
include metabolites and toxic materials, are received
by macrophages and the hepatocytes in order to be
metabolically processed and later returned to the vas-
cular systemto be picked up by the kidneyswhere they
can then be reprocessed and excreted.?

Xenobiotics are biotransformed by cytochrome P-
450 (CYP450) of the hepatic mono-oxigenase systemto
produce highly reactive compounds,?3which have a
powerful electrophilic attraction towards deoxyribo-
nucleic acid (DNA), albumin and other macromole-
cules.2* The elimination pathway is the glutathione
transferase (GT) which catalyzes the conjugation with
GSHsand is then excreted as a non-toxic form of mer-
capturic acid in bile.*” GSH represents the most abun-
dant endogenous antioxidant involved in numerous
vital functions of the cell.2°Cysteine is the main amino
acid for GSH synthesis, whichisareaction catalyzed by
gamma glutamyl-cysteine-synthetase (GGCs) and is
considered of limiting velocity in GSH synthesis.** The
levels of intracellular cysteine can be influenced by
high levels of gamma-glutamyl-cysteine,** or by an
amino acid transportsystem like the gamma-glutamyl
cycle.2Ifthe levels of GSH are maintained, cell damage
tends to be less because the activity of the reactive
species produced by a xenobiotic can be reduced.® In
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Introduccion

% | higado es la glandula de mayor tamafio en el
organismo, entre 2% y 5% del peso corporal,
¢ mientrasqueelrifndnsolorepresentaentre0.05%
y 0.1%. Sinembargo, labiotransformacion de sustancias
téxicas y su excrecién como un mecanismo de protec-
cién parael organismo constituye lafuncion metabolica
mas importante que realizan estos dos érganos en su
conjunto.?

Las sustancias dentro del sistema portal, que inclu-
yenmetabolitosy materiales téxicos, son recibidas por
los macréfagos y los hepatocitos para ser procesados
metabdlicamente y ser vertidos a la circulacion para
llegar al rifion y ahi ser nuevamente procesadas y
excretadas.!

Losxenobidticos son biotransformados por el citocro-
mo P-450 (CYP450) del sistema de monooxigenasas
hepéticas a compuestos altamente reactivos,?® con po-
derosaatraccionelectrofilicahaciael 4&cido desoxirribo-
nucleico (ADN),albuminay otras macromoléculas.?*La
via de eliminacién es la transferasa de glutation (TG),
catalizadora de laconjugacién conel GSH®y eliminada
como un compuesto no téxico en forma de &cido mer-
capturico en la bilis.” El GSH representa el mas abun-
dante antioxidante endégeno involucrado en numero-
sas funciones vitales de la célula.®® La cisteina es el
principal aminoacido para lasintesis de GSH, lacual es
catalizada por la gammaglutamil-cisteina-sintetasa
(GGCs) y es considerada de velocidad limitada en la
sintesis de GSH.* Los niveles de cisteina intracelular
pueden ser influidos por altos valores de gammagluta-
mil-cisteina,!! o0 por un sistema de transportacion de
aminoéacidos como el ciclo gamma-glutamilo.’? Si los
niveles de GSH se mantienen, el dafio celular tiende a




mammals, the liver isthe central organ for GSH metab-
olism, which is usually found in high concentrations,
and could provide GSH to other organs by inter-organ
circulation.®!! Nevertheless, in chickens hepatic GSH
represents only 25% to 50% of the amount found in
mammals.*** The low GSH concentrations and their
increase in relation to age are unique to chickens, or
characteristicofbirdsingeneral,and are notaltogether
well known.®

Althoughthe elimination of xenobiotics by conjuga-
tionwith GSH representsanirreversible loss of endog-
enous GSH, studies in chickens and rats'®'® have
demonstrated that the hepatic level of GSH increases
in response to treatment with some toxic substances
(for example aflatoxins). The changes in hepatic and
renal GSH concentrations in domestic birds asaconse-
guence of treatment with certain toxic substances has
been little studied.?

Considering the information mentioned above, the
present work was done with the main objective of
characterizing, and comparing GSH concentrations
and the specific enzymatic activities of glutathione
transferase (SEA-GT)and gamma-glutamyl-transferase
(SEA-GGT)inliver and kidney homogenates of Avian
and Farm broiler breeds and Wistar rats.

Materials and methods

The present work was done in the Zootechnical Post
of the Agricultural and Livestock Science Center of
the Autonomous University of Aguascalientes, which
islocated to the northwest of Aguascalientes City. Itis
located at 21° 57’ 40” latitude and 102° 22’ 30” longi-
tude, 9 km out, in a rural area, at 1936 momsl. The
climatic conditions are dry-temperate, with an aver-
age annual temperature of 16.9 °C and 475 mm of
mean annual rainfall.

For this study we used 25 four-week-old male
broilers of the Avian and Farm breeds, and 25 male
wistar rats of 35 days of age. The average weight was
of 750+ 11.2 g and 152.9 * 9.20 g, respectively. In
orderto evaluate the group effect on the animals, they
weredistributed at random into five groups (five per
group). The chickens were vaccinated against Marek,
Newcastle, Bronchitis and Gumboro, in accordance
with the immunization calendar of the region. The
rats were not vaccinated.

The chickens were kept in a natural environment
pen with cement floors, wood shaving bedding, and
conventional initiation and finishing equipment, while
the rats were kept in cages. The feed of the chickens
was based on the requirements established by the
NRC? tables with 22% protein and 2 900 (Kcal/Kg) of
metabolic energy. The rats were fed a commercially
available feed* specially formulated for laboratory

ser menor porque laactividad de las especies reactivas
producidas por un xenobiotico podria reducirse.*®* En
mamiferos, el higado constituye el drgano central parael
metabolismo de GSH, que se encuentra generalmente
enaltas concentraciones, y podria proveer GSH a otros
tejidos via circulacién interérganos.®'* En pollos, sin
embargo, el GSH hepatico representa solo del 25% al
50% del que se encuentra en mamiferos.’** Las bajas
concentraciones de GSH y el incremento relacionado
con laedad son Unicos en los pollos, o caracteristico de
las aves en general, y no son del todo bien conocidas.

Aunque laeliminacion de xenobidticos por conjuga-
cion con GSH representa una pérdida irreversible de
GSH enddgeno, estudios en pollos? y ratas'®!® han
mostrado que el nivel de GSH hepético se incrementa
en respuesta al tratamiento con algunos toxicos (por
ejemplo, aflatoxinas). Los cambiosen laconcentracion
de GSH hepético y renal en aves domeésticas, como
consecuencia del tratamiento con ciertos toxicos, han
sido pocoestudiados.?

Considerando la informacién anterior, el presente
trabajo fue realizado con el objetivo principal de carac-
terizar y comparar laconcentracion de GSH y las acti-
vidades enzimaticas especificas de la transferasa de
glutation (AEE-TG) y de lagammaglutamiltransferasa
(AEE-GGT),enhomogeneizados de higadoy rifidn de
pollos de raza Aviany Farm, y ratas de raza Wistar.

Material y métodos

El presentetrabajosellevdacaboen laPostaZootécnica
del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universi-
dad Auténomade Aguascalientes, que se encuentraal
noroeste de laciudad de Aguascalientes, aunalatitud
21° 57" 40” y longitud 102° 22’ 30”, a9 km, en un area
rural y 1936 msnm, bajo condiciones de climatempla-
do-seco, latemperatura mediaanual es de 16.9°C, con
475 mm de precipitacién media anual.

Para la realizacidon de este trabajo se utilizaron 25
pollos machos de estirpe Avian y Farm, de cuatro
semanasdeedad, y 25 ratasmacho de larazaWistar, de
35 dias de edad, con peso promediode 750+ 11.2 gy
152.9 +9.20 g de peso, respectivamente. Para evaluar
el efecto de grupo los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en cinco grupos (cinco por grupo). Los
pollos se vacunaron contra Marek, New Castle, bron-
quitis y gumboro, de acuerdo con el calendario de la
region, mientras que las ratas no se vacunaron.

Lasaves se alojaron en unacaseta de ambiente natu-
ral, en pisos de cemento con camadeaserrinconequipo
convencional de iniciacién y finalizacion, mientras que
las ratas fueronalojadasenjaulas. Laalimentacion de las
avesfuecon base enlosrequerimientosestablecidos por
lastablas del NRC# con 22% de proteinay 2 900 (Kcal/kg)
deenergiametabolizabley lasratasconalimentocomer-
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animals with 23% protein and 3% fat. The animals
were provided with free access to food and water.

All of the chickens and rats from the five groups
were weighed and anesthetized with sodium pento-
barbital (25 mg/kg of live weight, 1.VV) and inhaled
ether, respectively. Once all of the animals were slaugh-
tered, in both species an incision was made in the
ventral medial area of the abdomen in order to locate
the liver and kidneys, as well as an incision in the
thoracic region to expose the heart. Ringer pH 7.4
solution was applied throught the left auricle for ten
minutes; afterwards the organs were thoroughly
cleaned with the same solution at4 °C.

Tissuesampleswere obtained and they were homog-
enizedwithaTris-HCI200mM 1:10 (p/v) pH 7.4 buffer
solution; aliquots were prepared and frozen at -25 °C
until they were to be used. Later the data of the absolute
and relative weights of the organs, and the levels of PC,
ATP and GSH, as well as SEA-GT and SEA-GGT were
obtained.

The PC determinations were done according to the
method described by Lowry et al.,?? as modified by
Peterson® using a UV-visible spectrometer,** bovine
serum albumin (BSA) was used as a standard for the
proteinmeasurementsata 750 nmabsorption. The ATP
concentration was determined using the spectrometer
method described by Adams,?*and the GSH concentra-
tion was determined using the spectrofluorometric
method recommended by Cohn & Lyle.?® For measur-
ing GSH concentration, orthoftaldehide (OHT) was used
as an indicator, at an excitation absorption wavelength
of 350t0 420-nmwith aluminescence spectrofluorome-
ter.*** SEA-GT level was obtained by using the spec-
trometer method described by Habig® using 2,4 dichlo-
ronitro-bencene (CDNB) at a 340-nm absorption. SEA-
GGT level was determined by using the spectrometer
method described by Glossman & Neville?” using pa-
ranitronalide (pNA) asindicatorata410-nmabsorption.

The data obtained for each variable was analyzed
through variance analysis (ANOVA) according to a
completely randomdesignand Tukey’s multiple com-
parison means, by using a statistical analysis system
(SAS) on a personal computer.?®

Results

The protein concentrationsin hepaticand renal tissues
did not show significant differences between both
species (P >0.05), but there were significant statistical
differences between organs of the same speciesin both
animal groups (P < 0.01). On the other hand, the total
protein in the hepatic tissue in the chickens was 20%
greater than that of the rats.

The values obtained for ATP in hepatic and renal
tissues of both species were significantly different be-
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cial* especial para animales de laboratorio con 23% de
proteinay 3% de grasa. El alimento y el agua de bebida
fueron proporcionadosalibre acceso.

Todos los pollos y ratas de los cinco grupos fueron
pesados y anestesiados con pentobarbital sédico (25
mg/kg de pesoi.v.) y éter por inhalacion, respectiva-
mente. Una vez sacrificados todos los animales se les
realizé un corte en laparte mediaventral del abdomen
para localizar el higado y los rifiones, asi como de la
region toracica para exponer el corazéon en ambas
especies; por viaauriculacardiacaizquierdase aplica-
ron soluciones Ringer pH 7.4 durante diez minutos;
posteriormente se lavaron los 6rganos minuciosamen-
te con las mismas soluciones (a 4°C).

Se obtuvieron muestras de tejidos y se homogeneiza-
ron consoluciénamortiguada Tris-HCI200mM 1:10 (p/
V) pH 7.4;se prepararonalicuotasy se congelarona—25°C
hasta su uso. Posteriormente se obtuvieron los datos de
los pesos absolutos y relativos para ambos 6rganos, las
CP,ATPyGSH,asicomolas AEE-TGy AEE-GGT.

Lasdeterminaciones de CP se obtuvieron deacuerdo
conel métododescrito por Lowryetal.,? modificado por
Peterson? con un espectrémetro UV-visible,** la alba-
minaséricabovina (ASB) se usé como estandar paralas
mediciones de proteinas a una absorcion de 750 nm; la
concentracion del ATP se determin6 mediante el méto-
doespectrométrico descrito por Adams;? laconcentra-
cién del GSH se determiné aplicando el método espec-
troflurométrico que recomiendan Cohn y Lyle,” para
medir laconcentracion de GSH se utilizé el ortoftaldehi-
do (OFT) como indicador, a una longitud de onda de
absorcidn de excitacion de 350 y de 420 nm de emision
con un espectrofluorémetro de luminiscencia;*** la
AEE-TG seobtuvo mediante el método espectrométrico
de Habig,®usandoel 2,4-dicloronitrobenzeno (CDNB)
a absorcion de 340 nm; la AEE-GGT se determind me-
diante laaplicacion del método espectrométrico descri-
topor Glossmany Neville,? utilizando la paranitroani-
lida(pNA)comoindicadora,aunaabsorciénde410nm.

Alosdatos obtenidos de cadavariable en el estudio
se lesaplicé un analisis de varianza (ANOVA) confor-
me aun disefio completamente aleatorio, y pruebasde
medias de comparacién multiple de Tukey mediante
unsistemade analisis estadistico (SAS) en unacompu-
tadorapersonal.®

Resultados

La concentracion de proteinas en tejido hepatico y
renal no mostro diferencias significativas entre ambas

* Purina.
* Varian brand, DMS 80 model.
** Perkin Elmer brand, LS50B model.
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tween both organs (P < 0.01) (Figure 1 A and B). The
livers of the rats showed 236% more ATP concentra-
tion with respect to the value found in the liver of the
chickens (P < 0.001). On the other hand, the ATP
concentration value in the kidneys of rats was 140%
greater than that observed in chickens (P <0.001). The
concentration of ATP in the hepatic tissue of the rats
was 5% greater than in the kidneys, different from
what was observed in chickens in which the ATP
concentration of the renal tissue was 33% greater with
respect to that found in the liver (P < 0.05).

The GSH concentrations found in the hepatic and
renal tissue of both species were significantly different
between both organs (P <0.05) (Figure 2 Aand B). The
GSH concentration in the liver tissue of rats and chick-
ens did not show significant differences (P >0.05). On
the other hand, in the kidneys of the rats the GSH
concentration was found to be 22.22% greater than that
of the kidneys of the chickens (P < 0.01). While in the
rats the GSH concentrations in the hepatic tissue was
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especies (P > 0.05), pero si se observé diferencia esta-
disticasignificativaentre 6rganos de lamismaespecie
para ambos grupos de animales (P < 0.01). Por otra
parte, la proteinatotal del tejido hepatico en los pollos
fue 20% mayor que el de las ratas.

Los valores obtenidos de ATP en tejido hepético y
renal de ambas especies fueron significativamente di-
ferentes entre ambos 6rganos (P < 0.01) (Figural Ay
B). Los higados de las ratas mostraron 236% mas de la
concentraciéonde ATP conrespectoal encontradoenel
higado de pollo (P <0.001). Por otra parte, en el rifién
de las ratas el valor de la concentracion del ATP fue
140% mayor que el observado en los pollos (P <0.001).
Laconcentracién del ATP entejido hepético de ratafue
5% mayor con respecto al rifion, a diferencia de lo que
se observd en pollos, enlos cuales laconcentracion del
ATP en tejido renal fue mayor en 33%, con respecto al
encontrado en el higado (P < 0.05).

Las concentraciones obtenidas de GSH en tejido
hepatico y renal de ambas especies fueron significati-
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Figura 1. Concentracion de trifosfato de adenosina (ATP) en homogeneizados de tejido hepético (Figura 1 A) y renal (Figura 1 B) de ratas de 35
dias de edad (O) y pollos de engorda de cuatro semanas de edad (M) (ng/mg de proteina) (P <0.001). Medias y error estdndar de la media (EEM)
de los cinco grupos de animales (n = 5/grupo). Comparacion de medias por el método Tukey.

Adenosine triphosphate concentration (ATP) in hepatic tissue (Figure 1 A) and renal tissue (Figure 1 B) homogenates in 35 day old rats () and
four week old broilers (l) (ng/mg de protein) (P < 0.001). Means and standard deviations from the mean (SDM) of the five animal groups (n
=5/group). Tukey’s multiple mean comparison.
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Figura 2. Concentracion de glutation reducido (GSH) en homogeneizados de tejido hepatico (Figura 2 A) (P > 0.05) y renal (Figura 2 B) (P <
0.05) de ratas de 35 dias de edad (O) y pollos de engorda de cuatro semanas de edad (ll) (hMoles/mg de proteina). Medias y error estandar de
la media (EEM) de los cinco grupos de animales (n = 5/grupo). Comparacion de medias por el método Tukey.

Reduced glutathione (GSH) in hepatic tissue (Figure 2 A) (P > 0.05) and renal tissue (Figure 2 B) (P < 0.05) homogenates in 35 day old rats (0J)
and four week old broilers (ll) (nMols/mg de protein). Means and standard deviations from the mean (SDM) of the five animal groups (n =5/
group). Tukey’s multiple mean comparison.
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471.42% greater in respect to that found in the kidneys
(P < 0.01). Furthermore, in the chickens the GSH
concentration in liver homogenate was 563.33% great-
er than theamount found in the kidney homogenate (P
< 0.01).

For SEA-GT, significant statistical differences were
found between the liver and kidney tissues of chickens
and rats (P < 0.01) (Figure 3 A and B). In chickens the
SEA-GT in hepatictissue was 22.22% greater than that
found in the kidney (P < 0.05), while in the rats we
found the contrary given that the SEA-GT in renal
tissue was 56.25% greater than the amount found in
hepatic tissue (P < 0.01). On the other hand, the SEA-
GT of the hepatic and renal tissue was found to be
greater in chickens than in rats, with 243.75% and 80%
respectively (P < 0.01).

The SEA-GGT level in rat kidneys was statistically
greater than in the liver (401.15%) (Figure 4 A and B).
While inthe chickensthe SEA-GGT level was found to
be 420% greater in the liver than in the kidneys (P <
0.01). Furthermorethe SEA-GGT level in hepatic tissue
was found to be greater in the chickens (73.33%) with
respect to that of the rats (P < 0.01). While in the renal
tissue the SEA-GGT in rats was 1,400% greater in
respect to the amount found in chickens (P < 0.01).

Discussion

In order to evaluate the functionality of the selected
tissues, tests for determining protein concentrations
were carried out. Quezadaet al.,” report that the pro-
teinvaluesfor liver and kidney homogenates of chicken
and ratare withinan 18%to 20% and 14%to 16% range
respectively. In this study, the values for the liver and
kidney were found to be 18.5+ 1.3% and 15 + 0.7% for
ratsand chickens respectively. These datasuggest that
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vamente diferentes entre ambos 6rganos (P < 0.05)
(Figura 2 Ay B). La concentracion del GSH en tejido
hepatico de las ratas y los pollos no mostré diferencias
(P > 0.05). Por otro lado, en el rifién de las ratas esta
concentracion de GSH se encontrd con un incremento
de 22.22% respecto del rifion de los pollos (P < 0.01).
Mientras que en las ratas la concentracion de GSH en
tejido hepatico fue 471.42% mayor con respecto al
encontrado en rifion (P < 0.01). Por otro lado, en los
pollos laconcentracion de GSH en homogeneizado de
rifion fue 563.33% mayor con respecto al homogenei-
zado de rifién (P < 0.01).

Seencontrarondiferenciasestadisticassignificativas
entrelostejidos hepéaticoy renal de los pollosy ratas (P
<0.01) (Figura3 Ay B), en pollos la AEE-TG en tejido
hepatico fue 22.22% mayor que laencontradaenrifién
(P < 0.05), mientras que en las ratas se encontré lo
contrario, dado que la AEE-TG en tejido renal fue
56.25% mayor con respecto al tejido hepatico (P <
0.01). Por otro lado, la AEE-TG del higado y el rifién
mostro ser mayor en los pollos que en las ratas, con
243.75% y 80%, respectivamente (P < 0.01).

La AEE-GGT enrifion de las ratas se mostré mayor
estadisticamente con respecto al higado (401.15%) (Fi-
gura4 Ay B). Mientras que en los pollos se encontré
que la AEE-GGT del higado fue mayor 420% con res-
pectoal rifidn (P<0.01). Porotraparte, laAEE-GGTen
tejido hepatico se mostré mayor en los pollos (73.33%)
con respecto al de las ratas (P <0.01). Mientras que en
el tejido renal la AEE-GGT en ratas fue mayor 1 400%
con respecto a la encontrada en los pollos (P <0.001).

Discusioén

Paravalorar lafuncionalidad de los tejidos selecciona-
dos, se realizaron pruebas para determinar la concen-
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Figura 3. Actividad enzimatica especifica de la transferasa de glutation (AEE-TG) en homogeneizados de tejido hepatico (Figura 3 A) y renal
(Figura 3 B) de pollos de engorda de cuatro semanas de edad (H) y ratas de 35 dias de edad (O0) (mMoles de CDNB/min/mg de proteina) (P <
0.001). Medias y error estandar de la media (EEM) de cinco grupos de animales (n = 5/grupo). Comparacion de medias por el método Tukey.
Specific enzymatic activity of glutathione transferase (SEA-GT) in hepatic tissue (Figure 3 A) and renal tissue (Figure 3 B) homogenates in four
week old broilers () and 35 day old rats (00) (mMols of CDNB/min/mg of protein) (P < 0.001). Means and standard deviations from the mean
(SDM) of the five animal groups (n = 5/group). Tukey’s multiple mean comparison.
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Figura 4. Actividad enzimaética especifica de gamma-glutamiltranspeptidasa (AEE-GGT), en homogeneizados de tejido hepatico (Figura4 A) y
renal (Figura 4 B) de pollos de engorda de cuatro semanas de edad (M) y ratas de 35 dias de edad (O) (Panel B) (nMoles de pNA/min/mg de
proteina) (P < 0.001). Medias y error estandar de la media (EEM) de cinco grupos de animales (n = 5/grupo). Comparacion de medias por el

método Tukey.

Specificenzymaticactivity of gamma-glutamiltranspeptidase (SEA-GGT) in hepatic tissue (Figure4 A) and renal tissue (Figure 4 B) homogenates
in four week old broilers (H) and 35 day old rats (O) (Panel B) (nMols of pPNA/min/mg of protein) (P < 0.001). Means and standard deviations
from the mean (SDM) of the five animal groups (n = 5/group). Tukey’s multiple mean comparison.

the integrity of the tissues was maintained throughout
the study and that the changes observed in all of the
other variables measured could be considered as a
normal function of the studied species and organs.

Given that two ATP dependant enzymes synthe-
size GSH,*the ATP concentrations were measured in
orderto characterize the GSH values. Inrats, the ATP
value registered was of 1.45 Mol/mg of hepatic tis-
sue.® The results of the present study differ from
those of said authors due to the fact that the values
observedin hepatictissue were of 9.75inrats, whilein
chickens there were 2.75 ng/mg of tissue, value that
had not been registered up to now. Furthermore, in
renal tissue the values were observed in the 12.0 and
5.0 ng/grange for ratsand chickens respectively. For
both species the ATP values were greater in renal
tissue than in hepatic tissue (P < 0.05). Considering
that the synthesis of GSH depends on two enzymes
thatdepend upon ATP itis possible toassumethatthe
renal tissue has better conditions in order to synthe-
size GSH. These results also indicate that there are
differences among species and tissues because the
values were greater in rats than in chicken (P <0.05).
These data suggest that the kidney of the rat could
have a greater capacity to produce ATP than that of
the chickens; therefore it is possible to suppose that
the detoxification activity of the kidney could be more
efficient in rats than in chickens.

Although GSH is the main tiolic tripeptide com-
pound in cells from mammals and other animal spe-
cies, it has not been fully studied in birds.* Its general
function includes the protection of cells against free
radicals (FR), reactive oxygen species (ROS) and en-
dogenous and exogenous toxic compounds. Xenobiot-
icsare compounds thatcause harmand produce FR,5%2

tracion de proteinas. Quezadaetal.® informan quelos
valoresde proteinas paraloshomogeneizados de higa-
doyrifion en pollosy ratas se encuentran en un rango
de 18%a20%Yy de 14% a 16%, respectivamente. En este
estudio, losvaloresdel higadoyrifién fueronde 18.5+
1.3%y 15+ 0.7% paralas ratasy los pollos, respectiva-
mente. Estos datos sugieren que la integridad de los
tejidos se mantuvo a través del ensayo y que los cam-
bios observadosen las otras variables medidas pudie-
ran ser consideradas como una funcion normal de las
especiesy organos estudiados.

Debidoaqueel GSH essintetizado por dosenzimas
dependientes de ATP,* se midieron las concentracio-
nes de ATP para caracterizar los valores de GSH. En
ratas, el valor de ATPregistradofue de 1.45 Mol/mgde
tejido hepatico en ratas.® Los resultados del presente
trabajo difieren de los de estos autores, ya que los
valoresobservados entejido hepéatico fueronde9.75en
ratas, mientras que en pollos fue de 2.75 ng/mg de
tejido, valor que no ha sido registrado a la fecha. Por
otraparte, entejido renal estos valores fueron observa-
dos en rangos de 12.0 y 5.0 ng/g de tejido en ratas y
pollos, respectivamente. Paraambas especies los valo-
res de ATP fueron superiores en tejido renal que en el
hepatico (P < 0.05), considerando que la sintesis de
GSH depende de dos enzimas donde interviene el
ATP, es posible suponer que el tejido renal tiene mejo-
res condiciones para llevar a cabo la sintesis del GSH.
Estos resultados también indican que existen diferen-
cias entre especies y tejidos, ya que los valores fueron
mayores en ratas que en pollos (P < 0.05). Estos datos
sugieren queel rifion de laratapodriatener unamayor
capacidad paraproducir ATP que los pollos; por tanto,
es posible suponer que laactividad de destoxificacion
del rifion podria ser mas eficiente en ratas.
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which react with nucleophilic compounds or conju-
gatewith GSH and are later on metabolized or excreted
by way of the mercapturic acid pathway in mammals.*®
These same GSH conjugates have been detected in
chickens under oxidative stress and are used as a
detoxification method.** The normal amounts of GSH
in hepatic tissue of chickens range from 1.26 to 4.19
Mol/mg of tissue.16%% Nevertheless, in rats, the normal
hepatic GSH values have been registered in ranges of
41010 Mol/mg oftissue.*”* The data obtained for GSH
in hepatictissue in the present study were very similar
to those registered by these authors.

Furthermore, renal concentrations of GSH have been
found to be inthe range of 0.20to 2.5 Mol/mg of tissue
for rats,®% but not so in chickens, data that corre-
sponds to that of the present study. Nevertheless, in
chickens, GSH values for renal tissue are not well
known. GSH values obtained from renal tissue were
less (1.8and 2.1 nMol/g of protein) than those from the
liver (11.94 and 12.00 nMol/g of protein), results that
correspond to those found by other authors. However,
the values for renal tissue of chickens are also not well
known. GSH concentration decreases due to the pres-
ence of xenobiotics, therefore intracellular GSH is
fundamental for giving necessary resistance against
these xenobiotics.” The differences observed between
these two species suggest a different behavior between
mammalsand birds inthe presence of axenobiotic,and
asaconsequence, adifferent degree of susceptibility to
the presence of a toxic substance.

Various studies have been done to determine the
presence of different GT isoenzymesinthe cytosol of the
liver of several mammals.**® In the present study we
have compared the enzymatic activity of GT in hepatic
and renal tissue homogenates of rats and chickens.

The results of the present study for chicken hepatic
tissue homogenates showed a 248.75% greater SEA-
GGT level than in rats. (Figure 4 A). We also detected
thatthisactivity is 23% greater than that of renal tissue
homogenates of the same chickens. Nevertheless, the
rat renal tissue homogenates (Figure 4 B) behaved
differently from those of chickens because the activity
instead of being less was greater by 30% with respect to
that which was found in the hepatic tissue of the rat.
Said peculiarities between these two species could
explain, to a great extent, the differences found in
susceptibility and capacity of GSH to conjugate with
toxic compounds or their metabolites, products of bio
activation by the monooxygenase system. In conse-
guence they clarify the differences between species at
reducing or decreasing the cellular damage due to
oxidative stress caused by the toxic substance.

In the present study, the differences in enzymatic
activity of GGT between the two species show that this
enzyme is more active in the liver than in the kidneys
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Aunque el GSH es el principal compuesto tripéptido
tidlicoencélulasde mamiferosy otrasespeciesanimales,
no hasido ampliamente estudiado en las aves.* Su fun-
ciongeneralincluye laprotecciéndelascélulascontralos
radicaleslibres (RL), especiesreactivas de oxigeno (ERO)
ycompuestostdxicos de origenexdgenoy enddgeno. Los
xenobidticos son compuestos que causan dafio y produ-
cenRL 2% |oscuales reaccionan concompuestos nucleofi-
licos o se conjugan con el GSH, que son posteriormente
metabolizadosoexcretados porlaviadeacido mercaptu-
rico en los mamiferos.® Estos mismos conjugados con
GSH se han detectado bajo estrés oxidativo en pollos,
como mecanismo de destoxificacion.** Las cantidades
de GSH normal de tejido hepatico en pollos van desde
valoresde 1.26a4.19 Mol/mgdetejido.?%%Sinembargo,
enrataslosvaloresnormales de GSH entejido hepaticose
hanregistradoenrangosquevandesde4al0Mol/mgde
tejido.*”* Los datos obtenidos de GSH en el presente
estudio en tejido hepético fueron muy similares con
respecto alosregistrados por estos autores.

Por otra parte, la concentracién de GSH renal se ha
encontradoenrangosde0.20a2.5Mol/mgdetejidoenlas
ratas,*®** peronoen pollos, datos que concuerdan conlos
del presente trabajo. Sin embargo, en pollos, los valores
del GSH, para tejido renal, no son bien conocidos. Los
valores de GSH, obtenidos en tejido renal, fueron meno-
res (1.8y 2.1 nMol/gde proteina) que en el higado (11.94
y 12.00nMol/gde proteina) estos resultados concuerdan
conlosdatos registrados por otrosautores. Sinembargo,
los valores de tejido renal en pollos tampoco son bien
conocidos. Laconcentracion de GSH decrece debidoala
presenciade xenobidticos; por tanto, el GSH intracelular
es fundamental para proporcionar la resistencia necesa-
riacontraestos xenobioticos.”’ Lasdiferencias observadas
entre estas dos especies sugieren un comportamiento
diferente de los mamiferos y aves en presencia de algiin
xenobidtico; y en consecuencia un diferente grado de
susceptibilidad ante la presencia de un toxico.

Se han hecho numerosos estudios para determinar la
presenciadediferentesisoenzimasde TGenelcitosol del
higado de varios mamiferos.*-“En el presente trabajo se
hacomparado laactividad enziméticade laTG enhomo-
geneizados de tejido hepatico y renal de ratas y pollos.

Losresultadosde este estudioenhomogeneizadosde
tejido hepatico de pollos mostraron unamayor AEE-TG
que en las ratas en 248.75% (Figura 4 A). También se
detectd queestaactividad esmayor queenhomogeneiza-
dos de tejido renal en los mismos pollos en 23%. Sin
embargo, loshomogeneizadosdetejidorenal delasratas
(Figura4B)se comportarondeformadiferente queenlos
pollos,yaque laactividad en vez de ser menor fue mayor
en 30% con respecto al encontrado en tejido hepético de
la rata. Dichas peculiaridades entre estas dos especies
podrianexplicar,engran parte, las diferenciasencontra-
dasencuantoalasusceptibilidady capacidad paraqueel



of chickens. Nevertheless, in rats the enzymatic activ-
ity of GGT showed a different behavior because it was
more active in the kidney than in the liver. It is note-
worthy that in the results obtained the activity was
greater in the liver of chickens than in that of the rats.
This data suggests that the liver of chickens has a
greater responsibility in the detoxification and elimi-
nation processes of xenobiotics than the kidneys. How-
ever, in rats this function could be done with the joint
participation of both organsinvolved in the detoxifica-
tion and elimination of toxic substances (liver and
kidney). These results support the hypothesis that the
difference in concentrations and activity of the endog-
enous components between the species and their or-
gans could have different response mechanisms for
detoxification and elimination of xenobiotics. Itisalso
importantto note thatitis necessary to continue doing
research oriented to gain more knowledge about these
processes that are so important in biotransformation
and elimination of compoundsthat damage the cells or
that produce oxidative stress.

The importance of GSH and the participation of the
gamma-glutamyl-transferase and glutathione trans-
feraseinthe processesof cellular protection againstthe
presence of xenobiotics and their metabolites, as well
asthe differences that were found in these two species
studied, indicate in general the possible diversity in
which these detoxification mechanisms could respond
tothe presence of axenobiotic within the cell. With this
perspective, we can postulate the hypothesis for carry-
ing outstudies with chickens exposed toaxenobiotic of
interest for this species.
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GSH puedaconjugarse con los compuestos toxicos 0 sus
metabolitos, productos de labioactivacion por el sistema
de monooxigenasasy, por consiguiente, aclarar las dife-
rencias entre especies para reducir o aminorar el dafio
celular por el estrés oxidativo provocado por el toxico.

Enesteestudio, lasdiferenciasen lasactividadesenzi-
méticas de GGT entre las dos especies muestran que esta
enzima es mas activa en higado que en rifién de pollos.
Sinembargo, enlasratas laactividad enzimaticade GGT
mostré un comportamiento diferente, ya que fue mas
activaen rifidn que en higado. Podria mencionarse tam-
bién que en los resultados obtenidos la actividad fue
mayor en el higado de los pollos que en el de las ratas.
Estosdatossugierenqueen pollos, el higado podriatener
unamayor responsabilidad en los procesos de destoxifi-
caciony eliminacion de los xenobidticos que el rifion. Sin
embargo, enratasestafuncion podriaestarimplicadapor
la participacion de los dos 6rganos involucrados en el
proceso de destoxificacion y eliminacion de sustancias
téxicas (higado y rifion). Estos resultados soportan la
hipétesis de que ladiferenciaenlaconcentracidonyactivi-
dades de los componentes enddgenos entre las especies
y sus érganos, podrian tener diferentes respuestasen los
mecanismos de destoxificaciony eliminacién de xenobio-
ticos. También es importante mencionar que hace falta
seguir realizando estudios orientados a conocer mas de
estos procesostanimportantesen labiotransformaciony
eliminacién de compuestos que dafian las células o pro-
ducenestrésoxidativo.

Considerando laimportancia del GSH y la partici-
pacion de las enzimas gammaglutamiltransferasa y
transferasa de glutation en los procesos de proteccion
celular, contrala presenciade xenobidticosy sus meta-
bolitos, asi como las diferencias que se encontraron
entre estas dos especies bajo estudio indican, en gene-
ral, la posible diversidad en la manera en que estos
mecanismos de destoxificacion podrian responderala
presencia de algun xenobidtico en el interior de la
célula. Bajo esta perspectiva, se puede plantear lahipo-
tesis de realizar estudios en pollos con exposiciones a
algun xenobidtico de interés en esta especie.
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