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RESUMEN. En este trabajo se describe el montaje y normalizaciéon del método
para determinar la actividad de la enzima glutation S-transferasa (GST) de
eritrocitos. La determinaciéon enzimatica se llevé a cabo con el 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) y el glutatién reducido (GSH) como sustratos. Se midi6
la absorcién del conjugado CDNB-GSH espectrofotométricamente a 340 nm .
La actividad fue expresada en unidades internacionales (UI) por gramo de he-
moglobina (g Hb). El método present6 una variacién intraensayo del 9,49 %y la
estabilidad de la enzima en el hemolizado de eritrocitos y en eritrocitos lavados
almacenados a -80 y 4 °C respectivamente fue menor de 48 h . Para la busqueda
del intervalo de referencia de una muestra poblacional se analiz6 la sangre de
180 individuos aparentemente sanos y de ambos sexos. El valor minimo encon-
trado fue 1,10 Ul/g Hb y el maximo de 16,07 Ul/g Hb. El intervalo de referencia
para el diagnéstico habitual fue 2,87-19,57 Ul/g Hb, espacio estadistico en el
cual se encontraba el 81 % de los valores.

ABSTRACT. The assembly line and standardization of a proccedure for eryth-
rocyte glutathione S-transferase determination was described. The 1-chloro-2,4-
dinitrobencene (CDNB) and reduced glutathione (GSH) were used as substrates
measuring GST activity by the absorption at 340 nm from CDNB-GSH conju-
gate. The activity was expressed as International Units (UI) per gram of
haemoglobine (g Hb). The intraassay variation was 9.49 % and the stability of
the enzyme in the haemolysed and washed erythrocytes stored at =80 and 4 °C
respectively, was less than 48 h . Blood samples from 180 healthy donnors from
both sexes were analysed in order to determine the reference range of a popula-
tion sample. The minimum value obtained was 1.10 Ul/g Hb and the maximun
one was 16.07 Ul/ g Hb. The diagnostic habitual reference range was 2.87-19.57
Ul/g Hb, statistical space where the 81 % of the values were found.

INTRODUCCION
La glutatiéon S-transferasa (EC

compuestos no sustratos de natura-
leza hidrofébica.l?

2.5.1.18) (GST) es una enzima depen-
diente de glutatién (GSH) que per-
tenece al sistema enzimético antioxi-
dante del organismo. Es una familia
de proteinas que participan en la de-
toxificaciéon de los compuestos
electrofilicos reactivos de origen
enddégeno o exdgeno en los organis-
mos aerdbicos. Ademas, participa en
el transporte y almacenamiento de
las hormonas, los metabolitos, las
drogas y una gran variedad de otros

La GST se encuentra en una am-
plia variedad de tejidos y 6rganos de
origen animal.?* Esta localizada en
el citoplasma, en la membrana de las
mitocondrias, microsomas y en el
nucleo.”® La funciéon de la GST es
catalizar el ataque nucleofilico del
anioén tiolato del GSH (GS"), sobre el
centro electrofilico del segundo sus-
trato.

Esta enzima estd formada por
una superfamilia de isoenzimas

multiples, las cuales son codificadas
por cinco genes diferentes. Hasta el
momento, se han identificado cua-
tro clases de GST citosélicas: alfa (a),
Mu (), Pi () y Theta (8). Estas han
sido caracterizadas sobre la base de
sus propiedades enzimaticas y bio-
quimicas, su reactividad inmunolé-
gica y la composicién de sus subu-
nidades.® ! También se han descrito
dos formas de GST microsomal, las
cuales presentan estructuras dife-
rentes al compararlas con las GSTs
citosoélicas’

Se conoce que la GST eritrocita-
ria puede ser de la clase o 6. El pa-
pel fisiolégico de esta enzima en los
eritrocitos no se conoce. Su localiza-
cién en los eritrocitos resulta impor-
tante para eliminar los xenobi6ticos
del organismo.!'Sinembargo, el
sustrato normal de la GST en eritro-
citos no ha sido determinado.

El objetivo del presente trabajo
consistié en montar y normalizar el
procedimiento analitico para deter-
minar la actividad de la GST eritro-
citaria, asi como los valores de refe-
rencia de una muestra poblacional
seleccionada.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras y prepa-
racion del hemolizado

Se utiliz6 sangre total con EDTA
disodico como anticoagulante. El he-
molizado se obtuvo a partir de 1 mL
de eritrocitos lavados con disolucién
salina y se le adicionaron 3 mL de
agua desionizada. La muestra se dejo
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en reposo por 10 min a 4 °Cy se centri-
fugd a3 000 g durante 5 mina4°C.

Determinacion de la actividad de
la GST eritrocitaria

La actividad de la enzima se de-
terminé segun el método reportado
por Habig et al. 2 El ensayo se llevd
a cabo con una alicuota de hemoli-
zado, 2 375 mL de amortiguador de
fosfato de potasio 0,1 mol/LapH 6,5,
utilizando el 1-cloro-2,4-dinitroben-
cenoy el GSH como sustratos. La ac-
tividad enzimatica se midi6 a través
de la formacién del conjugado GSH
CDNB a 340 nm y se expreso6 en Uni-
dades Internacionales/gramo de he-
moglobina (Ul/g Hb).®* El contenido
de hemoglobina fue determinado
por el método de la cianometahemo-
globina.

Condiciones de almacenamiento
parala determinacion de la estabi-
lidad en la actividad de la GST

Este estudio se llevé a cabo con
eritrocitos lavados y hemolizado de
eritrocitos almacenados a 4 y —-80 °C
respectivamente durante 5 d .

RESULTADOS

Con el objetivo de conocer el
tiempo 6ptimo de medicién de la
actividad enzimatica, se estudio el
comportamiento de diferentes volime-
nes de hemolizado durante 5 y 10 min
de reaccién (Figuras 1 y 2). Se ob-
servaron cinéticas lineales a partir de
los valores de las pendientes (Tabla 1),
muy similares a los que se conocen
(7,81 -10%),415 1o que demuestra que
a estos tiempos de reaccién, existe
proporcionalidad directa con la res-
puesta de la actividad enzimaéatica.
Ademas, se observaron incrementos
de la densidad 6ptica, con el volu-
men de hemolizado.

La figura 3 representa la veloci-
dad de reaccién a diferentes volime-
nes de hemolizado. En esta figura se
observaqueen elintervalode 5 a 25 mL,
lavelocidad de reaccién es lineal. Se
seleccioné el volumen de 15 mL para
la continuacién del trabajo.

Para 10 repeticiones se obtuvo un
coeficiente de variacion (CV) de 9,49 %
de una muestra que presenté una
media de 9,80 UI/g Hb y una desvia-
cion estandar (DE) de 0,93 (Tabla 2).
En el experimento de estabilidad los
porcentajes de actividad enzimética
disminuyeron a partir del tercer dia
de almacenamiento. La enzima mos-
tr6 estabilidad por debajo delas 48 h
(Tabla 3).

Para conocer los valores de refe-
rencia de la actividad de la GST eri-
trocitaria de una muestra poblacio-
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Fig. 1. Calibracion del tiempo de medicion durante 5 min de reaccion.
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Fig. 2. Calibracion del tiempo de medicion durante 10 min de reaccion.

Tabla 1. Relacién de los valores de las pendientes obtenidas a diferentes
volémenes de hemolizado.

Tiempo Hemolizado
(min) (ML)
5 10 20 25 50
Pendiente
5 4,7.10° 6,0 .10° 1,0 . 10? 1,2 .10 1,5 .10
10 9,5 .10° 1,01 . 102 1,12 . 102 1,48 . 102 1,53 . 102

Velocidad de reacciéon

e

Hemolizado (uL)
Fig. 3. Calibracion del volumen de hemolizado.
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Tabla 2. Precisién intraensayo del método. molizados almacenados a -80 °C lo
= que supone que este tipo de mues-

" X PF cv tra tiene una cierta estabilidad, pero
(UT/g Hb) %) no se informa durante qué tiempo

se ha mantenido la estabilidad de la

10 9,80 0,93 9,49 actividad enzimatica.?’ La media

geométrica de una muestra pobla-
cional cubana es 5,62 Ul/g Hb (Ta-
bla 4), valor muy similar a los repor-

Tabla 3. Estabilidad de la actividad enzimatica. : -
tados por otros investigadores para

Dia Eritrocitos lavados Hemolizado de eritrocitos otras poblaciones.!*?
Actividad enzimética (%) Actividad enzimética (%) CONCLUSIONES
(Ul/g He) (Ul/g He) Se logré montar y normalizar un
1 8.77 100 11,62 100 met.o,do de ensayo para la defce.rml-
nacién cuantitativa de la actividad
2 9,50 108 10,79 93 catalitica de la glutatién S-transfe-
rasa y se pudo establecer que la po-
3 4,40 50 6,53 56 blacién cubana presenta un interva-
lo de valores de referencia para el
4 4,19 48 3,38 29 . P .
diagnéstico comprendido entre 2,87
5 3,43 39 4,92 42 y 19,57 Ul/g Hb.

Tabla 4. Valores de referencia de la determinacién de la GST eritrocitaria de

una muestra poblacional.

n X DE

Intervalo total Intervalo de diagnéstico habitual
de referencia
(UI/ g Hb)
180 5,62 1,51 1,10-16,07 2,87-19,57

nal, se analizaron 180 donantes vo-
luntarios aparentemente sanos, de
ambos sexos, entre 20 y 45 anos de
edad (Tabla 4). Los valores de activi-
dad de la GST obtenidos a partir de
esta poblacién fueron procesados
automatizadamente mediante el pro-
grama estadistico NCSS. El histogra-
ma de frecuencias de la GST que se
obtuvo, indicé que esta enzima si-
guid una distribucién tipo log-nor-
mal. El intervalo de diagnéstico ha-
bitual de referencia result6 2,87-19,57.

DISCUSION

El método que se empled en este
estudio es uno de los mas utilizados*
parala determinacion de esa enzima.
Aunque se usan sustratos especifi-
cos para la determinacién de las di-
ferentes isoenzimas de la GST, el
sustrato CDNB que emplea Habig en
su método se ha generalizado debi-
do a que las distintas isoenzimas tie-
nen cierta actividad frente a é1.16 Sin
embargo, al parecer es el especifico
parala determinacion de la actividad
de la GST eritrocitaria.

Se hareportado que el cambio de
absorbancia por minuto es una fun-
cién lineal de la concentracion de la
enzima y del tiempo para al menos
tres minutos de reaccién, cuando la

velocidad del cambio de absorbancia
por minuto es menor que 0,050 0 uni-
dades de densidad 6ptica por minuto.'?
En este estudio, el cambio de absorban-
cia por minuto para 5 y 10 min de reac-
cién estuvo entre 0,006 2y 0,017 3 uni-
dades de densidad 6ptica por minu-
to. Esto sugiere que en estas condi-
ciones el tiempo de reaccién puede
variar desde 3 hasta 10 min . Se se-
lecciond 5 min, considerando que es
el tiempo medio 6ptimo. Hay otros
autores que también utilizan 5 min
de reaccién.!” En el presente trabajo
se demostré que el volumen nece-
sario de hemolizado para la determi-
nacién enzimatica puede estar entre
10 y 25 mL, sin variacién en la velo-
cidad de reaccién. Por lo general, se
han utilizado entre 5 y 25 mL .1™%
Larepetibilidad de la determina-
cién de la actividad de la GST en eri-
trocitos obtenida en este estudio re-
sulté inferior al 10 %, lo que da un
valor aceptable para ensayos enzi-
maticos (Tabla 2). La reproducibili-
dad no pudo ser determinada en tér-
minos del ensayo en paralelo, debi-
do a que la estabilidad de la enzima
tanto en los eritrocitos lavados como
en el hemolizado de eritrocitos no
pasoé de las 48 h (Tabla 3). Habitual-
mente, la GST se determina en he-
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sProblemas

con el suefo?

La Clinica de Sueno

le puede ayudar

a resolverlos felizmente.

Es conocido que siempre han existi-
do personas que sufren trastornos re-
lacionados con el suefo, pero sélo
en la Gltima década, se le ha dado a
las alteraciones del suefio la signifi-
cacion requerida como problema de
salud que causa no sélo serias enfer-
medades médicas, sino también, que
afecta las relaciones sociales y los ne-
gocios de las personas, sin limites de
edad o profesion.

La Clinica de Sueno relne a un co-
lectivo profesional multidisciplinario
con mas de 20 afios de experiencia
en el estudio del Sistema Nervioso
Humano y esta dotada con moderna
tecnologia que le permite un rapido
y eficaz diagnéstico y con novedosas
técnicas de tratamiento de los dife-
rentes trastornos del suefio.

Esta institucion ha sido concebida
para la evaluacion y rehabilitacion de
los pacientes con trastornos del sue-
fio aquejados de:

O Dificultades para iniciar o mante-
ner el suefio o suefio no restaura-
dor (insomnios) de todos lo tipos y
en todas las edades.

O Somnolencia excesiva diurna
(hipersomnias) con sospecha de
narcolepsia, sindrome de apnea de
suefo y otras causas.

O Sospecha de alteraciones asocia-
das al sueiio como crisis epilép-
ticas, asma nocturna, movimien-
tos periodicos de las piernas, et-
cétera.

QO Alteraciones del ciclo normal dia-
noche (cambio de huso horario y
en los turnos laborales, patrones de
suefio-vigilia irregulares, sindro-
mes de fase atrasada y adelantada
de suefo, etc.).

O Parasomnias mal soportadas, con
riesgos de accidente o de larga
evolucion (sonambulismo, terrores
nocturnos, pesadillas, etc.).

O Problemas del suefio relacionados
con enfermedades neuropsiquia-
tricas (asociadas a enfermedades
neuroldgicas, traumas craneales,
depresiones enmascaradas).
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