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ABSTRACT. A study of conservation of dryed human
pathologic serum samples on filter paper, for the deter-
mination of the enzimatic activity of glutamate pyruvate
transaminase (GPT) and glutamate oxalacetate transa-
minase {GOT)} is made. The enzymatic activity of the
polythytene bag wrapped filter paper dryed samplas is
compared at different periods. The enzymatic activity of
GOT and GTP is maintained without significant variation
within an 8 weeks period from its collection, being help-
ful this procedure for processing samples from places
far away from where the analysis is done.

RESUMEN. Se estudia como observar muestras de
suero patoldgico humano, secas en papel de filtro, para
la determinacion de las enzimas glutamato piruvato
transaminasa (GTP) y glutamato oxalacetato transami-
nasa {GOT). Se compara la actividad enzimatica de las
muestras conservadas en papel de filtro y empaqueta-
das en sobres de polietilenc a periodos diferentes. La
actividad enzimatica de la GOT y de la GPT, determinada
por este proceso, se mantiene sin variaciones significa-
tivas durante 8 semanas después de su obtencion, lo
que hace posible poder realizar muestras de origen
lejano.

INTRODUCCION

El empleo del papel de fiitro para la conservacion de
muestras, tanto en las investigaciones clinicas como

epidemioldgicas, aumenta progresivaments, lo que se

debe a las ventajas que ofrece este método, como son: el
facil almacenamiento y transportacion del material bio-
logico.

La conservacion de fenilalanina en papel de filtro ha
sido comprobada' . De igual modo, se ha podido deter-
minar galactosemia en muestras desecadas®. También
se han realizado estudios seroldgicos, en los cuales las
muestras utilizadas han sido desecadas y conservadas
sobre papel de filtro®®. Algunos investigadores han
podido desarrollar un método para la determinacion de
tirotrofina en muestras de sangre conservadas en papel
de filtro, siendo un meétado simpie de determinacion de
esta hormena'®. Con este método se ha podido determi-
nar también concentracion de glucosa' eficazmente
durante un periodo de 7 d.

Thielmann y col.'® kan logrado estandarizar un
mélodo para determinar hemoglobina en muestras de
sangre conservadas en papel de filtro Whatmann No. 3
MM. También se ha podido determinar por este método,
con buenos resultados, en la actividad enzimatica de la
giucosa-6-fosfato deshidrogenasa’®

Debido a ta importancia que tiene la determinacién
de enzimas tales comao la glutamato oxalacetato transa-
minasa {GOT) v ta glutamato piruvato transaminasa
(GPT) en ef diagnostico de las enfermedades hepéticas,

resufta de gran interés la introduccion y apiicacion a
mayor escala del métado del papel de filtro en la esfera
del diagnéstico clinico.

El objetivo de este trabajo ha sido comprobar experi-
mentalmente que tanto la actividad enzimatica de ta
GOTcomo  ladela GPT no se altera en el periodo estuy-
diado, si se conservan las muestras de suero en papel de
filtro, bajo Ias condiciones de trabajo descritas.

Con el empleo de estas técnicas de conservacion de
muestras, se viabiliza la reslizacion de estudios clinicos
y epidemiclégicos, -como metodologia de trabajo en
ireas endémicas, donde los equipos de laboratorio sen
escasos y también en ef trabajo medico internacionatista
que desarrollan los especialistas cubanos.

MATERIALES Y METCDOS

Preparacion de fa muestra

Se tomo un conjunto de sueros patoldgicos hofiliza-
dos comercial {PRECIPATH-U)}, BOERHINGER} y se
hidrats segun el fabricante, se aplicaron 200 uL conuna
pipeta Eppendorf, sobre una de las superficies del papel
de fitro Whatmann No. 3 MM, y se dejd a temperaturs
ambiente, lejos de fuentes de calor.

Conservacion de las muestras

Tanto las muestras preparadas para determinar acti-
vidad enzimatica de ta GPT, como para la determinacior
de la GOT, se empaquetaron individuaimente, despues
de secas, en sobres de polietileno y se almacenaron o
temperaturas entre (6 v 10 °C}. Estas condiciones har



si1do determinadas por estudios previos realizados en el
iaboraterio, no publicados adn.

El primer dia del experimento se realizo la determina-
cién de GFT y GOT a las muestras liquidas y 8 semanas
después, a las secas en papel de fiitro.

Determinacion de GPT

La actividad enzimatica de la GPT en las muestras
liquidas, se determind segin el método descrito!’
{método colorimétrico) y en las conservadas secas,
mediante su modificacién, Se tomaron 20 ul de la
muestra seca en papel de filtro, se incubaron con 100 ul
de sustrato (L-alanina-200 mmol/L, 2 oxoglutarato-
2 mmol/L, pH 7,5} y 500 ul de agua destilada, durante
30 min a temperatura de 37 °C .

Las determinaciones enzimaticas de GPT a las mues-
tras secas, fueron realizadas alos 2;3;7;15;30y60d
después de preparadas las muestras.

Determinacidn de GOT

La determinacion de la actividad enzimatica de la
GOT, se realizé por el mismo procedimiento que para la
GPT, utilizando como sustrato L-aspartato-220 mmol/L,
2 oxoglutarato-2 mmol/L, pH 7,5 y con la misma perio-
dicidad.

La absorbancia fue determinada a 546 nm en un
fotocolorimetro Spekol {(RDA).

Analisis estadistico

Los valores de actividad enzimatica cbtenidos nara
cada muestra, fueron anaiizados por el test “t” de Stud-
ent para muegstras pareadas. Se determiné entonces si
existia o no diferencia significativa entre la actividad
enzimatica obtenida en cada periodo y !a determinada
en la muestra liquida al inicio del experimento. Se anali-
zaron 5 musestras por cada condicion.

RESULTADOS

En la Tabla | aparecen los valores de las actividades
enzimaticas GPT y GOT expresados en Ul/L de suero,
para la muestra realizada por la técnica habitual y la rea-
lizada con suero seco en papel de filtro. Ambas determi-
naciones fueron hechas al inicio del experimento. Se
observd que no hay diferencia significativa entre estos 2
grupos de muestras.

TABLA |

Valores de las enzimas glutamato piruvato

transaminasa y glutamato oxalacetato tran-

saminasa para el conjunto de suergs patolé-

gicos, segun la técnica habitual y las mues-

tras conservadas en papel de fiitro al inicio
dei experimento

GPT GOT
[UY/L suero)
muesiras

liquida seca tiquida seca
X 24,4 235 42,6 41,1
D.s. 2,07 3,08 1.38 3.34
“t” Student” 0,54 0,92
* No existe diferencia significativa, parap < 0,001

Se realizd el estudio de conservacion de la GPT a
través del tiempo en muestras de suero secas en papel
de filtro, empaquetadas y almacenadas en sobres de
polietileno a temperaturas entre 6y 10 °C. Se pudo com-
probar que no existié durante el tiempo estudiado dife-
rencia significativa entre las determinaciones enzimati-
cas (Tabla 1).

Los resultados de las determinaciones de GOT a
tiempo cero, para las muestras liquidas y las secas en
papel, no difieren significativamente (Tabla I).

Tanto la GPT como la GOT se puede determinar hasta
8 semanas después de su aplicacion en el papel, sin que
exista diferencia significativa entre las determinaciones
realizadas durante este periodo y las determinaciones
que se hacen al mismo suero en el momento de su apli-
cacion al papel.

DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que es
posibte 1a determinacion de la actividad enzimatica de la
glutamato piruvato transaminasa y de la glutamato oxa-
tacetato transaminasa en muestras secas en papel de
filtro sin wvariaciones significativas con respecto a las
determinaciones en muestras frescas.

Las deterrmninaciones de ambas enzimas, en mues-
tras secas conservadas en papel de filtro, empaqueta-
das en sobres de polietilenc entre 6 y 10 °C, pueden raa
lizarse sin observarse diferencias significativas por un
periodo de 8 semanas. .

CONCLUSIONES

El método de conservacion de suero en papel de filtro
para cuantificar las actividades enzimaticas de GOT y
GPT ha demostrado ser comparable con la determina-
cidén de la actividad de estas enzimas en suero fresco.
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