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RESUMEN

El glutation reducido (GSH) participa en aspectos esenciales de la homeostasis celular.
Las concentraciones de GSH y su forma oxidada (GSSG) son indicadores de la
funcionalidad celular. Son pocos los estudios que determinan los niveles de estos
compuestos en sujetos sanos. Determinar los concentraciones eritrocitarias de GSH y
GSSG en una muestra de sujetos sanos de La Habana. Materiales y Métodos: Las
concentraciones de GSH y GSSG fueron determinadas en 71 muestras de sangre
periférica procedentes de individuos aparentemente sanos de ambos generos, en edades
comprendidas entre 7 y 72 afios. Se empled un método de HPLC-UV para la
cuantificacion de estos compuestos. Las concentraciones obtenidas fueron de 1257,8
1668 UM y 336 +162,1 uM para el GSH y GSSG, respectivamente. La relacion
GSH/GSSG promedio fue de 5,4 £4,9. Los niveles de ambos compuestos no difieren
entre los géneros. En el rango de edades estudiado no varian los niveles de GSH pero si
se incrementan los de GSSG a medida que se incrementa la edad. Se determinaron las
concentraciones intraeritrocitarias de GSH y GSSG asi como el estado redox celular en

sujetos sanos.

PALABRAS CLAVE: Glutation, Glutation oxidado, estado redox, individuos sanos,
GSH/GSSG, HPLC.

INTRAERYTHROCYTE CONCENTRATIONS OF REDUCED AND OXIDIZED
GLUTATHIONE IN A SAMPLE OF HEALTHY SUBJECTS FROM HAVANA.

ABSTRACT

Reduced glutathione (GSH) participates in essential aspects of cellular homeostasis. The
concentrations of GSH and its oxidized form (GSSG) are indicators of cellular
functionality. Few studies determine the concentrations of these compounds in healthy
subjects. To determine the erythrocyte levels of GSH and GSSG in a sample of healthy
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subjects from Havana. GSH and GSSG concentrations were determined in 71 peripheral
blood samples from apparently healthy individuals of both sexes, aged between 7 and
72 years. A HPLC-UV method was used for the quantification of these compounds.
Results: The concentrations obtained were 1257.8 + 668 uM and 336 + 162.1 uM for
GSH and GSSG, respectively. The average GSH / GSSG ratio was 5.4 £ 4.9. The levels
of both compounds do not differ between the sexes. In the age range studied, GSH
levels do not vary but GSSG levels do increase with age. Conclusions: The
intraerythrocyte levels of GSH, GSSG and cellular redox status were determined in
healthy subjects.

KEY WORDS: Glutathione, oxidized Glutathione, redox state, healthy individuals,

GSH/GSSG, HPLC

INTRODUCCION

El glutation reducido (GSH) participa
en aspectos esenciales de la homeostasis
celular, teniendo un papel central en la
defensa contra el dafio oxidativo.
Cuando se produce la oxidacion se
forma el glutation oxidado (GSSG), el
que esta conformado por dos moléculas
de GSH unidas por un puente disulfuro.
El GSH esté presente mayormente en su
forma reducida, por lo que, un aumento
de la forma oxidada en las células y
tejidos puede ser un marcador de
afectacion del estado redox celular. (1)
Ademéds de sus acciones como

antioxidante, el GSH, participa en la
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destoxificacion de xenobiéticos y
agentes carcindgenos. Este tripéptido
funciona como fuente y transportador
de las cisteinas. Ademas, de servir
como  almacenamiento  de  este
aminoacido en el compartimiento
extracelular. Por otra parte, participa en
la regulacion de eventos celulares, tales
como, la expresion y la sintesis de
ADN, la sintesis de proteinas, en la
proliferacion celular y la apoptosis, la
produccién de citoquinas y en la
respuesta inmune (2).

Las concentraciones de GSH, GSSG y
su relacion molar son indicadores de la

funcionalidad celular y su alteracion
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estd relacionada con varios procesos
patologicos en el humano. La
deficiencia de glutation contribuye al
estrés oxidativo (EO) el cual se describe
que contribuye en la patogénesis de
multiples enfermedades, tales como, las
neurodegenerativas entre las que se
incluyen el Alzheimer y el Parkinson, el
cancer, las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes mellitus,
enfermedades del higado, la fibrosis
quistica, la anemia falciforme y el
VIH/SIDA. (3)

Son pocos los estudios acerca de los
niveles de estos compuestos en sujetos
sanos, de ahi que el objetivo de la
presente investigacion fue determinar
las concentraciones intraeritrocitarias
del GSH, el GSSG, su relacion molar y
el estado redox celular en una muestra
de individuos aparentemente sanos de la
provincia Habana. Este constituiria el
primer reporte en el pais sobre los
niveles de estos compuestos en sujetos

Sanos.

METODOLOGIA
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Seleccion de la muestra

La muestra en estudio fue seleccionada
a partir de 107 participantes en un
proyecto de investigacion aprobado por
el Comité de Etica del Centro Nacional
de Genética Médica (CNGM), llevado a
cabo por el Laboratorio de Genética
Bioquimica en el periodo comprendido
entre Febrero de 2017 a Octubre de
2018.

Una vez comprobado el estado de salud
de todos los sujetos incluidos en la
investigacion, a traves de la realizacion
de estudios hematoldgicos (hemograma
completo), de bioquimica sanguinea
(pruebas de funcion hepatica, glicemiay
lipidograma) 'y  marcadores de
inflamacién (proteina C reactiva y
velocidad de eritrosedimentacion).
Teniendo en cuenta que estos
parametros fueran normales fueron
seleccionados 71 sujetos. Este grupo de
personas aparentemente sanas, estaba
conformado por 44 féminas y 27
hombres, en edades comprendidas entre
los 7 afios y 72 afios de edad.

Meétodos
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Para la realizacion del estudio se
emplearon 2 ml de sangre periférica con
EDTA como anticoagulante. A partir de
la cual se obtuvo el lisado de eritrocitos
el que se prepar6 de acuerdo a lo
Vilar 'y cols (4).

Posteriormente, se

reportado por
realizd el pre-
tratamiento del lisado celular, el que
consistié en la desproteinizacion con
acido perclorico al 10% (5:1, v/v). Estos
procedimientos se llevaron a cabo
dentro de las dos horas posteriores a la
extraccion.

Condiciones cromatogrdficas

Las concentraciones intraeritrocitarias
de GSH y GSSG fueron medidas
simultaneamente empleando el método
cromatografico descrito por Lipsa y
colaboradores en el 2015. (5) Al que se
le introdujeron ligeras modificaciones
para la determinacion intraeritrocitaria
técnica

de estos compuestos. La

consiste en un método isocratico de

HPLC-UV en fase reversa con
deteccion ultravioleta a 215 nm. El
programa  LabSolution  (Shimadzu,

Japdn) fue utilizado para la adquisicion
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y procesamiento de los datos
cromatograficos.

Para la separacion cromatografica de los
compuestos se utiliz6 columna de fase
reversa LiChrospher® RP-18 (5 pm,
125 x 4 mm) y una pre-columna 4x4
mm (LiChroCART®), se trabajo a un
flujo de 1 mL/min y a 30 °C de
temperatura. La fase movil consistié en
agua/acetonitrilo  (96/4, acido
trifluoracético (TFA) al 0,1% y 12

mg/ml

VIV),

de perclorato de sodio. El
volumen de inyeccion fue de 20 pl de la
muestra desproteinizada. El tiempo de
corrida fue de 5,5 minutos. Los tiempos
de retencion fueron de 2,2 min y de 3,4
min para el GSH y el GSSG,
respectivamente.

Las concentraciones del GSH vy el
GSSG se estimaron mediante curvas de
calibracion en el rango de
concentraciones de 62,5 a 1000 puM
para el GSH y de 25 a 1000 uM para el
GSSG. Posteriormente a partir de los
niveles de estos compuestos se calculo
la relacion GSH/GSSG y se determind

el estado redox celular mediante la
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ecuacion de Nerst, modificada por Jones
y col, 2002 (6):

— 0
Ecsyosse = Ecshjesse + 0,013 In

, donde el EOGSH/GssG =-264 mV

Analisis estadisticos

Para determinar la distribucion de las
variables se utilizd la prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov vy
para la homogeneidad de varianzas la
prueba de Levene. Los resultados se
expresaron como medias +/- desviacion
estandar y se calcularon los intervalos
de confianza del 95% (IC 95%). Se
utilizé la prueba paramétrica z-student
para evaluar si el género influye en los
resultados. Para la correlacion se
emple6 la prueba de Spearman. La

significancia estadistica se establecio a
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partir de p<0,05. Todos los anélisis se
realizaron con el paquete estadistico
STATISTICA  version 8.0 para
Windows.

Aspectos éticos

En el desarrollo de la presente
investigacion se tuvieron en cuenta los
criterios establecidos en la Declaracion
de Helsinki de 1975, modificada en el
2013.

RESULTADOS

En la muestra de sujetos sanos
estudiada las variables, GSH y GSSG,
mostraron una distribucion normal,

segun aparece reflejado en la figura 1.
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Figura 1. Distribuccion de las variables GSH y GSSG en la muestra en estudio. Prueba de
Normalidad Kolmogorov-Smirnov (p> 0,05)

Las concentraciones intraeritrocitarias nivel del eritrocito se relacionan en la
de GSH, de GSSG, la relacion molar tabla 1.
GSH/GSSG vy el estado redox celular a

Tabla 1. Concentraciones intraeritrocitarias de glutation reducido y oxidado, su relaciéon molar y
estado redox celular en una muestra de sujetos sanos (n=71).

Desviacion Intervalos de
Marcadores Media estandar Confianza (IC 95%)
(SD)
GSH (uM) 1257,9 668 1099,7-1416,1
GSSG (UM) 336,7 162 298,3- 375,1
GSH/GSSG 54 49 42-6,6
Estado redox (mV) -346,21 -5,22 -350,5 a-341,9
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Como se aprecia en la figura 2, los
niveles de GSH y GSSG no difieren en
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relacion con el género (p=0,410 y
p=0,640).
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Figura 2. Concentraciones de GSH y GSSG en el grupo de sujetos sanos de acuerdo al género.

Mientras que, en el rango de edades

analizado si se observd que los niveles

del GSSG se incrementan a medida que
avanza la edad (R=0,24; p=0,036), no
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asi para el GSH (R= -0,06; p=0,5) (ver
figura 3).
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Figura 3. Niveles de GSH y GSSG en el grupo de sujetos sanos en relacion con la edad.

DISCUSION

El eritrocito es una célula altamente
especializada y dada su funcion de
transportar el oxigeno posee una potente
proteccion antioxidante. (7) EI GSH es
el principal antioxidante no enzimético
en estas celulas, siendo su principal
funcién eliminar directamente especies
reactivas derivadas del oxigeno. En este
contexto, los niveles intracelulares de
este tripéptido, van a depender de su
sintesis, su transporte, su reciclaje y su

utilizacion. (8, 9)
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Teniendo en cuenta la importancia del
GSH en el mantenimiento del estado
redox celular, varios estudios se han
enfocado en determinar los niveles de
GSH y GSSG en sujetos sanos (8-12).

Sin embargo, en relacion con las

concentraciones reportadas de estos

compuestos, diversas  son las

metodologias empleadas para su

medicion, asi como, las muestras

bioldgicas utilizadas. Lo que unido a las
de

los

diferentes formas expresar la
de

correccion empleados hace dificil la

concentracion 'y factores
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comparacion entre los diferentes
reportes que aparecen en la literatura
cientifica.

Basado en lo anterior, las
concentraciones intraeritrocitarias del
GSH reportadas en el presente estudio
son comparables con las obtenidas por
Erden-Inol y col en el 2002 (10) y por
van't Erve y col en el 2013 (13). Este
ultimo grupo de investigacion sefiala
que de manera general los niveles
intraeritrocitarios promedios de GSH
son de 1,4 mmol/L, tanto en gemelos
como en individuos no relacionados,
aparentemente sanos. Estos autores
plantean que las diferencias intra-
individuales que reportan  otras
investigaciones podrian estar
genéticamente determinadas. (13)

En el caso del GSSG, Ilas
concentraciones reportadas muestran un
amplio rango de variacién. (8-12) Los
valores reportados en el presente
estudio, son comparables con los
obtenidos por van't Erve y col (13),
estos autores explican el hecho de

encontrar valores de concentracion
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superiores a los reportados en otros
estudios a la utilizacion del &cido
perclorico como agente
desproteinizante, lo que coincide con el
empleado en el presente estudio.
Cuando se analiza la influencia de
factores como la edad, se obtuvo que el
GSSG se incrementa con la edad,
mientras que, no se encontro asociacion
entre el GSH y la edad en el rango de
edades estudiado. Estos hallazgos estan
en correspondencia con reportes previos
donde se sefiala la relacion descrita
entre las alteraciones de la homeostasis
del GSH con el envejecimiento (10, 14).
En este sentido, se describe que estas
afectaciones en los niveles de GSH y
GSSG con el avance de la edad, puede
conducir a alteraciones en las respuestas
inmunoldgicas ante las infecciones
virales y a enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo (EO) como el
cancer y los trastornos
neurodegenerativos. (10, 15)

En cuanto al género, en la muestra
seleccionada, el género femenino fue

predominante, sin embargo, no se
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encuentran  diferencias  en los
marcadores segun el género. En
estudios precedentes no se reportan
diferencias en estos marcadores
atendiendo al género (10, 14), de
manera coincidente con lo reportado en
este estudio.

El par redox GSH/GSSG es el mas
abundante en el eritrocito. Se plantea
que en los individuos  sanos
aproximadamente el 90% del GSH esté
en su estado reducido. (16) Por lo que,
una disminucion en los valores de esta
razéon, podria ser indicativo de la
deplecion del GSH ya sea por su
utilizacion para contrarrestar el aumento
de procesos oxidativos 0 en la
destoxificacion de xenobidticos. En
condiciones de EO aumenta el consumo
de GSH, aumenta la salida de GSSG y
por tanto esta razén disminuye. (16) De
ahi la importancia de conocer la
relacién molar en sujetos aparentemente
sanos, valores que podrian ser utilizados
para contrastarlos con los de pacientes
con posibles alteraciones en el estado

redox celular. Sobre todo porque es

Recibido: 10/06/2021
Aprobado: 30/06/2021

Volumen 11, N° 22, Julio/diciembre 2021
Deposito Legal: PP1201102ME3815

ISSN: 2244-8136
DOI: https://doi.org/10.6084/m9.figshare.14200553

muy amplia la variacion de los valores
reportados, tanto para la relacion molar
como para el estado redox celular. Lo
cual esta dado por la dependencia que
tienen estos  valores a las
concentraciones determinadas para cada
uno de los componentes de este par
redox y de la expresion utilizada en
cada investigacion, la que
adicionalmente puede variar entre los
diferentes estudios donde se reporta.
(10, 13)

Finalmente, fueron determinadas las
concentraciones intraeritrocitarias del
GSH y GSSG asi como el estado redox
celular eritrocitario. A partir de estos
datos, en futuras investigaciones se
podran utilizar estos resultados para
contrastarlos con los obtenidos en
pacientes con diversas patologias, asi
como, para la evaluacion de la respuesta
de las opciones terapéuticas que sean
utilizadas en la atencion de los mismos,
lo que redundara en el incremento de la
calidad de la atencion médica ofrecida a

los pacientes cubanos.
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