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RESUMEN

Se presenta una revision bibliogrdfica sobre las
Glutation S-Transferasas (GST) y sus aplicaciones
biomédicas y veterinarias. Se describe la actividad
bioquimica y la intervencion de estas enzimas en la
detoxicacion hepatica y se analiza su estructura, la
nomenclatura y la clasificacion. Se sefiala su metabolismo
y sus variaciones fisiologicas. Finalmente se discute sus
aplicaciones biomédicas, su importancia en el diagndstico
de la lesion hepdtica en diferentes especies y su utilizacion

SUMMARY

Applications of the Glutathion S-transferases (GST) in
human and veterinary medicine are reviewed. The GST
liver detoxication system as well as the structure,
nomenclature and classification of the enzymes are
described. Metabolism and physiological variations of GST
are also studied. Finally, biomedical uses, relevance in the
diagnosis of liver damage and therapeutics uses of the GSTs
are discussed.
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INTRODUCCION

En los tltimos decenios la investi-
gacion cientifica se ha volcado hacia el
estudio del medio ambiente y a la
incidencia de las actividades humanas
sobre la contaminacién ambiental. En
ese contexto se han realizado avances
en el conocimiento de diferentes
sistemas de defensa y de detoxicacion
de los organismos vivientes contra los
agentes de contaminacion natural o
derivados de las actividades de la vida
moderna.

A lo largo de la evolucién, los
organismos aerdbicos han desarrolla-
do sistemas enzimaticos como defensa
alos toxicos -especialmente el oxigeno
y sus derivados- y a las moléculas

extrafias al organismo Ilamadas
xenobiodticos. Dentro de esos sistemas
enzimaticos las glutation S-
transferasas (GST) (E.C. 2.5.1.18.)
son una familia de proteinas multifun-
cionales que intervienen en la
detoxicacién celular.

Las GST fueron puestas en
evidencia por la primera vez en 1960
por Booth y col. en la fraccién soluble
del sobrenadante del higado de rata
como una actividad enzimatica que
catalizaba la conjugaciéon con el
glutation (47). Al mismo tiempo
Combes y Stakelum (1961) demostra-
ron que el citosol del higado de rata
catalizaba la reaccion del glutation con
la bromosulftaleina (47). Posterior-
mente, la actividad de las GST fue
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puesta en evidencia en plantas y en
numerosas especies animales (15) (18)
(89). Los organos de los mamiferos
contienen las mayores actividades de
estas enzimas, siendo el higado el
organo preferencial (3) (12) (15) (26)
(75):

ACTIVIDAD DE LAS GST

Las glutation S-transferasas inter-
vienen en la detoxicacion hepatica, los
principales mecanismos de
detoxicacion de sustancias compren-
den dos fases denominadas Fase I y
Fase II. En la primera fase se realiza la
transformacion de los xenobidticos a
través de una oxidacién que los
solubiliza. En la segunda fase, esas
moléculas solubilizadas se conjugan
con otras moléculas hidrofilicas que
favorecen su pasaje al torrente
sanguineo y por consiguiente su
eliminacién renal. El tripéptido
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glutatién interviene en esta conjuga-
cién y es catalizado por las glutation S-
transferasas (20).

El glutation (L-gamma-glutamil-L-
cistein glicina) (GSH) es el tiol (grupo
SH) intracelular mas abundante (41),
su concentracion en el higado es entre 2
y 10 mM/L (en el hombre y en la rata)
(65) (79) (82). La sintesis intracelular
del glutation necesita glutamato,
cisteina, glicinay ATP (26).

El higado, el rifién, la mucosa
intestinal y los eritrocitos son los
tejidos mas provistos en glutation,
probablemente porque estan muy
expuestos a los radicales libres (26).

La interaccién del glutation con los
radicales libres depende de la actividad
de enzimas de transferencia: cuatro
clases de transferasas citosélicas y una
microsomal. Estas glutation S-
transferasas catalizan la conjugacion
del cofactor glutation con moléculas
toxicas lo que resulta en la inactivacion
y la excrecién de numerosas drogas y
toxicos como las aflatoxinas, los
alcaloides pirrolizidinicos y los hidro-
carburos policiclicos (26) (52). Esa
conjugacion es una via muy importante
de detoxicaciéon de los xenobidticos
(20). Los conjugados son transporta-
dos al exterior de la célula por otras
enzimas -la gamma-glutamil-
transpeptidasa (GGT) y la dipeptidasa-
que catalizan las reacciones de degra-
dacioén y que forman: 1) conjugados de
cisteinay 2) residuos de glutamina y de
glicina. El paso metabdlico final es la
biosintesis de acidos mercaptiricos
que seran eliminados por via del rifién
en la orina (38) (89).

Las GST intervienen en la
detoxicacién celular de potenciales
agentes alquilantes para catalizar su
reaccion con el grupo tiol (SH) de la
cisteina del glutation y producir
conjugados mas solubles en el agua y
por lo tanto menos toxicos (13). Son
enzimas que catalizan el ataque
nucleofilico del 4tomo de azufre del
glutation con los grupos electrofilicos
de un segundo compuesto dando como
resultado una molécula de glutatién S-
conjugado mas soluble, que sera
metabolizada en acido mercapttirico
(2)(22)(34)(38)(54). Las GST poseen

dos sitios activos para ligarse con las
moléculas: uno para el glutation
llamado sitio G y otro para un segundo
sustrato denominado sitio H (45) (53)
(68) (77) (82) (87).

Otras funciones de estas enzimas
son la unién no enzimdtica, el
transporte o el stockaje de moléculas
como la bilirrubina, los colorantes
azufrados (e.g. bromosulfonftaleina),
el heme u hormonas como T,y T,. Por
esta accion han recibido el nombre de
«ligandinas» (36) (41) (47) (49) (79).

También tienen un rol de protec-
cién contra los lipidos, por una
actividad de glutation peroxidasa
contra los perdxidos orgénicos (e.g.
los acil-hidroperéxidos de los acidos
grasos libres) (Shreve,1979 in
Ketterer,1986), pero a diferencia de la
glutation peroxidasa (GSH-Px) las
GST no reducen el perdxido de
hidrogeno (61).

ESTRUCTURA DE LAS
GLUTATION S-TRANSFERASAS

Las GST son isoenzimas relativa-
mente pequefias, tienen un peso
molecular comprendido entre 45.000 y
50.000 Da (22) (65) (89). Son una
familia de proteinas diméricas que
constituyen entre le 3 y el 5% de’la
proteinas totales del citosol, en laratay
en el hombre (Van Ommen in
Ploemen,1994) (41) (87).

Las GST son proteinas que contie-
nen dos subunidades homoélogas que
pertenecen a la misma clase de GST
(Alfa, Mu o Pi), siendo su peso
molecular de entre 24.500 y 27.000 Da
y formadas por alrededor de 210 a 240
aminoécidos cada una (34) (43) (54)
(55) (57) (68).

Existe una gran diversidad de
combinaciones, como lo demuestra,
por ejemplo, el higado de la rata donde
se encuentran por lo menos 14 dimeres
construidos por 13 subunidades dife-
rentes (43) (50), asi como también en el
higado del hombre existen al menos 10
subunidades (68). Existe también una
GST de origen microsomal en el
hombre que contrariamente a las
anteriores es una proteina trimérica con
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tres subunidades de 17.000 Da cada una
(15).

NOMENCLATURA Y
CLASIFICACION

Las GST comprenden una familia
supergénica de proteinas diméricas
que son clasificadas en los mamiferos
de acuerdo a su punto isoeléctrico en
cuatro clases multigénicas denomina-
das: Alfa, Mu, Pi y Theta. El
polimorfismo de las familias y de las
clases sugieren que existe un gene
ancestral comun tanto en el hombre,
como en la rata o en el raton (9) (56)
(59) (62) (67).

La nomenclatura de estas enzimas
ha sido controvertida por la dificultad
de resumir sus funciones, su estructura
y la diversidad de formas que
presentan las especies animales. Han
sido sefialadas mas de 100 isoenzimas
(3) (15).

Inicialmente fue propuesta una
clasificacion a partir de los sustratos
que eran atacados por estas enzimas,
ya que éstas poseen una gran
especificidad de accion (Grover et
Sims, 1964 in Ketterer 1986) (Boyland
et Chesseaud,1969 in Manner-
vick,1988). Ese sistema no era muy
preciso y hubo luego un avance
importante en el desarrollo de la
investigacion cientifica con el des-
cubrimiento de que el CDNB (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) se comportaba
como un sustrato comun a todas las
clases de GST (Clark et al. en 1973 in
Ketterer,1986). A partir de ese
momento por medio de diferentes
técnicas fueron identificadas
subunidades variadas, discriminadas
por la especificidad de los sustratos y
de las sustancias inhibidoras, asi como
por las propiedades inmunolégicas y
por sus secuencias en aminoacidos
(54) (72). La aplicacion de técnicas de
biologia molecular ha permitido deter-
minar las diferentes secuencias en
aminoacidos en la estructura de las
isoenzimas y de esta manera compren-
der mejor las relaciones entre las
clases de GST (15).

En la discusién de la nomenclatura
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han sido adoptados los criterios
siguientes: el nombre de la enzima
debe especificar la especie biologica
pero no el nombre del érgano de
origen; serdn nombradas sélo las
enzimas que hayan sido caracterizadas
por su actividad enzimatica asi como
también por otras propiedades funcio-
nales; las subunidades deben numerarse
en orden secuencial a su descubrimien-
to y a su caracterizacion (55).

METABOLISMO Y
VARIACIONES FISIOLOGICAS

La regulaciéon de la expresion de
las GST depende de factores hormona-
les y del medio ambiente
(Mannervik,1985). Las clases de GST
se distribuyen en los tejidos del
organismo con localizacion diferen-
cial (88), por ejemplo la clase Alfa se
encuentra en los hepatocitos pero no
en los eritrocitos y la localizacion
inversa sucede con la clase Pi (15).

La mayoria de los tejidos del
organismo contienen actividad de las
GST, que varia entre las especies
animales. Las actividades varian
mucho entre los diferentes rumiantes,
los ovinos poseen una actividad GST
hepética mayor que los bovinos pero
un 50% inferior a la de la rata, usando
un sustrato de CDNB (74) (89) (94).
Un estudio sobre la reparticion de las
GST entre los l6bulos hepaticos en los
bovinos, en los ovinos y en las cabras
no demostr6 ninguna diferencia
intraespecie significativa (94).

En los ovinos se ha constatado un
efecto de la edad sobre las GST,
puesto que Kawalek et al ,(1990)
encontraron actividades més bajas en
los corderos de menos de tres meses,
en relacién a otros corderos de mas de
4 meses o a los adultos. Otros autores
también han encontrado una menor
actividad en los ovinos jovenes (27)
(44) (52), como también lo ha sido
seflalado en otras especies animales
(11) (19) (21) (24) (28) (30) (85).

También en los ovinos, el destete y
la gestacicn hacen aumentar la
actividad de las GST hepaticas (33)
(44), se ha sefialado también diferen-

cias entre dos razas noruegas: mayor
actividad en la Pelt que en la Spael que
ha sido vinculado con una sensibilidad
diferente de proteccion contra la
fotosensibilizacion provocada por la
intoxicacion con el Narthecium
ossifragum (27).

El sexo ha sido sefialado como
fuente de variacion, puesto que frente a
las hembras de rata y ratén, los machos
presentan una actividad mayor de las
GST hepaticas (19) (30) (88).

En la oveja se ha observado una
variacioén circadiana de las GST, con
un méaximo de actividad en el plasma
entre las horas 05.00 y 17.00 (6);
también en la rata se ha observado ese
ritmo pero no en los mismos horarios
(81), provocado probablememte por
los héabitos de vida diurno y nocturno
de cada especie, respectivamente.

La nutricion y el ayuno pueden
influenciar la actividad de las GST y
pueden provocar una disminucién en
el potencial de detoxicacién de los
xenobidticos (8) (21) (82) (83). Una
alimentacion desequilibrada en protei-
nas y en aminoacidos azufrados, asi
como también en ciertos oligo-
elementos pueden disminuir la
concentracion de glutation y la
actividad de las GST en el hombre y en
la rata (8) (10) (29). Por otra parte la
obesidad también hace disminuir la
actividad hepatica de las GST en el
ratén (95).

Los pollos carenciados en selenio 'y
vitamina E tienen una actividad
oxidativa de las GST aumentada,
posiblemente para contrarrestar el
efecto de la disminucion de las
glutatién peroxidasas (GSH-Px) pro-
vocada por esa dieta deficiente (48).
En cerdos la deficiencia en vitamina C
por méas de 21 dias provoca una
disminucién de las GST (10). Por otra
parte la adicion de alfa-tocoferol en el
cultivo celular de hepatocitos de rata
aumenta la actividad de las GST (64).

Finalmente el estrés es también un
factor importante de variaciéon y
particularmente en relacion con el
sistema oxidativo (23).

APLICACIONES BIOMEDICAS

Los xenobiéticos, comprendidas las
drogas anticancerosas, pueden influen-
ciar la transcripcion de los genes de las
GST y permitir su expresiéon bajo la
forma de funciones especificas, como
ser las respuestas antioxidantes (79)
(90). En ese sentido la investigacion
cientifica se ha centrado en el estudio de
la expresion de las GST como
marcadores tumorales por la relacion
de su expresion con las transfor-
maciones de las células tumorales y en
particular hacia la resistencia de esas
células a las drogas anticancerosas (15).
El incremento de la GST-Pi ha sido
observado en varios cénceres o en
estados precancerosos tanto en el
hombre como en otras especies (3) (69)
(70) (73) (79) (92) (93) (96) (97).

Existen mitiples indices que sugie-
ren que el glutation y las glutation S-
transferasas intervienen en la resistencia
adquirida de las células por una
exposicion prolongada a las drogas
(63), ya que en varias oportunidades se
ha asociado con el incremento de la
concentracion de las GST y en particular
de la GST-Pi (43). La actividad de las
GST-Pi reduce la eficacia clinica de
drogas anticancerosas variadas y su
estudio constituye una fuente importan-
te de investigacion cientifica (15) (51)
(70) (73) (79) (91). Las GST pueden
intervenir también en la instalacion de la
resistencia de los microorganismos a las
drogas antiprotozoarias (22).

UTILIDAD EN BIOQUIMICA
CLINICA

La diferencia entre lesién vy
disfuncién hepatica es importante en el
momento de establecer el compromiso
del sistema hepatobiliar en el proceso
de una enfermedad. Los andlisis de
laboratorio de uso corriente no dan
siempre una buena informacién sobre
el estado de una lesion hepatica o sobre
el grado de disfuncionamiento del
higado (25).

La busqueda de indicadores espe-
cificos de lesién hepatica, véase de
citdlisis, se orienta corrientemente
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hacia la determinacion de la actividad
de marcadores plasmaticos desde el
momento en que son volcados en la
circulacién sanguinea, provenientes de
una solucién de continuidad de la
membrana citoplasmatica. De esta
manera, son utilizadas ampliamente en
bioquimica clinica: la aspartato
aminotrasferasa (ASAT) (antiguamente
conocida como TGO), la glutamato
deshidrogenasa (GLD), la lactato
deshidrogenasa (LDH), la alanino-
amino-transferasa (ALAT) (antigua-
mente la TGP), entre otras enzimas (1)
(4) (5) (14) (16) (25) (35) (58) (66).

Estos marcadores tienen un origen
diferente entre las estructuras celula-
res: citosolico: la LDH, mitocondrial:
la GLD, o mixto (mitocondrial y
citosélico): la ASAT, siendo de éstos
la GLD el mas especifico del tejido
hepatico (16).

Las propiedades de las glutation S-
transferasas pueden ofrecer ciertas
ventajas técnicas sobre la determina-
cion de la actividad de las
aminotransferasas (ASAT, ALAT) en
el momento de determinar la presencia
de una lesién hepatica. Las GST son
enzimas de talla pequefia, se presentan
en una fuerte concentraciéon en el
citosol del hepatocito y son descarga-
das en grandes cantidades en la
circulacién sanguinea como conse-
cuencia de una lesion hepéatica (7). Su
vida media plasmatica es relativamen-
te corta (<90 minutos) y su deteccion
es mas precoz que la ASAT (vida
media: 17 horas) y la ALAT (vida
media: 47 horas) (7) (40). Las GST
pueden ser utilizadas también en
rutinas hospitalarias por métodos
automatizados (6) (13) (42) (86).

La vida media mas corta de las
GST, dan a este marcador la posibili-
dad de identificar las fases iniciales y
finales de un proceso patolégico,
como en el caso de intoxicaciones con
una droga que no siempre es detectable
cuando se utiliza la ASAT como
marcador de lesion (7) (40). La
determinacion de la actividad
plasmatica de las GST ha sido
utilizada en variadas oportunidades
patolégicas como sensible indicador
de lesion hepatica, tanto en medicina
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humana como en medicina veterinaria.
A via de ejemplo: han sido empleadas
para medir los cambios de la
integridad hepatocelular en la aneste-
sia general por halotano en el hombre y
otras especies (17), en la deteccién del
rechazo en los transplantes de higado
en el hombre (80) (86), en la deteccion
de las hepatitis ya sea en las agudas
(Tsuru,1978 in Beckett,1993), o en las
virales activas (9), o en las crdnicas
activas de origen autoinmune (37),
como asi también en las intoxicaciones
con paracetamol (37).

En los ovinos se ha establecido la
actividad de las GST hepaticas en la
fasciolosis experimental -constatdndose
una disminucion de la detoxicacion
hepatica (31) (32) (60)-, asi como
también se ha determinado en casos de
tilcera bucal, en neumonias, parasitosis
gastrointestinal, infecciones banales
(46) y en la fotosensibilizacion
hepatdgena (27).

USOS TERAPEUTICOS

Los precursores del glutation han
sido utilizados en situaciones patolo-
gicas diversas con un fin protector y
curativo; asi, se les ha administrado a
cerdos con shock séptico
(Groenveld, 1990 in Fettman,1991), a
las cabras en la aflatoxicosis
(Hatch,1982 in Fettman,1991) y a los
ovinos en la endotoxemia (Lutch, 1987
in Fettman,1991).

A partir de la purificacién y de la
sintesis por clonacién de antigenos del
Schistosoma mansoni, Taylor et
al.,(1988) identificaron una proteina
con una actividad GST que serviria
para la defensa del parasito contra las
moléculas reactivas de la respuesta
inmune del organismo huésped. Esta
proteina es un antigeno con la
propiedad de desencadenar la respues-
ta inmune de un organismo huésped y
es utilizado como vacuna en especies
diversas (Balloul et al.,1987 in
Sexton,1994) (39) (78) (84). El mismo
procedimiento a sido utilizado en
forma experimental contra la Fasciola
hepatica en los ovinos (60) (71).

Otra utilizacion reciente de las
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actividades de las GST ha sido
también el desarrollo de vacunas
combinadas, con la produccion de
proteinas de fusion entre las GST del
parasito y drogas antiparasitarias,
potenciandose entonces el efecto de la
respuesta inmune con el de la droga
antiparasitaria (76).

Para concluir, visto el desarrollo de
los conocimientos cientificos, asi
como de las variadas aplicaciones de
las actividades de las glutation S-
transferasas, deberia profundizarse en
el estudio de las variaciones fisiol6gi-
cas y patolégicas en los animales
domésticos y desarrollar de esta
manera su utilizacion en medicina
veterinaria.
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