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Resumen

Introduccion: La gamma glutamil transferasa es una enzima hepatica que aumenta su actividad
ante varias enfermedades y por induccidon enzimatica provocada por determinados farmacos y
drogas. La ingestion de alcohol produce un aumento en la actividad de esta enzima y disminuye
sus valores al cabo de seis u ocho semanas luego de la ingestion. Este efecto permite que la
gamma glutamil transferasa sea utilizada como un marcador biolégico para el alcoholismo, y
permita supervisar el tratamiento de deshabituacidon en pacientes alcohdlicos. Objetivo:
Determinar la existencia de interferencias en nuestro anadlisis relacionadas con diferentes
parametros en Quimica Clinica. Métodos: Se tomé la muestra de suero de 30 pacientes
alcohdlicos en tratamiento de deshabituacion ingresados en el Hospital Psiquiatrico Provincial de
Villa Clara y se les realiz6 la determinacién in vitro de la gamma glutamil transferasa en suero por
método cinético, en espectrofotdmetro y en el analizador automatico de quimica clinica (Hitachi);
ademas, se les realizaron en dicho analizador las determinaciones de bilirrubina, colesterol,
glucemia, urea, triglicéridos, entre otros, como criterio de exclusion para la investigacion. Se realizé
un Analisis de Regresion Lineal empleando el médulo correspondiente en el paquete estadistico
STATISTICA 5.5 para determinar las interferencias. Resultados: Analizando los parametros
estadisticos de la ecuacidon obtenida, se observé que el modelo explica satisfactoriamente el 96,7%
de la varianza observada en la variable dependiente. Entre las variables que forman parte de dicho
modelo, se destaca la aparicion de las relacionadas con los niveles séricos de fosfatasa alcalina,
urea y colesterol; los productores del juego de reactivos informan que este ultimo interfiere en la
exactitud del resultado.

Descriptores DeCS: Subject headings:
GAMMAGLUTAMILTRANSFERASA/sangre GAMMA-GLUTAMYLTRANSFERASE/sangre
ALCOHOLISMO ALCOHOLISM



Introduccién

La gamma glutamil transferasa (GGT), también llamada gamma glutamil transpeptidasa, glutamine:
D-glutamil péptido 5-glutamil transferasa (EC 2.3.2.2), es una glicoproteina heterodimérica unida a
la membrana plasmatica, que cataliza la transferencia de grupos gammaglutamil de un péptido a
otro o de un ?éptido a un aminodcido, y desempefa una funcion fundamental en el metabolismo
del glutation'™.

El tejido mas rico en esta enzima es el riidn (en el tibulo renal proximal), seguido del pancreas
(ductos y células del acino), higado, bazo, intestino y pulmones. Dentro de la célula, se localiza en
las membranas, fundamentalmente en el reticulo endoplasmatico liso, en los microsomas, en la
fraccion soluble del citoplasma y en los conductillos biliares. La actividad de la GGT proviene
principalmente del higado, y es muy utilizada para detectar la disfuncion hepatica®.

Se han obtenido preparaciones altamente purificadas de las GGT procedentes de higado y rifdn,
tanto en ratas como en humanos, lo que ha permitido estudiar esta enzima profundamente. Es una
enzima heterodimérica compuesta por dos subunidades glicosiladas. La subunidad mayor

(M = 50,000-62,000) fija la molécula a la membrana a través de su porcidon hidrofébica amino-
terminal. La subunidad menor (M = 22,000-30,000), que posee la porciéon de unién al grupo y-
glutamilo, se asocia de forma no covalente a las cadenas de la subunidad mayors‘e.

La determinacién de esta enzima encuentra su principal aplicaciéon en el campo de la enfermedad
hepatica, y forma parte de las pruebas de funcién de este érgano para detectar procesos malignos
primarios o secundarios, y la mayoria de las enfermedades hepaticas y del tracto biliar"®, aunque
la elevacion en suero de la actividad de la enzima esta asociada a otras enfermedades, como la
diabetes, la hipertension arterial y el sindrome metabolico®"'; aumenta también en la pancreatitis y
en el infarto agudo del miocardio, posiblemente por los efectos secundarios del proceso sobre el
higado'". Existen elevaciones fisioldgicas en los recién nacidos y lactantes de hasta un afio de
edad; asimismo, las cifras parecen aumentar en personas de mas de 60 afios. Estudios realizados
han encontrado valores elevados en pacientes que se encuentran en tratamiento con farmacos,
como los barbituricos, antiepilépticos, esteroides, anticonceptivos orales, benzodiazepinas y los
antilipidicos™.

Otra de las causas de incremento en la actividad enzimatica de la GGT es el consumo de drogas,
fundamentalmente la ingestion cronica de alcohol, que provoca un aumento brusco en los valores,
para luego, si no hay enfermedad hepatica u otra causa farmacoldégica, disminuir hasta las cifras
normales al cabo de seis a ocho semanas'®. Por esto esta enzima es utilizada como marcador
biolégico para el abuso de alcohol, y resulta muy util en el seguimiento de los pacientes que estan
recibiendo tratamiento de deshabituacién, pues los niveles vuelven a elevarse en caso de
reanudarse la ingesta, lo cual es muy ventajoso en el control de la abstinencia'"".

El estudio de la actividad enzimatica de la GGT se realiza manualmente por el método
espectrofotométrico, donde la GGT cataliza la transferencia del grupo glutamilo de la L-y-glutamil-
3-carboxi-p-nitroanilida (GLUPA C) a la glicilglicina, con la formaciéon del acido 5-amino-2-
nitrobenzoico. El producto formado es proporcional a la actividad de la enzima presente en la
muestra. Este juego de reactivos, producido nacionalmente por los Laboratorios HELFA del Finlay,
refiere como interferencias (tabla 1) valores superiores de algunos metabolitos sanguineos, como
bilirrubina, colesterol, glucosa, hemoglobina y triglicéridos.

Tabla 1 Interferencias referidas por el juego de reactivos de los laboratorios HELFA del Finlay para
la determinacién de la actividad enzimatica de la GGT.

| Parametros bioquimicos || Concentraciones |
[ Bilirrubina [ > 5,1 mmollL |
| Colesterol [ >12,92 mmollL |
| Hemoglobina || > 4gL |
| Triglicéridos | >114mmollL |




Por este motivo, seria de gran interés determinar, en primer lugar, si alguno de estos indicadores
esta por encima de los valores obtenidos mediante la aplicacion del juego de reactivos, y cuales
son los més significativos que actuan como interferencias en la determinacion de la GGT en
nuestro laboratorio, a un grupo de pacientes alcohdlicos, especificamente por ser esta una de las
enfermedades crénicas no transmisibles que mayor numero de o6rganos afecta, y comparar
nuestros resultados con los obtenidos por el Analizador automatico para quimica clinica (Hitachi).

Métodos

Se tomaron muestras de sangre a 30 pacientes alcohdlicos en tratamiento de deshabituacion,
ingresados en el Hospital Psiquiatrico Provincial de Villa Clara. A cada uno se le registré la edad,
sexo, medicamentos que toma en el momento de la extraccién y fecha de la uUltima ingestion de
alcohol.

Al suero obtenido, se le determiné la actividad de la enzima GGT por el método cinético en
espectrofotdmetro, con el juego de reactivos para determinacion de GGT en suero de los
Laboratorios HELFA-Finlay y por el método in vitro para la determinacién cuantitativa de la GGT en
suero humano, con los analizadores automaticos de quimica clinica (Hitachi) de los laboratorios
ROCHE. Por este ultimo procedimiento, se analizaron, ademas, los siguientes parametros:
bilirrubina, fosfatasa alcalina, transaminasa glutamico-oxalacética (TGO), transaminasa glutamico-
piravica (TGP), glucemia, urea, colesterol y triglicéridos, como criterio de exclusion para la
investigacion.

En la tabla 2 se refieren los intervalos de referencia de la GGT para ambos métodos de deteccion.

Tabla 2 Intervalos de referencia de la actividad enzimatica de la GGT para ambos métodos de

deteccion.
Método | Intervalos de referencia |
| Hombres [l Mujeres |
Cinético en espectrofotometro (Laboratorios 10-45U/L 5-32U/L
HELFA)
Analizador automatico para quimica clinica 8-61U/L 5-36 U/L
(Laboratorios ROCHE)

Para la determinacién de las interferencias, se realizé un analisis de regresion lineal, empleando el
modulo correspondiente en el paquete estadistico STATISTICA 5.5. Se tomé como variable
dependiente el nivel de GGT determinado por la técnica espectrofotométrica manual, y como
variables independientes, los niveles de GGT determinados por el Analizador Quimico Automatico,
asi como una serie de variables tricotémicas que modelan los niveles del resto de los parametros
séricos determinados. En las mismas, se toma el valor de 0, si el parametro a considerar es
normal, 1 si esta elevado y -1 si esta por debajo de los niveles normales en sangre.

Resultados

Una vez aplicado el analisis de regresion lineal, se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion que
consideramos como Modelo 1:

C(GGT) yanuar =0,578*c(GGT) y;7ach —512* F.Alc —52.5+Urea + 35.35Col
R®= 0.967 F(4,26)=190.24 p = 0,00001 sd = 24,4

Al realizar un analisis de los valores fuera de rango (outliers) de estos pacientes, se observo la
presencia de tres de los mismos por varios métodos de determinacion. Al eliminar dichos




pacientes, el modelo tuvo una mejora significativa, y se obtuvieron los siguientes resultados,
considerados como Modelo 2:

C(GGT) yyun. = 0,569 * C(GGT ),y racyy — 495 % F.Alc—71%Urea
R%= 0,986 F(3,24)=582 p = 0,00001 sd = 15,5

Analizando los parametros estadisticos de la ecuacidon del modelo 1, se aprecia que explica
satisfactoriamente el 96,7 % de la varianza observada en la variable dependiente. Al analizar los
valores de la prueba F para la significacion del modelo, se comprueba que el mismo es altamente
significativo (p = 0,00001); este presenta, ademas, un adecuado nimero de casos por variables
(30/4 = 7,5) (tabla 3).

Tabla 3 Significacion de las variables en el Modelo 1.

Variables Por ciento de Varianza Por ciento de Varianza
explicada explicada
por el Modelo por la ultima variable

| GGTur- || 0,801 | 80,1 |

Fosfatasa 0,917 11,6

alcalina
| Urea I 0,954 | 3,7 |
| Colesterol || 0,967 | 1,3 |

*GGTy7+: Obtenido en el analizador automatico Hitachi.

Discusién

Al analizar las variables que forman parte del Modelo 1, se destaca la aparicion de las que se
relacionan con los niveles séricos de fosfatasa alcalina, urea y colesterol, y estos fueron los
principales indicadores que interfieren en nuestra determinacion.

En el caso del colesterol, los productores del juego de reactivos informaron que este parametro
puede interferir con la exactitud del método en concentraciones elevadas. No se encontraron
referencias de interferencias relacionadas con la fosfatasa alcalina y la urea.

No se observé una mejoria significativa en los parametros estadisticos del modelo por la adicion de
otras variables al mismo, lo que confirma la significacién de dichos indicadores en la correlacion
realizada.

Del Modelo 2, resultado de la eliminacién de tres valores fuera de rango, se aprecia, ademas, de la
mejoria considerable de los pardmetros estadisticos, la disminuciéon en un 36,5 % del error de la
determinacién. Tomando estos valores, asi como los de la media de las determinaciones, se
observa una incertidumbre en la determinacion de aproximadamente el 10 %, lo cual es bastante
compatible con el tipo de determinacién realizada. Resalta ademas en esta ultima ecuacion, la
ausencia del colesterol como parametro influyente.

En la figura, se representan los valores observados y predichos por ambas ecuaciones, que
demuestran la linealidad de las predicciones realizadas.
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Figura Representa los valores observados contra predichos, segun las ecuaciones con los valores
fuera de rango (incluidos (izquierda) y al excluirlos (derecha).

Se correlacionaron las concentraciones de GGT por las técnicas utilizadas, y se halldé que existe
una fuerte correlacién (80 %) entre las mismas, por lo que pueden ser indistintamente utilizadas
para determinar la actividad de la enzima.

Summary

Introduction: The gamma glutamyl transferase is a hepatic enzyme that increases its activity due
to the presence of several illnesses and due to the enzymatic induction caused by some drugs,
Alcohol ingestion produces an increase in the activity of this enzyme and reduces its value six or
eight weeks after ingestion. This effect allows us to use gamma glutamyl transferase as a biological
marker for alcoholism and to supervise the disaccustoming treatment in alcoholic patients.
Objective: To determine the existence of interferences in our analysis concerning the different
parameters in Clinical Chemistry. Methods: Samples from the serum of 30 hospitalized alcoholic
patients that were receiving a disaccustoming treatment at the Provincial Psychiatric Hospital in
Villa Clara were taken. These samples were submitted to an in vitro determination of the serum
gamma glutamyl transferase using a kinetic method in a spectrophotometer and in an automatic
analyzer of clinical chemistry (Hitachi). Additionally, the determinations of bilirubin, cholesterol,
glycemia, urea, triglycerides, among others, were carried out in the above mentioned analyzer as
an exclusion criterion for the research. A Lineal Regression Analysis using the corresponding
module in the statistical package STATISTICA 5.5 was carried out with the aim of determining the
interferences. Results: Analyzing the statistical parameters of the obtained equation, it was noticed
that the model explains satisfactorily the 96,7% of the variance observed in the dependent variable.
Among the variables forming part of such a model it was noticed the appearance of those related to
serumal levels of alkaline phosphatase, urea and cholesterol. The manufacturers of the set of
reactives inform that cholesterol interferes with the accuracy of the result.
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