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REVISIONES DE CONJUNTO

EL GLUTATION (1)

J. A. DE ARGUMOSA y M. Roiz NORIEGA.

Oviedo.

REY-PAILHADE ', en 1888, triturando hojas verdes
y mezelandolas con azufre, observé que se despren-
dia olor a acido sulfhidrico, suponiendo que tal
efecto seria debido a la presencia en los vegetales
de una sustancia reductora, por él denominada
“filothion™,

HEFFTER *, en 1904, estudié con detenimiento esta
ctiestion. A él se debe la primera idea acerca del
papel que el radical sulfhidrico (— SH) pudiera
tener en los procesos biolégicos de la 6xido-reduc-
cién, el cual por deshidrogenacién se convertiria
en —8 — S — forma disulfidica, bajo la cual seria
capaz de captar nuevamente hidrogeno, regeneran-
do la forma sulfhidrilica,

Las sugerencias teéricas de HEFFTER, fueron ob-

NH,

|
HOOC — CH — CH, — CH, — CO NH — CH

La sintesis del glutation presentaba serias difi-
tultades, por un lado las uniones por el COOH y son
extraordinariamente labiles, ofreciendo un obstacu-
o para la excisién de acilos y aquilos contenidos en
los productos intermediarios, por otro, era necesario
Proteger el COOH o y al entrar en reaccion el

H y del 4dcido glutdmico. HARRIGTON y MEAD %

CH, — SH
C]I-I __ NH. + ClOC.0.C;H;

—
Cl. bencilcarbonato

COOH
cisteina

—

(1) Introa a la Academia
de’ abpi] ;54 119%%1.611 a un trabajo presentado

jeto de investigacion por HOPKINS ?, ¢ y % que en
su trabajo inicial de 1921 aislé de la levadura del
pan y del higado un cuerpo por él denominado “‘glu-
tathion”, que consideré como dipéptico, formado
por acido glutamico y cisteina, del cual estudid
posteriormente su influencia en la oxidacion de proé-
tidos y lipidos.

Después de los trabajos de DIXoN y TUNNICLIFFE
y QuasTEL y TUNNICLIFFE, en torno a la suspension
dipéptica del glutation de HOPKINS, STEWART y TU-
NICLIFFE %, consiguen la sintesis del dipéptido, sin
embargo, el producto obtenido por los citados auto-
res diferia del glutation natural en sus propieda-
des épticas, siendo su poder rotatorio muy inferior.

Se debe a HUNTER y EAGLES 7, haber senalado la
presencia de un tercer aminoacido en la composi-
cion del glutation: la glicocola.

En la actualidad no cabe duda, ya que se hs
comprobado analiticamente y por sintesis, de que
el glutation pertenece al grupo de los tioles, siendo
un tripéptido, la glutamileisteinilglicocola, o, si g2
quiere, la glutamil-cisteinil-glicina:

CH, — SH
|

|
CO NH — CH, — COOH.

llevaron a feliz término la sintesis partiendo del Len-
cilearbonato (método de Bergmenn y Zervas), redu-
ciendo el residuo bencilearbonato no cataliticamente,
sino con solucién de HI en acido acético y fésforo
rojo, segun el proceder de LaAsus y RoBsEN. La :in-
tesis puede formularse asi:

CH,—SH

AH——NH—OC.O.C;H;
J

COOH

N-bencilecarbonilcisteina

Médico-Quirtrgica de Asturias y dictado en Gijin el 29
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CH,— SH
P Cl, |
+————— CH—NH—-O0C.O0.CH, 4+ NH,—CH,— CO0O.CH,H,
[CH Cl,] | — -
Tricloruro de | Glicocola
fésforo en sol. CO.CL CH,— C00.C. H,
cloroférmica. Cloruro de acido de Ester acético
la N-bencilcarbonilcisteina.
CH, — SH CH, — SH
|
CH-— NH— 0C.0.C H. + PH,1 CH — NH, . HI
| e |
CO—NH—CH,—CO0.C,H, [CH,— CO0] CO—NH-—CH.—C00.C,H,
Ester etilico de la sol. dcido Ioduro de fos- Yodhidrato del cisteinilglico-
N - bencilcarbonilcisteinilglico- fonio en 4cido colato de etilo.
cola, acético.
COOH COOH
| I
CH, CH.,
CH. +C1.0C.0.G H, CH.
| S | H, 0
CH — NH, Cl, bencilcarbonato CH—NH—0OC.0.C H, il
| | (CH, CO), O
COOH COOH anhidrido acético
dcido glutdmico dcido N-bencilcarbonil
glutdmico
CH, — CO COO Na
| RS CH, ONa _ + CLH
CH. o+ CH, i
; ) [CH, . OH]
CH —CO ~ metilato sédico en CH.

NH—0.C.0.C H;
anhidrido del Aacido
N-bencilcarbonil glutamico.

COOH

e
CH,

|

CH—NH—-O0OC.0.C H,

coo . cu,

Ester a — monometilico del N-bencilcar-
bonil — y — glutdmico.

CH.—SH

on

—NH..HI

— NH —CH,—C00.C,H,
yodhidrato del cisteinilglicocolato de etilo.

+ (G, H,) : NH

[CH Cl,]
dietilamina
(cloroformo),

sol. de metanol.
CH—NH—0C.0.C.H.

|
COO .CH,
Ester a — monometilico del N-bencilcarbo-
nil — v — glutamato sédico.

' CO.Cl
|
0|H=
+ PCl, CH.
- 4 [
tricloruro de CH—NH —0CO.C; H;
fésforo en sol. |
etérea, COO . CH,
cloruro del dcido del ester a — monometilico
del N-bencilcarbonil -—— vy - glutdmico.

CH, — SH
(CyH;), : NH |
> CH — NH.
[CH Cl,] |
dietilamina CO—NH-—-CH,—C00.C,H,
(cloroformo). cisteinilglicocolato de etilo.
co.c
|
T N
+ CH.

|
CH—NH—OC.0.C,.H,
|
COO . CH,
Cloruro de dcido del éster a — monometilico del N-ben-
cilearbonil — y — glutdmico.
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CH, —SH |
CH,. 0. OC — CH — CH, — CH, — CO — NH — CH

NH — OC. OC. H,

Ester etilico de la o-metil-N-bencilcarbonil

HOOC

|- Na OHN NH—0C.0.C,.H,

—+ acido (dibasico) de la N-

+PH. I
| CH.

— HOOC — CH
- COOH]

glot tién.,

El glutation, tanto el natural como el sintético,
pues este Ultimo presenta caracteristicas idénticas
4 aquél, se presenta bajo la forma de un polvo cris-
talino, soluble en el agua y mezclas hidroaleohéli-
cas de poca concentracién etilica, soluciones en las
que facilmente se oxida, pasando de la forma sulfhi-
drilica a la disulfidrica,

G—8H- — GS — 8G
MATHEWS y WALKER *, demostraron ya el paso de

la forma reducida a la oxidada para el aminoécido
cistelna:

COOH — CH.NH,—CH. —S

COOH — CH. NH, — CH, |

Cisteina.

SH —

COOH—-CH.NH,—CH.— S8
Cistina.

Levégiro en su dos formas, con un poder rotato-
rio dependiente de la temperatura, que para la
fol:ma reducida es [a] —-—18" y para la forma
oxidada [a]=-—100°, propiedad que permite se-
guir sus procesos oxidativos.

De los trabajos de CuereTT KINSEY ', se deduce
que el glutation se destruye por la accién de los
rayos réntgen, dependiendo sus efectos de la con-
centracién y del pH. Trabajos experimentales lle-
vados a cabo por nosotros nos han permitido obser-
var los efectos de la irradiacién sobre la glutatio-
lémia, reproduciendo una grafica comprensiva de
08 mismos (ntm. 1),

La extraccién del glutation de sus medios natu-
rale% se basa en el proceder de HOPKINS ?, esto es,
Precipitarle como sal cuprosa en sol. N/2 de acido
Sulfiirico. Partiendo de la levadura de pan, se ob-
tiene un rendimiento del uno por mil. Se trituran
dos kilogramos de levadura con una mezcla forma-
ga Por 100 partes de alcohol de 90°, 80 de éter y
0 de acido sulfirico, filtrando a continuacién por un
uchner y agregando tierra de diatomeas en caso
Necesario, En el filtrado se determina la cantidad
de 4cido existente, con el fin de mantener el liquido
en sol. N/2, ya que si 1o se mantiene el pH suficien-
lemente bajo el glutation se oxida. Al liquido se

€ una suspensién de 6xido cuproso en medio

CH — CH, — CH, — CO — NH — CH

C!O — NH — CH, — C0O0. C, H,.
-glutamilcesteinil-glicocola.

CH. — SH
|

I
CO — NH — CH, — COOH

bencilearbonil-glutamileisteinil glicocola.

CH, — SH

|
NH, - CH, — CH, — CL—NH «1:1»1

l
CO — NH - CH, — COOH

hidroalcohdlico, precipitando el glutation bajo la
forma de glutationato cuproso; el precipitado es
abundantemente lavado con agua, se deja emulsio-
nado con la misma y se trata en corriente de sulf-
hidrico. Una vez filtrado, es evaporado el liquido a
pequefo volumen y a vacio reducido, teniendo buen
cuidado de que la temperatura no rebase los 25°.
Asi como el glutation desde el punto de vista
quimico, en estado puro, bien proceda de su estado
natural o se haya obtenido por sintesis, presenta
idénticas caracteristicas, desde el punto de vista
biologico la diferencia entre el producto, que no

Fig. 1.

es delicuescente y el extraido de los tejidos, deli-
cuescente, en menor estado de pureza, aunque en
principio posea la misma constitucion quimica, ya
que el problema no es mas que de purificacion, es-
tablece ciertas diferencias en su comportamiento;
asi, el puro es fisiolégicamente inactivo, necesitando
desde un punto de vista relativo mayor proporcién
de metales, cobre y hierro, para producir su auto-
xidacién, mientras que el extraido de los tejidos
sin purificar se autooxida solamente con indicios de
los metales citados. Parece, por tanto, razonable
pensar que en los tejidos se encuentra el glutation
juntamente con otros principios que le hacen auto-
xidables a la vez que activo para intervenir en los
procesos redox; estas sustancias son, para MEL-
DRUM y DIXON 2, la cisteina, asi como para Mason
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la cisteinilglicocola, o complejos como los citocro-
mos, en opinién de MELDRUM *?, de caracter porfiri-
nico conteniendo minimas cantidades de hierro.

El poder activador de ciertas reacciones enzima-
ticas ha sido reconocido por ciertos autores; mas
como seria excesivamente prolijo referir detalla-
damente esta especial facultad del glutation, nos
limitaremos a citarlas, sin entrar en consideraciones
acerca del punto fundamental en torno al comporta-
miento del activador. Parece un hecho indudable
que activa la accion de la papainasa, de la catep-
sina, de la arginasa, de la amilasa, de los enzimas
glicoliticos, de la fosfatasa, de la catalasa, de la
glioxalasa, transformando el metilglioxal en acido
lactico, recordando que en el musculo la formacion
del acido lactico necesita la presencia del glutation.

[ B PR e T T S Ty e Vb a4t

Parece ser que el glutation sanguineo se encuen-
tra en los glébulos rojos, siendo interesante desde
el punto de vista practico lo que OBERTS '* deno-
mina pérdida del glutation producida por la incu-
bacién de la sangre, senalando el autor que las
tasas de glutation total ceden en relacion con el
tiempo de incubacion, llegando, al cabo de unas
horas, a su desaparicién. Este hecho ha sido com-
probado por nosotros experimentalmente, reprodu-
ciendo la grafica nimero 2 la caida de la glutatio-
memia por incubaciéon y hemolisis.

Segliin KENDALL y May MCcKENCIE ', por incuba-
cién de las soluciones acuosas pasa a los catorce
dias a acido pirrolidoncarboxilico y cisteinglicocola,
verificandose la transformacién de manera completa
a 66° en ciento veinte horas. La hemolisis, en la
sangre, seria la causa del paso del glutation de los
glébulos rojos al plasma, en donde tendria lugar
su destrucciéon por reacciones quimicas.

Todos los sistemas sulfurados, como los acidos
tioglicolico, tiolactico y la propia cisteina, son 6xido-
reductores, es decir pueden oxidar y reducir, asi,
también, el glutation, que ha sido calificado como
fermento resptratorio, y esto es debido a su estruc-
tura tiolica, acaso por la capacidad del grupo SH
para la formacion de estadios intermedios de oxi-
dacién, cual los acidos sulfénicos (SOH) y sulfini-
cos (SO, H).

MELDRUM ** considera que el proceso reductor
estd vinculado a la integridad celular, puesto que
tales procesos cesan cuando se ha producido la
hemolisis, de lo que se deduce la existencia de una
combinacién organica compleja, del tripéptido con
las porfirinas heméticas, donde radican las cuali-
dades del sistema oxido-reductor.

De los trabajos de DELETANG, DESBORDES y BRIN-
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KAS '% se deduce que la actividad nutritiva y prolj.
ferativa de la célula se halla en relacién con lg pj.
queza en el medio organico de glutation, al sefalgy
que la glutationemia es maxima en la vida intraute.
rina, baja después del nacimiento, estabilizindoge
a partir de los seis anos.

JoyET '* advirtié que el glutation es indispensa-
ble para la reproduccion celular, por formar parte
del condrioma de la célula, por ello no es extraig
que al estudiar, como lo han hecho TURPIN, SErRang
y VALLETTA '%, las relaciones entre el glutation he-
patico y el timo, se encuentra un descenso del mis-
mo en la timectomia, juntamente con un retardo
del desarrollo.

BINET vy WELLER ' indican que la hipofisectomia
acarrea el descenso de glutation, tanto oxidado
como reducido en el tiroides, higado y testiculos,
BeEAUM *" senala que en el hipertiroidismo se en-
cuentra marcado descenso del glutation, FERRARI !
ha estudiado la influencia del pincreas sobre lag
tasas de glutation, deduciendo que las lesiones del
pancreas producen disminucién de la glutationemia,
Son interesantes los trabajos de CHARITE y KHaus-
TOW “* sobre las variaciones de glutation en el tra-
bajo muscular, encontrando que después del ejer-
cicio ademas de variar el contenido en el musculo,
en la sangre se advierte un descenso del reducido
v un aumento del oxidado.

En cuanto a la intervenciéon del glutation en los
fenomenos de detoxicaciéon, uno de nosotros se ha
ocupado de este problema recientemente **, y aqui
solamente consignaremos que a los tres aminoaci-
dos que integran el glutation corresponde un im-
portante papel en la formacion de conjugados, y,
asi, la cisteina por combustién puede dar lugar al
acido sulfirico que interviene en la formacién de
sulfoconjugados, el acido glutamico se elimina con
el fenilacético y la glicocola da lugar al acido hi-
purico.

Los problemas que plantea el glutation en rela-
cion con el catabolismo de protidos, glicidos y li-
pidos son de gran interés; mas por tratarse de una
cuestion fundamentalmente bioquimica, los omi-
timos.

También son importantes los trabajos relaciona-
dos con las carencias vitaminicas, como los de
KASHEWIK, EIDMAN y FRIEDLAND *, en relacion con
el escorbuto, y los de STUART y col. *° en la avita-
minosis B,.

;Donde se forma el glutation en el organismo
animal? Tanto la forma tidlica como la disulfidica
se encuentran en los tejidos, si bien predomina la
tidlica. Se ha creido que la zona cortical de las
glandulas suprarrenales es el 6rgano donde se sin-
tetiza el glutation. Las glandulas, en general, son
muy ricas en glutation, sobre todo el higado, si-
guiendo la suprarrenal, el bazo, el pancreas y el
rifién; lo contienen también el corazon, los muscu-
los y la sangre. Realmente, aunque se sabe que
el glutation administrado “per os” se escinde com-
pletamente, y en consecuencia el existente en nues-
tro organismo tiene que ser sintetizado por el mis-
mo, el hecho es que se desconoce dénde se realiza
esa sintesis.

Desde el punto de vista clinico, una buena meto-
dica analitica era fundamental, y ésta hoy se la
debemos a SANTOS RUIZ y ROLLANT DE FRANCH *,
cuyas atinadas consideraciones a continuacién
transcribimos.

Muchas son las metédicas propuestas para la va-
loracién del glutation sanguineo e histico; su ex-

—
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tenso numero es, por si mismo, una prueba de la
poca especificidad de las técnicas. En general, dan
las cifras de reducido y de total—de las que se
calcula el oxidado por diferencia—; sin embargo,
cierto numero de ellas son especificas de algunas
de las formas,

Los desalbuminantes empleados suelen ser el aci-
do tricloracético, el tungstico o el sulfosalicilico,

Los procedimientos estan todos basados en reac-
ciones coloreadas generales del grupo SH o en las
propiedades reductoras del citado grupo. No siendo
¢l glutation el tinico reductor ni el Gnico SH— com-
puesto presente en la sangre o en los tejidos, fécil
es comprender que una buena metodica debe pro-
curar separar del glutation aquellas sustancias
como el acido ascoérbico, cisteina, ergotioneina, glu-
cosa, ete., que, debido a sus propiedades reductoras
{o a la presencia en algunas del grupo SH para las
reacciones coloreadas) pueden ser causa de error
en las determinaciones.

Clasifican los autores citados los métodos en cua-
tro grupos: Métodos yodométricos. Se basan en la
reaceion:

2G—SH+ L=G 8 —8—-G+ 2HL
vy el yodo se emplea en la solucion acuosa, como
en €l primitivo de Tunnicliffe, o produciéndolo por
la reaccion:

5KI + KIO, + H6 =31, + K, + 3H,0.

como recomienda Woodward y Fry.

Las metodicas propuestas son: Tunnicliffe, Kim-
bal, Kramer y Reid: Kennaway y Hieger; Thomp-
son y Voetglin; Perlzweig y Debine; Blanchetiére
¥ Melon; Randoin y Fabre; King y Baumgarten;
Delaville y Kowarsi; Litarcek, Tomesco y Nestores-
co, que para determinar el glutation total reducen
el oxidado con hidrogeno en un tonémetro; Berga-
mi di Capua, que emplea el CS., como iniciador;
Woodward y Fry; Okuda y Ogawa, y los de Binet
y Weller y Ceresa y Guala, que verefican la valo-
racion después de precipitar el glutation como glu-
tationato de cadmio.

A éstos puede referirse también el método de
Hartner y Schleiss, que precipita con Cd y valora
luego con Br naciente, que tiene la propiedad de
reaccionar con el reducido y el oxidado, segin las
ecuaciones:

R—SH + B,, + 3HLO—R — SO,H + HB..

R-—-85—8—R+ B, + 6H.0 — 2R —SO.H + 10H B,.

El bromo se produce con bromato y bromuro y su
exceso se valora con el tiosulfato.

Métodos que emplean el ferricianuro.—Emplean
el ferricianuro como oxidante y a un pH,, aproxi-
madamente, y valoran el exceso o el ferrocianuro
formado. Tienen este fundamento las metddicas de
Flatov, Gabbe, Mason y Schelling.

Métodos colorimetros.—A) A base de la redue-
cién del acido fosfotingstico a sales de wolfra-
milo: Hunter y Eagles, Braier y Marenzi, Benedict
y Gottschall y Shinchara. B) Emplean la coloracién
que produce el glutation con el nitroprusiato sodi-
co: Bierich y Kalle, Fleming, Bierich y Rosembohn
y Fujita y Iwatake. C) Fotocolorimétrico es el pro-
cedimiento de Numata Isamu, el cual previamente
satura la sangre con CO para evitar la oxidacion
del glutation, ocasionada por la transfomacion de
la oxihemoglobina en hematina.
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Micrométodos.—Los micrométodos més interesan-
tes son el de Kithnau y el de Woodward, modifica-
do por Schweder y Woodward, que emplea la glio-
xalasa y reduce el oxidado electroliticamente.

Justifican el trabajo los autores, teniendo en
cuenta que en Espafia se han usado, principalmente,
las metédicas de Tunnicliffe y de Gabbe para los
estudios de la glutationemia; mas como son mé-
todos gue conducen necesariamente a errores, debi-
do a su poca especificidad, han creido importante
hacer un estudio de algunos métodos para ver la
manera de conseguir un procedimiento aceptable, a
la par que practicable en clinica, que pueda ser
empleado con garantia de éxito en los diferentes
problemas fisiolégicos y patolégicos.

El método de Gabbe sb6lo proporciona la cifra
total de glutation, y aunque los fesultados son me-
jores que con el de Tunnicliffe, ya que para cada
prueba se obtienen siempre cifras coincidentes, se
llega también a los resultados erréneos por mas,
influenciados por la presencia de otros reductores,
y otras veces por menos. El método de Tunnicliffe
tiene muchos errores por mas, debido a que el yodo
valora una porcién de reductores a mas del glu-
tation. BINET y WELLER propusieron una metddica
para la determinacion del glutation en los tejidos;
SanTos Ruiz y RorpLaNT DE FrRANCH han aplicado
esta metddica a la sangre, desalbuminando con tri-
cloacético y operando sobre el filtrado. Se obtiene
con este método las tres cifras del glutation: redu-
cido, total y oxidado. El método de BINET y WELLER,
aun siendo el mas especifico, sin embargo, la cifra
del total, trabajando con sangre de muy poco con-
tenido en glutation, no puede darse con seguridad,
ya que la precipitacién del glutionato de Cd en
presencia de cianuro no ocurre de forma regular,
obligando, ademas, al empleo de tubos de centrifuga
de gran capacidad.

La metddica de BINET y WELLER, modificada por
SanTos Ruiz y RoLLANT DE FRANCH, queda asi es-
tablecida para determinar el glutation reducido y
total de la sangre y tejijdos.

Glutation reducido.—En sangre, 5 ¢. ¢. de sangre
se desalbuminan con 25 c. c. de acido tricloroacético
al 10 por 100, agitando bien la mezcla. Se deja re-
posar un rato, al cabo del cual se agita de nuevo
y se filtra por un filtro de pliegues. Se recogen unos
23-28 c. ¢. y se continfian las operaciones como a
continuacion se indiea.

En tejidos,—En una capsulita de vidrio, tarada,
y que contiene 5 c. c. de acido tricloroacético al
10 por 100, se colocan 1 6 2 gramos de tejido fres-
co, recientemente extraido del animal, y cortado en
pequefios trocitos. Se pesa de nuevo la capsulita,
y la diferencia de peso nos dard la cantidad de
tejido tomada. Se pasa el contenido a un pequefo
mortero, al que se agregan 5 c. c. mas de acido
tricloracético y un poco de arena fina lavada y cal-
cinada, y se trituran los tejidos. El agotamiento del
tejido se repite aun tres veces, empleando 5 c. c. de
Acido tricloroacético cada vez. Una vez reunidos to-
dos los extractos, se filtra.

Del filtrado obtenido por uno u otro conducto se
toman 10 c. ¢. y se colocan en un tubo de centrifuga
de unos 20 c. c. de capacidad (el resto del filtrado
se reserva para la determinacion de glutation total),
se afaden tres o cuatro gotas de solucion de azul
de bromotimol y la solucion se neutraliza con solu-
cién de sosa al 45-50 por 100 (exenta de carbonato;
la presencia de éste molesta en la determinacion),
anadida gota a gota y agitando constantemente,




202

hasta alcanzar un pH préoximo al del viraje del
indicador (se necesitan, seglin los casos, de 7 a 11
gotas). Se contintia entonces la neutralizacion, con
solucién de NaOH al 2 por 100, hasta percibir el
primer viraje azul. Se anade 2 c. c¢. de solucién de
sulfato de cadmio al 3 por 100, se agita y se agre-
gan seguidamente 1 6 2 gotas de solucion de NaOH
al 2 por 100 para provocar la precipitacién. Con
esto, la solucion alcanza un pH entre 6,4 y 7; se
saca la varilla y se deja reposar el precipitado. Al
cabo de un rato se centrifuga, se vacian los tubos
y se deja escurrir el liquido sobrenadante, mante-
niéndolos boca abajo sobre un poco de papel de
filtro, El precipitado se disuelve en 10 c. c. de acido
sulfarico aproximadamente N, se agita con la mis-
ma varilla empleada anteriormente, se anade so-
lucién de engrude de almidén, dejandolo escurrir
por la varilla (de esta forma se hace un lavado de
ésta) y se valora la solucion con yodo N/250 hasta
color azul.

Glutation total—E] sobrante del filtrado de des-
albuminacién (de 12 a 15 c.c.) se trata en un Er-
lenmeyer con 0,5-0,1 gramos de Zn en polvo, se
agita y se deja que reaccionen de veinte a treinta
minutos, al cabo de cuyo tiempo se ha disuelto to-
talmente, (A veces, conviene agitar la solucion con
una varilla, pues el Zn se deposita en el fondo, for-
mando aglomerados y dificultindose su ataque.)
Una vez reaccionado el Zn, se filtra, y sobre
10 c. c. de filtrado, se opera de la forma descrita
en la determinacion del glutation reducido,

Al neutralizar la solucion, se forma un precipita-
do voluminoso de hidréxido de Zn, que no perturba
los resutados. Cada c. c. de yodo N/250, equivale
a un miligramo de glutation.

Ha de tenerse en cuenta, en ambos casos, que
el viraje del almidén en presencia del dcido sulfi-
rico N exige una correccion, que es la cantidad de
yodo N/250 necesaria para percibir el primer color
azul con 10 c. ¢. de sulfarico y N almidén. Es con-
veniente, pues, una prueba en blanco, partiendo de
solucion acido tricloroacético al 10 por 100.

Con este método hemos llevado a cabo nosotros
cerca de quinientas determinaciones individuales de
glutationemia, que si se recuerda que cada caso
requiere una para el reducido y otra para el total,
suman cerca del millar, lo que nos permite formar
juicio de su innegable bondad. Sus caracteristicas
fundamentales son: exactitud y sencillez.

El glutation ha sido estudiado, tanto en los te-
jidos como en la sangre, en un gran numero de
procesos patolégicos; sin embargo, nosotros sola-
mente nos referimos a unos cuantos trabajos fun-
damentales y en torno a afecciones de interés, co-
menzando por el cancer.

Se han llevado a cabo investigaciones relaciona-
das con las variaciones de los polipéptidos en el
cancer, asi como en torno al glutation en los pro-
pios tejidos neopldsicos; no obstante, solamente he-
mos de referirnos a las variaciones de la glutatio-
nemia en los citados procesos.

Los trabajos de WILHEIN y STERN ** ponen de
manifiesto la observacion reiterada de la disminu-
cién de la glutationemia; estos mismos autores han
establecido un indice que relaciona el glutation y
el nimero de glébulos rojos, que es de 14,6 en per-
sonas normales, y de 11,6 en los cancerosos.

SCHOOWER ?* ha establecido una relacién entre
el glutation oxidado y el reducido que le condujo
a la utilizacién de un factor, aplicable tanto a los
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enfermos cancerosos como a los tratados y nor-
males.

FoRrNIELES ULIBARRI # llevo a cabo determinacio-
nes en sangre normal y en procedente de cancero-
sos, siguiendo la metédica de FLatow y de GABpg,
pero no publicé més que los resultados obtenidos
con este ultimo método, llegando a las siguientes
conclusiones: La cantidad de glutation en las per-
sonas normales fluctiia entre 30 y 45 miligramos
por 100 ec. ¢. de sangre. Ein los sujetos cancerosos
existe una disminucion evidente del glutation en 1
la sangre. El sexo, no parece influir sobre el con-
tenido de glutation en la sangre. El glutation pa-
rece disminuir paralelamente con el aumento de
la edad. Un estado avanzado de caquexia, disminu-
ye notablemente el contenido de glutation en la
sangre.

Una conclusion interesante a que llegd FORNIELES
ULIBARRI, en aquella fecha, fruto de su informacion
y experiencia, es la que transcribimos a continua-
cién: Segun las investigaciones de HoLpEN, THOMP-
SON y VOEGTLIN, HUNTER y KAcres, el glutation
de la sangre se encuentra principalmente en los
glébulos rojos.

BrRIEVA ANDRADA *° ha estudiado las modificacio-
nes que experimenta la glutationemia en enfermos
cancerosos, en relacion con el tratamiento, utilizan-
do el método de BINET y WELLER, modificado por
SANTOS Ruiz y RoLLANT DE FRANCH, llegando a los
siguientes resultados:

Los valores del glutation oxidado se encuentran
disminuidos en el 97 por 100 de los casos de los
enfermos cancerosos; el glutation total esta dis-
minuido en el 64 por 100, y el reducido, por el
contrario, en el 87 por 100 estd aumentado.

Las cifras de glutation total y sus fracciones no
experimentan modificacién en relacion con la lo-
calizacién de la neoplasia, ni tampoco con la va-
riedad anatomopatoléogica.

Las cifras del oxidado se aumentan por la aeccién
del tratamiento radiologico en el 87 por 100 de los
casos, y disminuye de una manera absoluta sélo en
el 10,76 por 100, y relativa en el 10,76 por 100,
El glutation total aumenta en el 67,69 por 100 de
los casos y disminuye en el 29,23 por 100, y no
varia en el 3,07 por 100. El glutatién reducido esta
disminuido en el 58, 46 por 100, aumentando de
una manera absoluta en el 7,69 por 100 y relativa
en el 33,84 por 100.

La mejoria en el estado general y local del en-
fermo coincide con la elevacién de las cifras del
glutation total y del glutation oxidado en el 56 por
100 de los casos, y la agravacion coincide con una
disminucion de dicha cifra en el 43 por 100 de los
casos.

Santos Ruiz, FERNANDEZ CrRUZ y Garcia ConNpgE *
han estudiado la glutationemia total y sus fraccio-
nes en la hipoxidosis experimental, y GArcia CoNDE
y FERNANDEZ CRUZ *%, en las hipoxidosis clinicas, en
19 casos de insuficiencia respiratoria de los tejidos
por fracasos del rendimiento circulatorio y por al-
teraciones del aparato respiratorio, observando, en
todos los casos de cianosis que el glutation se al-
tera total y fraccionadamente en la siguiente forma:
disminucion del total, en la proporcion de un 50
por 100; desciende el reducido en un 25 por 100;
constituyendo el oxidado el 38 por 100 del glutation
total en lugar del 70 por 100 que se considera como
proporcién fisiolégica.,

DurourT y PERROT ** y BETHOUX y CARROX ** han
estudiado la glutationemia en los tuberculosos pul-
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monares, hallando en las formas que evolucionan
favorablemente resultados normales, mientras que
en las favorables o avanzadas se modifican las ta-
sas, tendiendo hacia la normalidad a medida que
mejoran los procesos,

ARGUELLO *%, que ha estudiado la glutationemia
en 60 casos de tuberculosis pulmonar, encuentra las
cifras modificadas en la forma siguiente: el total
disminuido en el 80 por 100: el oxidado disminuido
en el 56,6 por 100, y el reducido disminuido tam-
bién en el 60 por 100. Los casos en los que esta
aumentado el total y el oxidado corresponden a for-
mas extensas, ulcerosas y de mayor toxicidad de
la tuberculosis pulmonar.

En todos los enfermos pleuriticos estudiados
comprueba que la forma reducida estid disminuida
y que las cifras son inferiores a las obtenidas en
los enfermos tuberculosos no pleuriticos. Asimismo
gse halla disminuido el reducido en todos los en-
fermos estudiados con procesos inflamatorios ar-
ticulares y del peritoneo, de donde se deduce el
importante papel de las serosas en la fisiopatologia
del glutatién.

Las cifras medias del indice de BACH acusan una
disminucioén, lo que prueba que la hipoglutationemia
en la tuberculosis pulmonar no es debida al factor
anémico concomitante, Interpreta que las alteracio-
nes que se observan en la glutationemia en la tu-
berculosis pulmonar son debidas a la hipoxidosis,
por influencia respiratoria.

SANTOS Ruiz, Lucas y ARGUELLO *° insisten sobre
el problema de la glutationemia en los procesos
tuberculosos, sin modificar las conclusiones citadas.

ARGUELLO #° ha investigado también la glutatio-
nemia en la sifilis, en 30 enfermos, encontrando
una disminuciéon del total equivalente al 83,3 por
100, al 20 por 100 en el oxidado y el 96,6 por 100
en el reducido. Por comparacion de los resultados
obtenidos, observa que la disminucion en lo que
se refiere a las cifras de glutation total, estd en
razén directa de la positividad de la serologia.

Es interesante la siguiente deduccién: En todos
los casos en que agregd glutation sintético a los
tubos de reaccion de Wassermann, desaparecio el
poder anticomplementario del suero. Considera que
el glutation interviene en la respuesta serologica
de los enfermos sifiliticos y tiene un papel en la
reactivacién del complemento.

ACHARD, GUTHMANN y LEVI®" reconocen que si
bien la glutationemia disminuye en diversas ane-
mias secundarias, en la anemia perniciosa esta ele-
vada la tasa de glutation. CRuz AUNON y RIVERO %,
en un interesante trabajo, utilizando la metddica de
GABBE, después de insistir en que el glutation no
se encuentra libre en el plasma, sino Unicamente
en los hematies, y, en general, en el interior de las
células, hasta tal punto que BacH * considera que
la cantidad de glutation tiene que ir unida expresa-
mente al nimero de hematies, estableciendo su co-
ciente G/E, semejante al valor globular, pues me-
dird la cantidad de glutation contenido en los he-
maties, representando G la cantidad en miligramos
por cien de glutation y E la cifra de los hematies
en millones, recordando que cuando BAcH introdujo
su cociente hizo notar en 15 casos de anemia per-
niciosa que el glutation era normal y su cociente
estaba fuertemente aumentado, aumento que no es
especifico de esta clase de anemia, ya que en ane-
mias secundarias hay también aumento de su co-
ciente, e incluso en sus propios casos de este tipo
de anemia secundaria encuentran un aumento del

cociente de BACH, tanto mayor cuanto mas intensa
es la anemia, conservandose normal la cantidad de
glutation en la sangre, dando la impresién como
si éste se viera precisado a concentrarse en los
hematies al disminuir el ntimero de éstos.

Advierte que la disminucién del niimero de hema-
ties no justifica el descenso de la glutationemia,
siendo necesario que se afadan factores de maés
importancia: alimenticios, infecciosos, superavit
funcional del tiroides, déficit funcional de las cap-
sulas suprarrenales, del higado, etc.

Coincidiendo con ENRIQUEZ DE SALAMANCA, FER-
NANDEZ CRUZ y ROTLLANT DE FRANCH °, a su juicio
no cabe la menor duda de que en los enfermos ca-
renciales el glutation total en sangre esti fuerte-
mente disminuido, con disminucién evidentisima del
cociente de BACH, que nos indica que la hipogluta-
tionemia es independiente de la anemia. Resumen
sus observaciones en la forma siguiente: La dismi-
nucion del valor del glutation en la sangre, es la
expresion mas fiel de la existencia de una alimen-
tacion pobre o carente de proteinas animales ricas
en S-aminoécidos, acentuandose ese descenso en los
enfermos de “mal de Casal", y méis en individuos
que desde hace tiempo observan una alimentacién
absolutamente carente de carnes.

En enfermos hipertiroideos ha encontrado
BEAUM *° un descenso manifiesto de glutation, ni-
velandose las cifras si se practica la tiroidectomia.

Kitamuro y Campaccl, citados por BRIEVA 3, han
establecido que a causa de la hiperglucemia, en
los diabéticos, se produce una hipoglutationemia, y
que el aumento del glutation en la sangre de los
mismos produce un cierto retardo en la baja de
la glicemia, descendiendo la glutationemia méas len-
tamente que la glicemia.

MoreLL, GATE y DoORCHE *' han investigado la
glutationemia en el eczema y psoriasis, encontrando
en ambos un descenso de la tasa de glutation.

Nuestra causuistica asciende a 150 casos de la
méas variada indole patolégica, todos ellos irradia-
dos y estudiados en su evolucién clinica #* bis,

. Qué cifra de glutationemia se considera como
normal? Facil es comprender que con falta de uni-
formidad en la metédica empleada no es posible
que los resultados sean comparables; por ello, con-
sideramos como norma correcta indicar siempre la
téenica utilizada, aunque en lo sucesivo, al menos
entre nosotros, si se impone, como suponemos, la
modificacion introducida por SanNTos Ruiz y RoTL-
LANT DE FRANCH a la de BINET y WELLER, los re-
sultados serin mas uniformes. Asi, para GABBE *?,
es la glutationemia normal de 40 miligramos por
cien gramos de sangre; para FORNIELES *%, oscila
entre 30 y 45 miligramos por cien; VILLAR, SaLl-
NAS 43, la estima alrededor de 45 miligramos por
cien; CrRuUz AUNON y RIVERO FAJARDO %%, 40,6 mili-
gramos por cien; BRIEVA %, considera como norma-
les 30-34 para el total, 7-10 para el reducido y 21-25
para el oxidado.
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LA UTILIZACION INTESTINAL EN LA
INSUFICIENCIA HEPATICA (ESTUDIOS
CLINICOS Y EXPERIMENTALES)

C. JiIMENEz Diaz, J. M. RoMmEO ORBEGOZO
y C. MariNA FioL

Instituto de Investigaclones Médicas y Clinicas Médicas
del Hospital General v de la Facultad de Medicina. Madrid.

Trabajos nuestros anteriores’, ¥ * han sido
destinados a demostrar que la esteatorrea, que
es visible a veces en las obstrucciones del colé-
doco, no es imputable a la falta de la bilis en
el intestino. En primer término, son demostra-
tivas las observaciones de enfermos con obs-
trucciébn completa y buena utilizacion en la
sobrecarga, y reciprocamente que enfermos he-
paticos con secrecion biliar al intestino puedan
presentar una dispepsia esteatorreica. En se-
gundo lugar, la esteatorrea encontrada en algu-
nos de estos enfermos persiste atin con régimen
privado de grasa, y asimismo se ve cémo la
sobrecarga de aceite de oliva es bien utilizada
en enfermos con obstruccién del colédoco.

Si no puede, pues, aceptarse el sencillo es-
quema propuesto, segin el cual la dispepsia
intestinal hepatica o biliar deriva de una mala
absorcion de la grasa por falta de sales biliares
en el intestino, es, en cambio, innegable la fre-
cuencia con la cual se acompafian de alteracio-
nes en la funcién entérica y de enteritis los
enfermos con cirrosis y otras afecciones que
producen insuficiencia hepatica. En la revisién
hecha por ORTIZ y RABADAN del material de
cirréticos de nuestra clinica se vié que el 49 por
100 de los casos presentaban o habfan tenido
diarreas. Aqui cabe pensar que en ocasiones la
afeccion intestinal sea lo primario, o bien que
la lesion hepatica sea determinante de una mala
utilizacién intestinal. Corriendo ésta a cargo de
sistemas fermentativos propios, se comprende

REVISTA CLINICA ESPANOLA

15 marzo 1951

30. Brieva AnprRaba.—Tesis doctoral, Madrid. (Publicada en
“Radiolégica-Cancerolégica”. Vol, II, nam. 6. Vol
III, nim, 7 (1947-1948),

31. Santos Rutz, FerniNpEz CruUz y Garcla Coupk,—Ser,,
febrero 1943.

32. Garcia Conpr y FErNANDEZ CRUZ.—Med, Esp., julio 1943,

33. Durourt v PErRror.—C, R. Soc. Biol.,, 3, 6, 1933.

34, BrETHOUX ¥ CARROX.—C. R, Soc, Biol, 9, 8 1933.

35. ArctiELLo,—Tesis doctoral (referencia personal de sy
autor),

36. SanNTOos Rst.'lz, Lucas y ArcleELLo.—Rev, Esp. Fisiol., 4,
1, 1948,

37. AcHARD, GUTHMAN y Levy.—C. R. Soc. Biol., 4, 3, 1932

38. Crvuz AURGN y Rivero.—Rev, Clin. Esp., 7, 189, 1942,

39. BacH.—Biochem. Zeit,, 236, 174, 1931.

40. EnriQuez pe SartamManca, FerNANDEZ CRUz y ROTLLANT DR
FrancH.—Medicina, 9, 249, 1041,

41. MOREL, GATE y DorcHE, —Press. Med,, 28, 9, 19831,

41 bis. Ro1z ¥ Arcumosa.—Comunieacion al Primer Con-
greso Luso-Espafiol de Radiologia,

42, Gamse.—Klin, Wschr., 8, 2077, 1929.

43. VILLAR SALINAS.—AD. de Med. Int., §0, 69, 1932,

NALES

la posibilidad de una intervencion del higado
sobre su funcién; no se trataria de un hecho
excepcional, puesto que, por ejemplo, se conoce
como la funcion de la esterasa intestinal se
influye por la actividad hepatica.

Nos ha parecido interesante, en vista de lo
anterior, estudiar de cerca el problema de la
utilizaciéon intestinal en enfermos cirréticos y

en perros intoxicados por el tetracloruro de
carbono.

TECNICAS

En el caso de los enfermos se les puso a un régimen
tipo empleado por nosotros en los estudios de utili-
zaciéon intestinal, esto es, una dieta de unas 1.800 ca-
lorias, 80 gramos de proteinas, 60 de grasa y 225 de
hidratos de carbono aproximadamente. Se recogieron
las heces de tres dias consecutivos para establecer el
peso medio diario correspondiente; continuando con la
misma dieta se recogieron también las heces de otros
tres dias con un suplemento de 100 gramos de aceite
de oliva para establecer la sobrecarga de grasa.

Desde el punto de vista experimental, la técnica uti-
lizada en los perros ha sido la siguiente: Después de
unas determinaciones con dieta normal (N) de poca
grasa, 70 gramos de proteinas y 100 gramos de hidra-
tos de carbono (leche, azlicar, pan y bofe), y unas
750 calorias, en las que igualmente se recogian las
heces de tres dias consecutivos, se hacian otras del
mismo modo, s6lo que a la dieta se habia afiadido una
sobrecarga de 50 gramos de aceite de olivas (S. A.).
La primera determinacién después de sometidos los
perros al téxico se hizo a los quince dias. Se adminis-
traron 12 c.c. semanales de tetracloruro de carbono,
introducidos por sonda géstrica, a razon de 4 c.c., en
dias alternos; después de un mes de administracién se
reforz6 la acci6n téxica por la adicién de 20 c. ¢, de una
solucién de alcohol al 8 por 100, utilizando la misma
via. En dos perros la experiencia se continué durante
dos meses, y en el tercero ha durado aproximadamente
afio y medio, con intervalos en que dej6 de adminis-
trarse el téxico y cuyos detalles pueden apreciarse en
la gréfica (perro 32).

Para la determinacién de grasas se ha seguido el
método de CASTRO MENDOZA, de extraccién y dosifica~
ci6n gravimétrica, y para la calorimetria el mismo
método a que ya hemos hecho referencia en publica-
ciones anteriores.
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