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INTRODUCCTION

En el presente trabajo se procederd a establecer los valo-
res de referencia para las Enzimas Alanino aminotransferasa {(ALAT
o TGP} y Aspartato aminotransferasa (ASAT o TGO)*, Para ello es-
tudiaremos la teorfa descrita acerca de los valores de referen-
cia; su importancia, obtencibn, presentacibn, finalidad y limites.
También vamos a estudiar los aspectos generales de las enzimas, -
tales como: nomenclatuia, cinética, factores que las alteran en -
su determinacién y de manera particular, en las enzimas denomina-
das gen€ricamente como transaminasas; su actividad en el organis-
mo y primordialmente la importancia que tiene dentro de la quimi-
ca clinica su valoracifn, con objeto de conocer el estado de salud
de un paciente con diversas afecciones, principalmente de origen

hep&tico y cardfaco.

Los valores obtenidos en el estudio, a partir de una pobla-
cibn de donadores voluntarios de sangre, serviri para una mejor y
mis especifica interpretacién de estas enzimas y, en consecuencia,

del estado de salud del paciente.

* yamos a nominarlas como Aminotransferasas ALAT y ASAT,



OBJETIVO

La Pederacifn Internacional de Quimica Clfnica recomienda
a todos los laboratorios establecer sus propios valores de refe-
rencia, de acuerdo a la poblacién con la que trabaja, esta reco-
‘mendacién tiene como base la existencia de diferencias entre las
poblaciones de los diversos paises y atin de los estados de un -~
pafs, diferencias causadas por factores genéticos, socioeconémi-

cos y de medio ambiente.

Los palses en vias de desarrcllo como los de América Lati-
na, han aceptado los valores o limites de referencia determinados
por pafses desarrollados que cuentan con otro tipo de tecnologfa
y con una poblacifén multiracial {U.5.A.) o bien sajona; esto es -
un factor de error, al momento de analizar y evaluar el estado de

salud de nuestra poblacién.

Por los motivos antes expuestos, nuestro interés al desa-

rrollar este estudio, es obtener los valores d€* referencia para

las enzimas alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa

a partir de una poblacifn de donadores de sangre.

Este trabajo unido al que realizan dentro de esta &rea -
otros laboratorios de México, intenta estimular el interés y co-

laborar con el desarrollo de la quimica en el pafs.



GENERALIDADES

I. TEORIA SOBRE VALORES DE REFERENCIA.

Para establecer los lineamientos generales que nosg llevarén
a determinar valores de referencia, hemos tomado como base funda-
mental los documentos elaborados por la Federacién Internacional -
de Qufmica Clfinica (IFCC)1 y como primer punto estableceremos la -
nomenclatura, misma gue ha sido recomendada por esta Federacibn y
que pugna para que los términos sean universales, claros, concisos

y bien definidos.

A. Nomenclatura

1. Individuo de Referencia: Es un individuo seleccionado
a partir de criterios bien definidos, en quien se va a llevar a -

cabo la medicién de referencia.

2. Poblacibn de Referencia: Comprendida por todos los -

posibles individuos de referencia.

3. Muestra de Referencia: Grupos de individuos de refe-
rencia en nGmero adecuado y seleccionado para representar a la po-

blacién de referencia.

4. valor de Referencia: Valor obtenidq por observacién (¢}

medicién en un individuo de referencia.



5. Distribucién de Referencia: Distribucién que presen-

tan los valores de referencia.

6. Limites de Referencia: Valor derivado de una distribu
cién de referencia. Se emplea con fines descriptivos de los valo-

res de referencia.

7. Intervalo de Referencia: Intervalo comprendido entre

los 1fmites de referencia.

8. Valor observado: Valor cuantitativo que se compara -~
con el valor de referencia, los limites de referencia, o el inter-

valo de referencia.

9, Definicifn de salud o estado de salud de la poblaciébn

de referencia.

A pesar de que no existe una definicidn totalmente satisfac
toria, con objeto de uniformar criterios tomaremos la definicién -
dada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la cual enuncia
que SALUD es "Un estado de bienestar ffsico, mental y social; y no

meramente la ausencia de enfermedad".

B. Produccién de Valores de Referencia.

Los valores de referencia tendr&n aplicacibén y un verdadero
valor, si se establecen previamente definiciones b&sicas, como las
incluidas en la nomenclatura y descripciones amplias de la metodo-

logia que ha de ser empleada en la produccién de dichos valores de



‘referencia.z Después de establecida la nomenclatura para la elabo
racién de los valores de referencia, se tendrén que describir los

siguientes aspectos:

1. caracteristicas de la poblacién de referencia con res
pecto a: edad, sexo, factores genéticos, socioeconfmicos y otros -
mis. Esta caracterizacif6n de la poblacifén serd altamente til al -
momento de establecer criterios de exclusi6n y de participacién de
la poblaci6n que serd empleada para el establecimiento de valores

de referencia.

2, Criterios de exclusibn y subclasificacién de indivi-

duos para la muestra de referencia.

2.1, Criterios de exclusibn. Esfdéycriterios de exclu
s5ién se definen basados esencialmente en la finalidad del estudio
que se realiza. Para ello hay muchas variaciones dentro de las -
cuales mencionaremos las m&s usuales y que pueden influir en el -

metabolismo de un analito.

a) Sujetos en varios estados patolégicos. Estos serén
excluidos al conocer el examen médico y los anflisis de laborato-

rio pertinentes.

b} Sujetos que toman agentes farmacolégicamente acti-
vos (drogas). Se deberén excluir a todas aquellas personas gue por
tratamiento tomen drogas o que estén en terapia hormonal. Tambié&n

se excluirdn a las personas que ingieran bebidas alcoh6licas o se



deberd aclarar la frecuencia y volumen de ingesta, esto en razbn -
de que el alcohol puede alterar los metabolitos del suero. Ademis
de los agentes antes mencionados se excluird a los fumadores y a =

todos aquellos que tomen drogas enervantes.

¢) Sujetos en estados fisiolbégicos especiales, dentro
de este apartado tenemos a las mujeres embarazadas, personas inme-
diatamente después de hacer ejercicio y gente bajo tensgibn nervio-~

sa.

d) Sujetos con factores de riesgo. Entre los factores
de riesgo tenemos la obeéidad, la hipertensiénjy‘los'résuifados de

laboratorio y examen mé&dico anormales.

2.2. Criterios para subclasificacién. La subclasifica
cién de la muestra de referencia es en ciertos casos necesaria y -
dependers del "para qué" serin usados los valores de referencia y

del metabolito del que se trate.

Las subclasificaciones mds usuales empleadas en valo-

res de referencia son las siquientes:

a) Edad y Sexo. Los rangos de subclasificacibn de -~
los grupos de referencia no deben ser necesariamente en intervalos
iguaies, podrdn efectuarse en base a la edad cronolégica, estado -
fisiolégico y en el caso de los nifios se empleard la talla y el -

peso.



b) Criterios genéticos. En este punto se tomard en -
cuenta el origen &tnico, hdbitos, morfotipo, pigmentacibén, ademés,
podrén emplearse los grupos sanguineos, antigenos de histocompati-

bilidad, fenotipos de protefnas plasméticas y enzimas celulares.

¢} Pactores socioeconbmicos y de medio ambiente. Es-~
tos factores son importantes para establecer una subclasificacibn,
pues la relaci6n del individuo con su medio ambiente y su adapta-
cién a é€l, puede originar diferencias significativas detectables -
en ciertos casos en anflisis qufmico clinico, que pueden servir -
para efectuar subdivisiones de la muestra de referencia, como es -

la de vivir a nivel del mar o no.

Los criterios de subclasificacién como vemos son m@l-
tiples, pero no todos son de fécil aplicaci6n, es por ello que de-
‘berén establecerse criterios en cada caso, dependiendo del uso que

se dard a los valores obtenidos.

La seleccibn de los individuos deberd ser de tal for-
ma qgue toda la poblacibn esté& representada, para lo cual la mues-
tra podrd ser tomada al azar dentro de la poblacién que se preten-
de estudiar o bien puede tomarse una muestra que s6lo represente a
una parte de la poblacién, para lo cual ser& seleccionada con una

finalidad determinada.,

Por todo lo anterior, deberd plantearse claramente =~
el objetivo y el uso que se dard a los valores obtenidos, para -

as{ establccer previamente todos los criterios de exclusién y - -



subclasificacifn de la poblacién, lo cual se har§ elaborando un -
cuestionario en el que se incluyan todas las preguntas pertinen-

tes, que en base a 1los criterios expuestos llevan a la exclusién o
inclusifn de los individuos en la muestra de referencia y que ade-

mis, permitirdn efectuwar las subclasificaciones necesarias.

3. Condiciones fisiol6gicas y de medio ambiente bajo las

cuales se estudiar&n la muestra de referencia.

En este punto se precisarin:

- fecha 'y hora de la coleccibn de la muestra

- ingesta de alimentos y drogas (incluyendo alcohol)
- postura {tiempo que permanecid en una posicibn)

- tabagquismo (cantidad y frecuencia)
4, Modo de coleccifn de la muestra, preparacién y manejo.

La preservacién de la integridad quimica de las muestras
desde el momento en que se recogen hasta el momento en que se ana-
lizan, es de méxima importancia para que los resultados tengan un

sentido.

Se tendrd que estandarizar el método de obtencién de la
muestra, por ejemplo: tipo de recipiente, anticoagulante y tiempo

de centrifugado (si lo necesita), temperatura, refrigeracién, etc.

En el cuestionario de criterios de seleccifn, también -

deberd incluirse los datos de postura que mantuvo el individuo, -



tiempo de ayuno, tiempo de torniquete, ejercicio o reposo previos.

Estas variables depender&n légicamente del analito estu~

diado y del método a usar para la determinacibén de Este.
5. Método Analitico.

Para lograr establecer el valor de referencia para ciler-
to metabolito, se indicard el método de determinaciSn de &ste, -
aclarando todos los detalles de la metodologfa, pero en particular
habri de hacerse énfasis en las variaciones del mismo, las cuales

se obtienen a partir de un programa de control de calidad.

Los laboratorios de quimica clinica producen dato# que -
se usan como base para-decisiones clinicas, por ello es preciso po
der evaluar la confiabilidad de los datos por mé&todos objetivos.
Una manera constructiva y econfmica de estudiar y controlar las va
riaciones de métodos, es el uso de sueros preanalizados, combina-
dos, en cada andlisis de muestras desconocidas, seguido de la tabu
lacién de datos obtenidos sobre grdficas de control y evaluaci6n -~
estadifstica de los datos. Asf, el control de la calidad se efect(a
en los laboratorios para asegurar que se mantiene exactitud y pre-
cisibn en la ejecucibn cotidiana de anflisis quimicos clfnicos. Y
con miras a establecer valores de referencia, éstas variables que
se analizanh en el control de calidad deber&n de expresarse clara-
mente para que puedan ser aceptados unos resultados como "Valores

de Referencia".
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Dentro del an&lisis estadfistico se establecerdn tal como
lo indica la Federacién Internacional de Qufmica Clfnica (IFCC) en

sus publicaciones + los limites de Referencia.3

A medida que se analizan valores de control se puede ob-
servar que, en el caso de ciertos componentes, el intexrvalo del -
valor de control es tan grande como el intervalo de valores norma-
les, asf que hay necesidad de una gufa que pueda usar el laborato-
rio, para indicar el intervalo permisible en el cual podrfan variar
de la media los resultados obtenidos y seguir siendo todavfa Gti-

les.

Los procedimientos para establecer el limite de referen-
cia, pueden ir desde la valoracifn intuitiva, hata el empleoc de -
técnicas estadfsticas muy complejas, para lo que es sumamente im-
portante cumplir previamente con todos los requisitos antes mencio
nados y después de esto, aplicar un método estadistico analizando
el tipo de distribuci6n de los valores obtenidos y el nlmero de -
datos. Generalmente las determinaciones de valores normales no si-
guen una distribucién gaussiana normal, es por esto que debe em-~

plearse métodos de estadfstica no paramétrica.

II. TEORIA GENERAL DE ENZIMAS.

Generalidades.

Fue en época tan reciente como en 1954, cuando Karmen demos
tré la asociacién entre la presencia de una enfermedad aguda (in=~

farto al miocardio) y el aumento sfibito en la concentracién de --
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transaminasa en suero.? Hasta esa época s&lo se habian usado para
fines clfnicos una media docena de enzimas y ninguna de ellas era
una enzima que interviniera Intimamente en reacciones bioquimicas
intracelulares; hoy en dfa gracias a las investigaciones hechas so
bre una gran cantidad de enzimas en busca de la relacifén entre los
cambios en su concentraci6én en suero y la enfermedad en uno o va-
rios tejidos u 6rganos, los an8lisis de enzimas representan el 20
a 25% de la carga de trabajo de los laboratorios de grandes hospi-
tales. Esto a su vez ha provocado un gran avance tecnolfgico del -
cual se han desarrollado las metodologias adecuadas para determi-
nar cada enzima, hasta el punto que hiciera posible disponer comer
cialmente de metabolitos complejos y raros, de coenzimas, y de to-

dos los productos utilizados en anflisis de enzimas.

Muchas enzimas han sido designadas afiadiendo el sufijo --

" L

asa" al nombre del substrato, es decir, de la molécula sobre la -
cual la enzima ejerce su accifn catalitica. Esta nomenclatura, -
sin embargo, no siempre ha resultado pr&ctica, lo cual ha ocasio-~
nado gue muchas enzimas hayan recibido nombres que qufmicamente -
son poco informativos; por ejemplo: la pepsina, la tripsina y -
la catalasa. Por dicha razbn y porque el nfimero de enzimas que se
descubren estd aumentando répidamente, se ha adoptado una clasifi-
cacibn sistem&tica de las enzimas. El nuevo sistema divide a las
enzimas en seis clases principales: Oxidorreductasas, Transfera-
sas, Hidrolasas, Liasas, Isomerasas y Ligasas, cada una de las -
cuales se divide a su vez en subclases, de acuerdo con el tipo -

de reaccibn catalizada. Cada enzima es designada por un nombre -

recomendado, ueneralmente corto y apropiado para su uso habitual -
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por un nombre sistemftico, que identifica la reaccibn que qa€alif
za, y por un nGmero de clasificacién, que se emplea éuandbrsé'preQ

cisa la identificacif6n inequfvoca de la enzima.

Factores que afectan la velocidad de reaccibn enzimftica:

Concentracién de Substrato.- Si en un sistema de reaccibn

enzim&tica se aumenta gradualmente la concentracién de substrato,
manteniendo todos los dem&s factores constantes, la velocidad de
reaccifn aumentard con el aumento de concentraci6én de substrato -
hasta que se alcanza un valor miximo. Todo aumento ulterior de la
concentracién de substrato, por grande que sea, no provocard nin-

gfin aumento mis en la velocidad de reaccién.5

Debido a que la curva gue expresa esta relacifn tiene la -
misma forma general para la mayor parte de las enzimas (es una -~
hipérbola rectangular), Michaelis y Menten definieron una constan-
te, conocida en la actualidad como KM' que es Gitil para establecer
la relaci6én precisa entre la concentracién del substrato y la velo
cidad de la reacci6n catalizada por la enzima. La constante de -
Michaelis y Menten, KM’ puede definirse mids sencillamente como la

concentracién del substrato especifico, al que una enzima determi-

nada produce la mitad de su velocidad mixima.

La forma caracterfstica de la curva de saturacién por subs-

trato para una enzima puede expresarse matemdticamente por la - -
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ecuacién de Michaelis y Menten:

Vo= Yméx (8]
R
Ky [S]
en?aohde;;' "Vo .= velocidad inicial si la concen-

tracién de substrato es [S]

 ‘7 Vm5x’= velocidad mixima

'éxl =" constante de Michaelzs-Menten
del enzima para un substrato
particular )

Efecto del pH sobre la actividad enzimitica.- La relacifn

entre el pH y la actividad de cualquier enzima, depende del com-
portamiento &cido-base de la enzima y del substrato, as! como de
otros muchos factores que son, por lo general, diffciles de anali

zar cuantitativamente.

La forma de la curva de actividad-pH varfa con la concen-
traci6n del substrato, ya gque el valor de KM de muchas enzimas va-

ria con el pH.

El pH 6ptimo de una en21ma no es necesariamente idéntico -

al pH de su entorno intracelular normal, el cual puede hallarse a
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su vez, en la pendiente ascendente o descendente de su curva de -~
pH-actividad. Este hecho sugiere que la relacién pH-actividad de
una curva enzima puede constituir un favor en el control intracelu

lar de su actividad.

" Efecto de la temperatura sobre las reacciones enzimiticas.-

Al igual que ocurre con la mayoria de las reacciones quimicas, la
velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa
en general con la temperatura, dentro del intervalo en que la enzi
ma es estable y permanece totalmente activa. La velocidad de mu-
chas reacciones enzimdticas se duplicz, aproximadamente, por cada

10°C de aumento de la temperatura (010‘« 2,0).

Aungque las reacciones catalizadas por las enzimas parecen,
con frecuencia, poseer una temperatura Sptima, el pico que se ob-
serva al presentar la actividad catalftica frente a la temperatura
se produce porque las enzimas, al ser proteinas, se desnaturalizan
por la accibn del calor y se inactivan cuando la elevacibén de tem-

peratura sobrepasa un cierto punto.

La gran mayorfa de las enzimas intracelulares y del plasma
presentan actividad a 37°C, temperatura a la cual funcionan en el
cuerpo, se acostumbra efectuar anflisis de enzimas a 37°C, sin em-
bargo, hay métodos aceptados para enzinas que se realizan a 25°C y

a 30°C.6
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Las enzimas pueden inactivarse por modificaci6n irreversi-
ble de algfn grupo funcional esencial para la actividad catalftica.
Pucden también ser inhibidos reversiblemente, de modo competitivo o
no competitivo. Los inhibidores competitivos que habitualmente tie-
nen estructura parccida a la del sustrato, compiten reversiblemente
con €l para unirse al sitio activo, pero no son transformados por -
la enzima. Los inhibidores no competitivos se unen a algln otro si-
tio del enzima, ya sea sobre la enzima libre o sobre el complejo -

. 7
enzima-substrato.

I1I. TRANSAMINASAS.

Braushtein y Kritzmann, en 1937, demostraron la existencia
de unas enzimas que catalizaban la reaccién reversible de un grupo
amino de un aminodcido a un o« cetofcido. Estos autores denomina-

ron a estas enzimas aminotransferasas.

Aunque se han demostrado un gran nlmero de aminotransfera-
sas 0 transaminasa de substrato especfficio en varios tejidos ani-
males y en el suero, la determinacidén sérica de alanino aminotrans-
ferasa o TGP y aspartato aminotransferasa o TGO, son las de mayor -
utilidad cliﬁica. El dcido L-glutfmico actla como el donador del -
grupo amino en la mayoria de las reacciones de transaminacidn, el fos
topiridoxal y su andlogo amino, funcionan como coenzimas en las -~
reacciones de transferencia del grupo amino. La nomenclatura para -

aminotransferasas o transaminasas, varia y puede basarse en:
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a) los dos amino4cidos que intervienen,
b) uno de los aminoicidos y N
¢) el oxodcido con el cual reacciona ©

4

d) s6lo un aminodcido, con el sobreentendido de que el"'

otro aminodcido es Acido glutémico.

La Federacifn Internacional de Quimica Clfnica (IFCC) ha -
recomendado nominarles como aminotransferasas, basados en documento
existente sobre la nomenclatura de enzimas. Asi aminotransferasa de
aspartato es conocida comnmente como transaminasa de glutdmice -
oxalacético (GOT) y aminotransferasa de alanina, cuyo nombre mis -
comfin es transaminasa de glutdmico pirfivico (GPT). Las reacciones
son reversibles, pero el equilibrio de ambas reacciones, la catali-
zada por ASAT y la catalizada por ALAT, favorece la formacibn de -

8,9

aspartato y alanina, respectivamente. (Fig. 1).

Aspartato aminotransferasa. Esta es una enzima de origen -

citoplasmitico que cataliza la reaccién reversible de transferencia
de un grupo amino del &cido glutdmico al oxalacético (Fig. 2). Ha

sido demostrada en el suero y tejidos de todos los animales estudia
dos. En el hombre se encuentra en el tejido cardfaco, hep&tico, -

misculo esquelético, tejido renal y cerebral en concentraciones que
van de mayor a menor. E1l conocimiento del alto contenido de esta en
zima en el miocardio, condujo en 1963 a la observaci6n de que los -~
pacientes con infarto al miocardio agudo muestran niveles elevados |
de la enzima en el suero durante dfas posteriores alrinfarto. Deg-

pués de un tiempo, en varios laboratorios se encontraron niveles a£
tos de esta enzima en el suero de pacientes y animales con necrosis

hepética.
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La actividad de esta enzima se demostr§ primero mediante -
una técnica cromatogrifica que resultaba demasiado laboriosa para -
el uso habitual. Los métodos que se han empleado para la determina-
cibén rutinaria han incluido el procedimiento espectrofotométrico de
Karmen (1955) y varios procedimientos colorimétricos simplificados.
Los valores en "Unidades Karmen" varfan en sujetos sanos entre 6 y
40 U/ml. La conversibén de estas unidades a miliunidades internacio

nales se consigue dividiendo el valor, entre el factor 1.95.10

Alanino aminotransferasa. Esta enzima (TGO o SGPT) cataliza

la reaccibn reversible de transferencia de un grupo amino del dcido
gluté&mico al pirGvico (Fig. 3). El alto contenido de esta enzima -
en el hfigado a nivel de lisosomas, en comparacién con la relativa-
mente baja concentracifn de &sta en el miocardio y otros tejidos, -
ha conducido a la aplicacién de la determinacifn de ALAT para el -
estudio de la enfermedad hepitica. Los métodos utilizados para la -
determinacifn de esta enzima, son similares a los utillizados para
la Transaminasa Gluté&mico Oxalac&tica. Se han empleado tanto los mé
todos espectrofotométricos como los colorimétricos. El rango en su-

jetos sanos expresado en unidades Internacionales es de 6 a 45 UI/L.l1

Valor clinico de la determinacifn de Transaminasas. En gene-

ral el valor clinico de la determinacifn de transaminasas, radica -
b&sicamente en que éstas enzimas se ven afectadas en padecimientos
tales como: enfermedades hepiticas, hepatobiliares, cardiovasculares,
miopatfa y otras mis. La elevacifn del nivel de alanino aminotransfe
rasa, refleja la enfermedad hepatica aguda mis especificamente que -

los valores de la aspartato aminotransferasa, la cual est§ elevada
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en pacientes con enfermedades extrahepdticas, generalmente de ori-
gen cardfaco. La determinacién proporciona asi un instrumento valio
so en el diagn6stico clinico. A continuacién se enunciar&n algunos
casos particulares en los que se muestra su importancia clinica. =

En todos estos casos se encuentran elevadas las aminotransferasas:

- Lesién hep&tica parenquimatosa

- Infarto agudo del miocardio

- Dafio muscular inflamatorio o traumftico

- Procesos infecciosos diversos con afeccibn hep&tica de
intensidad variable

- Obstruccibn biliar extrahepdtica

- Colangitis

- Pancreatitis aguda

- Neoplasias diversas con o sin metastasis hepdtica

- Lesifn intestinal vascular o traumitica

- Embolia ‘pulmonar con o sin infarto

- Infarto renal

- Infarto cerebral

-~ Insuficiencia cardfaca congestiva

- Estado de chogue

- Toxemia gravidica

- Anemia hemolftica adquirida

- Golpe de calor

- Administracién de heparina u opilaceos

~ Alcoholismo

- Ejercicio intensolz’ 13, 14
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Figura 1

MECAMISKO DE AGCION DE LAS AMINOTRANSFERASAS
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Figura 2

Figura 3
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“MATERTAL:

Y METODO -

I. METODO PARN LA OBTENCION DE MUES@RA‘DE:REEERENQIA;’

en cugnta

como criterio 2xclusi : : manera d1

que -se“enu

2 ;PgrsqnasAlctéricas o con problemas hep§t1cos.

- PersohéS*COn problemas cardiacos e hlpertensos.
QHPersonaStque emplean antlconceptivos.,

7,—5Persona co\ﬁmagullac1ones musculares recientes.

- Pgrsonas

;Drogadlctos Yy toda persona ‘que:esté
j'durant:c‘ la ﬁltxma semana prcv a
":ncluyendo vitaminas.

;'qusonas‘transfundldas.

-.Fumadores.

‘Bl cuestionario se.aplicé a donadores de sangre’voluntarios
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junto con un examen médico general; con lo que se asegur§ en lo -
posible y de acuerdo a nuestros criterios establecidos, la obten-
ci6n de una muestra sana o por lo menos saludable un mes antes de
la prueba y que fuera clasificable gracias a la amplia informacién

recopilada en los cuestionarios.

Todos los donadores permanécieron en una postura sedente
aproximadamente 10 minutos, durante este tiempo se les aplicé un -
torniquete y se les pidi6 que hicieran éjercicio de prehensibn con
la manc (epsilateral), para facilitar el bombeo de la sangre hacia
la bolsa. Al finalizar el llenado de la bolsa, se tqmﬁ una muestra

de 10 ml de sangre total directamente del lugér de la puncién.

Para la separacibn de la muestra, la retraccifn del coigu-
lo se 1llevd a cabo a temperatura ambiente y se centrifugé la -
sangre a 3000 r.p.m. antes de que transcurrieran 60 minutos; ya -~
separado el suero, ge almacené a 20°C hasta el dfa de su proce-
samiento para ALAT y ASAT, por el método de Karmen y Antigeno aus-

tralia AgshB. >'16.

II. ENSAYO PARA VER EL EFECTO DEL TORNIQUETE Y EL EJERCICIO MANUAL

SOBRE ALAT Y ASAT.

Para ver el efecto del torniquete y el ejercicio manual, en
un ensayo paralelo se estudiaron 9 sujetos sanos a los que se les -
aplic6é un torniquete durante 10 minutos, se les tom§ a todos una -~
muestra basal a 16s 5 y 10 minutos después de su aplicacién para

la determinaci6n de ALAT y ASAT, por el mismo método con el que se

procesaron todas las muestras.
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III. SELECCION DEL METODO PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE AMINQ

TRANSFERASAS.

La determinacién de aminotransferasas utiliza una técnica -
de "Velocidad de reaccién" de primer orden, muy itil y altamente -
especifica para medici6én de cetodcidos, es reducirlos a los hidroxi
&cidos correspondientes con el uso de la coenzima I reducida - -
(NADH), en presencia de una deshidrogenasa especifica. El oxalaceta
to formado en la reaccién catalizada por ASAT es reducido a malato
en presencia de la deshidrogenasa m8lica {(MDH) (Ver Fig. 2). El pi-
ruvato formado en la reaccibn catalizada por ALAT, es reducido a -
lactato por la deshidrogenasa l&ctica (LDH) (Ver Fig. 3). El subs-
trato, la MDH, la LDH y el NADH est&n presentes en exceso, de modo
que la velocidad de reaccién no tiene otra limitacién, que la canti
dad de ALAT o de ASAT, respectivamente. A medida que transcurra la
reaccién, NADH es oxidado a NAD+. La desaparicién de NADH por uni-
dad de tiempo, puede sequirse a menudo por medicibn de la disminu-
cién de absorbancia durante varios minutos a 340 nm. El cambio de
absorbancia por minuto #A/min) puede relacionarse directamente con
los micromoles de NADH oxidados y, a su vez, con los micromoles de

substrato transformados por minuto (UI).

Ensayo para la Eleccifn del Equipo Comercial para la Medi-

cién de Transaminasas.

Previamente a la aplicacifén del método, se efectud un estu-
dio para determinar el métcdo a usar. Se emplearon tres equipos de
reactivos comerciales, que podrfan ser usados para determinar ALAT
¥y ASAT en las muestras problemas,vtodos ellos basados en el princi-

pio antes enunciado.



'éﬁliCQS'por,ﬁo‘contar con . mids reactivos.

V. METODOS. ESTADISTICOS.

’ﬁara“énaiiiarffa distr;bﬁciéﬁidef1692fcsu1tddps de ambas -
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aminotransferasas, se procedi6 a describirlos por la técnica de -
percentiles, Se estudif el grado de sesgo, el cual nos indica que
tan simétrica o asimétrica es nuestra curva de distribucifn; tam-
bién fue examinado el grado de curtosis, que es un indicador mate-
midtico gue nos permite saber si la curva es gaussiana o no, dando

idea de que tan acumulados estdn los datos alrededor del promedio.

Para determinar la posible distribucién desigual por cuar-
tiles, se utilizé la prueba Kolmogorov-Smirnoff, a través de la -
cual encontrarfamos la significancia estadfstica de cada uno de -

los factores estudiados con el nivel de transaminasas.

El anflisis de control de la calidad, se hizo en base a es-
tadistica paramétrica convencional. Para determinar el efecto del
torniquete y el ejercicio manual, se emple6§ un an4lisis de regre-

si6én lineal simple con ajuste para mediciones repetidas.

El nivel de la significancia estadistica, se £ij6 convencio-

nalmente en 0,05.%7¢18/19
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CARACTERISTICAS DE CADA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE

ALAT

M&todo Suero Valor x | Valor X Observado x 100 Costo por |Caducidad  |Muestra No.
i Qontrol esperado | obtenido S | C.V. | Esper: wnidad del reactivofnecesaria|pruebas
' : UI/L U1/L (peso Mex. ml X
| octubre 84) frasco
|
"-ﬁtoco a 25°C Medio 23 23.66 0.45| 1.9 103 187.5 10h 2-8°C 0.5 4
i
[Escuela Alemana

Patolsgico 64 56 2,471 4.5 88
MStodo a 30°C Medio 29.5 28.8 1.61| 5.65 99.68 116.7 32h 2-8°C 0.2 b3
1.F.C.C. optimizado 10h 15-25°C

Patolégico 79 68 1.99| 2.9 90
Método a 37°C Medio 40.5 43.7 1.25{ 2.87 107 144.9 24h 2-8°C 0.1 415 o
Escuela escandinava 10h 15-25°C

Patolégico 109 97 1.5 | 1.6 89

[

Lz




CARACTERISTICAS DE CADA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE ASAT
Método Suexro Valor ¥ | Valor x Observado x 100 | Costo por |Caducidad {Muestra No.
Control esperado| obtenido S | C.V.| Esperado wmidad del reactivo{necesaria{prueba:
UI/L U1/L (peso Mex. ml x
octubre 84) frasco
Método a 25°C Medio 24 28 1.415.2 115.4 187.5 10h 2-8°C 0.5 4
Escuela Alemana
Patolégico 74 76 3.0 [ 4.0 102.4
Método a 30°C Medio 37 33 1.231 3.4 95.2 116.7 32h 2-8°C 0.2 1
I.F.C.C. optimizado 10h 15-25°C
PatolSgico 109 89 5.89| 6.6 83
Metodo a 37°C Medio 56 52 2.55] 5.0 93 144.9 24h 2-8°C 0.1 15
Escuela escandinava 10h 15-25°C
Patolégico 164 133 4.9 13,7 81

82
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Se seleccionb el método con las recomendaciones de lakEscuela
escandinava cuya formulacifn es: S k

ASAT T ALAT
- Acido L aspértico 134 mmol/L - L - alanina 179 mmol/L
- o&cetoglutarato 7.19 mmol/L - ok~ cetoglutdrico 7.19 mumol/L
- Deshidrogenasa de malato 1000 UI/L - Deshidrogenasa l4ctica 2000 UI/L
{corazén de porcino) (mGsculo de conejo)

- Deshidrogenasa de lactato 1800 UI/L
(mGsculo de conejo)

- NADH (levadura) 0.232 mmol/L
- Amortiguador de PO4 pH7.4

NADH (levadura) 0.216 mmol/L
Amortiguador POy pH7.410.5

Como se trataba de definir una poblacién de donadores mexicanos,
se excluyeron a los sujetos que tuvieran m&s de 3 abuelos extranjeros
y a todos los sujetos que de alguna forma podfan influir en la medicién,
como son la de un caso de embarazo, lipemia que presentaron algunas =
muestras, aln cuando los sujetos decfan estar en ayunas, ingesta alcohf
lica regular frecuente, sujetos con antecedentes de hepatitis, asf como
sujetos que habfan sufrido transfuciones o intervenciones quir@rgicas.

Exclusiones

4 Abuelos extranjeros 10

Transfusiones y/o intervenciones quirfirgicas en
los 6 meses previos. ' 6
Ingesta alcoh6lica regular con frecuencia mayor
de una vez/semana

Probable embarazo

Suero lipémico

Antecedente de hepatitis

T W e

TOTAL:

180 Sujetos captados - 22 Sujetos-excluidos 58 Su fados -
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Caracteristicas de los sujetos por sexo y por edad
de la poblacifn estudiada

X S Intervalo
Talla 1.65 m. 0.08 m. 1.44 - 1.95 m.
Pesc 66.2 Kg. 10.58 Kg. 50 - 124 Kg.

Distribucién por fndice de Quetelet '
(Peso/tallaz)
Indice de Quetelet n
20 13
20 - 25 - 105
26 42

El 73.4% fueron hombres, y hubo una gran proporci6n, del
74.1% con edad de menos de 30 afios, en tanto que 25.4% se encon-
traban en la 4a. y 5a. década de la vida. S6lo un sujeto se encon
traba en la 6a. década. La talla oécilé entre 1.44 y 1.95 con x -
de 1.65 ¥ 0.08 m., el intervalo de peso fue de 50 a 124 kg. con x
de 66.2 * 10.58. Como Indice de peso relativo, se utilizé el des-
crito por Queteletzo, calculado como peso/talla en metros elevados

al cuadrado y que varid de 18.3 a 35.8 kg/m2,

El tiempo de sangrado y por lo tanto de ligadura,;séﬁmidjé

cn una submuestra de 53 donadores que oscilé de 7 a.15 minutos con

X de 9.25 iil}brminﬁtps.r



. TABLA 1
‘RELACIOS DE 'DIVERSOS FACTORES DETECTADOS EN EL INTERROGATORIO Y NIVELES DE ALAT (UI/L)

; 9 = 23 > 23 - 30 >30 ~ 43 > 43 - 102 TOTAL
Factor:: @ .. Swewts NJSujeto 8 N.Sujeto ¥ N.Sujeto % N.Sujeto & No. 1]
No. total en elr B
intervalo 39 100 40 100 38 100 39 100 156 100
Ingesta alcohflica : .
en los 3 dias previos 4 10 7o 18 9 24
Ingesta alcoh6lica .
regular B e
(Semanal o mensual) 9 11 7029
H&bito tabdquico 3
reqular .
(>6 cigarrillos/dfa) 7 8 21
Uso de medicamentos .
en el Gltimo mes 13 = 33 “=10- 25 5 13
Uso de anovulatorios i ‘ )
hormonales 0/12 - 2/14 14 /76 17 2/9 22 5/41 12
Infecciones o vacunas .
en los 6 Gltimos meses 3 8 6 15 4 11 2 5 15 10
Enfermedades agudas
en el Gltimo mes 2 5 1 3 6 16 4 10 13 8
Traumatismos en los
Gltimos 15 dfas 1 3 4 10 2 5 3 8 10 6
Deportes extenuantes
en los 7 dfas previos 13 33 9 23 18 47 11 28 51 33
Indice de Quetelet > 25 13 33 12 30 10 26 16 41 51 33
Indice de Quetelet < 20 5 13 2 5 4 11 2 5 13 8

1€



TABLA 2

. RELACION DE DIVERSOS FACTORES DETECTADOS EN EL INTERROGATORIO Y NIVELES DE ASAT (UI/L) -

LT.0.T ALL

: 15 - 32 >32 - 39 >39 - 50 > 50 - 178
Factor: N.Sujeto 3 N.Sujeto % N.Sujeto % N.Sujeto 3§ No. )
No. total en el .
intervalo 41 100 38 100 40 100 39 100 158 100
Ingesta alcohSlica w
en los 3 dfas previos 5 12 7 18 9 23 4 10 25 16
Ingesta alcohSlica
reqular i
{semanal o mensual) 9 22 8 21 6 15 9 23 32 =20
HEbito tabdquico
regulayx
ti26cigarrillos/dfa) 10 24 4 11 3 8 5 13
Uso de medicamentos
en el Gltimo mes 12 29 8 21 10 25 2 5
Usc de anovulatorios S N
hormonales 0/11 - 2/10 20 2/13 15 1/8 13 5/42 1200000
Infecciones o vacunas SR I
ern los 6 Gltimos meses 4 10 6 15 2 5 3 8 15 10t
Enfermedades agudas
en el ditimo mes 2 s 4 11 3 8 4 10 13
Tracnatismos en los
dltimos 15 dfas 2 5 3 8 2 5 3 8 10
Depcrtes extenuantes
en los 7 dfas previocs 14 34 13 34 9 23 15 39 51 32
’; Indice de Quetelet » 25 12 29 12 32 17 43 12 31 53 34
! indice de Quetelet < 20 2 5 3 8 4 10 4 10 13
I

[4 30 Bl




Ningln factor se distribuy6 en forma suficiente-

mente desigual para ser estadfsticamente significati-

va.

Contra lo esperado el uso de medicamentos se aso
cia con los niveles bajos de ambas enzimas, alcanzan-

do un valor de 0.1>p < 0.05 en el caso de ALAT.

No hubo diferencias significativas en la distri-
bucién de los sujetos con ingesta alcoh8lica regular
(semanal o mensual) o de aguellos que habfan ingerido

alcohol en los 3 dfas previos.

33
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El efectquué produjo el torniquete y el ejercicio
manual en’los 9 sujetos sanos, puede observarse en
(e la siquiente tabla:

ASAT O TGO
No. . Sujeto:|. Basal 5 min, 10 min,
SlewTte [ uI/L UL/L UI/L
16 30 46
20 14 14
.24 20 3200
.28 200 .28
30 30 44
32 31 .36
33 50 YRS
ox .34 43 -3 8
39 a1 41
ALAT O TGP
No.Sujeto Basal 5 min. © 10 min,
Sasito ] ul/L vI/L uL/L .
16 22 20
16 26 21
23 12 16
24 29 33
25 31 30
25 25 31
25 31 .29
29 : 34 34
33 -o29 . 26
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Efecto del torniquete y el ejercicio manual sobre ALAT y ASAT

en 9 sujetos sanos.
u/ -
/1 ASAT
40

20

0" . )

401 | ALAT

20-

0 5 1b minutos

Comparando los resultados por medio de un anflisis de regre
sién lineal, se obtuvo un incremento promedio de 8.3 UI/L para -~
ASAT o TGO con p<0.01 y una elevaci6n promedio de 2.1 UI/L para -

ALAT o TGP con p»> 0.05,
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DISCUSION

La elaboracif6n de valores normales o de referencia, mues-
tra el gran n(mero de implicacicnes que deben tomarse en cuenta,
para su elaboracién como es en primer lugar, el anilisis del métg
do en cuanto a costo, tiempo, cantidad de muestra, precisifny -
exactitud; lo que en nuestro caso arrojé como resultado final la
elecci6én del método con menos obsté&culos arancelarios y con el -
tamafio de muestra menor, datos que son de vital importancia, aun-
que no contara con las mejores caracteristicas en cuanto a impre-

cisibén y exactitud.

Por otro lado, la selecci6n de la poblacién hubo de reque
rir de un grupo en especial que en este caso fue el del grupo de
donadores de sangre altruista, con criterios de exclusifSn para -
enfermedad hep4tica y muscular, pero que fue representativa de la
poblaci6n en general, atn asi, nuestros resultados muestran un -
sesgo hacia el sexo masculino, presentando también un predominioc -
de sujetos hacia etapas de la juventud y madurez temprana, asi co-
mo de complexifn robusta, datos inherentes a una poblacién de dona

dores de sangre.

La distribucifn de valores mostr6 una tendencia gue se -
hace asint6tica hacia los valores arriba de 30 UI/L y se muestra

la diferencia entre nuestra poblaci6n y la que marca el método por
nosotros elegido, para un poblacién de donadores del Sur de Cali-

fornia,
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- - =~ = Donadores del Sur de Californié-

Donadores Mexicanos

ASAT ‘ ALAT

Esta tendencia puede tener diversas explicaciocnes:

1. Produccién de hemolisis por el torniquete apllicado.

El ensayo sobre el torniquete y ejercicioc manual arroj6
el resultado de un incremento promedio de B.3 UI/L para ASAT y 2.1
UI/L para ALAT, siendo este incremento estadistipamente significati
vo s6lo para ASAT, esto ciertamente habla de un incremento que tie
ne para relevancia clfnica y que no llega a 10 UI/L, por el lado -

de ALAT el incremento es afin menor.

2. Incremento éistemético en la valoracién de ambas enzi-

mas.

El control de la calidad en los ensayos de ambas enzimas,
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para las muestras de los donadores muestran los siguientes parame-

tros:
VALOR ESPERADO VALOR OBTENIDO
Suero Control | N X 8 Cw. [N X s C.V.
uI/L % UIL/L L
Kontrollogen - 54 4 7.4 10 53.86 4.63 8.5
46-62
ALAT Precinorm - 50 4.5 9 . 7 49.64 1.76 3.5
41-59 e o -
Kontrollogen - 5.1
58-78 S : .
ASAT Precinorm - 3,175jf5175?:'
44.,5-63.5 PR SRR

Esto nos indica la cercanfa de los valores promedios espera
dos y observados y gue se encuentran ligeramente desviados, pero -~
hacia los valores bajos y con una imprecisién atin menor a la que =
marca nuestro método control, lo cual habla de una adecuada valora-

cién y no una supravaloracibn de ambas enzimas.

3. De carécter genético y/o racial.

Las influencias genéticas y raciales si pueden mostrar -
diferenciasventre diversas enzimas o en sus determinaciones como -
sucede con la transferasa que interviene en la acetilacién de la -
isoniazide que en su variante rfpida se presenta hasta en el 95% de
los esquimales y s6lo 17% en los egipciOSZI. Los mexicanos, produc-
to de un mestizaje entre la raza india y espafiola pudiera presentar

una variacifn en cuanto a estas transferasas, encontréndose incremen

tadas en cl suero, respecto a la de los donadores sajones de U.S.A.
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4. Ocasgionada por un tipo de hepatitis.

Todos los sujetos fueron Antfgeno Australia negativos -
AgsHB y sujetos con m&s de 50 UI/L presentaron AcsHB, AgeHB, AceHB
negativos, lo cual indica gue estc sesgo no fue originado por Hepa
titis A o B, aunque no sc excluye gue sea debido a la hepatitis -

(22)

NoA NoB, como se ha sugerido por otros autores gue han encon-

trado -aumentada la desviaci6n de este tipo de hepatitis en sujetos
con valores mayores de 29 UI/L(23).

5. Iéggsta de alcohol o ejercicio exahustivo.

La ingesta reciente de alcohol y los deportes extenuan~
tes no mostraron un efecto sobre los niveles de TGP o TGO, respec-

tivamente, como puede observarse en la tabla L y 2 (p&ginas 30y 3l).

6. También debe consgiderarse el grado de excitaci6n. emocilo

nal, previa a la toma de muestra gue presenté el 66% de la pobla-

cién.

De los 180 sujetos muestreados 120 estuvieron sometidos
al estress durante la toma de muestra, pues é&sta se efectudé en una
"Campaifia de Donacién Altruista de Sangre" efectuada por la Cruz -~
Roja Mexicana en las oficinas de Radio Centro, por lo que estas -
personas estuvieron en un ambiente festivo con la presencia de ar-

tistas, mGsica y regalos.
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CONCLUSIONES

Los valores de referencia en donadores mexicanos son superiores
a los reportados en general, por la literatura en grupos de su-

jetos sanos.

ALAT UI/L ASAT UI/L
Donadores Mexicanos 13-67 21-77
Donadores U.S.A. 5=27 1-29

En nuestro estudio el efecto del torniquete y el ejercicio ma=-
nual s6lo influyen moderadamente en los resultados de ASAT o -

TGO.

La ingesta de medicamentos, el ejercicio exhaustivo no ejercen

ninglin efecto sobre las determinaciones de ALAT o ASAT.

Estos valores pueden encontrarse elevados, debido a que el 66%
de nuestros donadores se encontraron en un estado de tensifén y
excitaci6n, factores que sabemos influyen de manera importante

en la determinacién de enzimas.

Es importante efectuar estudios como el presente, en caso de -
llevar a cabo la politica de excluir a los sujetos con mis de
30-40 UI/L de ALAT como prevensién para la hepatitis NoA NoB,
porque esto produciria la eliminaci6n del 29 al 46% de nuestra

poblaci6n de donadores de sangre.

Un cuestionario como el disefiado en nuestro estudio, es Gtil -
porque nos ha permitido conocer el comportamiento propio de -
nuestra muestra, que ha arrojado resultados muy diferentes a -

los encontrados en otras poblaciones.



Sitio de captacién Fecha

CUE

Nombre

Ocupacifén

Lugar de residencia habitual

l.-
2.~

8.~
9.-
10.-
11.-
12,-

13.-

ANEXO 1

STIONARIO DE SELECCION DE INDIVIDUOS PARA
DETERMINACION DE VALORES DE REFERENCIA
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Sexo: M F

Es Mexicano de Nacimiento

Alguno de sus

SI ES MUJER:

Utiliza algdn
Cudndo fue su
Esta Ud. casa

Gesta

NO ' SI.

abuelos nacié fuera de México

Cusntos en total? .

medioc de planeacibén familiaxr? NO SI De qué>tip6 5

Gltima regla?

do o tiene relaciones sexuales? NO SI

Cu&ndo fue su

PARA TODOS:

Alguna vez ha
Alguna vez ha
Alguna vez ha
Alguna vez ha
Alguna vez le

Alguna vez le

Edad

Para Abortos Cesirea

Gltimo parto?

tenido hepatitis o se ha puesto amarillo?
tenido alguna enfermedad del corazén?
tenido alguna enfermedad en los mfisculos?
tenido tuberculosis?

han dicho que sea diabético?

han dicho que tiene la presién alta?

* Hora de la Gltima ingesta de alimento

* postura

NO
NO
NO
NO
NO

NO

SI
SI
SI
SI
SI
SI



14.-
15.-

16.-

17.-

18.-

20.-

21.-

22.-

23.-

24.-
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En los iltimos 6 meses

Se le ha practicado alquna operacifn? NO S1
Se le ha puesto una transﬁusién;dg?gfngre o plasma? NO s1
Se le ha puesto alguna inyeccifn o vacuna? NO SI
En el Gltimo mes 1

Ha tomado o se ha aplicado algln medicamento? NO SI

incluyendo pastillas para dormir, anticonceptivos,

vitaminas? Cuil (es)?

Ha tenido calentura, gripa o diarrea por m&s de 3 dfas?
Cudndo inicié?

Cuidndo acabb?

Acostumbra fumar? NO

SI Cuélntos cigarrillos diarios en promedio?

- 1 o menos

- 2as

- 6 alo

- 11 a 20
- M&s de 20

f@ cuencia ingiere bebidas alcohflicas?

- diariamente

- cada tercer dfa

- cada semana

- cada mes

- menos frecuentemente

Ha tomado alguna bebida alcohflica en el curso de los Gltimos 3 dfas?

NO s1 cu&nto?

Ha participado en alguna actividad deportiva en las Gltimas 2 semanas?

NO SI

Ha tenido algdn golpe fuerte en el cuerpo en las iltimas 2 semanas?

NO SI

Peso . 25,~ Talla m.



1.

10.

11.

12.
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