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INTRODUCCION

Se han reglizado diferentes y muy variados estudios pa

Ta conocer 1l camportamiento e dos Iz 1nz znuiras séricas -

n4s importantes,; la transecineasz zlutfrico ;pivdvi i S—

e

transaminaza glutdmico oxalacética, las cuales se ven ihvolu
cradas en eP funcionamiento de ciertos Srganos y tejidos, co
no son : corazén, higado, cerebro, hematfes, milsculss, suero
1fquido cefalo-raqufdec y en orina. Sin embargo, noco =: ha-
estudiado de la forma como deben manejarse en el laboratorio
de ensenanza, donde privan algunas fusntes materiales y hu =
manas de error, como son: la falta de equipo adscuado (barios
de agua, termémetros,espectrofotimetro, etc.),descuido por -
parte de los estudiantes que realizan las técnicas y falta -
de-la Jebida vigilancia por parte de los maestros, ocasiona-
da por el exceso de estudiantes a su cargo.

Bl método elegido para este informe, ha sido el de =--
deitmann y Frankel, ya que es una técnica sencilla y fécil =
de manipular, lo cual representa unz ventaja, sobre todo pa-
ra quienes como los alumnos de Licenciatura de Quimica Clini
ca, no tienen aln el entrenamiento nacesario para manejar- =
métodos enzimoldgicos més complejos.

Sn la realizacidn del método, se trataron de introducir
diferentes errores, fisicos, qufmicos y mecdnicos tales como
el pi, la temperatura, la concentracidn de sustratos, la con-
servacidn de los mismos favoreciendo la contaminacién biold-
gica y quimica; para conocer la manera como los resultados -
se alteran. ‘Los valores obtenidos se compararon contra la --

risma técnica seguida correctamente, para asi saber el grads
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de variacidn resultante y la forma como &sta podrfa corregir-

se, durante el trabajo did4ctico.

Por lo antes mencionado, creemos que este estudio seré
unz valiosa ayuda para estudiantes y maestros del Laborato -
rio de Quimica Cl{nica.



CAPITULO I

GeNerALIDADES FISIOPATOLOGICAS

La accién ae las enzimas d-» un Srgano determinado, re -
bresenta ciertas propiedades de ése drgano; y es asi, como de
una forma mas intima puede conocerse la parte del organismo -
que en ése momento se nalla alterada y la causa de la altera-
ci6n.

Son mucnas las enzimas de interés clinico que ayudan a-
dilucidar mucnos padecimientos en los que otros métodos de -
d:asnéstic no resultan del todo claros. Entre estas enzimas-
tenemos a las transaminasas, pero antes de nacer referencia a
sus caracteristicas fisiopatoldgicas, mencionaremos algunos -
puntos de cardcter general para una mejor comprensién del es-
tudio enzimdtico.

(

se clasifican de acuerdo a su origen y a su funcién en:

Desde el punto de vista médico, l4)las enzimas séricas-

l.- BEnzimas extracelulares § secretoras; como la el-amilasa,-

lipasa, fosfatasa alcalina.
2.- £Bnzimas intracelulares; como la transaminasa glutdmico -
oxalacética, transaminasa glutdmico pirdvica, desnidrogenasa-

lactica, desnidrogenasa nidroxibutirica.

i.- =Znzimas especificas del plasma; como colinesterasa y las-

enzimas propias de la coagulacién.

Los cambios patoldgicos que se operan en ellas debido a



algunos padecimientos, se les atribuyen varios mecanismos que
actdan soloa 8 en combinacidn,fl4) los mds aceptados son:

8) Alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares
Y necrosis; esto sucede en la hepatitis, en las intoxicaciones
Por envenenamientbs, distrofia muscular progresiva y enferme-

dades cardiacas.

0) Aumento en la cantidad de produccién de enzimas; como la -
fosfatasa alcalina en condiciones caracterizadas por un incre-
mento en la formacidn de osteoblastos 6 de fosfatasa dcida en
carcinoma de la préstata.

c¢) Reduccidn en la concentracidn de la enzima; como ocurre -
con la colinesterasa en cirrosis hepdtica y en otras deficien-
cias enzim4ticas.

d) Prevencidn de la salida de flujo de enzimas secretoras; un
ejemplo es la fosratasa alcalina en obstruccidén de conductos-
biliares § de iipasa en la oostruccién de conductos pancredti-
cos. (13)

% La importancia de las transaminasas radica en el papel-
que desemperian en el metabolismo intermediario de los aminod-
cidos; mediante ellas, al determinar su activida@ es posible
conocer el estado funcional de cada uno de los érganos en los
cuales se hallan. /

TRANSAMINASA GLUT:WICO OXALACETICA.- Se encuentra nor -
malmente en: mdsculo esquelético, misculo cardiaco, higado, -
bazo, intestino, suero, liquido cefalorraquideo, eritrocitos-
estos contienen el 80% del total de enzima que se encuentra -
en la sangre, las plaquetas contienen un 13%, los leucocitos-
un 5% y el suero sélo un 2%; péncreas y rinén.

Los padecimientos en los que se altera son principal --

mente cardiacos, aunque en menor grado, también en los hepd -
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ticos. Aumenta de manera notable en infarto de miocardio pu--
diendo alcanzar niveles de mds de 500 U/ml de suero; comenzan-
do a incrementarse dentro de las primeras 12 horas después del
lnrarto, -alcanzando su mdximo a las 48 horas y empieza a dis-

'minuir de los 6 a 14 dias después del infarto hasta llegar a
Sus niveles normales.(ll)xl aumento de la enzima es proporcio-
nal a la cantidad de misculo cardiaco destruido; en general. -
Puede decirse, que el incremento de enzima, sea que se trate
de la oxalacética 8§ de la piridvica, va a depender del tamario
de la lesidn.(9)’

Asociado al aumento de enzima, se hallan otros datos -
clinicos, como son: tensién arterial baja, shock, insuficien-
cia renal y hepdtica; esta Ultima es muy importante ya que -
generalmente seguido al infarto, se presenta daro hepdtico, -
debido a falta de oxigeno, la gue ocasiona disminucién de la-
actividad celular que implica la salida de enzimas intracelu-
lares.(g) Bsta falta de oxigeno, se debe a la hipotensién san-
guinea que se presenta, la que a su vez, causa una baja en el
gasto cardiaco; lo que provoca cambios en la resistencia vas-

cular periférica.

Se ha podido observar, que las células hepdticas mds da-
nadas son las mds alejadas de la vena central del higado y es
esto lo que va a causar una necrosis masiva. Para conocer con
exactitud el grado de la lesidén, se determina la actividad de
la transaminasa glutdmico pirdvica, la que por hallarse normal-
mente en el higado, al aumentar, va a darnos una idea de la -
extensién del datio causado al 6rgano.(9)

Con esto se pone de manifiesto, una cierta relacién en-
tre las dos enzimas (oxalacética y pirdvica), debido a la co-
rrelacidn funcional que existe en los tejidos donde se loca =
lizan. El esquema que sigue explica la conexidén que hay entre

los dos padecimientos, cardiacos y hepdticos:



Hipotensién + Arritmia > Dai;PHep‘tiiz\\
Individuos sanos » Shock prolongado Infarto

Después de lo anteriormente expuesto, se puede notar -
que la salida de estas enzimas a través de las células, se —-
debe a pérdida en la integridad de las membranas celulares; -
es8to puede ser por varias razones, como es la presencia de -
agentes externos del tipo de virus, toxinas 8 disturbios en -
la nutricién celular.(l4) Sin embargo, existen determinadas -
situaciones en las que no ocurre esto pero hay elevacidn en -
la concentracidén de ellas. La TGO (transaminasa glutdmico -
oxalacética) aumenta normalmente después de comidas ricas en-
proteinas, hasta un nivel de 270 U/ml de suero, el que al ca=-
bo de tres horas comienza a disminuir a sus limites normales.
(20).

Esta transaminasa se incrementa patoldgicamente en: an-
gina de pecho, insuficiencia coronaria, insuficiencia cardia-
ca congestiva crénica, ictericia, enfermedad cardiaca reumd -
tica con disfuncidn hepdtica progresiva, en la que se eleva -
hasta 1912 U/ml de suero. Disminuye en shock neurogénico a --
19 U/24 horas, lo que conduce al individuo a la muerte. Per -
manece normal en: uremia, infarto pulmonar, neoplasias e in =
fecciones agudas crénicas.(g’ 18, 13, 15, 21)

Cuando se presenta una deficiencia de vitamina st, su
valor normal va a depender del peso, estatura y edad del in -
dividuo; sin embargo,se han establecido limites que se deter=-
minan en personas sanas clinicamente; este valor va a ser di-
ferente en cada liquido corporal. En suero es de 8-40 U/ml} -
en ligquido cefalorraquideo e~ de 7-49 U/ml; en orina no debe-

existir, aunque algunos autores consideran que de. haber no --

seri mayor de 1 U/ml.(zo)
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Bn su determinacidén no intervienen: el ciclo menstrual,
ni la menopausia; no hay cambios durante el embarazo. En el -
48% de mujeres en fase puerperal, se presenta un ligero aumen-
to de la enzima, pero es transitorio. Ciertos medicamedtos pro-
vocan incremento en su concentracién como son los opidceos y
el estolato de eritromicina en adultos asi como la aspirina y
el salicilato de sodio en los ninos, en un promedio de 25-50%
de estos individuos. En estado normal, la enzima aumenta des-
pués de ejercicio violento y especialmente en personas no -
acostumbradas a practicarlo y en comidas ricas en proteinas.
(20).

(9)

Hay otras pruebas cuyos resultados se asocian al au-

mento de TGO y que pueden ser de gran ayuda en el diagnédstico,
como son:

Bilirrubina Aumenta

Tiempo de protrombina Més de 60"

Fosfatasa alcalina 15-69 mU/ml de suero(menos del normal)
Prueba de floculacidn Normal

Polimorfonucleares 93% (BEn infarto cardiaco)

Nitrégeno no protéico Aumenta.

Se han investigado mucho las alteraciones celulares que
se producen en el higado como consecuencia de infarto cardia-
co por un lado y de lesidn propia del higado, cuando este es
el que se afecta. Como resultado de ellas se na encontrado que:
en los espacios centrales entre Los hepatocitos por medio de
un examen nistoldgico, se ha notado la presencia de leucocitos
polimorfonucleares, restos protéicos, hematies, ndcleos libres;
nay proliferacién fibrobldstica, cambio nuclear con fragmenta-
cién pignética, palidez del ndcleo del hepatocito. Se halla -
adem4s: fibrosis central hepdtica, necrosis central aguda, =

(9)

congestidn central y atrofia del cordén hepdtico.:

Cuando se trata de insuficiencia cardiaca, el dafo en -



contrado en el corazén es por aumento de la tensién arterial;
si se trata de infarto, la tensién arterial disminuye. Tanto
en nizado como en corazdn, estos -trastornos se presentan antes
de la elevacidn de las enzimas correspondientes.

La velocidad de sedimentacién eritrocitica aumenta des-
pués de infarto transmural cardiaco, de 16 que es su valor nor-
mal hasta 44 en el sexto dia posterior al infarto y al sépti-
mo comienza a disminuir.(ll) BEn los gldbulos rojos, la activi-
dad enzimdtica disminuye con la edad pero sin afectarse todas
sus enzimas; entre las que si se afectan estdn la aldolasa, -
nexoquinasa y transaminasa glutdmico oxalacética; sin embargo,
ésta no es muy importante por no tener el eritrocito ciclo de
Krebs. Cuando camienéa a descender su actividad, son sacados -
de la circulacidn; se cree que la transaminasa no tiene uti -

lidad metabdlica en la maduracién del glébulo.(s)

TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA.- Se le halla normalmen-
te en: higado, cerebro, rindén, eritrocitos donde es de 3-5 =~

veces mAs que en suero, suero, corazdén.

Se altera principalmente en padecimientos hepdticos; -
sus valores normales son: de 13-55 U/ml de suero en hombres y
de 6-40 U/ml de suero en mujeres; los valores para ninos son-
mgs altos que los de adultos, segin ilnvestigaciones realiza -
das usando el método de Wréblewski y LaDue, la concentracidn-

es de 85 U/ml de suero.(20)

Al igual que en la enzima anterior, no se afecta por --
ciclo menstrual ni embarazo; se observa un leve incremento -
después de ejercicio vigoroso, pero enseguida disminuye. El -
1iquido cefalorraquideo a diferencia de la oxalacética, no --
contiene transaminasa pirdvica. Algunos medicamentos como -
iproniazida y morfina, se han reportado que aumentan sus con-

(20)

centraciones en suero; en ninos lo causan los salicilatos.

La relacién que existe en el suero entre las dos enzimas



mas se conoce con el nombre de coeficiente de Ritis y es de:
TGO/TGP / 1, tomando en cuenta que los niveles en suero son:
TGP » TGOS LDH,(8,14).

En el rinén, las aminotransferasas contribuyen a la
produccidén de amoniaco por la via del glutamato-l-deshidro
genasa. Bn el cuadro que sigue puede verse la actividad en

L

zimidtica en los diferentes elementos sanguineos:

Actividad enzimdtica en eritrocitos, leucocitos, pla
quetas y suero humano.

TGO TGP

Eritrocitos() X 13 0.1
S 0.7 0.1

N 6.0 6.0

Leucocitos (+) X 10.3 36.1
S 16.1 13:0

N 7.0 7.0

Plaguetas (+) X 2.2 057
S 0-‘4 0.1

N 6.0 6.0

suero (¥) X 8.1 7.4
S Yok 2.4

N 14.0 14.0

% : Actividad en U/g de Hb a 25°C.AL llegar a U/10  eri troci-

tos multiplicar por 3.
+ : Actividad en U/lOll células a 25°%¢C.
+ : mU/ml = U/1t a 25%¢c.
Nota: Tomada del Clinical Enzymology Pr1n01ples and Applica-
tions, H.kattenheimer, Tabla XIV, pég. 109.

La TGO en eritrocitos tiene menor actividad que la TGP,
la actividad de transaminasa glutémico oxalacétiica aumenta -

con el tiempo en sangre coagulada. (2).
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En la tabla que sigue, puede apreciarse el el predomi-

nio de cada enzima en los diferentes tejidos donde se les -
localiza: (2,13,8,10,14,15,8,20)

TGO TGP
kiopatias periféricas A A
Trauma muscular A N
Distrofia muscular A N
Hepatitis viral (#+) A AA Rel. TGO/TGPD>1
Hepatitis cr6niqa (+) AA A
Cirrosis AA A
Coma hepdtico D D = Nuerte
Hepatosis tdxica AA AA (de moderada. a elevada)
Obstruccidn biliar
extrahepdtica - A A ( moderapda)
Infarto miocdrdico AAA N
Dado cardiaco conges-
tivo(con congestién e
hipoxia del higado) N AA
Angina de pecho N N
Miocarditis reumdtica N N
Kiocardftis infecciosa N N
Arritmia N N
Sindrome nefrético AAA N
Glomerulonefritis AAA A
Toxemia del embarazo A A

Crisis hemoliticas(por -

hem3lisis intravascular) A A
Leucemia crénica N
Leucemia aguda A A

Nota: A= aumentada; AA= mayor aumento; AAA= sumamente auments
da; N= normal; D= disminuye; + = en enfermedades crénicas au-
menta mds la TGO que la TGP; ++ = en enfermedades agudas au-
menta mas la TGP que la TGO.



CAPITULO II

ANTSCEDENTES QUIMICOS Y BIOQUIMICOS

Desde hace mucho tiempo, se tenia conocimiento de cier-
tas sustancias que 'fermentaban' algunos medios, por lo que -
originalmente se les llamé FERMENTOS y de este modo se les -
clasificé en organizados y desorganizados. Se consideranan —-
‘fermentos organizados', a los que provenian de células vivas-

y'desorganizados', si no los contenian organismos vivos.(l)

Este concepto fué rebatido y aclarado por Bichner en —--
1897, mediante un experimento que realizé moliendo con arena-
células de levaduras, hasta lograr una total destruccidn de -
ellas; luego las filtrd, usando el filtro por él diserado y -
el extracto obtenido, lo sembré en medios de cultivo especi -
ficos para el crecimiento de hongos. Dias después al no haber
crecimiento, comprobé gue ya no existian células intactas, -
por lo que entonces colocd el extracto en un mosto con azdcar
pudiendo observar poco después que este, se fermentaba. Fué -
asi, como se logrd demostrar la existencia d= las enzimas.

La palabra'enzima' procede del griego 'en-zyme' que -=
quiere decir ‘en la levadura'; y son proteinas de alto peso -
molecular.(l’ 6)

Bl significado que se le ha dado posteriormente a este
vocablo es mas amplio, considerdmdoseles como “catalizadores
bioldgicos que actdan acelerando las reacciones que se llevan

a cabo en los organismos vivos".(lz)

De acuerdo al lugar de la célula en que se les .encuentra
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se les diviaid en engoenzimas, cuando se hallan dentro de --
ellas y exoenzimas 8i son secretadas y vertidas al medio gue-

las rodea, como las enzimas del tracto digestivo.(l)

A medida que se -fué avanzando en su conocimiento, fué -
ron surgiendo nuevos términos que fué necesario ir definiendo
para poder entender y comprenaer mejor su estudio; entre ellos

estan:

Sustrato.- £s la sustancia sobre la cual actda la enzi-

ma para transformaria én otra sustancia llamada producto.

L]
Activadores.— Son moléculas 6 iones que estimulan la ac-

tiviand enzimAtica. gjemplo: iones Cl™, Mgz*, Mn2+, Co2+, Nil*,

innlblaores.- Son de varios tipos:(3'l7'l?'l)

a).- Competitivos.- Cuando tienen una estructura semejante a
la del sustrato.

b).- Ho competitivos.— Cuando el innibidor se combina méas de-
una vez con la enzima.

¢).- Incompetitivos.- (Cuando uno de los sustratos varia y el
otro estd saturado; la inhibicidn por uno de los productos no
se efectla.

d).- Alostéricos.- Actian en enzimas alostéricas e innioen sé-
1o uno de sus sitios activos, ya que un sitio tiene mds afini-

dad cue el otro por el miswo sustrato.
Zimdgeno.—- Korma inactiva de una enzima.
Cinasa.- Sustancia que convierte al zimdgeno en activo.

Durante mucho tiempo aparecieron diferentes clasifica -
ciones, sin embargo, no fué sino hasta que la Unién Interna -
cional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y la Unién Interna-
cional de Bioquimica (IUB), dieron la nueva clasificacidn vi=-
gente(b), que pudo ordenarse el estudio sistemdtico de las —-



enzimas :

wombre Clasz Sabclase
Oxidorreductasas I A
B
Transfareasas IT A
B
Hidrolasas III A
B
Liasas Iv A
B
Isonerasas v A
B
Ligasas VI A
’ B

A la Clase II, Subclase B, pertenecen las transaminassas
de las cuales nos ocupsremds durantz todo este estudio.

Las transaminasas § mAs cor-ectamente aminotransferasas,

son las enzimas aue catalizan la transferencia de grupos ami=
nos de alpha aminodcidos a c:todcidos; a este proceso se le =

da el nombre de transaminacidn.(13)

Las reacciones de transaminacidn se llevan a cabo en di-
ferentes organismos: bactarias, nonzos, animalas vertebred

;7 principalmente el hombre. Son muy importantass yz que madian
ts 211w se promueve la formacidn de nuevos aminofcidos a mer

08—

ced de otros que se descompoenern; son reacciones libremente -

reversibles con una constante de eqiilibrio de aproximadamen-
te l. (6,12) .9

Consisten en la transferencia del - rupo amino -NH2 , deL
A -amino4cido donador al dtomo de carbono oldel cetodcido; los
cutoidcidos involucrados son: piruvato, oxalacetato § e-ceto -

glutarato. Se ha visto que no hay una desaminacién neta, ya -
(19)
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que el-cetodcido se amina a medida que el aminodcido se desa-
mina. (12)

Bl ciclo de Krebs sufre varias desviaciones ¥y una de =
ellas es el ciclo del dcido glutdmico-aspartico y aspdrtico——
glutdmico que involucra una transaminacién. (7

Cuando se usa dcido glutdmico como sustrato en cartes —
de tejidos, hay una reaccidn oxidativa gue convierte al glu -
tamato en aspartato. La mayor parte del oxalacetato reacciona
por transaminacidn con una segunda molécula de glutamato para
formar aspartato y &-cetoglutarato. La reaccidén balanceada es
la que sigue:

Formacidn de aspartato a partir de glutamato:

1) Glutamato + Oxalacetato — 3 e-Cetoglutarato+Aspartato
2) d-Cetoglutarate + 1/2 02 —————>» Succinato + CO

2
3) Succinato + 0, —————» Oxalacetato + H,0

2

Suma: Glutamato + 1 1/2 0, ————> Aspartato + CO, + H,0.

Una parte del oxalacetato puede sufrir descarboxilacidn
y oxidacién completa por la via ael piruvato y de la acetil -
(7)

coenzima A; pero si hay un exceso de glutamato , la oxida--
cién del dcido glutdmico es incompleta. {Fig. 1)

De moao similar es la oxidacidn del aspartato a gluta -
mato. Bl od-cetoglutarato rormado como un intermediario, se -
une por transaminacidn con aspartato para dar glutamato.(7)

La reaccién es la siguiente:

Pormacién de glutamato a partir de aspartato:

1) Aspartato + o-Cetoglutarato ————————> Glutamato+Oxalacetato
2) Oxalacetato + Acetil COA — 3 Citrato + CoA
3) Citrato + 1/2 0, ok-Cetoglatarato + CO, + H,0

Suma: Aspartato+AcetilCoA +1/2 02____..____§ GlUIAﬂQtO¢C02¢COA!H20

31 aspartato también puede dar origen a acetil-CoA:



15
' (?OOH

CH—NHy
|
"
(‘3H2
COOH
; COOH
?OOH . c‘:_o
C=0 * COOH -
CI:H2 (':.H2 C’3H2
) CooH COOH
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1) Aspartato + K—Cetoglutarato———) Glutamato + Oxalacetato
2) Glutamato + 1/z 0, —————)o(-Cetoglutarato + BH; + Hy0
3) oxalacetato +———» “Riruvato + co,

4) Piruvato + CoA + 1/2 0, ———) Acetil CoA + €O, + H,0

Suma: Aspartato + CoA + 02 ———————> Acetil CoA + 2C02+NH3+2H20
Cuando no hay sustratos de otra clase, 2 moléculas de as-
partato pueden dar una de glutamato:
2 Aspartato + 1 1/2 0, —————9 Glvamato + NH; + 3C0, + 3H,0,
x(La transaminasa glutdmico oxalacética tiené una gran ac-
tividad y es la Unica que puede interferir en mayor grado con
el ciclo de Krebs; la pirdvica es demasiado débil para causar
una desviacién del ‘ciclo. El aspartato y el glutamato dan orim
gen a otros aminodcidos al igual que a pirimidinas y porfirinas;

(7).

El primero en conocer las reacciones de transaminacidén-—-
fué D.M.Needham, quien en 1930, noté que en preparaciones de =
misculo cardiaco de palomo, los‘écidos glutdmico y aspartico -
se metabolizaban sin que hubiera disminucién en el contenido =
total de nitrégeno aminico: Sin embargo, fué hasta 1937 que —-
los investigadores rusos, Braunstein y Kritzmann se dieron cuen-
ta de lo que en realidad ocurria, al demostrar que en prepara-
ciones de misculo y en presencia de dcido glutémico, podian —-
convertir el piruvato en alaninaj; y diefg;)a conocer el proce-

80 como un mecanispo de transaminacién.

Se sabia segin Meister (1955), que existfan 61 transami-
nasas, en 1972 se completé el conocimiento de 59 enzimas, que-
sufren esta reaccidén con dcido decetoglutdrico 8 glutdmico, -
pero sdlo 2 se llevan a cabo en los tejidos humanos y son las-
catalizadas por las transaminasas glutdmico pirdvica (TGP) 6 -
mds correctamente alanin-aminotransferasa y glutdmico oxalacé-
tica (TGO) & aspartato-aminotransferasu.(19’3'v°l'1x)



Su mecanismo de accidn se ha estudiado mediante el uso -
de isdtopoa(l), pridcipalmente con le. Un experimento hecho -
con ése fin, fué introducir en la dieta de un ratén, citrato =
de amonio marcado; después de 9 dias se vié que el N2 se ha -
llaba ampliamente distribufdo entre los aminodcidos del-cuerpo,
con su mayor concentracidn en'forma de 4cido glutdmico.

Se ha visto que los aminodcidos reaccionan con cetodci -

(1)

pueden formar un ’‘nuevo aminodcido; la reaccidén es la siguiente:

dos para format iminodcidos sustituidos que por hidrélisis

?OOH ? 900H QOOH
I R H
(l:dz ?Hz i i (I:Hz | —_— (l: 2 F
CH + Cc=0 H CH CH ?H
1 2 . 2 1 2 U2 2
HC—NH2 éOOH < H?-N!!I.? € ? =N—C-H
3 :
COOH COOH COOH COOH éOOH
iminodc. sustituido
COOH R
' ]
? CH, i,
& ?Hz + H?—NH?.
9=0 COOH
COOH
nuevo cetodc. nuevo aminodc.

Se ha sugerido que el intercambio de grupos NH2 en el -
metabolismo de amoniaco derivado de la desaminacién de aminod-
cidos, es primero convertido en glutdmico para después éste -

ceder su amino.

El oA-cetoglutarato es un intermediario en el metabolismq
de carbohidratos y es por esta ruta que los azicares se con —-—

vierten en aminodcidos y proteinas.

transami- ;
ol-Cetoglutaraio + NH3 — 3 Glutamato —=22220Y%  Aminoda,

nacién

Estas enzimas para su mejor accién, requieren de una co-

enzima 6§ molécula orgénica que las estimule y es el fosfato de
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piridoxal; este es un derivado de la piridoxina 6 vitamina B6'
(1). DLeoe ademds tomarse en cusnta que "ia actividad enzimg —-
tica depende de la conformacién tridimensional especifica de -

(12) que se aprecia cuando hay desnaturalizacién

la molécula",
de la enzima, ya que por ser moléculas protéicas tienen las ==
mismas propledades y al desnaturalizarse sufren pérdida de su-

actividad.

Bl mecanismo de accién del rostato de piridoxal (PLP), - ¥f
durante la transaminacién es el siguiente: Actds como un trans-.
portador de grupos a través de su funcién aldehido que puede -
formar reversiblemente una base de Schift § cetimina con amo -
niaco u otras aminas. Duramte su ciclo catalitico experimenta-
camoios reversibles entre la forma aldenido libre 8 sea el fos-
rato de piridoxal propiam :nte dicno y su forma aminada 6 fos -

fato de piridoxamina. El ciclo consta de dos etapas.(12'17)

El complejo enzima-piridoxal, acepta el grupo amino del-
donador, formdndose el complejo enzima-piridoxamina, que sSe ==
lleva a cabo por la formacidn intermedia de dos bases de Schiff.
Bl complejo enzima-piridoxamina forma otra base de Scniff con-

el cetodcido y éste capta finalmente el grupo amino cedido por

la base.(l7'12’4)

Meaiantes estudios realizados por Jenkins, se ha llegado
a pensar que el grupo aldehido del piridoxal forma una base de
Schiff con el grupo €-amino de un resto de lisina especifico -

de la enzima cuando no estd ocupado por un grupo amino proce -

dente de un sustrato. (Fig.2).

Con NaBH4 se reduce la base de Schiff a una amina secun=-
daria y une al fosfato de piridoxal irreversiblemente a la --

proteina. Cuando el aminodcido se une a la base de Schiff, ocu-

rre una transaldinacidn que desplaza el grupo lisil-aming y =
forma una nueva base con el residuo de fosfato de piridoxal.(4)
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51 se separa a. la coenzima de la proteina, éata pierde -
su actividad y la recupera al agrezar de nuevo el PLP.(B)

kediante un reacomods electrénico, el grupo amino, —NH2
es transferido a la coenzima para formar el fosfato de piri --
doxamina que reacciona con el cetodcido. El piridoxal se rege-

nera al completarse la reaccién.(j’4)

Las transaminasas al igual que otras enzimas, son sensi-
bles a todas aquellas sustancias que impiden 4 limitan su ac--
tividad, y se les conoce con el nombre de inhibidores.

La inhibicién puede ser de dos tipos: Competitiva y No -
competitiva; se les ha estudiado a través de un mecanismo clé-
sico llamado de Ping-Pong BiBi, por la forma en que se desarro-
lla. Bn él se considera a las letras A y B como sustratos y a

las literales Py Q, como productos. (3 Vol.II)

Cuando A y Q se combinan con la enzima E, y By P con F,
dan un producto ‘de inhibicidén competitiva. Si en cambio se com-
binan A’y P 6 By Q, se tiene una inhibicién no competitiva.

Bn cada ceso la inhibicién se elimina por saturacién con el -
sustrato A § B que permanece invariable.

El siguiente esquema ilustira lo anteriormente explicado:




al

‘8e cree que en estos mecanismos sdlo hay un punto de ab-
sorcidn en la enzima y todos los reactantes caen en &1. (3 voly)

Hay varias sustangias que ejercen estos efectos jnhibi--
dores, como son: el d-cetoglutarato, el glutarato y otros 4 -
cidos di y monocarboxilicds, principalmente adipato y maleatp
uue no sufren transaminacién y actdan como inhibidores no com-
petitivos. Existen ademds el sulfato sddico de dodecilo que -
desnaturalizs a la aspértata aminotransferasa; las soluciones
de urea a altas concentracciones (8l) las llevan a su forna -
inactiva. (2,13,3 vol IX).

Las inhiben por completo la p-benzoguinona, la p-fenil-
diamina y algunos de sus derivados, los metales pesados como-
los iones de Ag+ ¥y H32+, y en general los reactivos salfhidri-
licos por bloqueo de grupos tioles de la enzima, ya que puede.
romper las uniones entre el fosfato de piridoxal y la apoen -
zioa.

La transaminasa=aspdrtica contiene de 6 a 7 grupos -SH,
pero sdlo 3 determinan su actiyidad; esta se inhibe por reac-
tivos que forman mercapturos como el p-cloromercuribenzoato -
(p-ChB), el HgCl, y el AgNOB. La inactivacidén po~ p-CMB desa-
parece al agregar un exceso de glutatidm, el PLP no tiene e--
fecto, ya gque 21 iwmhibidor no rompe las uniones ‘entre coenzi-
ma y apoenzima. Ssta sustancia aumenta la suscdptibilidad de-
la enzima al ataque por proteinasas bacterianas y disminuye -
su afinidad por isoniezida y di-(amino-oximetil)-dicetopipe -
razina, lo gque hace pensar que actda dafdando la conformacidn
nativa del centro activo de la enzima.(3'2'l3'20)

“  Las inhioen parcialmente los agentes alkilantes tomo yo-
doacetato,acrilonitrilo,acrilamida; los iones CN , la quinhi-
érona, las arilarsinas y los éxidos de arsina. También las —

‘
pueden inactivar irreversiblemente el quinolinato y el fta -
lato cuando la enzima se incuaba coa ello%/
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~
e

/ "5l aspartato sdlo puede sustituirse en la transaminasa
oxalacdtica por glutamato §:succinato, sin embargo, el sus -
grato especifico no protege a la enzima contra la inhibiciéa/

\\ Las aminotransferasas existen en diferentes estructuras
conébrmacionales é isoenzimas, ya que se les localiza en mito-
condrias y porcidn soluble del citprlzsma de células eucarif-
t%g;:j Por lo tanto las mAs estudiaddas nan sido esas y que -
usan aspartico como sustrato.(3 vol. IX;

=,

Son dos isoenzimas verdaderas debido a sus diferentes -
propiedadas fisiconufmicas; cada una e ellas estd compuesta
por 2 subunidades protéicas iguales en las que se identifican
4 subfracciones: o 9 , ?, S

Cada una de las subfraccions:s tiene un grado diferente
de actividad que estd en reclacidn con el contenido de azdcares
donde a mayor concentracidn de azicares menor actividad: por
lo que la subfraccidn e es la mds =ctira 2a la isoenzima ci--
toplésmica.

La diferencia entre cada una de ellas estriba principal-
+

rente 22 2l tipo e unida que prasantan entre la coenzisn y -
la enzima, en el tamado molecalacs, la 2structura primaria y -

la inmunoprecipitacidn.

Sus caracterizticas mds importantes se enlistaa 2a la -

siguiente tabla:

I302n2i1As Asp-lli tocondrial Asp-Citopldsmica
Subfracciones Punto Isoeléctrico Pl Actividad esper
=< Bl 5.65 1500 2 100
Vi _ 5.53  900-1370
Jﬂ - 5.38 499-740
S 5.38 490-740

2oraa Catidnica Aniénica
Aspecto * 3Soluble _ Citosol
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fep-iitocondrial Asp-Citoplasmicsa

[

Sastraiac De 4 carbones L-Cisteinsalfinato
~5ulfinils

¥-NMetilzlutamato
ﬁ-—Metilaspartato
Treo-f-nidroxi-aspartats
o{-Cetodcidos

Ac. Dicwrboxilico-
Aninote. amrzsasbox.

™l S e 93 200

Otra diferencia entrz ellez os la natursleze y conzen -

Siast e o D3 34 AL Aige Db 2033, 21 137, el pH 6p-
tima, valores oo i, caracterizticas de los espectros d= ab -
3orcidn.

Je sabe gue 1¢J(12) cominicacida entre citoplasaa y ai

307 ,ia3 aacuat. L r.ce .. de desaminzcidn, por lo que -

“

parece probable jie la captacidn de los gripos aminos tenga -

lugar ex el citoplasma con wiz f.rwacilda fizzl de glutamato,

que mediante un sistema de transto-te de la niembrana pasa a -

la rwitocoalria.

Un factor muy de tener en cuenta es la composicidn id--

nica del amortiguador, que afecta la actividal anzindética. Lay

3agtanciia . L 3 azctizan son por orden de potencia:
PLP-E> I..P—J> Oxima de PLP-EMApoenzima.(3 vol IX).



CAPITULO III

METODOLOGIA ESTUDIADA

Debido a la imposibilidad de medir directamente la con-
centracién de las enzimas del suero, se determina su activi =
dad, la gue se expresa en unidades de actividad que se de%gne
como la cantidad de enzima que transforma una micromol de sus
trato en un minuto bajo condiciones estdndares; sabiendo que
una m/ml= m,kmoles de sustrato convertido por ml por minuto.
(14) )

-+ Los métodos mds importantes para hacerlo se basan ens(14) "V
a) Medir el incremento de concentracién de los productos de -
reaccidn,
b) Medir la disminucién en la concentracién de sustratos,
c¢) Kedir la variacién en la concentracidn de sus coenzimas.

4 Al primer grupo perteheée el método de Reitmann y Fran-
kel elegido para la realizacidn de este estudio;es una técni-
ca colorimétrica que se basa en la formacién del complejo co-
lorido, 2,4-Dinitrofenilhidrazona,| al combinarse la 2,4-Dini-
trofenilhidrazina con el oxalacetato, el cetoglutarato § el -
piruvato formado durante la reaccidn correspondiente a cada -
una de las transaminasas y con los sustratos adecuados para -
ellas. (16) »

/

/%; la determinacién de la transaminasa glutdmico pird -
vica se usan como sustratos alanina y &4cido alpha cetoglutd -
rico; donde el donador del grupo amino es el aminodcido, en -

este easo 1a alanina) funcionando como aceptor el alpha ceto-
4cido, sin que halla formacidn de amoniaco. Los productos ob-

tenidos son los dcidos pirdvico y glutdmico, cuantificéndosqé}
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el pirdvico mediante el complejo colorido a que da lugar con
la dinitrofenilhidrazina, usando NaOH como medio alcalino pa-
ra detener la reaccién después de un cierto tiempo estipulado
por la técnica. ’

’j’Las lecturas se hacen a una longitud de onda de 500 a -
550 nm, con el objeto de evitar la interferencia de la hidra-
zona del dcido cetoglutdérico, la cual al ser menos colorida =
absorbe a una menor longitud de onda{/

;giPara la transaminasa glutdmico oxalacética, se requiere
como sustratos, dcido aspdrtico y dcido alpha cetoglutérico,-
para dar origen a los dcidos glutdmico y oxalacético; este dl-.
timo se determina espectrofotométricamente en solucién alca--
lina de NaOH. /-

Como en el caso anterior, hay interferencia de otras hi-
drazonas formadas durante la reaccidn, habiendo ademds una --
descarboxilacidn esponténea del oxalacetato a piruvato; por -
lo tanto, la lectura debe hacerse a longitudes de ondd més al
tas que las de su mixima absorcién, para asi mankener una ma-
yor diferenciacién entre las densidades épticas de las tres -
hidrazonas; es decir, a un rango de 500-550nm. La figura si--
guiente muestra los espectros de absarcién de estos tres ce -
todcidos:

Densidad

X A: difenilhidrazona
optxcg 2

de «~-cetoglutarato
- B: difenilhidrazona
de oxalacetato
C: difenilhidrazona
de piruvato.En -

0.9

0.6 sol. alcalina.

0.3

330 430 470 510 A (nm)
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Almawaiddos €V

~/La TSGO cataliza la siguiente reaccidn:

900H ?OOH ?OOH ?OOH
?H—NHZ ?=0 HC-NH2 ?=0
CH, +  CH, e éaz .+ CH,
COOH CH, i Ci, CooH
Ac. L—-as-~ COOd COOH Ac. oxalacétics
pértico Ac. at-cetoglu~- Ac. L-glutdmico
térico

La TGP- cataliza la reaccidn siguiente:

CH COOH COOH ?H
(3 1 H| " 3
?d-NHZ + ?:0 $fN 2 * ‘
COOH ?H2 ¢ 9H2 COOH
L-Alanina 9H2 ?HZ Ac. Pirdvico
COOH COOH
Ac. &-Cetoglutdrico Ac. L-Glutdmico

La reaccién con la dinitrofenilhidrazina es:

COO‘* HOOC No,
————“—“) N\
c~o u v g=N

R
NO2

—y L cooH

= N—%—H

R
ON

2 Complejo colorido
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Aunque este es proceso poco exacto para trabajos de in -
vestigacidén donde se necesitan de métodos con gran sensibi -
lidad, es sin embargo muy Ddueno, en trabajos de rutina en -
laboratorios clinicos, donde d:dbido al alto nimero de mues -
tras que deben manejarse diariamente, resulta una técnica -
rdpida y de fdcil ejecucidén, donde ademds no se requieren de
aparatos costosos para su elaboracidén como los que se nece -
sitan en otros métodos; y més especificamente en el de Kar -
men y Wréblewski, donde el uso de un espectrofetémetro de -
luz ultravioleta es causa suficiente para evitar su preferen-
cia, a pesar de ser mds sensible que el de Reitmann y Fran--
kel.

Los reaotivos usados fueron los mismos que en la téc—--
nica original, pero empleando adewds los requeridos para la

; . ; s - 16
investigacidén motivo ‘de este estualo.(

Reactivos originales:

l.- Solucién fampén de fosfatos 0.1l a pH 7.4

420 ml de sol. de NaZHPO4 O.1N
80 ml de sol. de KH2P04 O.1M
Preparar las dos soluciones por separado, procurando que
no se cristalizen, lo que se evita calentando suavemente
a barno maria si esto llegara a ocurrir; enfriarlas y mez-
clarlas en las proporciones arriba mencionadas. Mantener-

la a temperatura ambiente.

2.- Sol. de piruvato Zmli. Para la grafica de calioracidn.
22 mgs.de piruvato de sodio R.A.
Disolverlo en solucidn tampén, para aforar finalmente -

con la misma solucidén a 100 ml.

3.- Sustrato para TGO:
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..Sol. de ©6A-cetoglutarato, 2mM —
DL—agpartato, 200mh ~
Disolver 29.2 mg de &4cido Ol-cetoglutdrico  R.A.
2.66 g de adcido dl-aspdrtico  R.A. .
con aprox. 15-20 ml de NaOH 1N, en un matraz pequefio —-
hasta que la solucidn sea clara; ajustar el pH a 7.4 y -
luego aforar con solucidén tampén de fosfatos a 100 ml.

‘Mantener en refrigeracidn.

Sustrato para TGP:

Sol. de &-cetoglutarato, 2mi
DL-alanina, 200mki.
Disolver 29.2 mg de acido e{-cetoglutdrico R.A.
1.78 g de dl-alanina R.A.
con 15-20 ml de NaOH 1N
hasta tener una sol. clara; ajustar el pH a 7.4 y aforar
con solucién tampén a 100 ml.

Sol. de 2,4-Dinitrofenilhidrazina, lmM.

Disolver 19.8 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina R.A.

en HCL 1N y aforar con é1 a 100 ml. Calentar suavemente
para lograr una solucidn homogénea.

Sol. de NaOH 0.4N

Las modificaciones de los reactivos usados fueron:

Para las graficas de calibracidn:

lo-

Sol. de piruvato, 2mi a pH 7.0
Sol. de piruvato, 2mM a pH 7.2
Sol. de piruvato, 2mM a pH 7.4

Sol. de piruvato, 2mh a pH 7.6
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S5.= Sol. de piruvato, 2mh a pH 7.8

Sustratos para la transaminasa glutdmico oxalacética:

4 1.- Sol. de «-cetoglutarato, 2mi

dl-aspartato, 200mM
Sol. de NaOH 1N
Sol. tampén, 100ml para aforar; a pH 7.0
2.- La misma solucidn anterior pero ahora a pH 7.2
}.- La misma solucién anteriuor pero anora a pH 7.4
4.- La misma solucidn anterior pero anora a pH 7.6

5.- La misma solucidén anterior pero anora a pH 7.8

Usando solucidn de NaZHPO4 S de KH2P04 para ajustar el
pH segun lo que se requiera.

Sustratos para la transaminasa glutdmico pirdvica:
l.- Sol. de &{-cetoglutarato, 2mi
dl-alanina, 200wl
Sol.de NaOH 1N, para disoclver,
Sol. tampén, 100 ml para aforar; a pH 7.0
2.- La misma solucidn anterior a pH 7.2
3.~ La misma solucidn anterior a pHd 7.4

4.- La misma solucién anterior a pH 7.6

5.- La misma solucién anterior a pH 7.8

Usando para ajustar el pH, solucién de Na2HP04 6 de —-
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oy segln lo que sea necesario.

I La técnica es:

3n un tubo de ensaye poner 1 ml del sustrato d2s3223)7, incu-—
bar a la temperatura constante de: 25°, 35°, 37°, ‘6 40%C, au
rante 10 min.; agregar 0.2 ml de suero, mezclar ¢ incubar pov
60 min. Z{ACTAWENTE para TGO y por 30 min. para TGP.Sacar el
tubo del bafio de agua y agregar 1 ml de solucidn de 2,4-dini
trofenilihilrazina, mantenerlo e temperatura ambiente por 20-
min. y agregar 1lOml de NaOH OQ4N, mezclar por inversidén, re
posar 30 min § leer densidad fptica a 535 nm. Usar agua como
blanco. . )

Se usé una serie de muestras para cada sustrato y pa
ra cada temperatura; llevando un control para cada serie. El
control se hizo de la siguiente manera:

Sustrato I ml B
Suero 0.2 ml )
2, 4=D7H 1.0 ml. Reposar a temperatura ambiente 20 min.,

agregar 10 ml de NaOH y leer.

Las gréficas de calibracidén se hicieron de la forma -

siguiente:
No. tubos Sol. de Sustrato H20 Reactivo ceténico
piruvato(ml) - (ml) (ml) (ml)
1 0.0 1.0 0.2 1.0
2 0.1 0.9 0.2 1.0
3 0.2 0.8 0.2 1.0
4 0.3 0.7 0.2 1.0
5 0.4 . 0.6 0.2 1.0
6 0.5 0.5 0.2 1.0

Mantener a temperatura ambiente por 20 minutos. Poner-
en cada tubo 10 ml de Ja0H, mezclar y leer a los 5 min., con
tra el tubo ndmero uno. Estas se repitieron con cada uno de-
los sustratos usados para la transaminasa pirdvica.
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.. Las gréficas de calibracidén para la transaminasa oxal-
acética se hace de la misma forma anterior pero usando dis -
tintas concentraciones de piruvato y de sustrato.

p

(o Lk d A
No. tubos Sol. de pi- Sustrato 520 heac-
ruvato de Na tivo ce-
(ml) (ml) (ml) ténico(ml)
2 0.0 1.0 0.2 1.0
2 0.05 0.95 0.2 1.0
3 0.10 s 0.90 0.2 1.0
4 0.15 0.85 0.2 1.0
5 0.20 0.80 0.2 1.0
6 0.25 0.75 0.2 1.0

Mezclar y mantener a temperatura ambiente por 20 min.,
agregar 10 ml de NaOH a cada tubo, mezclar y leer a 535 nm -
contra el tubo No. 1l.

La grifica se repitié usando cada sustrato a su corres-
pondiente pH.

Se usaron dos grupos de sustratos para cada enzima; --
uno de ellos se mantuvo en condiciones desfavorables, es de-
cir, sin conservador aunque en refrigeracién, para favorecer
la contaminacidn microbiana; especialmente la producida por-
hongos que son quienes mas atacan este tipo de soluciones.

Uno de los factores de error gue se introdujeron, fué-
que las pipetas empleadas, aunque se debian mantener limpias
era necesario que después de tomar la cantidad debida del -
sustrato respectivo y antes de introducirlo en otro, lavar-
las con sélo agua de la llave sin emplear jabén; esto por -
lo tanto provoca contaminacidn quimica entre las soluciones
alterandoles el pH. . '

Bl otro grupo se manejé en condiciones-ideales, esto -

es protegiéndo los reactivos con unas gotas de cloroformo -
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usado como conservador; también en refrigeracidn, pero te --
niendo cuidaao en la manipulacidn de usar pipetas muy lim -
pias, lavadas no con detergente sino con jabdn suave (Sigma-
clean) y pasadas por agua destilada; y utilizando una pipeta
para cada reactivo.

Las muestras bioldgicas se tomaron ae una mezcla de —-
sueros liores de nemélisis, quilosis e ictericia; esto es -
muy importante, ya que l#s enzimas se nallan también en los-

eritrocitos,(l) lo que provoca un aumento anormal en las lec-
turas; lo mismo ocurre con la quilosis y la ictericia que por

opacidad una y por coloracién. otra, dan valores errdneos.

Los sueros se mantuviersn en conZzelacidn, durante un -
periodo ae tieumpo de 45 dias; el suero se alvidid en porcio-
nes aiicuotas, para evitar la descongzlacidn continua, la —-
aue ocaslona desnaturalizacidn de las enzimas damdo por re--
sultado ralsos valores bajos.

4s 1mportante nacer notar que el pd de las soluciones
fueron ajustados con potencidmetro, lo aue reduce notablemen-
te el margen de error que puadliera existir sl no se hubiera -

U3&u0e



CAFITULO IV

L

As%uJulADOG OBT v lpos

.

yectats go reallzdaad Lo investigacidn en las condicio-

Hnes "wilas extviictaas, los resuitacos que se obtuvieron en -

=

i s enzlwditled l'ueron wilerentes. Ssto puede apcreciar-

Lejor en Las tudlas sa0secda2nt2s y en las grdficas de ca-

u

livracidn =l'e:luuaas para Los alstlntos sustratos y tempera-

~301e¢ns 32 nilclerorn colocsndo las concentraciones

:1i: corrcespondiente 2n las aocisas v el por ciento-

~ucias (»T) en las oruenadas. Las coacentraciones-

estin expresaaas en 'unidades por ml de suecro (U/ml): para la
surca son:
21, 47, t 4, ¥, l4u U/ml. Para la transauminasa glutdmico pi-

ravica sons 2fy 2i. 92, 1s¢, 20> U/l de suero.

foans las grdaricas de calior:cidn se realizaron a tem-
peritar.: awvlente y& gle no deven Lncuoarse, por no estarse-—
electuzndo wia reaccidn enziwdtica, ya aue sdlo se trata de- )
w1l proceso de aesdarrollo as color para ser usada como patrdn

de mouaicidn de las detorminucionas gque si e incuovan. »/J

se usaron sustratos con conservador tanto pRra la tran-
saminasa glutdmico oxalacédtica, como para la transaminasa -
ziutdmico pirdvica; por lo que se nizo una grafica en estas
conalclones para caaa una de ellas y otras en las aue no se
empled conservaaor. Ademds se realizaron a cada diferente pH
empleado en la cuantificacion de las enziwas:7.0,7.2,7.4,7.6

T 7.6



3

Gréfica No. 1
Calibracién de Transaminasa Glutdmico Oxalecética.

T1 T}

pH % de T Simpologias en gréfica
7.0 43. 39_.35 31 28 22 0000000000000
T.2 44 37 34 30 25 20 e
7.4 42 37 33 30 27 22

7.6 44 39 35 32 28 33 —————— -
7.8 40 35 32 28 25 21 el —

U/ml de suero: O 21 42 64 97 140

Soluciones usadas:
Patrdn de piruvato de sodio, 2mM;jdisuelto e.
soluciones reguladoras s.ceda uno de los pH ,
2, 4=dinitrofenilnidrazina,lmli;en HCl1 1.0N .
NaOH O.4N .

congiciones de temperatura; AMbiente,

Conservador: Cloroformo R.A.




Gréfica No. 2
Calibracidén de Transaminasa Glutdmico Oxalacética,

FT 47771 T T a5 37

= erry

e inims

P

Tl

. St [l s jj i i s R e i B ‘ e B e B

oH % de T Simbologfa en grifica
7.0 44 37 30 25 20 15 000000000000000000000
T2 18 17 16 15 13 12 B S o
T.4 49 46 42.5 40 38 34

7.6 55 50 47 43 38 36.5 - = - - === -~ - -
7.8 49.5 44.5 41 36 34 31 >—r—>—3 , 3

U/ml de suero: 0 21 42 64 97 140
Soluciones usadas:

Las mismas descritas en la hoja anterior.
Condiciones de temperatura: Ambiente. )
Conservador: No se usé.
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Gréfica No. 3

Calibracidn de ‘fransaminass 3lutémico Firdvica .

w
AE % - 3k L8, 21000 (S 1 S O .
8 - -— - ——7-‘7‘— -—.J
7 A R L : ‘:]
it e e S A_lﬂ?,v & ” v Sl .. z St
@i e SR ! scap h
“a | N P i | 9
R bt ! i P ooy RTLE ] ;
el R s i ! ? ?
B o L - I T e e HESE e me T e e e
: .y H i 3 i ? :
s ey & 5 L - d
! } }
i 1 .
| — ST S LN
v i
. I
|
N OISR e
;
O
-
: ™

o

PH » de T Simbologia en gréafic
7.0 59 51 43 38 34 25 00000500000000000000
7.2 39 33 29 23 18 13 B s T L S R SR
7.4 43.5 36 30 25 lo 12.5 NS
T+6 40 33 28 24 19y 14 - - - - - - - - -
7.8 41 34 2¢ 22 17 12

U/ml de suero: O 27 57 95 137 205

Soluciones empleadas: )
Patrdn de piruvato de scdio,2mh; disuelto en soi.
reguladora a cada uno de los pH anteriores.
2, 4=dinitrofenilnidrazina,lmdi; en HCl 1.QN .
NaOH O0.4N .

Condiciones de temperatura: Ambiente.

Conservador: Cloroformo R.A.
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Grédtica No. 4
Calibracidn de Transaminasa Glutdmico Firdvics.

= v Gg T Sirbolegis en gréfics
e o % 3@ L] L7 000000000000000000000
Te2 25 23 22 2045 19 15.9 4dtttrtttrrrititiat
-4 26 ¢4 c2.5 20 L17.5 15

7.6 65.5 55 48 40 30 22 - e - - - -
7.0 22 21 20 19 17.5 16 - oemsprmcmlmaseiiimsmiionny

U/ml de suero U 27 97T 95 137 205
Soluciones empleadas:

Las descritas en la noja anterior.
Condiciones de temperatura: Amoiente.
Conservador: No se usd.
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-Resultados obtenidos de transaminasa glutdmico pirdvica.
Usando sustratos con conservador:

PH 70 TaZ  Tok _T:.6 7.8

T _

25°¢ | 1.0 8.0 0.0 . 5.8  10.2
35% 17.2 13.2 1.0 4.0 6.4

37% 4.4 2.4 1.0 22.4 20.0
40°¢ - 2.4 8.0 9.6 5.6 2.6

Tabla 1. Valores promedios (X)en U/ml.

Sustratos sin conservador:

pH 7.0 7.2 T.4 7.6 7.8
T
25%¢ | 15.2  27.0 37.8 40.6 35.8
37°% 16.8 10.0 97.8 6.0  80.0

Tabla 2. Valores promedios (X) en U/ml.

Tabla 3. Amplitud de valores en U/ml.(Lim. supylim ind

Sustratos con conservador.

pH 7.0 7.2 T4 7.6 _ 7.8

S _

25°¢ /1 10/3 ©0/0 8/2  15/6 .
35%¢ 26/9 22/11 5/0 5/0  9/0
37°% 6/0 6/0 5/0  26/20 20/20
40°c 3/0 8/8 12/6 6/5 _ 5/2

Tabla 4. Amplitud de valores en U/ml.(Lim.sup/lim infy

Sustratos sin conservador.

pH 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8

T _ ,

25% 27/10 45/0 45/21 47/26 52/25.
37°%C 22/15 10/10 180/73 6/6 90/57




qU
-Resultados obtenidos en la determinacidn de la transami-

nasa glutdmico oxalacética.

Tabla 5. Valores promedios (X) en U/ml.
Sustratos con conservador.

pH 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8
T

25%¢ 7.8 7.4 11.8  13.6 4.0
35°% 7.0 4.5 8.1 0.0 0.0
37% 3.6 19.2 13.8 16.0 9.9
40°¢ 8.3 7.5 8.4 5.0 8.1

Tabla 6. Valores promedios en U/ml.
Sustratos sin conservador.

pH 7.0 7.2 Ted  Te6 T8
T
25%C 68.4 21.0 20.8 21.0 0.0
37%¢ 27.0  28.3  45.2  36.0  4l.4

Tabla 7. Amplitud de valores en U/ml.(Lim sup/lim inf,

Sustratos con conservador.

pH Tl T2 Teh 76 7.8
i

25%¢ 8/7 16/0 17/8 17.5/6 4/4
35°%¢ 8/3  1.5/0 12.5/5 0/0  0/0
37°%C 9/0 20/16 18/9  24/10 12.5/3
40°¢ 13/3  7.5/1.5 _9/8 5/5 9/1.5

Tabla 8. Amplitud de valores en U/ml.(Lim sup/lim inf,
Sustratos sin conservador.

pH 7.0 7.2 T.4 7.6 7.8

T
25% 96/27 45/9  33/15 27/17 0/0
37% 27/21 45/12.5 53/40 38/38 43/38




CAPITULO V

ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

En esta seccidn trataremos de analizar el porque de los
resultados que se obtienen y las causas que interfieren en -
ellos.

Uno de los factores més importantes de tener en cuenta
durante el desarrollo de la préctica, es evitar la contamina-
cidn microbiana de los sustratos, que por su carécter de con-
tenido amindacidico, es un medio propicio para el crecimien—
to de gérmenes principalmente hongos, debido & su nutricién
autotréfica. Esto puede corregirse manteniéndolos no sélo en
refrigeracién sino adicionéndoles ademdés un conservador.

En las gréficas anteriores puede verse como los resul-
tados varian cuando se usa conservador y cuando no se usa; -
lo que nos da una idea de la forma en que la presencia de —-—
microorganismos en los sustratos los afecta.

Ademds de la contaminacidén intervienen el pH y la tem-
peratura de incuvpacién. Las alteraciones en el pH son muy ——
notables, sobre todo, si no se usa ningin preservativo; es -
por ello que se le debe ajustar con potencidmetro. Se ha ob-
servado que al variar el pH debe variarse la temperatura con
el fin de evitar cambios en los valores finales.

Las observaciones hechas para cada enzima son diferen-
tes; tenemos que la transaminasa glutdmico oxalacética fun -

ciona bien a varias temperaturas y pH, siesdo su Sptimo a 37°C
y a8 pH de 7.2, si se emplea conservador; de esta forma trabaja
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oien a 25°C y a pH de 7.6, a 40°C y 7.0, a 35°C y 7.4; debe -
aclararse que estos datos son dados en orden decreciente de -
actividaa, 8§ sea que ésta disminuye al variar el pH.

Cuanao no se usa conservador en los sustratos, su pH ép-
timo es de 7.0 y la temperatura de 2500: puede usarse también
a 7.4y 31°C la temperatura de incubacién.

T (%) pH éptimo T (°C) _pH

25 1.6 25 7.0
35 7.4 37 1.4
Ei 7.2 |

40 7.0

Con cloroformo, 3in cloroformo.

Lo que ocurre con la trensaminasa glutdmico pirdvica es
semejante; su pH dptimo es de 7.6 y la temperatura de incuba-
cidén de élig: se le puede manejar también a 25°C y pH de 7.8;
a 35% y 7.0, y aunque con valores mds pajos que los anterio-
res a T.4 y 4090.

Cuanco no se emplea cloroformo el pH es de 7.6 y la tem-
peratura de 25°C § de 7.4 con 37°C.

T (°C) pH $ptimo T (°¢) pH

31 7.6 25 7.6
35 7.0 37 7.4
25 7.8

40 T.4

Conservador. Sin conservador.

En términos generales puede decirse que se obtienen va-
lores mds altos en la transaminasa glutdmico pirdvica que en
la oxalacética, lo que nos indica una menor actividad de esta
enzima, debido tal vez a que es mas sensible a los cambios =
fisicos.



CAPITULO VI

RESUMEN

£l presente trabajo se desarrolld con fines diddcticos,
para conocer las causas por las cuales, las determinaciones -

en suero de las transaminasas glutiuico oxalacética y glutd -
mico pirdvica no dan los résultados,espepgdqs.

La técnica empleada para ello, fué la colorimétrica de
Reitman y Frankel, en la que se introdujeron diferentes erro-
res tanto fisicos coms quimicos y mecdnicos.Se“asardnmezclas
de sueros libres de hewdlisis ,durante un lapso de tiempo de
45 dias; toméqdose controles-diarios para poder apreciar los
cambios que pudieran presentarse.

Se utilizaron dos grupos' d2 sustratos para cada una de
las enzimas a determinar; un grupo usando cloroformo como con-
servador y otro grupo sin conservador.Esto fué con el fin de
observar las variaciones que pudieran pfesentarge en el *rans
curso de las determinaciones.



CAPITULO VII

CONCLUSIONZS

Después de’ lo anteriormente expuesto, se llega a la con-
clusién de que las diferentes lecturas de unidades que se ob-
tienen para cada enzima a su correspondiente pH y temperatura,
se debe probablemente a la formacion de subproductos gue en —-
alguna forma interfieren en la determinacién. Esto podria com-
probarse medianﬁe un andlisis que permita conocer con exacti-
tud lo que ocurre después de efectuada la reaccidn, como se-——
ria una espectroscopia de rayos infrarrojos y de resonancia -
magnética nuclear. -

Debe tenerse un riguroso control, tanto sobre el pH co-
mo sobre la temperatura; el primero deberd ajustarse poten —-
ciométricamente para poder lograrlo y la segunda, mediante el
uso de besnos de agua con termostato regulable de alta sensibi-
lidad.

Los reactivos empleados, deben prepararse con mucho cui-
dado ya que de ellos depende directamente el que se obtengan
los resultados esperados y por consiguiente, que la préctica-
sea de buena calidad. Todos estos factores son muy importan -
tes para que la técnica funcione a su mds alto grado de sen -
Sibilidad y los valores obtenidos sean confiables.

Desde la toma de la muestra comienza la buena técnica,-
la que debe hacerse en el momento preciso; en los sueros no -
debe naber hemdlisis, ictericia ni quilosis, para evitar la -
interferencia que provocan por razones de su propio caracter
colorido. Hay ocasiones en que no se les puede eliminar por -
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cowpleto, pero s1n euwbargo, ya por si mismo esto nos estd —-
dando un:: idea do Lo que se ootendrd, sobre todo si se cono-

cen ciertas caracteristicas del paciente.

finudmente, se debe tener presente la limpieza del ma-
terial ge viario jue se usard, debjdo a las sustancias que -

actlian como 1nhibidores d2 la actividad enzimAtica.

2-vs . son las sitianciones gue pucleron notarse de més
tirante el desarrollo de esta investigacién y esta -
00 so2surds 142 ae tomarse en cuenta, poaria corregirse en -
La2no, el traosjo erectundo en el lavoretorio, lo aue permi-
t1ri nlcnngar el objetivo final que se persigue al progra -
@ur estda asterminacidn en el curso de laooratorio de Andli -

315 »sroauimico Clinico,con clave u?7-9-10.
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